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RESUMO 

Algumas doenças dermatológicas inflamatórias são tratadas com fármacos 

veiculados em formas farmacêuticas convencionais, que muitas vezes não atingem 

concentrações teciduais adequadas para gerar o efeito farmacológico máximo. A 

pentoxifilina (PTX) é um desses fármacos e tem sido amplamente estudada com 

relação a sua atividade anti-inflamatória por inibir a produção de TNF-α e outras 

citocinas pró-inflamatórias. O uso da PTX incorporada a uma microemulsão (ME) 

seria uma alternativa inédita para o tratamento de afecções dermatológicas 

inflamatórias. Esse novo sistema transportador de fármaco pode ser utilizado 

topicamente e é capaz de aumentar a permeação cutânea e a eficácia de vários 

fármacos em relação aos tratamentos convencionais. O objetivo deste trabalho foi 

desenvolver um sistema microemulsionado contendo PTX para aplicação tópica. A 

formulação obtida a partir de um diagrama de fase pseudoternário foi caracterizada 

e avaliada utilizando métodos como microscopia de luz polarizada (MLP), 

calorimetria exploratória diferencial (DSC) e microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). O perfil de liberação in vitro foi determinado utilizando o modelo de células de 

Franz e a atividade antiedematogênica in vivo foi determinada através da técnica de 

edema de pata induzido por carragenina. A ME desenvolvida foi constituída por 5% 

de água destilada, 51% de triglicerídeos do ácido cáprico e caprílico, 39,6% de 

Tween® 80 e 4,4% Brij® 52. Através das análises de MLP, DSC e MET foi possível 

confirmar a estruturação do sistema como ME do tipo água em óleo (A/O). A 

formulação apresentou-se estável frente a estresses térmicos, além de possuir 

características físico-químicas que possibilitam seu uso por via tópica. A liberação in 

vitro da ME-PTX obedeceu ao modelo cinético de Higuchi e apresentou atividade 

anti-inflamatória significativa em edema de pata induzido por carragenina em todas 

as etapas do ensaio. Portanto, pôde-se concluir, que a veiculação da PTX através 

de um sistema microemulsionado mostrou-se uma alternativa interessante e inédita 

para o tratamento de afecções dermatológicas. 

Palavras-chave: Anti-inflamatório, microemulsão, liberação de fármaco, 

pentoxifilina, via tópica.  
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ABSTRACT 

Some inflammatory skin diseases are treated with drugs carried on conventional 

dosage forms that often fail to achieve adequate concentrations in the tissue to 

generate maximum pharmacological effect. Pentoxifylline (PTX) is one of these drugs 

widely studied due to its anti-inflammatory activity by inhibiting the production of TNF-

α and other proinflammatory cytokines. The use of PTX incorporated into 

microemulsions (ME) would be a novel alternative for the treatment of inflammatory 

skin disorders. This new drug delivery system can be used topically and can be able 

to increase the permeation through skin and the effectiveness of several drugs 

compared to conventional treatments. The aim of this work was to develop a 

microemulsion containing PTX (PTX-ME) for topical use. The formulation obtained 

from the pseudoternary phase diagrams was characterized and evaluated using 

methods such as polarized light microscopy (MLP), differential scanning calorimetry 

(DSC) and transmission electron microscopy (TEM). The in vitro release profile was 

determined using the model of Franz cells and antiedematogenic activity in vivo was 

determined using the technique of paw edema induced by carrageenan. The ME was 

composed of distilled water (5%), acid–capric/caprylic triglycerides (51%), TweenTM 

80 (39.6%) and BrijTM 52 (4.4%). Analyzes of MLP, DSC, and TEM were able to 

confirm that the ME obtained was water-in-oil (W/O) type. The formulation was 

thermodynamically stable against thermic stress. Beside this, it had physical-

chemical characteristics that allow its topical use. In vitro release of PTX-ME followed 

the Higuchi kinetic model. Additionally, it showed significant anti-inflammatory activity 

in paw edema induced by carrageenan in all stages of the assay. Consequently, the 

PTX-ME showed an interesting alternative for treatment of dermatological disorders. 

Keywords: Anti-inflammatory, drug release, microemulsion, pentoxifylline, topical 

drug delivery. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Dificilmente todas as expectativas em torno de um determinado agente 

terapêutico são satisfatórias, podendo não serem alcançadas em relação aos 

parâmetros farmacocinéticos, resultados pré-clínicos e até mesmo os clínicos. Na 

atualidade, a maioria dos fármacos é veiculada em formas farmacêuticas ditas 

convencionais e, geralmente, elas não conseguem atingir concentrações apreciáveis 

no tecido alvo do organismo porque entre o local de aplicação e o alvo, onde devem 

exercer seu efeito farmacológico, interpõem-se uma série de barreiras anatômicas, 

químicas ou biológicas que contrariam a obtenção do efeito terapêutico desejado 

(SILVA et al., 2010a). 

 É nesse contexto que se inserem os recentes avanços na nanotecnologia 

farmacêutica e o conceito dos novos sistemas transportadores de fármacos, sendo 

estes capazes de compartimentalizar uma substância ativa e direcioná-la para os 

sítios onde deverão exercer o seu efeito farmacológico. A aplicação desses novos 

sistemas, como lipossomas, micro/nanopartículas e microemulsões vem ganhando 

mais atenção por parte dos laboratórios farmacêuticos e da comunidade científica e 

a grande maioria dos trabalhos investiga uma melhoria na liberação, 

biodisponibilidade e/ou dissolução dos fármacos contidos nestes novos veículos 

(ASTIER, 2006).  

 Houve também um significativo aumento de interesse no uso desses novos 

sistemas através da via tópica, demonstrando a capacidade de modificar a 

penetração de diversos fármacos na pele (BUTANI et al., 2014). A nanotecnologia, 

por intermédio desses novos transportadores de fármacos, vem sendo utilizada em 

formulações destinadas à aplicação tópica por ser minimamente invasiva, reduzir a 

dor ou o perigo de infecções, permitir algum controle sobre a deposição do fármaco 

e ter possibilidade de melhora na biodistribuição e no clearance (CEVC & VIERL, 

2010). 

 Dentre esses novos sistemas de liberação, um dos mais estudados são as 

microemulsões (ME). Elas possuem a capacidade de incorporar fármacos 

hidrofílicos, lipofílicos ou anfifílicos, podendo agir como sistemas reservatórios, 

diminuir a toxicidade da substância ativa, assim como proporcionar a alteração da 

biodisponibilidade, dependendo do tipo de interação entre o fármaco e o sistema de 

administração, permitindo a redução da dose administrada e minimizando os efeitos 
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colaterais potenciais do fármaco (FANUN, 2012). Além disso, as ME permitem altas 

taxas de penetração do fármaco em camadas profundas do estrato córneo quando 

comparadas a formulações ditas convencionais, sendo consideradas como sistemas 

terapêuticos promissores que facilitam a permeação e o direcionamento eficiente do 

ativo através da pele (SILVA et al., 2010b). 

 Diante dessas inovações farmacêuticas, surge uma perspectiva de resolução 

para a problemática terapêutica envolvendo o fármaco pentoxifilina (PTX) que, nos 

últimos anos, tem sido amplamente estudado com relação a sua atividade anti-

inflamatória em doenças dermatológicas (WONG & HOLT, 1992, WAHBA-YAHAV, 

1992, NOZ et al., 1993, CALDERON et al.,1993, SCHWARZ et al, 1993, GILHAR, 

1996; OMULECKI, 1996, BÁFICA, et al 2003; SADEGHIAN et al, 2006; MACHADO 

et al, 2007, BRITO et al., 2014). Dessa forma, afecções dermatológicas que antes 

eram tratadas apenas com suas formas farmacêuticas convencionais, oral e 

injetável, poderiam ser tratadas de uma forma mais específica, já que suas doses 

orais ficam a desejar em relação a concentrações adequadas para o tratamento de 

inflamações na pele (TEKSIN et al., 2009) e sua utilização pela via parenteral é 

dolorosa e dependente de profissionais treinados. Portanto, o uso desses novos 

sistemas transportadores de fármacos poderia ajudar a alcançar o efeito desejado 

de uma maneira mais adequada. 

 Microemulsões contendo a PTX permitiriam inúmeras vantagens na aplicação 

desse fármaco em doenças dermatológicas, tendo em vista que este sistema é 

capaz de induzir mudanças termodinâmicas no ativo, modificando seu equilíbrio 

particional em direção as camadas da pele e a função barreira do estrato córneo 

seria desfeita devido a quantidade de tensoativos presentes em sua composição, 

fazendo com que a bicamada lipídica fosse desestruturada e a permeabilidade ao 

fármaco facilitada, podendo atingir concentrações locais ideais para um efeito 

farmacológico máximo  (SILVA et al., 2010b, SAHOO et al., 2014). O uso tópico 

desse sistema seria um método atraente para o tratamento dessas desordens da 

pele devido à grande área de superfície epitelial disponível, fácil acessibilidade, 

degradação enzimática relativamente baixa e a redução do risco de efeitos 

secundários sistêmicos. 

 Dessa forma, diante da necessidade de inovação em tratamentos das 

afecções dermatológicas inflamatórias e do crescente surgimento de novas formas 

farmacêuticas que possibilitam um aumento de alternativas de aplicação de uma 
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determinada substância farmacologicamente ativa, o presente estudo torna-se 

promissor ao apoiar a hipótese de que ao veicular a PTX em um sistema 

microemulsionado, esta poderá possivelmente promover uma melhora de modo 

mais efetivo em quadros inflamatórios cutâneos.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 PELE 

 

 A pele é o maior órgão do corpo humano e é responsável por 

aproximadamente 16% do peso corporal, sendo de 102 a 104 vezes menos 

permeável que uma parede capilar. Possui diversas funções consideradas vitais 

como a regulação térmica e metabólica, a sensação de tato e de dor por conta de 

suas terminações nervosas sensitivas, a presença de suas células queratinizadas é 

capaz de evitar a perda de água transepitelial, retardando assim os processos de 

desidratação e evitando processos bruscos de atrito, além de ser uma excelente 

barreira biológica contra patógenos e agressões ambientais, como a radiação 

ultravioleta (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; CEVC; VIERL, 2010; KENDALL; 

NICOLAOU, 2013).  A associação de várias camadas de tecido faz com que a pele 

seja uma estrutura organizada e funcional, sendo estas a epiderme, porção epitelial 

de origem ectodérmica e a derme, porção conjuntiva de origem mesodérmica. A 

hipoderme é uma camada de tecido conjuntivo frouxo que une de maneira pouco 

firme a derme aos órgãos subjancentes (Figura 1) (BOWSTRA et al., 2003, 

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). 

 

Figura 1 - Camadas estruturais da pele. 

 

Fonte: http://www.healthcentral.com/skin-cancer/000425.html 
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 A epiderme é constituída por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado 

sendo o tecido mais externo da pele, caracterizado por ser avascular (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2008). Ela é composta principalmente por queratinócitos, células que 

constantemente migram da derme para a epiderme amadurecendo e transformando-

se em corneócitos, células anucleadas, constituídas por queratina que formam o 

estrato córneo (EC) da pele, camada epitelial que está em constante renovação 

celular sendo formada por uma matriz rica em lipídeos composta por ceramida (45-

50%), colesterol (20 a 25%), sulfato de colesterila (10%), éster de colesterila (0,7%), 

fosfolipídios (0,1%), triacilgliceróis (2,6%) e ácidos graxos livres (10-15%) 

(STORPIRTIS et al., 2009; BERTHAUD; BONCHEVA, 2011; KENDALL; NICOLAOU, 

2013).  

 O EC é considerado como a barreira primária do processo de difusão, 

interferindo na permeação dos fármacos através da pele (CHORILLI et al., 2007; 

CEVC; VIERL, 2010). A fluidez dos lipídeos presentes nessa camada é 

indispensável para a difusão transepitelial de moléculas lipofílicas, anfifílicas e 

hidrofílicas, assegurando o espaço intermolecular necessário para a inserção e 

migração dos fármacos através dessa barreira (MOSS et al., 2002; MITRAGOTRI, 

2004; GEINOZ et al., 2004). 

 Essa camada epitelial é constantemente exposta a fatores externos que a 

desestabilizam como estresses mecânicos, contatos frequentes com água, ação de 

tensoativos e a presença de produtos químicos no ambiente. Além disso, a sua 

espessura e integridade (cristalinidade e quantidades totais de lipídeos) podem 

sofrer alterações de acordo com a idade, sexo, raça e região corporal, variando sua 

capacidade funcional (HARRIS, 2009). Dessa forma, uma alta integridade e a 

coesão intercelular apropriada dos corneócitos são aspectos fundamentais para que 

o EC funcione como barreira eficaz para o controle de fluxos de água e produtos 

químicos através da pele (BERTHAUD; BONCHEVA, 2011). 

 Subjacente à epiderme, têm-se a derme, tecido conjuntivo delimitado 

externamente por sua junção com a epiderme e internamente pela gordura 

subcutânea, sendo a derme normalmente de 5-20 vezes mais espessa do que a 

epiderme. É uma região que apresenta uma quantidade significativa de colágeno, 

aproximadamente 70%, no entanto é formada por poucas células, destacando-se os 

fibroblastos, histiócitos e os adipócitos, que se encontram inseridos em uma 

substância amorfa responsável pela elasticidade e suporte mecânico, formando o 
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tecido conjuntivo (CEVC & VIERL, 2010). Além disso, é a partir da derme que se 

originam os folículos pilosos e as glândulas sebáceas e sudoríparas, os vasos 

sanguíneos e nervos sensoriais, sendo todas essas estruturas envolvidas por fibras 

colágenas e elásticas (LAI-CHEONG; McGRATH, 2009). 

 A derme também é residência de células imunológicas que são responsáveis 

pela manutenção da homeostase dessa camada, incluindo-se nessa função os 

neutrófilos, monócitos/macrófagos, os linfócitos do tipo T e B, mastócitos, eosinófilos 

e células dendríticas que, no surgimento de um processo inflamatório, deixam os 

pequenos vasos sanguíneos da derme e se infiltram no tecido cutâneo, através de 

estímulos dos mediadores inflamatórios como as citocinas, para tentar reverter a 

inflamação e restaurar o tecido (FRIEDMANN et al., 1993; KENDALL; NICOLAOU, 

2013).  

 Por fim, a hipoderme, também chamada de tecido celular subcutâneo ou 

panículo adiposo. É formada por tecido conjuntivo frouxo sendo a camada 

responsável pelo deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se apóia. É 

caracterizada pela presença de adipócitos, formando o tecido adiposo constituído de 

lóbulos de lipócitos delimitados por septos de colágeno com vasos sanguíneos 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Esse tecido possui propriedades de 

armazenamento energético, funcionando como reversa de ácidos graxos, de 

proteção contra traumatismos e de regulador de variações térmicas. Além disso, os 

adipócitos são os principais produtores de uma ampla variedade de mediadores 

lipídicos, que incluem prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, ácidos 

epoxieicosatrienoicos, epóxidos de ácidos graxos, fator ativador de plaquetas (PAF), 

ácido lisofosfatídico, 2-araquidonilglicerol, amidas lipídicas e outras citocinas 

inflamatórias que influenciam nas demais células cutâneas (IYER et al., 2010). 

 Em síntese, a pele é a barreira primária do organismo, sendo altamente 

especializada, complexa e eficiente para o transporte de moléculas, tendo a 

epiderme como passo limitante mais importante para o processo difusional, a derme 

como região de abrigo para as células funcionais da pele e para todas as fibras que 

permitem a estabilidade mecânica desse órgão e a hipodeme como suporte para 

fenômenos traumáticos e térmicos. 
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2.2 PROCESSOS INFLAMATÓRIOS NA PELE 

 

 Sendo a pele a interface entre o interior do nosso organismo e o ambiente 

externo, ela corresponde ao primeiro alvo para injúrias físicas, químicas ou 

microbiológicas que são capazes de modificar sua estrutura e função, 

desencadeando um processo inflamatório (BICKERS; ATHAR, 2006). 

 A inflamação refere-se a uma resposta biológica intrínseca formada por um 

conjunto de reações celulares envolvendo os sistemas imunológico e vascular. As 

características clínicas da resposta inflamatória, descritas por Celsus há mais de 

2000 anos, estão bem estabelecidas pelos sinais clássicos de calor, rubor, edema e 

dor (DORWARD et al., 2012). A cascata dos eventos inflamatórios iniciada é 

controlada especificamente por mediadores químicos endógenos que promovem o 

aumento do fluxo de sangue e da permeabilidade vascular, em capilares e vênulas, 

permitindo intensa infiltração de leucócitos polimorfonucleares (PMNs) e 

mononucleares para o tecido lesionado, associado a uma maior sensibilização dos 

neurônios aferentes primários (JÄNIG, GREEN, 2014).  

 Uma das finalidades do processo inflamatório é restaurar a homeostase do 

tecido danificado através da indução de vários mecanismos reparadores (EREN et 

al., 2015). No entanto, embora a inflamação seja considerada uma resposta 

protetora contra lesões, esse fenômeno constitui um feedback positivo, que se 

mantido em ação constantemente, pode resultar em uma lesão tecidual ainda mais 

acentuada (JÄNIG, GREEN, 2014). Dessa forma, embora tenha um caráter 

reparador, ela pode ser associada a um grande número de doenças da pele 

incluindo psoríase, dermatite atópica e câncer (JOHNSON-HUANG et al., 2009; 

MUELLER, 2006).  

 As afecções dermatológicas inflamatórias em nada diferem quanto à cascata 

da inflamação, onde o estímulo induz a produção de citocinas pró-inflamatórias 

secretadas pelas células da pele em resposta a injúria tissular provocada (ELIAS et 

al., 1999).  Os queratinócitos podem secretar diversas citocinas em resposta a lesão, 

como por exemplo, TNF-α, IL-1α, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TGF-α, TGF-β, IFN-γ e 

MCP-1, considerados com os principais mediadores da resposta inflamatória 

cutânea. Esses mediadores são capazes de promover a ativação de moléculas de 

adesão, como os membros da família das selectinas e integrinas, que auxiliam no 

processo de transmigração dos leucócitos através do endotélio vascular, atraídos 
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para o local inflamado graças a ação de quimiocinas (COUSSENS; WERB, 2002). A 

magnitude desse influxo é controlada pelo gradiente de citocinas e quimiocinas 

presentes no local (PATEL et al., 2014). Concomitantemente, ocorre a passagem de 

proteínas plasmáticas para o local onde foi iniciada a resposta inflamatória, dando 

origem ao edema, que é resultante do acúmulo de exsudato composto por proteínas 

plasmáticas, leucócitos e mediadores inflamatórios (POBER; SESSA, 2007). 

 Na presença de um agente flogístico, ocorre o recrutamento de macrófagos 

para o local, primeiras células imunológicas a serem ativadas e funcionarem como 

gatilho para todo o desenvolvimento da cascata de sinalização inflamatória, seguido 

dos neutrófilos. (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005). Estando ativados, os 

macrófagos são a principal fonte de citocinas e fatores de crescimento que 

influenciam profundamente as células endoteliais, epiteliais e mesenquimais do local 

inflamado. A presença dos mastócitos também é fundamental no processo 

inflamatório tendo em vista ser ele o responsável pela liberação de mediadores 

estocados, como a histamina, serotonina e proteases, e pela produção de novos 

mediadores, como as citocinas e mediadores lipídicos (COUSSENS; WERB, 2002). 

 Todas as citocinas secretadas pelos diversos tipos celulares citados são 

produzidas como resultado da ativação celular pela ação de agentes de transcrição 

gênica, como o fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-kB) e a proteína ativadora -

1 (AP-1) (MEDZHITOV; HORNG, 2009). Dentre todas as citocinas, o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) merece destaque por possuir um papel 

imunomodulador central nos processos inflamatórios da pele já que ele é capaz de 

promover a expressão de outras citocinas (como a IL-6, por exemplo), amplificando 

o processo inflamatório. 

 Este fator é produzido por diferentes células da linhagem 

monocítica/macrofágica residentes no tecido lesionado, que sinalizam o dano 

tecidual através da secreção desta citocina, resultando em diferentes tipos de 

respostas celulares. É uma citocina multifuncional que quando liberada dos 

queratinócitos pode estimular o acúmulo de células inflamatórias via indução da 

expressão de moléculas de adesão, como a molécula de adesão intercelular (ICAM-

1) e quando liberado pela derme, promove a proliferação de fibroblastos, dilatação 

dos vasos sanguíneos e o aumento da angiogênese (KUMAR et al., 2011). Pode 

agir sobre os neutrófilos aumentando a atividade fagocítica, a citotoxicidade, 

estimulando sua degranulação e a produção de espécies reativas do oxigênio, que 
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podem exacerbar o processo inflamatório (BEYAERT & FIERS, 1998; ZHOU et al., 

2009).  

 Além disso, essa citocina possui a capacidade de ativar a fosfolipase A2 e 

desencadeiar a produção de fator ativador de plaquetas (PAF), aumentando a 

síntese de catecolaminas, induzindo a febre e a expressão de antígenos de 

superfície das células endoteliais (BARTON et al., 1996). O TNF-α está envolvido 

em uma variedade de doenças dermatológicas inflamatórias agudas e crônicas, 

como a psoríase, doença do enxerto contra hospedeiro, dermatite de contato, entre 

outras. 

 A intensidade da resposta inflamatória está diretamente relacionada à 

natureza e a intensidade da lesão, ao local e ao sistema imunológico do indivíduo. 

Em muitos casos, se faz necessária a utilização de medicamentos para que haja a 

modulação desse processo e uma rápida recuperação do paciente. Uma série de 

novas substâncias tem se tornado alvo de estudos devido à descoberta de suas 

propriedades anti-inflamatórias com mecanismos de ação não convencionais, como 

a capacidade de modular a ação do TNF-α. Esse mecanismo de regulação, levando 

a uma menor produção dessa citocina, é de interesse clínico imediato e tem se 

tornado promissor pois impede, já a nível celular, a interação desse fator com seu 

receptor e evita toda a cascata que é gerada após essa ligação. Um dos fármacos 

com essa propriedade é a pentoxifilina, capaz de agir em todas as etapas da 

cascata da inflamação em doenças dermatológicas (GONZÁLEZ, 2007). 

 

2.3 PENTOXIFILINA 

 

 A pentoxifilina (PTX), também conhecida como oxpentifilina, é quimicamente 

denominada de 3,7- diidro-3,7-dimetil-1-(5-oxoexil)-1H-purina-2,6-diona, sendo um 

derivado do grupo das metilxantinas (HONDA; MAGALHÃES, 2001; BRITISH 

PHARMACOPOEIA, 2009). Sua fórmula molecular é C13H18N4O3 e peso molecular 

de 278,31 daltons (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). O fármaco encontra-se 

descrito nas farmacopeias Britânica, Europeia e Japonesa, e pode ser administrado 

por via oral ou intravenosa (HONDA; MAGALHÃES, 2001). Sua fórmula estrutural 

plana é vista conforme Figura 2. 
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Figura 2 - Fórmula estrutural plana da pentoxifilina. 

 
FONTE: TITA et al., 2013. 

 

 Este fármaco é um pó branco ou quase branco, cristalino, possui odor 

característico e sabor amargo (GUNAWAN et al., 1998). É bastante solúvel em água 

e em ácido acético, livremente solúvel em cloreto de metileno, clorofórmio, metanol e 

acetona, pouco solúvel em etanol, levemente solúvel no éter e praticamente 

insolúvel em hexano. Sua solubilidade em água tem sido reportada como 77mg/mL 

a 25°C, e 191mg/mL a 37°C (HONDA; MAGALHÃES, 2001; BP 2009). 

 Com relação ao pH, têm-se que o valor deste em uma solução aquosa de 

pentoxifilina a 1% situa-se entre 5,0-5,7. O valor da sua constante de ionização 

(pKa) têm sido reportada como 0,28 e seu coeficiente de partição n-octanol/água foi 

encontrado como sendo 1,96 quando medido a 20°C, e 2,82 quando medido a 37°C 

(BRITTAIN, 1998). 

 Seu ponto de fusão apresenta-se na faixa entre 103 e 107°C. Em se falando 

de sua higroscopicidade, este fármaco é capaz de sorver e dessorver 

aproximadamente 1% de água de acordo com os estudos de absorção de umidade 

da pentoxifilina. O composto parece não ser capaz de formar espécies de hidratos 

genuínos (BRITTAIN, 1998). 

 O comprimento de onda de absorção máxima da pentoxifilina em água e em 

metanol são essencialmente idênticos, tendo um pico em 272nm para a solução 

metanólica e em 273nm para a solução aquosa, mostrando que a absortividade da 

pentoxifilina não é extensivamente afetada pelo solvente usado (BP,2009). 

 A PTX foi sintetizada no ano de 1963 e introduzida comercialmente pela 

primeira vez na década de 1970, na Alemanha. Produtos contendo este fármaco 

chegaram ao mercado brasileiro em novembro de 1979, sob a forma comprimidos 
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de ação prolongada e em abril de 1980, sob a forma de solução injetável e nos 

últimos anos sua prescrição tem aumentado progressivamente (DEF, 2000). Possui 

registro CAS sob o número 6493-05-6 (BP, 2009).  

 Em relação a suas características farmacológicas, a PTX – 1-(5-oxohexil)-3,7- 

dimetilxantina ou 1-(5-oxohexil) teobromina ou ainda 1-hexil-3,7-dimetilxantina – é 

um derivado de metilxantina com uma 3,7-dimetil substituição similar àquela da 

teobromina (ELY, 1988). Ela foi inicialmente caracterizada como um agente 

hemorreológico e relaxante da musculatura lisa, principalmente a nível periférico, 

sendo bem utilizada para transtornos circulatórios como doenças vasculares 

periféricas (SAMLASKA & WINFIELD, 1994), úlceras vasculares de membros 

inferiores sendo, desde 1972, usada na Europa e desde 1984 usada nos Estados 

Unidos para claudicação intermitente (MAGNUSSON et al., 2008). 

 Estes benefícios hemorreológicos se devem a capacidade de agir sobre as 

hemácias de maneira a aumentar sua deformabilidade, por atuar na fosforilação e 

nas ligações cruzadas de proteínas presentes na membrana dos eritrócitos 

(PÓVOA, 2008), por promover a redução da viscosidade do sangue, estimular a 

liberação de prostaciclina, um potente vasodilatador e inibidor de agregação 

plaquetária (BAUMGARTNER, 2007) e estimular  mecanismos fibrinolíticos (AVIADO 

& DETTELBACH, 1984) resultando na melhora da microcirculação e oxigenação dos 

tecidos. Além disso, esse fármaco diminui a adesão e agregação leucocitária e 

plaquetária, diminui a degranulação neutrofílica, sem afetar o processo de fagocitose 

e a liberação de radicais livres, que levam ao aumento de danos celulares (ARIAS-

DIAZ et al., 1997).  

 Nos últimos anos, surgiu um outro interesse nas pesquisas sobre PTX, 

destacando suas propriedades anti-inflamatórias pelos efeitos inibitórios na cascata 

da inflamação, possuindo capacidade de modulação imunológica (ZHANG et al., 

2004; CHRISTOVA-BAGDASSARIAN et al., 2007). Ela é um inibidor não seletivo 

das fosfodiesterases de nucleotídeo cíclico, possuindo atividade anti-inflamatória 

devido a habilidade de inibir a síntese de TNF-α (FERNANDES et al., 2008; 

GONZALEZ-ESPINOZA et al., 2012; TURHAN et al., 2012).  

 As fosfodiesterases (PDEs) compreendem uma ampla família de enzimas que 

metabolizam os segundos mensageiros, monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e 

de guanosina cíclico (GMPc), em suas formas inativas por meio de uma hidrólise das 

ligações fosfodiéster. O AMPc e GMPc são formados pela ação da adenilato ciclase 



33	

	

	

e guanilato ciclase, respectivamente, e atuam na transdução da ação de muitos 

hormônios, neurotransmissores e outros efetores celulares. Esses monofosfatos 

cíclicos modulam uma variedade de enzimas envolvidas em processos fisiológicos 

essenciais para as células, entre elas as proteínas quinases dependentes de AMPc 

(PKA) e de GMPc (PKG), nucleotídeos cíclicos acoplados a canais iônicos e fatores 

de troca de guanina (BUFFONE et al., 2014).  

 A via de sinalização AMPc/PKA regula o metabolismo, a atividade gênica, 

principalmente na produção na citocinas inflamatórias, bem como o crescimento e 

divisão celular, a diferenciação celular e o funcionamento dos canais iônicos 

(HANSSON et al., 2000). Além disso, níveis aumentados de AMPc/GMPc ativam 

vias de fosforilação de proteínas envolvidas em respostas funcionais que podem 

afetar diferentes processos, como por exemplo as funções dos sistemas nervoso, 

cardiovascular e imune/inflamatório, a adesão celular e processos metabólicos 

(CASTRO et al., 2005). 

 A PTX, bem como outros inibidores de fosfodiesterases, faz parte de um 

grupo interessante de substâncias com atividade anti-inflamatória, sendo 

considerados como agente de grande potencial no tratamento de doenças 

inflamatórias da pele. Este fármaco é capaz de atuar em todas as fases do processo 

inflamatório desencadeado na pele, pois ao aumentar as concentrações de 

nucleotídeos cíclicos (AMPc e GMPc) ocorre o aumento na ativação da PKA, 

resultando na fosforilação de um número de proteínas reguladoras, incluindo a 

proteína CREB que pode inibir o NFK-β (factor nuclear kappa β), inibindo 

consequentemente a produção de várias citocinas, entre elas o TNF-α em monócitos 

e macrófagos devido a uma alteração na transcrição proteica do mesmo 

(GONZÁLEZ, 2007; WEI et al., 2009). 

  A supressão desta citocina faz com que ocorra uma inexpressão de 

moléculas de adesão em células endoteliais, como a ICAM-1, impedindo a adesão e 

migração de células inflamatórias (neutrófilos, eosinófilos, macrófagos) para o sítio 

da inflamação, diminuição da liberação de enzimas lisossomais, redução da ativação 

dos leucócitos, da agregação plaquetária e diminuição da formação de radicais 

superóxidos (GONZÁLEZ, 2007). 

 Além disso, o fármaco inibe a produção de interferon (IFN)-γ, IL-1, IL-6 e IL-8 

em leucócitos, bem como IL-1 e IL-6 em queratinócitos. Nestas células, a expressão 

da quimiocina IP-10 (γ-IP-10) induzida por IFN-γ, que potencializa a adesão de 
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células T ao endotélio, é inibida. A PTX também promove uma inibição no processo 

de apoptose celular, modulando a resposta do tipo Th2, reduzindo a de IL-12 e 

aumentando a produção da IL-10 e da IL-4 (KINDLER et al.,1989). Esses dados 

sugerem que a PTX é capaz de prevenir ou reduzir a fase inicial dos processos 

inflamatórios, pela regulação de citocinas e influxo de células inflamatórias no tecido-

alvo (BRUYNZEEL et al., 1998). Outro mecanismo de sinalização consiste na 

inibição dos receptores de adenosina na superfície celular pela PTX, sendo estes 

responsáveis pela modulação da atividade da adenilato ciclase. A adenosina é 

capaz de provocar a contração do músculo liso das vias aéreas e promove a 

indução da liberação de histamina por mastócitos (PÓVOA, 2008). 

 Várias enfermidades dermatológicas inflamatórias podem ser tratadas com a 

PTX, são elas: a necrobiose lipoídica (NOZ et al, 1993), úlceras venosas, poliarterite 

nodosa cutânea (CALDERON et al, 1993), morfeia generalizada (WONG & HOLT, 

1992), a prevenção de furunculose recorrente (WAHBA-YAHAV, 1992), reações de 

hipersensibilidade de contato (SCHWARZ et al, 1993), doença de Schamberg e  

pacientes com psoríase (GILHAR, 1996; OMULECKI, 1996), podendo este fármaco 

também ser utilizado como adjuvante no tratamento de casos de leishmaniose 

cutâneo-mucosa, sendo uma ferramenta efetiva quando associada aos antimoniais 

pentavalentes (BÁFICA, et al 2003; SADEGHIAN et al, 2006; MACHADO et al, 

2007). 

 No entanto, dados clínicos sugerem que as doses orais de PTX que são 

comumente usadas nem sempre são suficientes para obter as concentrações que 

desencadearão a atividade anti-inflamatória adequada no tecido (DEVAULT, 1994). 

E, se forem utilizadas altas doses de PTX, esse fato pode gerar um efeito contrário, 

ou seja, a indunção a um processo inflamatório. Isso se deve ao fato de que há 

alguns mecanismos moleculares pelos quais o AMPc regula positivamente a 

expressão do gene iNOS, que atua na produção de óxido nítrico (um importante 

marcador inflamatório) em diferentes tipos celulares (KIM et al., 2002). 

 Ao ser tomada de forma oral, a PTX é prontamente absorvida pelo trato 

gastrointestinal, ultrapassando níveis de 95% de absorção, porém, sofre intenso 

metabolismo de primeira passagem, cerca de 60 a 70% (HOSNY; ALI, 2012). Sua 

biodisponibilidade oral é apenas de 20% a 30% devido sua biotransformação 

hepática (TEKSIN et al., 2009) que gera sete metabólitos, designados de M1 a M7, 

identificados em urina humana (HINZE, 1972). Desses metabólitos três são 
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hidroxilados (M1, M2, M3a, e M3b), dois carboxilados (M4, M5) e dois metabolitos 

desmetilados (M6, M7), sendo o M5 o principal metabólito eliminado na urina, 

seguido do M4 (MAGNUSSON et al., 2008). 

 Sua meia-vida biológica varia de 0,4 a 0,8 hora (HARDMAN et al., 1992) e 

seu primeiro pico plasmático ocorre em 2 a 3 horas após a administração oral de 

uma dose de 400 mg de PTX (GRIGOLEIT et al., 1997). Devido a PTX possuir um 

tempo de meia-vida curto, o uso frequente desse fármaco em formas farmacêuticas 

convencionais é necessário para manter os níveis terapêuticos adequados.Dessa 

maneira, a dosagem recomendada para adultos de PTX oral é de 400 mg, três 

vezes ao dia, podendo ser reduzida ao se apresentarem muitos efeitos colaterais e 

em relação a forma injetável, a constante administração intravenosa desse fármaco 

mostrou que o efeito adverso predominante dessa infusão foi dependente da dose e 

caracterizou-se por náuseas e vômitos (WINDMEIER; GRESSNER, 1997). 

 Dessa maneira, a PTX torna-se um potencial candidato para a encapsulação 

em veículos diferenciados que possam oferecer a possibilidade da produção de 

formas farmacêuticas de liberação controlada capazes de diminuir a frequência do 

seu uso. Observa-se assim a necessidade da utilização de novas formas 

farmacêuticas que possibilitem o aumento das alternativas de aplicação da PTX, 

fazendo com que se administre de modo mais seguro, com efeitos colaterais 

minimizados e com um aumento significativo de parâmetros farmacocinéticos. Uma 

dessas alternativas em questão são as microemulsões. 

 

2.4 O USO TÓPICO DE MICROEMULSÕES  

 

 A administração por via tópica seria uma opção satisfatória a ser utilizada em 

pacientes que sofrem de enfermidades dermatológicas inflamatórias. Ela é um 

adequado método de administração de fármacos por proporcionar melhor adesão 

por parte do paciente, evitar variabilidades nas taxas de absorção e no metabolismo, 

o que geralmente ocorre em um tratamento que seja por via oral, oferecendo várias 

vantagens sobre formas convencionais como comprimidos e injeções, pois impede o 

metabolismo de primeira passagem, minimizam a dor e podem reduzir alguns efeitos 

adversos (CHARLES; BOZENA, 2000, EL MAGHRABY, 2010). 

 No entanto, a via tópica também possui limitações em relação ao seu uso, 

pois a pele representa um desafio, sendo uma barreira natural para a penetração de 
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substâncias, portanto, dificilmente um fármaco administrado topicamente, sem uma 

formulação adequada, conseguirá atingir as camadas da pele em concentrações 

suficientes para desencadear um efeito terapêutico desejado. Dessa maneira, a 

escolha de um veículo para o desenvolvimento de uma formulação tópica tem um 

papel importante na minimização dos efeitos adversos e na influência da velocidade 

e extensão do processo de permeação através da pele. 

 Com o aprimoramento da tecnologia farmacêutica surgiram vários tipos de 

sistemas que podem ser utilizados para melhorar a penetração cutânea de princípios 

ativos, dentre os quais podem ser citados os sistemas vesiculares, lipossomas, 

niossomas, microemulsões, nano e micropartículas, entre outros (MOSER, 2001). 

Entre estes, as microemulsões são mais estáveis que os demais (ABOOD et al., 

2013), sendo, portanto, o veículo adequado para a incorporação da PTX para uso 

tópico. 

 Em 1943, Hoar e Schulman, evidenciaram a formação espontânea de 

sistemas transparentes quando óleo e água eram misturados com quantidades 

relativamente grandes de tensoativo iônico e um álcool graxo de cadeia média e, a 

partir disso, introduziram o conceito de microemulsões (ME) como sendo micro-

dispersões líquidas contendo água, oleo e tensoativos e que apresentam isotropia 

óptica e estabilidade termodinâmica (HOAR; SCHULMAN, 1943). 

 Atualmente conceitua-se ME como sistemas coloidais transparentes, 

termodinamicamente estáveis, isotrópicos, formados por uma fase aquosa, uma fase 

oleosa e a presença de concentrações adequadas de uma mistura de agentes 

tensoativos que reduzem a tensão interfacial entre os dois líquidos imiscíveis 

(DJEKIC et al., 2012; FANUN, 2012; ZHAO; 2014). A proporção destes 

componentes é capaz de propiciar a formação de diferentes estruturas influenciadas 

por propriedades físico-químicas dos agentes utilizados (FANUN, 2012). 

 Do ponto de vista farmacotécnico, as MEs possuem três tipos: óleo em água 

(O/A), água em óleo (A/O) ou sistemas bicontínuos (DAMASCENO et al., 2011). No 

primeiro tipo, a fase interna ou descontínua é a substância lipossolúvel que se 

encontra dispersa sob a forma de gotícula coloidal na fase externa, dispersante ou 

contínua, que é a água. Já para as ME A/O, ocorre o inverso, possuindo como fase 

interna o componente aquoso disperso sob forma de gotículas na fase externa 

oleosa. O último tipo não possui como característica a presença de gotículas, pois o 

componente lipofílico e hidrofílico se caracterizam por canais adjacentes alongados 
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com nanogotículas contendo volumes semelhantes entre a fase aquosa e oleosa 

(FORMARIZ et al, 2005; DAMASCENO et al., 2011). 

 O tamanho das gotículas formadas geralmente está dentro da faixa de 10-100 

nm (KIM et al., 2008), sendo aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho 

médio das gotículas formadas em uma emulsão (1- 10 µm) (DAMASCENO et al., 

2011). Esse sistema é caracterizado por uma baixa tensão interfacial entre as fases 

imiscíveis entre si e oferecem várias vantagens como a estabilidade termodinâmica, 

a simplicidade em seu preparo, a capacidade de incorporar uma ampla gama de 

moléculas, tanto hidrofílicas, lipofílicas quanto anfifílicas, aumentando sua 

solubilização, biodisponibilidade e o potencial de permeação na pele, além de 

reduzir a toxicidade do fármaco (PESTANA et al., 2008; FANUN, 2012).  

 As ME surgiram como novos veículos para a incorporação de fármacos, 

permitindo que houvesse uma liberação controlada ou sustentada para várias vias 

de administração como tópica local, transdérmica, oral, nasal, ocular e parenteral 

(GRAMPUROHIT et al., 2011; FANUN et al., 2012). Uma vasta gama de estudos 

tem utilizado as ME para incorporar fármacos destinados ao uso dérmico ou 

trandérmico (KREILGAARD et al., 2000; ALVAREZ-FIGUEROA; KREILGAARD, 

2001; RHEE et al., 2001; LEE et al., 2003; SINTOV; SHAPIRO, 2004; HUA et al., 

2004; SINTOV; BOTNER, 2006a; SINTOV; BRANDYS-SITTON, 2006b; LIU et al., 

2007; SHEVACHMAN et al., 2008; HEUSCHKEL et al., 2008; GANNU et al., 2010; 

ZHAO et al., 2011; ZHANG et al., 2011b; ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2011a; WANG 

et al., 2012; ABOOD et al., 2013; SAHOO et al., 2014). 

 Estes sistemas mostraram-se capazes de aumentar a absorção cutânea tanto 

de fármacos lipofílicos quanto hidrofílicos quando comparado aos veículos 

tradicionalmente utilizados por esta via, como óleos, loções e soluções aquosas 

(GRAMPUROHIT et al., 2011). O interesse nas ME para uso tópico se deu devido 

aos diversos mecanismos que permitem que este veículo aumente a permeação de 

fármacos. É a combinação desses mecanismos que resulta em um maior efeito de 

penetração e nenhum desses fenômenos isolados parece ser suficiente para 

explicar a superioridade das ME quando comparadas aos outros sistemas (LOPES, 

2014). 

 Os componentes presentes no sistema microemulsionado representam um 

fator imprescindível para aumentar a permeação do fármaco, pois a mistura de 

tensoativos presentes na formulação permite a interação com o extrato córneo da 
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pele fazendo com que a bicamada lipídica seja desestruturada e a permeabilidade 

dos fármacos facilitada (SILVA et al, 2009; SILVA et al, 2010b). Estes monômeros 

de tensoativos iriam difundir-se pela superfície da pele e atuariam como promotores 

tanto por romperem a estrutura lipídica do estrato córneo, melhorando a difusão do 

fármaco pela pele, como por aumentarem assim o coeficiente de partição entre a 

pele e o veículo, promovendo aumento na penetração (PATEL et al., 2013) e a 

absorção cutânea dos fármacos. 

 O estudo e o desenvolvimento de ME de uso tópico podem ser considerados 

como uma nova e ampla área dos novos sistemas de liberação de fármacos que irá 

permitir o desenvolvimento de diversas aplicações terapêuticas, como neste caso, 

para uma utilização anti-inflamatória, mas também para outras finalidades como uso 

destes sistemas em cosméticos, na incorporação de fármacos antimicrobianos, 

antineoplásicos, entre outros, surgindo uma ampla gama de produtos a partir desta 

nova técnica de liberação de fármacos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

  Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado de uso 

tópico contendo a pentoxifilina como fármaco visando utilização em afecções 

dermatológicas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

・ Desenvolver e utilizar diagramas de fases pseudoternários para a 

identificação de possíveis regiões de formação de sistemas 

opticamente límpidos e transparentes, dedutíveis de serem 

microemulsões; 

・ Formular o sistema carreador adequado incorporando o fármaco 

pentoxifilina a sua fase hidrofílica; 

・ Realizar metodologias de caracterização das formulações selecionadas 

abrangendo análises como: verificação do aspecto macroscópico, pH, 

condutividade elétrica, índice de refração, determinação da isotropia e 

da morfologia dos sistemas, tamanho de gotícula, índice de 

polidispersidade e calorimetria exploratória diferencial; 

・ Realizar estudos de estabilidade na microemulsão; 

・ Desenvolver e validar metodologias analíticas para quantificação da 

pentoxifilina no sistema obtido, realizando seu doseamento e a 

eficiência de encapsulação utilizando a técnica de espectrofotometria 

no ultravioleta-visível (UV-VIS); 

・ Avaliar o perfil de liberação in vitro da pentoxifilina contida na 

microemulsão utilizando modelo de células de difusão de Franz; 

・ Avaliar in vivo a atividade anti-inflamatória da microemulsão contendo a 

pentoxifilina utilizando o modelo inflamatório de edema de pata em 

ratos induzido por carragenina; 

・ Realizar a análise histológica de cortes provenientes das patas 

utilizadas no ensaio de indução inflamatória. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

	

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Matérias-primas, reagentes, soluções e solventes  

 

・  Água deionizada, GEHAKA, Brasil; 

・ Álcool Etílico, Neon, Brasil; 

・ Brij® 52, Sigma-Aldrich, Alemanha; 

・ Carragenina, Sigma, Suiça. 

・ Cloreto de Sódio, Cinética, Brasil; 

・ Fosfato de sódio dibásico anidro PA, Nuclear, Brasil;  

・ Fosfato de sódio monobásico anidro PA, Nuclear, Brasil; 

・ Pentoxifilina, Sigma-Aldrich, Alemanha; 

・ Polissorbato 80 (Tween® 80), Sigma-Aldrich, Alemanha; 

・ Triglicerídeos do Ácido Cáprico Caprílico, Croda (Campinas, Brasil). 

 

4.1.2 Equipamentos e Vidraria 

 

・ Aparato de Franz 

・ Balança Analítica, Adventurer, Ohaus, México; 

・ Banho-maria SL 155/10, Solab, Brasil; 

・ Banho de Ultrassom, Unique, Brasil; 

・ Condutivímetro mCA 150, MS Tecnopon, Brasil; 

・ Desruptor de células ultrassônico (sonicador), Unique, Brasil; 

・ Difratômetro de Raios-X modelo D8 ADVANCE, Bruker; 

・ Espectrofotômetro Lambda 750, UV-Vis, NIR, PerkinElmer, Brasil. 

・ Espectrofotômetro UV-Vis 1240, Shimadzu, Japão; 

・ Estufa microprocessada de secagem Q317M-32, Quimis, Brasil; 

・ Freezer, Brastemp, Brasil; 

・ Geladeira CFC 28A, Consul, Brasil; 

・ Hidropletismômetro, Ugo Basile, 21025 Comerio Varese, Itália; 

・ Medidor de pH Instrutemp, ITmPA 210, Brasil; 
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・ Membrana de acetato de celulose 45 micra, 47 mm, Millipore Indústria e 

Comércio LTDA, Brasil.  

・ Microcentrífuga de bancada NI1801, Nova Instruments, Brasil; 

・ Microscópio de luz polarizada modelo BX-50, Olympus Start, Japão; 

・ Microscópio Eletrônico de Transmissão, Morgagni, FEI Company, EUA; 

・ Módulo calorimétrico exploratório diferencial DSC Q20, TA Instruments, 

E.U.A; 

・ Refratômetro de bancada ABBE, Biobrix, São Paulo, Brasil; 

・ Sistema purificador de água OS10LX, Gehaka, Brasil. 

・ Vórtex V1, IKA, Alemanha; 

 

4.2 MÉTODOS  

  

4.2.1 Seleção dos componentes da formulação 

 

 Os componentes utilizados para compor as formulações foram selecionados 

com base na literatura de modo a priorizar componentes que tivessem amplo uso na 

área farmacêutica e de cosméticos, boa estabilidade oxidativa, não fossem irritantes 

e possuíssem utilização conhecida em sistemas tópicos. 

 

4.2.2 Diagrama de fases Pseudoternário (DFPT) 

 

Todo o preparo e a otimização das formulações foi realizada no Laboratório 

de Desenvolvimento e Caracterização de Produtos Farmacêuticos (LDCPF) da 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB).   

No intuito de obter as proporções ideais dos componentes que formariam a 

faixa correspondente a sistemas transparentes e/ou translúcidos, os diagramas de 

fases pseudoternários foram obtidos através do método de titulação da fase aquosa 

à temperatura ambiente (25 °C) seguida de inspeção visual do resultado da mistura 

dos componentes (Chen et al, 2004). Os triglicerídeos do ácido cáprico e caprílico 

(TACC) foram utilizados como fase oleosa, o Tween® 80 e o Brij®52 foram utilizados 

como tensoativos (T) e a água como fase aquosa.   
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Quatro DFPT foram construídos mediante a preparação de misturas iniciais 

de T nas proporções 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. À esta mistura foi adicionada a fase oleosa 

nas proporções de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1, respectivamente. A fase 

aquosa foi titulada através de um pipetador automático em cada uma das 

proporções obtidas entre óleo e tensoativos. Após cada titulação, a homogeneização 

foi feita em um desruptor de células ultrassônico por 1 minuto na potência de 250 

Watts, seguido de retirada de possíveis bolhas em banho de ultrassom por 1 minuto 

e um período de repouso de 2 minutos antes da observação final do seu aspecto. 

Posteriormente ao período de equilíbrio, todas as mudanças no aspecto visual 

das misturas foram analisadas contra um fundo escuro e classificadas em: sistema 

transparente (ST), sistema semissólido opaco (SSSO), sistema semissólido leitoso 

(SSSL), sistema líquido opaco (SLO), sistema líquido leitoso (SLL) e separação de 

fases (SF). Os resultados obtidos foram plotados em um triângulo equilátero com o 

auxílio do software Origin Pro®
 8.0, onde cada ponto da superfície corresponde à 

proporção definida dos componentes da mistura.  

  

4.2.3 Seleção das formulações e incorporação da pentoxifilina 

 

 Após a construção do DFPT, a partir da região de formação dos sistemas 

transparentes foram selecionadas as proporções dos componentes que iriam formar 

o sistema carreador, gerando diferentes formulações a serem testadas. Estas foram 

preparadas através de 3 ciclos de homogeneização ultrassônica por 1 minuto, 

seguindo-se da retirada de excesso de bolhas de ar em banho de ultrassom por 1 

minuto.  

O fármaco PTX, por possuir características hidrofílicas, foi dissolvido na fase 

aquosa antes da adição dos outros componentes e sua concentração final em cada 

formulação foi de 1% (m/m). Todos os sistemas foram preparados 48 horas antes da 

realização dos testes de caracterização para que permitisse sua estabilização 

termodinâmica em temperatura ambiente (SILVA et al., 2010). 

  

4.2.4 Avaliação de aspectos macroscópicos 

 

 As características macroscópicas das formulações selecionadas foram 

analisadas através de observação visual. Aspectos como coloração, 
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homogeneidade, separação de fases, transição de sistema transparente para opaco 

ou a presença de precipitados foram avaliados 48 horas após a obtenção do sistema 

microemulsionado. 

 

4.2.5 Isotropia 

 

 A isotropia das formulações escolhidas, com e sem o fármaco, foi analisada 

por meio de um microscópio de luz polarizada. Uma gota da amostra foi colocada 

sobre uma lâmina de vidro, coberta com uma lamínula e examinada através de uma 

luz submetida a um polarizador. As fotomicrografias foram obtidas para determinar 

se as amostras exibiam ou não birrefringência óptica. Todas as análises foram 

realizadas no Laboratório de Microscopia Petrográfica da Universidade de São Paulo 

(USP). 

 

4.2.6 Estudos de Estabilidade  

 

4.2.6.1 Ciclo aquecimento - resfriamento   

 

 Este teste foi realizado para verificar o efeito da variação da temperatura na 

estabilidade das formulações. As amostras foram submetidas a quatro ciclos, cada 

um destes consistindo de 48 horas à temperatura de 4,0 ± 2,0 ºC em geladeira, 

seguido de 48 horas a 40,0 ± 2,0 ºC em estufa.  As formulações que não 

apresentaram nenhuma instabilidade, como fenômeno de cremagem ou separação 

de fases, foram escolhidas para serem submetidas ao estresse de congelamento – 

descongelamento (GHOSH, 2013). 

 

4.2.6.2 Ciclo congelamento – descongelamento  

 

Para este estudo, as formulações foram submetidas a estresse de 

congelamento – descongelamento em temperaturas de – 21 °C e 25 °C, 

respectivamente, permanecendo em cada uma das temperaturas por um período de 

48 horas. As amostras remanescentes passaram por 3 ciclos de congelamento – 

descongelamento e aquelas que não apresentaram nenhuma característica de 

instabilidade, foram as escolhidas para os estudos posteriores (GHOSH, 2013). 
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4.2.7 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

 

As análises de calorimetria exploratória diferencial foram realizadas a fim de 

verificar a microestrutura do sistema. A calibração do equipamento foi realizada com 

o metal índio (99,99%) em relação à temperatura e entalpia e as curvas foram 

analisadas em atmosfera dinâmica de nitrogênio com fluxo de 50 mL/min. Alíquotas 

de 4-5 mg da ME e dos componentes água e óleo foram acondicionadas em 

cadinhos de alumínio que foram hermeticamente fechados. As amostras foram 

inicialmente equilibradas à temperatura de 37 °C por 10 minutos, para simular a 

temperatura utilizada em experimentos de permeação na pele e em seguida foram 

resfriadas até -70 °C a uma razão de 5 °C/min, mantendo a isoterma por 0,5 minuto. 

Posteriormente, as amostras foram aquecidas na mesma razão de 5 °C/min até a 

temperatura de 40°C (ZHANG, 2011a). Todas as análises foram realizadas no 

Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste 

(CertBio/UEPB) do Departamento de Farmácia da UEPB. 

 

4.2.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

A MET foi utilizada para determinar a morfologia da formulação. Volumes de 5 

-10µL das amostras com e sem o fármaco foram adicionados em grades de níquel 

de 300 mesh revestidas com um filme de holey carbon. Posteriormente foi realizado 

o método de contrastação negativa em ácido fosfotúngstico a 2% (p/v), aguardou-se 

a secagem das amostras e estas foram analisadas em microscópio eletrônico de 

transmissão com aceleração de voltagem de 80KV (ZHANG, 2010). Todas as 

análises foram feitas no Centro de Tecnologias Estratégias do Nordeste (CETENE). 

 

4.2.9 Caracterização Físico-Química 

	

4.2.9.1 pH 

	

 O pH da formulação escolhida foi determinado em pHmetro digital com 

eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente com soluções 

tampão pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 ± 0,5 ºC. As medidas foram 
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realizadas em triplicata através de imersão do eletrodo diretamente em diluições 

aquosas na proporção de 10%. 

 

4.2.9.2 Condutividade Elétrica 

  

 A condutividade elétrica dos sistemas foi medida utilizando o condutivímetro 

digital e, baseado em seu valor, a microestrutura das formulações foi determinada. O 

equipamento foi previamente calibrado com solução padrão 146,9 μS/cm à 

temperatura de 25 ºC e as medidas foram feitas através do mergulho da célula de 

platina do condutivímetro diretamente na amostra. Os resultados foram expressos 

como a média e o desvio padrão em triplicata. 

 

4.2.9.3 Índice de Refração 

 

O índice de refração foi determinado, utilizando-se Refratômetro de Abbé, 

Carl Zeiss-Jena, aferido com água destilada (índice de refração 1,3325) à 

temperatura de 25 ± 0,5 ºC. As determinações foram feitas em triplicata. A 

refringência de cada amostra foi medida de acordo com a escala interna do 

equipamento. 

 

4.2.9.4 Tamanho de gotícula  

	
O tamanho das gotículas da ME foi determinados através da técnica de 

espalhamento de luz dinâmico (Dynamic light scattering – DLS) utilizando o 

equipamento Zetasizer Nano-ZS9 (Malvern, Worcestershire, UK), em que 1 mL de 

cada amostra foi adicionada a célula de leitura. Todas as medidas foram feitas a 

temperatura constante de 25 ºC com feixe de luz de comprimento de onda de 635 

nm, com ângulo de incidência de 90ºC. Para cada amostra foram feitas 3 leituras de 

1 minuto cada. A análise foi feita para a ME-branca e a ME-PTX sem prévia diluição. 
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4.2.10 Desenvolvimento da metodologia analítica espectrofotométrica para 

quantificação da pentoxifilina em sistemas microemulsionados 

 

O processo de validação deve garantir que o método escolhido atenda às 

exigências das aplicações analíticas, gerando resultados confiáveis (Brasil, 2003). A 

validação do método analítico desenvolvido, baseado em espectrofotometria UV-Vis, 

foi conduzida seguindo as recomendações expostas na Resolução da ANVISA RE 

nº 899, de maio de 2003, seguindo os parâmetros exigidos pela categoria I, na qual 

os testes possuíram a finalidade de determinar quantitativamente o princípio ativo 

em produtos farmacêuticos ou matérias- primas. Os parâmetros avaliados foram 

especificidade e seletividade, linearidade e faixa de aplicação (intervalo), precisão, 

exatidão e robustez.  

O desenvolvimento do método iniciou-se com a realização de uma varredura 

espectrofotométrica (200 a 350 nm) de uma solução da PTX em etanol PA, na 

concentração de 16µg/mL. Esta análise teve como objetivo identificar e confirmar o 

comprimento de onda (λ) predito na literatura no qual o fármaco apresentava o valor 

máximo de absorbância (HONDA, 2001). 

A especificidade e seletividade foram determinadas através comparação entre 

as curvas de absorbâncias em função do comprimento de onda da solução do 

fármaco puro em relação à curva gerada pela leitura espectral do sistema 

microemulsionado sem o fármaco (ME-branca) na faixa de comprimento de onda de 

200 a 350 nm.  

O parâmetro linearidade e o intervalo foram obtidos a partir do preparo de 

uma solução padrão (n=3) de PTX na concentração de 1 mg/mL, seguido da diluição 

desta solução em etanol para a obtenção de solução intermediária (SI) (n=3) na 

concentração de 200 µg/mL. A partir destas, foram feitas sucessivas diluições de 

modo a se obter soluções com concentrações de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 

24, 26, 28 e 30 µg/mL de PTX em etanol. Todas as concentrações foram lidas em 

espectrofotômetro UV-Vis a fim de verificar a absorbância de cada diluição e, os 

resultados foram tratados para a construção da curva de calibração e a 

determinação do coeficiente de correlação linear (r) através da análise de regressão 

linear pelo método dos mínimos quadrados. O critério mínimo aceitável do 

coeficiente de correlação (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).  
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A precisão foi obtida através da leitura em sextuplicata de soluções na 

concentração do ponto médio da curva de calibração (16 µg/mL) no comprimento de 

onda de 273 nm. Este parâmetro foi avaliado em dois níveis: a repetitividade 

(precisão intra-corrida) e a precisão intermediária (precisão inter-corridas), por 

analistas distintos. A precisão foi expressa como coeficiente de variação (CV%), 

obtido através da Equação 1: 

                 (1) 

Em que DP é o desvio padrão e CMD é a concentração média determinada, não se 

admitindo valores superiores a 5%. 

 A exatidão foi determinada a partir de nove leituras contemplando o intervalo 

linear do procedimento, sendo feito análise em triplicata de soluções do fármaco em 

diferentes faixas de concentração, sendo elas em baixa (8 µg/mL), em média (16 

µg/mL) e em alta concentração (24 µg/mL). O cálculo para este parâmetro foi feito 

através da Equação (2): 

   

   (2) 

 
A análise da robustez foi realizada através da alteração de parâmetros como 

mudança no solvente utilizado para a validação, em que foram usados como 

solventes para o fármaco a água deionizada e o etanol PA. A outra alteração referiu-

se a utilização de espectrofotômetros de modelos diferentes. A análise foi feita em 

triplicata no comprimento de onda relacionado ao fármaco, 273 nm. Os valores das 

absorbâncias foram analisados e verificados quanto ao seu coeficiente de variação 

(%). 

 

4.2.11  Doseamento da pentoxifilina no sistema microemulsionado 

 

A quantificação da PTX na formulação selecionada foi baseada na 

metodologia analítica desenvolvida e validada (UV). Foram feitas diluições em 

triplicata dos sistemas contendo o fármaco em etanol PA de modo a obter soluções 

com concentração teórica igual a 16 µg/mL. A partir destas soluções, foram feitas as 
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leituras no espectrofotômetro no comprimento de onda de 273 nm. As médias das 

absorbâncias foram utilizadas para o cálculo da concentração real de PTX na 

formulação por meio da equação da reta obtida durante a determinação da 

linearidade do método. 

 

4.2.12 Eficiência de encapsulação 

 

A eficiência de encapsulação da PTX foi determinada utilizando-se 1mL da 

formulação submetida à centrifugação (15000 g) por 30 minutos (DJORDJEVIC, 

2005). Ao término do ciclo de centrifugação, uma alíquota do sobrenadante do 

sistema foi cuidadosamente extraída e diluída em etanol com a finalidade de se 

obter a concentração média observada na curva de calibração gerada (16 µg/mL). A 

eficiência de encapsulação foi calculada conforme Equação (3) sugerida por 

DAMASCENO (2005). 

  (3) 

Onde, EE é a eficiência de encapsulação; Abssob é a absorbância do sobrenadante 

da formulação pós-centrifugação no λ de 273 nm; Absform é a absorbância da 

formulação antes da centrifugação no λ de 273 nm. 

 

4.2.13 Difração de raios-X (DRX) 

 

 O grau de cristalinidade ou o estado amorfo da PTX e das formulações com e 

sem o fármaco foram analisados. As amostras foram expostas a uma radiação de 

cobre monocromatizada, a varredura angular 2θ possuiu intervalo angular de 4° a 

70°, com velocidade de varredura de 0,1 segundo para passo de 0,05° (SILVA et al., 

2014). Todas as análises foram feitas no Centro de Tecnologias Estratégicas do 

Nordeste (CETENE). 
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4.2.14 Estudos de Liberação in vitro da pentoxifilina  

 

4.2.14.1 Preparo da membrana sintética e montagem da célula de difusão de Franz 

 

Os estudos de liberação in vitro foram realizados no Laboratório de 

Desenvolvimento e Caracterização de Produtos Farmacêuticos (LDCPF). A 

membrana sintética utilizada foi de acetato de celulose 0,45 μm, sendo estas 

deixadas 24 horas em imersão numa solução de tampão fosfato (0,1 mol/L) pH 7,4. 

As células de difusão tipo Franz utilizadas possuíam uma área difusional de 0,7539 

cm2 e volume de aproximadamente 6 mL. O compartimento receptor foi preenchido 

com tampão fosfato (0,1 mol/L), pH 7,4, num sistema composto de seis células 

individuais, que estavam conectadas a um banho termostatizado à 37 ± 0,5°C, 

sendo mantidas sob agitação constante em agitador magnético por um período de 

24 horas. As membranas de acetato de celulose foram colocadas na parte superior 

do compartimento receptor de uma maneira a evitar a formação de bolhas. O 

compartimento doador foi preenchido com um volume de 300μL da solução de PTX 

(1%) ou ME-PTX a ser testada. 

 

4.2.14.2 Coleta e leitura da amostra 

 

A difusão do fármaco é determinada pela quantificação do mesmo no 

compartimento receptor. Para tanto, as amostras foram coletadas em  A cada 

intervalo de tempo todo o volume do compartimento receptor foi retirado e 

adequadamente diluído para a determinação da quantidade de PTX liberada neste 

compartimento através de leitura espectrofotométrica no comprimento de 273 nm.  

O volume total da fase receptora foi substituído a cada amostragem com 

tampão fosfato pH 7,4 para manutenção das condições sink do sistema. 

 

4.2.14.3 Análise cinética do ensaio de liberação in vitro 

 

 Para a avaliação da cinética da PTX no sistema microemulsionado, os 

resultados da liberação in vitro foram compilados em gráficos de dispersão xy, 

característicos de três modelos cinéticos: 
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・ Ordem zero: quantidade liberada por área (μg/cm2) versus tempo (h); 

・ Higuchi: quantidade liberada por área (μg/cm2) versus raiz do tempo (h); 

・ Primeira ordem: log da quantidade liberada por área (μg/cm2) versus tempo 

(h). 

 

 A partir dos gráficos, realizou-se análise de regressão linear, determinando-se 

o coeficiente linear (r) para cada modelo cinético proposto. O modelo que 

apresentou o maior valor de r foi o selecionado. 

 O valor de fluxo (J), velocidade de liberação, da PTX foi calculado através de 

regressão linear e correspondeu a inclinação (a) na porção linear dos pontos 

experimentais selecionados a partir do tempo de 60 minutos, assumindo-se que a 

partir deste ponto o equilíbrio de difusão já estaria alcançado, obtendo-se então o 

fluxo no estado estacionário (trecho constante do gráfico) (MOSER et al., 2001; 

COSTA & LOBO, 2001). 

 Quando extrapola-se a linha do estado estacionário até o eixo do tempo, o 

intercepto obtido corresponde ao lag time (STORPIRTIS et al., 2009). Dessa forma, 

o tlag pode ser definido como o tempo necessário para que a passagem de uma 

substância através de uma membrana atinja o equilíbrio (AULTON, 2005). 

 O coeficiente de liberação, Kr, foi calculado através da relação entre o fluxo no 

estado estacionário e a concentração inicial de PTX no veículo utilizado (ROTTKE et 

al., 2014), como mostrado na Equação 4:  

 

                                                              (4) 

 
Onde, Kr é o coeficiente de liberação, Jss é o fluxo no estado estacionário através 

das membranas de acetato de celulose (µg/cm2√h) e Co é a concentração inicial de 

PTX na formulação (µg/mg). 

 Além disso, realizou-se o cálculo do percentual de liberação da PTX tanto da 

solução quanto da ME ao longo do tempo através da Equação 5 (POPA et al., 2010): 

 

                         (5) 

 



53	

	

	

Onde Rt corresponde a quantidade de PTX liberada no tempo t e L representa a 

quantidade inicial de PTX na ME. 

 

4.2.15 Atividade anti-inflamatória de ME-PTX utilizando o modelo de edema de 

pata induzido por carragenina  

 

4.2.15.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus var. albinus) machos, com 

idade entre 3 e 5 meses, pesando entre 200-250 g, os quais foram fornecidos pelo 

Biotério Thomas George do Centro de Biotecnologia (CBIOTEC) da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), Campus de João Pessoa. Os animais foram mantidos a 

temperatura de 22 ± 3°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas, alimentados com ração 

Purina tipo pellets® e com livre acesso à água. O referido estudo foi realizado 

mediante aprovação prévia, por escrito, da Comissão de Ética no Uso de Animais – 

CEUA/CESED – PB ( Anexo A). 

 

4.2.15.2 Indução do edema de pata por carragenina 

 

 O teste de edema de pata é um modelo de fácil manipulação e efetivo para 

testar substâncias com potencial anti-inflamatório. Os animais a serem submetidos 

ao teste foram mantidos em jejum, porém com livre acesso à água, por um período 

de 24 horas e posteriormente receberam uma injeção subplantar de 100 µL de uma 

suspensão de carragenina a 1% (p/v) (WINTER, 1962). O volume (mL) adquirido 

pela pata foi medido por um hidropletismômetro imediatamente antes da injeção 

subplantar e em 1, 2, 3 e 4 horas após este procedimento. 

 O hidropletismômetro contém um aparato cilíndrico preenchido com uma 

solução de baixa concentração eletrolítica, conectado a uma célula, dentro da qual 

existe um eletrodo onde é realizada a medida do volume da pata do animal. Um 

sistema de tubos conectantes faz com que o deslocamento da solução eletrolítica no 

aparato onde a pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da 

solução na célula que contém o eletrodo. Após ter sido calibrado, o aparelho 

converte o deslocamento do líquido em volume, que é indicado em um visor digital. 
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4.2.17.3 Tratamentos 

 

 Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n= 6) e todos 

receberam seu respectivo tratamento 30 minutos antes da administração da 

suspensão de carragenina, excetuando-se o grupo que recebeu unicamente a 

injeção do agente flogístico. Os grupos relativos ao fármaco de referência foram 

tratados via intraperitoneal com solução de PTX (36 ou 72 mg.kg-1) (ABDEL-SALAM 

et al., 2003) e o grupo que utilizou apenas o veículo recebeu a ME sem o fármaco 

incorporado através da via tópica. Os grupos restantes receberam a ME-PTX, 

também por via tópica, nas concentrações tópicas a serem calculadas.  

 O resultado foi dado como aumento do volume (mL) em função do tempo (t), 

onde este aumento foi calculado como a variação do volume da pata no tempo t 

quando comparado ao valor obtido antes da injeção do agente flogístico (SADEGHI 

et al., 2011). Além disso, o percentual de inibição do edema (OLAJIDE et al., 1999) 

induzido pela carragenina foi calculado em cada hora do ensaio utilizando a 

Equação 6: 

 

         (6) 

 

Sendo Ct, o volume da pata em x horas após a injeção de carragenina e Co, é o 

volume da pata antes da injeção de carragenina. 

 

4.2.15.4 Cálculo da Dose 

 

 A dose a ser administrada de maneira tópica para os ratos foi calculada com 

base no peso corporal dos animais de acordo com a razão da área de superfície 

corporal. Para um rato de 200 g esta razão corresponde a 5, e, para um homem de 

70 Kg, corresponde a 56 (GHOS, 2005). Para a realização da conversão da dose 

oral para uma dose tópica/transdérmica em um rato, a dose humana foi utilizada. A 

dose oral de PTX indicada para o tratamento de várias doenças varia entre 400 – 

1200 mg/dia. No entanto, as doses mais utilizadas são as de 400 e 800 mg/dia, 

portanto, estas foram as escolhidas para serem tomadas como base na conversão. 
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 A dose oral para ratos (mg/Kg) foi calculada com base na Equação 7 (ABOOD 

et al., 2013): 

             (7) 

 Considerando a baixa biodisponibilidade oral da PTX (aproximadamente 

20%), a dose tópica/transdérmica para este fármaco em ratos foi calculada utilizando 

a Equação 8 (ABOOD et al., 2013):               

 (8) 

 

4.2.16 Análise histológica  

  

 Após a última medida das patas, os animais foram devidamente eutanasiados 

segundo a metodologia proposta para roedores e outros pequenos mamíferos 

contida na Resolução nº 1000 de 11 de maio de 2012. Amostras de patas tratadas 

com carragenina (n=3) foram retiradas de cada um dos grupos e os fragmentos 

foram fixados por imersão em uma solução de formaldeído 10% por 12 horas. 

Posteriormente, os tecidos fixados foram desidratados em séries crescentes de 

etanol, tratados com xilol e embebidos em parafina. Secções de 3-4 µm foram 

preparadas e coradas com hematoxilina-eosina para análise em microscópio óptico 

(SADEGHI et al., 2013). 

 

4.2.17 Análise estatística do estudo in vivo 

 

 Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão e foram 

submetidos à análise de variância de uma única via (ANOVA) seguido do pós-teste 

de Tukey-Kramer. Os resultados foram plotados no programa GraphPad Prism® 

versão 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o nível de significância 

mínimo considerado foi de 0,05 (p < 0,05).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 SELEÇÃO DOS COMPONENTES  

 

 A seleção dos componentes é um fator crítico para a formação de sistemas 

microemulsionados. Em relação a ME destinadas ao uso tópico, a escolha de uma 

fase oleosa e de tensoativos adequados que não provoquem irritabilidade na pele e 

auxiliem na permeação do fármaco é uma etapa decisiva para seu desenvolvimento. 

 Algumas características devem ser levadas em consideração para a escolha 

da fase oleosa de uma formulação, tais como a ausência de toxicidade, de 

irritabilidade e elevada estabilidade físico-química. Um óleo que merece destaque, 

sendo considerado um óleo adequado para aplicações cosméticas e farmacêuticas, 

são os triglicerídeos do ácido cáprico e caprílico (TACC). 

 O TACC é um éster constituído por triglicerídeos de cadeia média (TCM) 

produzido através da esterificação da glicerina e dos ácidos graxos (ácido cáprico e 

caprílico) proveniente do óleo de coco (ANFARMAG, 2004). É um óleo neutro, de 

aparência clara, praticamente incolor, possui baixa viscosidade, ótimo espalhamento 

devido sua característica saturada, não é sensível ao calor, não tem tendências a 

sofrer hidrólise e nem instabilidades microbianas, possui vantagens como alta 

estabilidade contra oxidação e boa solubilidade (HIPPALGAONKAR et al., 2010). 

 A partir da década de 1970, estudos demonstraram os efeitos dos ácidos 

graxos sobre a resposta imunológica, sendo capazes de interferir em diversas 

etapas do processo inflamatório como a contração vascular, quimiotaxia, adesão, 

diapedese, ativação de células e morte celular, sendo a maioria dessas influências 

realizadas via derivados do ácido araquidônico (HATANAKA & CURI, 2007). No 

entanto, os TACC merecem um destaque como ésteres, pois são úteis como 

solvente, veículo e estabilizador de produtos a serem administrados de forma oral, 

tópica ou parenteral, podendo ser utilizados no tratamento e na prevenção de 

doenças inflamatórias como a dermatite amoniacal e úlceras por pressão, formando 

uma proteção para a pele danificada, impedindo maiores processos de lesão 

(MAGALHÃES et al., 2008). 

 Vários estudos são capazes de demonstrar a importância dos TCM na 

modulação inflamatória. A associação de ácidos graxos essenciais com os 

triglicerídeos de cadeia média atua consideravelmente na prevenção de úlceras de 
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decúbito e promove regeneração tissular em escoriações epidérmicas (DECLAIR, 

1994). Estudos mostraram que o ácido caprílico suprime a secreção de IL-8 de 

células Caco-2 (HOSHIMOTO et al., 2002) e que a associação de ácido linoleico 

com os ácidos cáprico e caprílico promove aumento na sua capacidade 

antiedematogênica tópica (NABAS, 2009). 

 Dessa maneira, a escolha dos TACC como fase oleosa para a ME proposta 

foi baseada em sua estabilidade termodinâmica e oxidativa, em seu amplo e 

conceituado uso na área farmacêutica e na sua capacidade de modular aspectos 

imunológicos/inflamatórios, podendo atuar como um potencial agente sinérgico na 

atividade anti-inflamatória proposta pela pentoxifilina. 

 A escolha do tensoativo é parte indispensável para a formulação de sistemas 

microemulsionados, pois através dele ocorre a redução da tensão interfacial entre a 

porção aquosa e a oleosa, resultando numa adequada formação de ME (BALI et al., 

2010). Dentre todos os tipos de tensoativos, os não-iônicos são os mais amplamente 

utilizados para comporem formulações tópicas, pois possuem menor toxicidade 

quando comparados aos iônicos, apresentam boa compatibilidade cutânea e 

possuem a capacidade de manter seu desempenho numa ampla faixa de pH 

(TENJARLA, 1999; WARISNOICHAROEN et al., 2000). 

 O polisssorbato 80 (Tween® 80) foi escolhido como o tensoativo não-iônico 

hidrofílico a ser inserido na ME devido a sua ampla utilização em formulações 

destinadas ao uso tópico (NANDI et al., 2003; CHEN et al., 2004; CHEN et al., 2007; 

GAMAL, 2008; BUTANI et al., 2014; SAHOO et al., 2014). 

 No entanto, a presença de apenas um único tensoativo muitas vezes não é 

suficiente para que haja a formação de sistemas microemulsionados. Uma mistura 

de tensoativos pode levar a formação de ME mais estáveis em comparação àquelas 

formadas por um tensoativo, levando a um processo de otimização das formulações 

(DJEKIC et al., 2011).  Além disso, o uso de uma mistura faz com que a 

concentração individual de cada tensoativo utilizado seja menor, diminuindo a 

questão de irritabilidade e toxicidade, típicas desses compostos, aumentando a 

biocompatibilidade final da formulação (DJEKIC et al., 2011). 

 O segundo tensoativo, muitas vezes chamado de cotensoativo, possui o papel 

de modificador da formulação, pois sua principal função é de se adsorver na 

interface óleo-água, tornar-se parte da mistura anfifílica e modificar as interações na 

camada interfacial, diminuindo a tensão existente nesta camada e proporcionando 
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flexibilidade suficiente para o desenvolvimento de curvaturas necessárias para 

formar ME (GHOSH & MURTHY, 2006; PHILIP & PATHAK, 2008; DALTIN, 2011). 

Devido esta flexibilidade, ocorre a diminuição do tamanho das gotículas e a 

ampliação da região dos sistemas microemulsionados (KUNEIDA et al., 1999).  

 O cetil éter de polioxietileno (Brij® 52) foi escolhido como o segundo tensoativo 

não-iônico e foi utilizado no intuito de diminuir o tamanho das gotículas e estabilizar 

as formulações. A escolha dos tensoativos Tween® 80 e Brij® 52 para a formação de 

uma ME é inédita, desempenhando um passo inicial para a formação de um novo 

sistema carreador de fármacos hidrofílicos.  

 

5.2 DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNÁRIO (DFPT) 

 

 Definidos os componentes necessários para o desenvolvimento do sistema 

microemulsionado, o critério utilizado para a escolha da proporção adequada para a 

mistura de tensoativos foi o tamanho da área de formação de sistemas 

transparentes, característicos de ME, observados após a construção dos DFPT. 

 A construção desse tipo de diagrama é uma ferramenta imprescindível para 

caracterizar em que condições experimentais ocorrem o aparecimento de áreas de 

ME, ou seja, quais proporções dos componentes fazem com que estes sistemas 

existam e represente a região mais adequada para a incorporação do fármaco 

(FORMARIZ et al., 2005). 

 As proporções de mistura de Tween® 80 e Brij® 52 testadas foram 6:4, 7:3, 8:2 

e 9:1. A Figura 3 representa os DFPT obtidos através da mistura de tensoativos nas 

proporções 6:4 e 7:3, respectivamente. Já a Figura 4, representa os DFPT obtidos 

através da mistura de tensoativos nas proporções 8:2 e 9:1, respectivamente. 

 Pôde-se observar em todos os diagramas a formação de diversas regiões 

classificadas como separação de fases (SF), sistemas transparentes (ST), sistemas 

semissólidos opacos (SSSO), sistemas semissólidos leitosos (SSSL), sistemas 

líquidos opacos (SLO) e sistemas líquidos leitosos (SLL). 
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Figura 3 - Diagrama de fases pseudoternário contendo Tween® 80 e Brij® 52 nas proporções 6:4 e 7:3, respectivamente. 

     

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: O DFPT à esquerda apresenta a mistura de tensoativos na proporção 6:4 e o diagrama à direta a proporção 7:3. As cores representam as regiões 

obtidas: SF – separação de fases (roxo), ST – sistema transparente (vermelho), SSSO – sistema semissólido opaco (azul), SSSL – sistema semissólido 

leitoso (amarelo), SLO – sistema líquido opaco (laranja) e SLL – sistema líquido leitoso (verde). 
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Figura 4 - Diagrama de fases pseudoternário contendo Tween® 80 e Brij® 52 na proporção 8:2 e 9:1, respectivamente. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: O DFPT à esquerda apresenta a mistura de tensoativos na proporção 8:2 e o diagrama à direta a proporção 9:1. As cores representam as regiões 

obtidas: SF – separação de fases (roxo), ST – sistema transparente (vermelho), SSSO – sistema semissólido opaco (azul), SLO – sistema líquido opaco 

(laranja) e SLL – sistema líquido leitoso (verde). 
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 Através das análises visuais, o diagrama composto pelos tensoativos na 

proporção 9:1 foi o escolhido para a seleção dos pontos a serem formulados e 

caracterizados, pois ficou evidente a relação proporcional entre a área de sistemas 

transparentes formados, onde as ME se enquadram, e a proporção do tensoativo 

Tween® 80 em relação ao Brij® 52, pois à medida que a proporção de Tween® 80  

aumentou, em detrimento da proporção do Brij® 52, a região de ST cresceu ao longo 

de todo o diagrama. Portanto, esta proporção foi a escolhida devido ao fato de ter-se 

obtido nela a maior região de ST. 

  

5.3 SELEÇÃO DOS PONTOS NO DIAGRAMA E INCORPORAÇÃO DA 

PENTOXIFILINA 

 

 Após a escolha do DFPT que representou a proporção da mistura de 

tensoativos capaz de formar a maior área de sistemas transparentes, partiu-se para 

a seleção de pontos nessa região.  

 Foram selecionadas 3 formulações com diferentes proporções dos 

componentes no intuito de investigar se a microestrutura do sistema escolhido 

corresponderia a de uma ME. A Figura 5 mostra o diagrama selecionado (9:1), 

evidenciando os pontos estudados. A composição centesimal de cada formulação 

está descrita na Tabela 1. 
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Figura 5 - Diagrama de fases pseudoternário contendo Tween®80 e Brij® 52 na proporção 9:1, com 

destaque para os pontos selecionados numerados de 1 a 3. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Regiões delineadas obtidas: SF – separação de fases, ST – sistema transparente, SSSO – 

sistema semissólido opaco, SLO – sistema líquido opaco e SLL – sistema líquido leitoso. Os pontos 

selecionados encontram-se numerados de 1 a 3. 

 

Tabela 1 - Composição percentual (p/p) das formulações selecionadas. 

Componentes 

Composição percentual (%) 

Formulação 1 Formulação 2 Formulação 3 

Fase aquosa 5,0 23,0 12,5 

Fase oleosa 51,0 23,0 25,0 

Tween® 80 /Brij® 52 
(9:1) 

44,0 54,0 62,5 
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 As formulações 1 e 3 situam-se à direita do diagrama e possuem percentuais 

de componentes que sugerem uma microestrutura do tipo A/O. No entanto, a 

diferença mais marcante entre elas é a quantidade aumentada de tensoativos na 

formulação 3, correspondendo a mais da metade da sua composição. Já o ponto 2, 

possui quantidades de fase oleosa e fase aquosa iguais, situando-se numa região 

capaz de gerar ME do tipo bicontínua ou estruturas de cristais líquidos. Portanto, 

todas as proporções foram selecionadas com a finalidade de serem desenvolvidos 

sistemas microemulsionados ou do tipo A/O ou bicontínuo. 

Tendo-se escolhido os pontos, o fármaco PTX foi incorporado às formulações 

na concentração de 1%. Estudos importantes realizaram a incorporação de 

metilxantinas, cafeína e teofilina, em ME na concentração de 1%, sendo 

considerados sistemas satisfatórios para carrear esta quantidade de fármaco 

(ZHANG et al., 2011a; KALAITZAKY et al., 2014). Houve também o estudo de um 

gel contendo PTX à 1%, obtendo correlação in vitro-in vivo satisfatória (YAN et al., 

2007). Diante disso, escolheu-se essa concentração de fármaco para a ME baseada 

na literatura envolvendo outras metilxantinas e a própria PTX. 

Damasceno e colaboradores (2011) afirmaram que a encapsulação máxima 

de um fármaco poderia ser alcançada ao incorporar este durante o processo de 

formação do sistema microemulsionado. Dessa forma, a PTX (1%) foi adicionada a 

fase aquosa antes de cada formulação estar totalmente pronta.  

Para a incorporação de PTX aos sistemas formados foi utilizada a técnica de 

emulsificação por ultrassom, conhecida como sonicação, onde as ondas sonoras 

produzidas pelo equipamento através da sonda provocam um processo de cavitação 

acústica, gerando colapsos entre as gotículas que se tornam cada vez menores, 

tendo seu diâmetro influenciado por outros fatores também como a proporção entre 

óleo e tensoativos, a viscosidade da fase contínua, o tempo da emulsificação e a 

energia aplicada neste processo (GHOSH et al., 2013; NAKABAYASHI et al., 2011). 

Após a etapa de incorporação, procedeu-se a caracterização desses sistemas. 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO MACROSCÓPICA 

 

 A avaliação macroscópica foi realizada 48 horas após o preparo dos sistemas 

e está apresentada na Figura 6.  
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Figura 6 - Aspecto visual das formulações selecionadas para os estudos de caracterização da 
estrutura. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: A designação branca referiu-se ao sistema puro, formado apenas pela fase oleosa, fase 

aquosa e a mistura de tensoativos, já a designação ST-PTX, referiu-se ao sistema transparente 

contendo o fármaco incorporado a este. (a) Formulação 1 (branca e incorporada), (b) formulação 2 

(branca e incorporada) e (c) formulação 3 (branca e incorporada). 

  

 Esse tipo de caracterização é uma etapa que permite verificar se os sistemas 

desenvolvidos atendem a alguns dos requisitos correspondentes a uma ME 

verdadeira e se a presença do fármaco incorporado possui ou não a capacidade de 

alterar as propriedades intrínsecas apresentadas pelo sistema proposto. Aspectos 

como limpidez, homogeneidade, ausência de material particulado, separação de 

fases, além da transparência e da estabilidade termodinâmica correspondem a 

fatores indispensáveis das ME que devem permanecer inalterados mesmo após a 

adição de um princípio ativo (SILVEIRA, 2009).  

 Observou-se que, tanto as formulações brancas, sistema puro sem fármaco, 

quanto as que possuíam a PTX incorporada, apresentaram-se como sistemas 

límpidos, homogêneos, transparentes, de coloração levemente amarelada, em 

função da cor do tensoativo Tween® 80, sem fenômenos de separação de fases ou 

de turbidez. A consistência das formulações, no entanto, foi bem variável 

apresentando sistemas visualmente mais líquidos (a), bem viscosos (b) e de 

viscosidade intermediária (c). A adição da PTX não provocou nenhuma alteração no 

aspecto visual e nem na consistência dos sistemas propostos, dando indícios de 

uma boa estabilidade. 
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 Após obtenção de aspecto visual satisfatório, resolveu-se investigar os 

fenômenos ópticos dos sistemas selecionados para elucidação de sua isotropia ou 

anisotropia devido as diferenças de viscosidade entre as formulações. 

 

5.5 ISOTROPIA 

 

 Todas as formulações, brancas ou incorporadas com PTX, foram analisadas 

por inspeção visual através de microscopia de luz polarizada. As formulações 1 e 3 

apresentaram-se como um campo completamente escuro (dados não mostrados), 

não sendo capazes de desviar o plano da luz. Já a formulação 2, quando submetida 

a mesma análise, promoveu um desvio sob o plano de luz polarizada, resultando no 

aparecimento de áreas claras e na presença de estruturas conhecidas como “cruzes 

de malta” (Figura 7).  

   

Figura 7 - Fotomicrografias sob microscópio óptico com luz polarizada da formulação 2 (branca e 

incorporada). 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: (A) Formulação 2 - branca e (B) formulação 2 – incorporada com PTX. 

 

 A microscopia de luz polarizada é uma das técnicas mais utilizadas para 

permitir a elucidação quanto a isotropia ou anisotropia de sistemas, podendo 

fornecer informações sobre a estrutura e composição de materiais, tais como 

vesículas lipídicas, microemulsões e sistema líquido-cristalinos. 

 Sob um plano de luz polarizada, uma amostra considerada isotrópica possui 

as mesmas propriedades ópticas em todas as direções, não sofre o fenômeno da 
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dupla refração, conhecido como birrefringência e, dessa forma, o raio de luz que 

parte do polarizador atravessa o sistema sem modificar sua direção de vibração. 

Esse tipo de material é caracterizado pela presença de um campo escuro quando 

visto sob microscópio de luz polarizada. Já uma amostra anisotrópica é aquela que 

possui propriedades ópticas capazes de desviar o plano de luz incidente, fazendo 

com que o raio polarizado sofra birrefringência, onde são produzidos raios de luzes 

distintos que vibram em planos perpendiculares entre si, fazendo com que sejam 

apresentados diferentes índices de refração dependentes da direção da propagação 

da luz através do sistema e da orientação do eixo de vibração (CHORILLI et al., 

2011). 

 Microemulsões e cristais líquidos de arranjo cúbico são tidos como sistemas 

isotrópicos e os cristais líquidos de arranjo hexagonal e lamelar são anisotrópicos. O 

arranjo hexagonal apresenta uma forma chapada típica, com os agregados de 

tensoativos organizados em cilindros. O arranjo lamelar possui várias camadas 

(lamelas) sobrepostas, formando estruturas características denominadas “cruzes-de-

malta” (CHORILLI et al., 2009). 

 Dessa maneira, as formulações 1 e 3, por apresentarem-se como um campo 

completamente escuro sob luz polarizada, foram consideradas como sistemas 

opticamente isotrópicos. Já a formulação 2, por ter conseguido desviar o plano de 

luz polarizada, não apresentou-se como um campo completamente escuro, sendo 

portanto considerado um sistema opticamente anisotrópico. Associado a esse fato, 

houve o aparecimento das estruturas denominadas “cruzes-de-malta”, uma 

evidência sugestiva de que este sistema poderia tratar-se de um cristal líquido de 

arranjo lamelar. 

 O comportamento de arranjo lamelar e a presença de “cruzes de malta” 

ocorreu tanto na formulação branca quanto na incorporada (Figura 7A e 7B). Deve-

se destacar o fato de que quando a PTX foi incorporada, houve uma diminuição na 

formação das “cruzes de malta”, demonstrando que este fármaco é capaz de 

influenciar a estrutura organizacional do sistema proposto. A provável justificativa 

para esse evento pode ser advinda de a PTX ter interagido diretamente com a 

camada dos tensoativos, modificando de alguma maneira sua estrutura, tornando-a 

mais organizada e menos sobreposta e consequentemente com menos “cruzes-de-

malta”. A diminuição dessas estruturas características de cristais líquidos lamelares 
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também ocorreu no sistema lamelar proposto por Chorilli e colaboradores (2011), 

onde a adição de palmitato de retinol resultou no mesmo comportamento. 

 Devido a pesquisa estar voltada para sistemas considerados isotrópicos, 

optou-se por dar continuidade aos testes utilizando apenas as formulações 1 e 3. No 

entanto, a formulação 2 será utilizada em estudos posteriores tendo em vista que 

esse tipo de sistema destaca-se em muitos aspectos como uma boa estabilidade 

físico-química, o termocromismo, o aumento da capacidade de retenção de água no 

estrato córneo aumentando a hidratação cutânea e a sua característica reológica 

tixotrópica adequada para uma boa aplicação sobre a pele (CHORILLI et al., 2009; 

MASSON et al., 2005). 

 

5.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE  

 

 Os testes de estabilidade, em condições específicas e controladas, servem 

para auxiliar na avaliação da capacidade de um produto em manter o seu aspecto 

original, suas características físicas e químicas, podendo indicar problemas que 

possivelmente ocorrerão nas formulações. Informações obtidas em estudos de 

estabilidade são particularmente importantes para os sistemas que se encontrem 

emulsionados, pois podem fornecer sinais de desestabilização como: sedimentação, 

coalescência, separação das fases, inativação de substâncias ativas e ineficácia do 

sistema (IDSON, 1993). 

 A estabilidade das formulações escolhidas contendo a pentoxifilina (1%) foi 

investigada através de submissão destas ao ciclo de aquecimento-resfriamento e de 

congelamento-descongelamento, pois a temperatura é o fator ambiental mais 

importante envolvido na estabilidade física, físico-química e química de um produto 

farmacêutico (BABY et al.,2007). Ensaios que envolvem a submissão de 

formulações a condições extremas de temperaturas possuem como finalidade o 

aumento da velocidade de degradação química e a indução a modificações físicas 

(VELASCO et al, 2008).  

 A formulação 1 foi capaz de suportar o ciclo de aquecimento-resfriamento 

sem nenhuma modificação visível, ou seja, não ocorreu fenômenos de turvação, 

separação de fases ou precipitação do fármaco, demonstrando que não houve 

instabilidades físico-químicas e tornando-a apta a ser submetida ao ciclo de 

congelamento- descongelamento. No entanto, já na segunda fase do aquecimento-
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resfriamento, a formulação 3 apresentou um fenômeno de instabilidade (Figura 8) 

após sua retirada da estufa, demonstrando que a mudança brusca na temperatura 

foi capaz provocar mudanças na formulação, fazendo com que esta fosse 

descartada para estudos posteriores. 

    

Figura 8 - Instabilidade da formulação 3 após ciclo de aquecimento-resfriamento. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Formulação 3 - branca e incorporada com pentoxifilina (PTX-3). Presença do fenômeno de 

instabilidade nas duas amostras. 

 

  Continuamente, foi realizado o ciclo de congelamento-descongelamento com 

a formulação 1 e, após o término desse outro ciclo, pôde-se observar que 

novamente não houve nenhuma alteração visual significativa, sugerindo que essa 

formulação apresentou um bom potencial nos estudos de estabilidade, 

permanecendo estável sob as diversas perturbações térmicas aplicadas ao sistema. 

Dessa maneira, apenas a formulação 1 foi considerada apta a dar continuidade ao 

estudo e a realização dos demais ensaios, já que a formulação 2 foi descartada 

devido sua anisotropia e a formulação 3 devido sua instabilidade.  

  Diante disso, após a escolha da formulação isotrópica mais estável 

(formulação 1), devido a probabilidade de esta ser um sistema microemulsionado, 

foram realizados ensaios de calorimetria exploratória diferencial e de microscopia 

eletrônica de transmissão para que a microestrutura e a morfologia dessa 

formulação fosse elucidada. 
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5.7 ANÁLISE TÉRMICA 

 

A calorimetria exploratória diferencial (DSC - do inglês Differential Scanning 

Calorimetry), é uma técnica de análise térmica capaz de permitir a observação da 

variação da energia (entalpia) entre a amostra analisada e uma amostra de 

referência, em função da temperatura (MATOS et al., 2009).  

Essa técnica é muito utilizada na área farmacêutica com diversas aplicações, 

entre elas a caracterização de matérias-primas, o estudo de interações entre 

princípios ativos e excipientes e a avaliação de estabilidade de formulações 

(BOONME et al., 2006; DAS & SURESH, 2011). Na vertente da nanotecnologia, a 

DSC pode ser utilizada na investigação da microestrutura de sistemas 

microemulsionados, baseado no monitoramento de eventos térmicos ocorridos na 

própria formulação e em seus componentes isolados e na identificação da 

temperatura na qual esses eventos ocorrem.  

Diante disso, foram realizadas corridas térmicas para visualização de eventos 

na água, óleo e na formulação incorporada ou não com PTX. Na análise do 

termograma da água (Figura 9) observou-se um pico exotérmico na temperatura de -

13,08 °C, com valor de entalpia (ΔH) de 278,4 J/g e um pico endotérmico na 

temperatura de 3,33 °C e entalpia de 325,3 J/g. Estes picos estão relacionados 

respectivamente aos processos de solidificação (congelamento) e fusão da água. O 

termograma do óleo (TACC) (Figura 10) apresentou dois picos exotérmicos nas 

temperaturas de -29,4°C (ΔH=32,04 J/g) e -42,91°C (ΔH = 18,78 J/g). Em relação ao 

pico endotérmico, foi observado apenas um único pico na temperatura de -2,73°C 

(ΔH = 96,72 J/g).  

Para o termograma da formulação 1 branca (Figura 11) pôde-se observar um 

pico exotérmico na temperatura de -37,36°C (ΔH= 53,86 J/g) e um pico endotérmico 

na temperatura de -2,81°C (ΔH= 134,3 J/g). A formulação 1 incorporada com PTX 

(Figura 12) apresentou um pico exotérmico na temperatura de -42,75°C (ΔH= 57,13 

J/g) e um pico endotérmico na temperatura de -2,25°C (ΔH= 84,05 J/g). 
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Figura 9 - Curva DSC da água. 

 

   Fonte: Próprio autor. 

 

       

Figura 10 - Curva DSC do óleo (TACC). 

 

   Fonte: Próprio autor. 
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Figura 11 - Curva DSC da formulação 1 - branca. 

 

   Fonte: Próprio autor. 

 

 

Figura 12 - Curva DSC da formulação 1 incorporada com PTX. 

 

   Fonte: Próprio autor. 

 

A estrutura de uma ME pode ser evidenciada através da interpretação dessas 

curvas de DSC quando se compara o termograma obtido da água, do óleo e os 

termogramas da formulação. Nessas curvas deve-se dar ênfase a região de 

resfriamento do termograma, pois é nesta região que verifica-se a presença ou 
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ausência do pico de congelamento da água, permitindo a interpretação mais direta 

sobre a microestrutura da formulação escolhida. 

Zhang & Michniak-Kohn (2011) propuseram três situações distintas que 

podem ocorrer ao se analisar os termogramas: em ME do tipo A/O não ocorre a 

presença do pico característico do congelamento da água, já que a mesma 

encontra-se confinada no interior da gotícula revestida pelo filme de tensoativos, ME 

com estrutura bicontínua possuem o pico de congelamento do óleo e o pico de 

congelamento da água como dois eventos bem distintos e ME do tipo O/A que 

mostram apenas o pico de congelamento da água como um único e pronunciado 

evento, por estar livre na fase externa da formulação. 

 Diante da análise das curvas térmicas, percebeu-se que os picos 

presentes, tanto no termograma da formulação 1 branca quanto no da incorporada 

com PTX, estavam diretamente vinculados aos picos presentes no termograma do 

óleo, pois as formulações apresentaram grande similaridade nas temperaturas e nos 

tipos de eventos térmicos em relação àqueles eventos apresentados pelo TACC.  

Esses dados sugerem que o óleo é a fase externa do sistema, 

caracterizando-o como sendo uma formulação do tipo A/O, tendo em vista que o 

pico correspondente ao processo de congelamento da água não foi visualizado em 

nenhum dos termogramas da formulação, sugerindo que a água estivesse confinada 

em gotículas revestidas pela camada de tensoativos, correspondendo à fase interna 

de uma ME. Sendo assim, a formulação 1 passou a ser denominada a partir de 

agora como ME1-branca ou ME1-PTX, para a incorporada. 

Estes resultados entraram em consenso com os que foram obtidos por Sintov 

e Greenberg (2014) que desenvolveram uma microemulsão incorporada com 

cafeína, uma metilxantina que apresenta propriedades químicas semelhantes as da 

PTX. Os termogramas da formulação com cafeína também não apresentaram o pico 

correspondente ao congelamento da água, sendo, portanto, um sistema do tipo A/O. 

Esse tipo de ensaio favoreceu a elucidação da distribuição dos componentes 

na formulação, dando ênfase em se descobrir qual seria a fase interna, na qual a 

PTX estaria incorporada, e a fase externa. Por conta dessa finalidade, não realizou-

se as análises térmicas dos demais componentes, os tensoativos e o fármaco, pois 

além de não corresponder e nem auxiliar ao objetivo do teste, a faixa de temperatura 

utilizada na corrida não seria a ideal para visualização dos seus principais eventos 

térmicos. 



74	

	

	

É válido salientar a importância da análise do DSC para sistemas 

microemulsionados que contenham metilxantinas e seus derivados, pois devido as 

características hidrofílicas dos fármacos, a ausência do pico de congelamento da 

água pode ser um indício de que a formulação está apresentando a microestrutura 

correta para a veiculação dessas substâncias.  

Após a verificação da existência de uma fase contínua e de outra descontínua 

na formulação, a confirmação da hipótese de que o sistema proposto fosse uma 

microemulsão se deu através dos resultados observados na MET.  

 

5.8 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

  

 Quando comparada à microscopia óptica, a MET permite aumentos muito 

maiores e uma fixação superior do material, características que favorecem a 

visualização direta da microestrutura de sistemas coloidais em resolução 

nanométrica (ACHARYA & HARTLEY, 2012). O MET é uma ferramenta valiosa tanto 

para a caracterização morfológica quanto para a avaliação da estabilidade de 

sistemas como micro e nanoemulsões e já é considerada uma análise preliminar 

importante do sistema coloidal (KLANG et al., 2012). Apesar disso, a técnica de 

coloração e de secagem utilizadas no procedimento podem afetar a estrutura e a 

morfologia da amostra, tendo que ser realizada uma interpretação cuidadosa 

(FRIEDRICH et al., 2010).  

 As fotomicrografias obtidas por MET das amostras ME1-branca e ME1-PTX 

são mostradas na Figura 13. Tanto as estruturas obtidas na ME1-branca (A) quanto 

na ME1-PTX (B) foram gotículas com formatos esféricos heterogêneos e discoides, 

com boa distribuição no campo e um tamanho nanométrico, enquadrando-se na 

faixa proposta para sistemas microemulsionados, podendo ser confirmado através 

de estudos de espalhamento dinâmico da luz. A distribuição uniforme das gotículas 

dá indícios da sua boa estabilidade, evitando fenômenos como cremagem, 

coalescência e quebra do sistema. 
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Figura 13 - Fotomicrografia da formulação 1, obtida por microscopia eletrônica de transmissão. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Fotomicrografia da ME1-branca (A) e da ME1-PTX (B) obtidas por MET. Barra de aumento 

de 500 nm. 

 

 Após a confirmação de que a formulação 1 tratava-se de uma ME e esta 

possuía como fase interna gotículas de água, que se encontravam circundadas por 

uma camada interfacial de tensoativos e dispersas em uma fase externa oleosa, 

deu-se continuidade aos ensaios para a caracterização da formulação escolhida.  

 

5.9 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO- QUÍMICA 

 

 Antes de todas as determinações físico-químicas, a ME1 foi mantida à 

temperatura ambiente por um período de 48h para sua estabilização termodinâmica. 

A determinação destas características permite que haja uma análise da ME em 

relação aos aspectos da formação, o comportamento estrutural, a determinação das 

transições de fase e a estabilidade. Dentre as propriedades físico-químicas mais 

utilizadas estão o pH, a condutividade elétrica e índice de refração (EVANDRO, 

2009; MICHNIAK-KOHN & ZHANG, 2011). 

 

5.9.1 pH 

  

 O pH foi avaliado para verificar se a ME1 possuía compatibilidade para o uso 

tópico. O valor de pH encontrado para a ME1-branca foi de 7,79 ± 0,07 e a ME1-PTX  

obteve valor de 7,80 ± 0,01. 
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 O pH adequado de uma formulação é padronizado conforme a tolerância 

biológica para produtos de uso cutâneo (pH 5,5 a 8,0) e estabilidade do componente 

ativo (SILVA et al., 2009). Além disso, ele é uma ferramenta que pode indicar 

alterações estruturais, ocorrência de reações químicas como processos de 

degradação e oxidação de seus componentes, perda de estabilidade das ME ou 

crescimento bacteriano, sendo um parâmetro sensível no controle de qualidade 

dessas formulações. 

 As formulações testadas, tanto a branca quanto a incorporada, obtiveram 

valor de pH compatível com o da pele (SILVA et al., 2009; BUTANI et al., 2014), fato 

que permite sua aplicação tópica desse sistema para o tratamento de afecções 

dermatológicas. Nota-se também que este parâmetro não foi afetado pela 

incorporação da PTX à microemulsão.  

 

5.9.2 Condutividade Elétrica 

 

 O ensaio de condutividade elétrica é uma ferramenta útil para demonstrar as 

mudanças microestruturais que podem ocorrer nos sistemas coloidais (YAGHMUR, 

et al., 2003). Quando associado aos testes de DSC comportam-se como mais um 

mecanismo elucidativo da fase externa da microemulsão, sendo um parâmetro 

diretamente relacionado ao tipo de microestrutura apresentada pela formulação, 

revelando as características dos domínios contínuos (LAWRENCE & REES, 2000).

 O valor de condutividade elétrica encontrado para a ME1-branca foi de 2,19 ± 

0,11 µS.cm-1 e para a ME1-PTX obteve-se valor de 1,79 ± 0,15 µS.cm-1. Zhang e 

colaboradores (2011a) relataram que mudanças no comportamento estrutural estão 

intimamente relacionadas a drásticas alterações nos mecanismos de transporte 

elétrico. ME possuindo baixo teor aquoso, teriam sua microestrutura provavelmente 

característica do tipo A/O e, pelo fato da água estar confinada na gotícula, este 

sistema possuiria níveis baixos de condutividade, tendo em vista que a fase externa 

oleosa seria má condutora. Com o aumento do conteúdo aquoso, as gotículas de 

água aumentariam em número e dariam início ao processo de coalescência, 

formando canais interconectados, resultando em uma microestrutura do tipo 

bicontínua, de condutividade intermediária. Possuindo um conteúdo aquoso ainda 

maior, a sua microestrutura provavelmente seria de ME do tipo O/A, apresentando 
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elevada condutividade elétrica já que a água não estaria isolada em gotículas e 

pertenceria a fase externa da formulação. 

 Os valores de condutividade obtidos tanto pela ME1-branca quanto pela ME1-

PTX foram considerados baixos e, dessa forma, sugestivos de um sistema que 

possua microestrutura do tipo A/O, corroborando os resultados obtidos nos ensaios 

de análise térmica que sugeriram a mesma estrutura. 

 

5.9.3 Índice de Refração 

	
 A Farmacopeia Brasileira (2010) relata que o índice de refração (n) de uma 

substância é uma constante física definida como a relação entre a velocidade da luz 

no vácuo e sua velocidade no interior da substância. Seu princípio básico diz que 

quando um raio de luz monocromática passa de um meio transparente para outro de 

densidade óptica diferente, este é refletido ou refratado, exceto quando incide 

perpendicularmente à superfície de contato entre as duas substâncias. É um 

parâmetro que depende da natureza do meio, do raio de luz e da temperatura 

(KOROLKOVAS, 1988). Na prática, a relação é feita utilizando a refração com 

referência ao ar e a substância investigada e não com referência ao vácuo.  

 Diante disso, resolveu-se investigar, durante alguns dias, esta variável 

utilizando como referência o ar e ME. Os valores do n encontrados para a ME1- 

branca e a ME1-PTX foram considerados como constantes e únicos, mantendo-se 

aproximados, 1,452 ± 0,001 para a branca e 1,453± 0,001 para a incorporada. 

 Substâncias consideradas isotrópicas possuem índice de refração constante e 

único em determinado comprimento de onda, temperatura e pressão, pois o raio de 

luz se propaga pela substância com a mesma velocidade em todas as direções 

consideradas. Dessa maneira, este parâmetro é útil não só na identificação de uma 

substância, mas para detectar a presença de impurezas e de natureza anisotrópica. 

As microemulsões devem apresentar apenas um único índice de refração e 

nenhuma restrição no plano de vibração de luz que passa através deles, mantendo 

as mesmas propriedades ópticas em todos os sentidos.  

 Diante dessa análise pôde-se reafirmar a natureza isotrópica da formulação 

proposta, já evidenciada na análise de microscopia de luz polarizada, pois a 

constante física testada mostrou-se única e constante em todas os ensaios 

realizados. Deve ressaltar que a adição do fármaco não modificou o n do sistema 
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uma vez que não foram evidenciadas diferenças abruptas entre os valores das 

amostras com e sem a PTX.  

 

5.9.4 Tamanho de gotícula   

 

 A análise do tamanho de gotícula de um sistema coloidal é um fator essencial 

tendo em vista que ela pode indicar prováveis aspectos de taxa e extensão da 

liberação e absorção do fármaco ao verificar a presença ou não do seu tamanho 

nanométrico (WEI et al., 2012). A técnica para a determinação do diâmetro das ME 

seria o espalhamento dinâmico de luz, onde utiliza-se a flutuação da intensidade da 

luz espalhada pelas gotículas em suspensão, agindo em movimento Browniano, 

para obter-se a distribuição hidrodinâmica do seu tamanho (XU, 2008). 

 Para a ME1-branca, o tamanho médio das gotículas foi de 42,23 ± 4,02 nm e 

para a ME1-PTX obteve-se valor de 69,4 ± 3,26 nm. O aumento no diâmetro das 

gotículas da ME1-PTX quando comparada com a formulação branca indica que 

houve a incorporação do fármaco na ME e que, provavelmente, a PTX esteja de 

alguma maneira interagindo com a camada de tensoativos, não ficando restrita 

apenas ao confinamento na gotícula aquosa.	

 Deve-se destacar, portanto, que o diâmetro médio das gotículas das duas 

amostras diferentes (ME1-branca e ME1-PTX) foi menor que 100 nm, resultado 

desejável, pois está dentro da faixa de tamanho proposta para os sistemas 

microemulsionados (10-100 nm) segundo a literatura (KIM et al., 2008; DJEKIC et 

al., 2012). Além disso, sistemas que possuam diâmetro de gotículas inferiores a 

200nm são considerados viáveis para a aplicação por via tópica (LUNDBERG; 

MORTIMER, 1996). 

 Estando caracterizada físico-quimicamente, foi necessário verificar a 

capacidade que a ME1 possuía de incorporar quantitativa e corretamente a PTX. 

Para tanto, foi necessário desenvolver um método analítico para utilização nos 

ensaios de doseamento e eficiência de encapsulação do fármaco. 
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5.10 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA 

ESPECTROFOTOMÉTRICA PARA DOSEAMENTO DA PENTOXIFILINA NO 

SISTEMA MICROEMULSIONADO 

 

 Aspectos como comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade estão sendo 

cada vez mais reconhecidos e exigidos para demonstrar a qualidade de medições 

químicas. Dados analíticos que forem considerados não confiáveis podem levar a 

decisões errôneas e prejuízos para o ensaio a ser desenvolvido. Para garantir que o 

método analítico a ser utilizado produza informações verídicas sobre a amostra, é 

preciso que ele passe por uma avaliação denominada de validação (RIBANI et al., 

2004). 

 Segundo a Agência Nacional Vigilância Sanitária (ANVISA), a validação é a 

sequência de processos que deve garantir, através de estudos experimentais, que o 

método desenvolvido atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando 

confiabilidade dos resultados. Este órgão regulador disponibilizou em 2003 um guia 

para o procedimento de validação de métodos analíticos, sendo este a Resolução nº 

899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). 

 Os estudos de validação devem ser representativos e os parâmetros 

avaliados devem ser baseados na intenção do uso do método (RIBANI et al., 2004). 

Para métodos analíticos que envolvam a quantificação de fármacos em produtos 

farmacêuticos os parâmetros seletividade, linearidade e faixa de aplicação 

(intervalo), precisão, exatidão e robustez devem ser cuidadosamente avaliados 

(BRASIL, 2003). 

 O início do desenvolvimento do método se deu com a determinação do 

espectro de absorção da PTX, no intervalo de 200 a 350 nm (Figura 14), a fim de 

confirmar o pico máximo de absorbância desse fármaco em 273 nm, já verificado por 

Honda e colaboradores (2001). O gráfico gerado pela solução de PTX em etanol se 

mostrou bem semelhante ao gráfico obtido pelos autores já citados, confirmando que 

o pico de absortividade máxima se dá em 273 nm. 
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Figura 14 - Varredura espectrofotométrica da solução de PTX (16 µg/mL) na faixa de comprimento de 

onda de 200 a 350 nm. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda:Espectro de absorção da pentoxifilina a 16 µg/mL em etanol PA.  

 

 Descoberto o comprimento de onda que possui o maior pico de absorção da 

PTX, prosseguiu-se determinando os parâmetros presentes na resolução da 

ANVISA. A seletividade teve como objetivo verificar o grau de interferência de 

espécies como excipientes, impurezas, produtos de degradação ou compostos de 

propriedades químicas semelhantes ao analito, de forma que estes outros produtos 

não pudessem ser confundidos com o composto de interesse e este pudesse ser 

visualizado de forma clara, garantindo que o pico de resposta fosse exclusivamente 

seu (VESSMAN et al., 2001). 

 Para o método espectrofotométrico, este parâmetro foi determinado 

comparando-se as curvas espectrais obtidas através das leituras de diluições 

individuais de cada sistema, comparando o comportamento da matriz isenta do 

fármaco de interesse (ME1 - branca), e a matriz contendo o fármaco (ME1– PTX). 

 Pôde-se observar que na ME1-PTX houve a presença do pico de absorção em 

273 nm, característico da presença do fármaco na formulação o que não ocorreu na 

curva da ME1-branca (Figura 15). Dessa forma, a metodologia analítica proposta foi 

considerada seletiva, pois foi constatado que os componentes da formulação não 

apresentaram perspectivas de influir na detecção do fármaco no ponto específico de 

273 nm. 
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Figura 15 - Varredura espectrofotométrica da ME1 na faixa de comprimento de onda de 200 a 350nm. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Espectro de absorção da ME1-branca em etanol PA (linha preta) e espectro de absorção da ME1-PTX 

em etanol PA (linha vermelha).  

  

 A linearidade é um parâmetro bastante relevante que se refere à capacidade 

que um método analítico tem em fornecer resultados que sejam diretamente 

proporcionais à concentração da substância em análise, dentro de uma faixa de 

aplicação específica (BRASIL, 2003). A relação matemática existente entre os sinais 

de absorbância e a concentração deve ser expressa como uma equação de reta 

conhecida como curva analítica (BARROS NETO et al., 2002), que pode ser 

calculada utilizando o modelo matemático da regressão linear, permitindo que haja o 

cálculo dos coeficientes de regressão (a e b) e também do coeficiente de correlação 

(r). 

 Este último parâmetro fornece a avaliação da qualidade da curva obtida, pois 

quanto mais próximo de 1,0, menor a dispersão entre os pontos experimentais e 

menor a incerteza dos coeficientes de regressão estimados (RIBANI et al., 2004). 

Um coeficiente de correlação maior que 0,999 é considerado como evidência de um 

ajuste ideal dos dados para a linha de regressão (SHABIR, 2003). A ANVISA 

recomenda um r igual ou superior a 0,99 (BRASIL, 2003).   
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 O método espectrofotométrico desenvolvido apresentou linearidade em uma 

faixa de 4 a 30 µg/mL. A curva analítica desenvolvida (Figura 16) possuiu a equação 

da reta y= 0,0332x + 0,025, obtida pelo método dos mínimos quadrados, 

apresentando um coeficiente de correlação (r) igual a 0,9998. Percebe-se que a reta 

mostra a proporcionalidade direta entre a absorbância e as diferentes 

concentrações, estando o r (0,9998) dentro do critério exigido pela ANVISA. 

 

Figura 16 – Curva analítica obtida a partir de soluções de PTX nas concentrações de 4 a 30 µg/mL 

para determinação do parâmetro linearidade. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

 A precisão é outra etapa necessária para a validação do método analítico e 

avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma 

amostragem múltipla de uma mesma amostra sob condições definidas. Este 

parâmetro pode ser avaliado através da estimativa do desvio padrão relativo (RSD) 

também conhecido como coeficiente de variação (CV) (RIBANI et al., 2004). 

 A precisão foi avaliada em relação a repetibilidade, sendo esta a 

concordância entre os resultados dentro de um curto período de tempo com o 

mesmo analista e mesma instrumentação (BRASIL, 2003), usando sextuplicata de 

soluções de PTX na concentração de 16 µg/mL (ponto médio da curva analítica). 

Também foi avaliada quanto a precisão intermediária (precisão intercorrida), que 

consiste na concordância entre os resultados do mesmo laboratório, mas obtidos em 

dias diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2003) e para este parâmetro foi 
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utilizada a sextuplicata da amostra na mesma concentração da repetibilidade, porém 

sendo feitas por analistas diferentes. Este tipo de precisão é mais representativa da 

variabilidade dos resultados em um único laboratório, pois verifica que no mesmo 

ambiente o método fornecerá os mesmos resultados (RIBANI, 2004). 

  A Tabela 2 apresenta os dados obtidos durante a determinação do parâmetro 

precisão onde pôde-se observar as medidas das concentrações obtidas de 

amostragens múltiplas realizadas e as respectivas precisões. Percebeu-se então 

que, apesar de os dias de análise e os analistas serem distintos, a precisão 

encontrou-se dentro do limite estabelecido pela ANVISA (< 5%), comprovando que o 

método analítico em questão foi preciso. 

 

Tabela 2 - Determinação do parâmetro precisão repetibilidade e precisão intercorrida (n=6) para 

validação do método espectrofotométrico. 

Analistas Dia 

Concentração 

teórica 

(μg.mL-1) 

Concentração 

real (μg.mL-1) 

Média ± DP 

Precisão (%) 

Analista 1 

1 16,0 16,3 ± 0,007 1,183 

2 16,0 16,1 ± 0,004 0,697 

Analista 2 

1 16,0 15,5 ± 0,003 0,563 

2 16,0 15,8 ± 0,002 0,395 

 

 A exatidão corresponde a proximidade dos resultados individuais obtidos pelo 

método em estudo em relação ao valor de referência aceito como verdadeiro 

(teórico) (BRASIL, 2003).  A Tabela 3 mostra o valor da exatidão determinada a 

partir da leitura de 9 amostras em 3 níveis de concentração diferentes, sendo a 

triplicata de concentrações no nível baixo (8 µg/mL), no nível médio (16 µg/mL) e no 

nível alto (24 µg/mL). 
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Tabela 3 - Determinação do parâmetro exatidão (n=3) para validação do método espectrofotométrico. 

Nível 
Concentração 

teórica (μg.mL-1) 

Concentração real 

(μg.mL-1) Média ± 

DP 

CV(%) Exatidão (%) 

Baixo 8,0 8,1 ± 0,009 2,958 102,8 

Médio 16,0 16,3 ± 0,008 1,485 101,6 

Alto 24,0 23,9 ± 0,002 0,282 99,6 

Onde: DP= desvio padrão; CV= coeficiente de variação. 

 
 A partir do cálculo da exatidão, percebeu-se a proximidade entre as 

concentrações teóricas e as concentrações que foram obtidas por meio do método 

utilizado, indicando que este foi considerado exato.  

 O último parâmetro avaliado foi a robustez, sendo esta a medida da 

capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variações dos 

parâmetros analíticos, indicando sua confiança durante o uso normal do método 

(BRASIL, 2003). As modificações devem ser realizadas para simular as alterações 

que ocorrem no método quando este é transferido para outros laboratórios, analistas 

ou equipamentos (RIBANI et al., 2004). A Tabela 4 mostra a determinação da 

robustez utilizando uma solução do fármaco na concentração de 16 µg/mL analisada 

a partir das alterações realizadas como as mudanças no solvente (etanol e água) e 

no modelo do equipamento espectrofotométrico (UV Mini 1240, Shimadzu e Lambda 

750, PerkinElmer, Brasil). 

Tabela 4 - Determinação do parâmetro robustez (n=3) para validação do método espectrofotométrico. 

Modificação 

Concentração 

teórica 

(μg.mL-1) 

Concentração 

real (μg.mL-1) 

Média ± DP 

Precisão (%) Exatidão (%) 

Solvente 

Água 16,0 16,2 ± 0,01 1,747 100,9 

Etanol 16,0 16,3 ± 0,008 1,485 101,6 

Equipamento 

Espectro 1 16,0 16,3 ± 0,008 1,485 101,6 

Espectro 2 16,0 16,4 ± 0,008 1,517 102,3 
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 Como observado nos dados da tabela, o método espectrofotométrico 

desenvolvido possuiu uma robustez intrínseca, pois analisando as amostras na 

concentração de 16 µg/mL em diferentes condições (solvente e modelo do 

equipamento), os resultados mantiveram-se dentro das especificações exigidas pela 

RE n° 899/03. Dessa forma, este método pode ser utilizado em outros laboratórios e 

ser feito por outros analistas e resultará em reprodutibilidade dos resultados obtidos 

na validação. 

 
5.11 DOSEAMENTO DA PENTOXIFILINA 

 

 A quantificação da PTX incorporada na ME foi feita através da leitura em 

espectrofotômetro (273 nm) de diluições da ME-PTX em etanol. A média da 

absorbância obtida pela triplicata foi utilizada para gerar o valor médio da 

concentração real de fármaco contida na formulação através do uso da equação da 

reta obtida no parâmetro linearidade. A Tabela 5 mostra o valor da absorbância 

média utilizado para o cálculo do doseamento. 

 

Tabela 5 - Determinação do doseamento da PTX no sistema microemulsionado. 

 
Amostra 

 

 
Absorbância  

Média 

 
Desvio 
Padrão 

 
Coefic.  

Variação 
(%) 

 
Doseamento 

 PTX 
(mg/mL) 

 

ME-PTX 

 

0,559 

 

0,009 

 

1,622 

 

10,06 

 

 Como observado, a concentração do fármaco na ME determinada através das 

leituras das absorbâncias no espectrofotômetro (10,06 mg/mL) foi muito próxima à 

concentração de PTX real incorporada ao sistema (10,00 mg/mL – 1%), 

demonstrando que o método analítico utilizando espectrofotometria UV/Vis 

desenvolvido foi sensível e eficaz para o doseamento da concentração real do 

fármaco incorporado previamente na formulação. 
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5.12 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO (EE) 

 

Tendo visto a capacidade do método analítico desenvolvido em realizar o 

doseamento da PTX, resolveu-se investigar quanto do fármaco doseado conseguiu 

realmente ser incorporado na fase interna do sistema proposto. A eficiência de 

encapsulação é outro ensaio de caracterização que pode ser realizado a partir de 

vários métodos, que dependerá extensivamente do modo de preparo da formulação 

e das propriedades físico-químicas do fármaco avaliado (DAMASCENO, 2011). 

A metodologia proposta para a determinação deste parâmetro foi baseada na 

comparação entre os valores de absorbância da triplicata das soluções de ME1-PTX 

antes e após o processo de centrifugação. Neste ensaio de maneira geral, a 

centrifugação auxiliou, caso houvesse, na separação do fármaco que se encontrava 

incorporado na fase interna daquele que se encontrava disperso na fase externa, 

sendo este último o responsável pela formação de um possível precipitado.  

No entanto, após o processo de centrifugação percebeu-se que não houve a 

formação de um precipitado e a formulação encontrava-se límpida, com as mesmas 

características organolépticas e sem separação de fases. Realizou-se o doseamento 

da PTX no sobrenadante e as absorbâncias pós-centrifugação foram determinadas. 

Os dados para o cálculo da eficiência de encapsulação estão na Tabela 6, sendo 

esta calculada através da Equação 3.  

 

Tabela 6 - Determinação da eficiência de encapsulação da PTX no sistema microemulsionado. 

 
Amostra 

 

 
Absorbância  
Média Pós-

centrifugação 

 
Desvio 
Padrão 

 
Coefic.  

Variação 
(%) 

 
EE 

 PTX (%) 

 
ME-PTX 

 
0,521 

 
0,004 

 
0,775 

 
93,26 

 Legenda: EE= eficiência de encapsulação. 

 

Corroborando a ideia de Damasceno e colaboradores (2011), a eficiência de 

encapsulação foi adequadamente alcançada quando incorporou-se a PTX durante a 

formação da microemulsão proposta, tendo em vista que valores acima de 80% são 
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considerados significativos. Portanto, considera-se que a incorporação da PTX a 

fase interna do sistema foi satisfatória. 

 Um outro ensaio realizado para a confirmação da capacidade de 

encapsulação da PTX, bem como para a análise de novos aspectos da formulação 

foi o teste de difração de raios X.  

 

5.13 DIFRAÇÃO DE RAIOS X 

 

 Dentre as várias técnicas de caracterização de materiais, a técnica de 

difração de raios X (DRX) é a mais indicada para determinar o grau de cristalinidade 

ou amorficidade de uma amostra. Esta função só é possível porque na maior parte 

dos sólidos, os átomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por 

distâncias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X 

(ALBERS et al., 2002). 

 Ao incidir um feixe de raios X em uma amostra, o mesmo interage com os 

átomos presentes, originando o fenômeno de difração, ocorrendo segundo a Lei de 

Bragg (Equação 9), que estabelece a relação entre o ângulo de difração e a 

distância entre os planos que a originaram (característicos para cada fase cristalina): 

                                            

             (9) 

 

Sendo n= número inteiro, λ= comprimento de onda dos raios X incidentes, d= 

distância interplanar e θ: ângulo de difração. 

 

 A relação acima estabelece que para um determinado comprimento de onda, 

o raio refletido emergirá apenas nos ângulos para os quais a relação é satisfeita. 

Esta técnica possui várias vantagens para a caracterização de amostras, pois trata-

se de um método simples, rápido e confiável (já que o perfil de difração obtido é 

característico para cada fase cristalina), possibilitando análises de materiais 

compostos por uma mistura de fases e a análise quantitativa destas fases cristalinas 

(ALBERS et al., 2002).  

 Para a identificação da cristalinidade/amorficidade, testou-se os padrões de 

difração para o fármaco PTX e para as ME1 (branca e incorporada), fazendo 

comparações entre todos esses padrões. Além disso, o DRX pode fornecer 
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informações sobre a eficiência de encapsulação da PTX na formulação, sugerindo 

sobre as contribuições relativas do fármaco na amorficidade do sistema. 

 Os dados cristalográficos da PTX são mostrados na Figura 17. A PTX 

apresentou picos mais intensos em 7,63° e 15,31°. A presença no difratograma de 

picos bem definidos confirma a cristalinidade de sua estrutura. A análise da ME1-

branca gerou o difratograma apresentado na figura 18, onde houve a confirmação do 

caráter amorfo deste tipo de sistema, visto que não existem picos característicos de 

uma estrutura cristalina e sim a presença de halos alargados e pouco intensos, 

representativos de estruturas amorfas.  

 O intuito de analisar a ME1-PTX por DRX (Figura 18) foi verificar a influência 

do fármaco no padrão de difração e seu estado físico nesta formulação e foi visto 

que, mesmo após a incorporação do fármaco, a amostra continuou com seu perfil 

amorfo, apresentando halos largos e de baixa intensidade. No entanto, embora a 

amostra continue amorfa, a presença da PTX foi capaz de diminuir a amorficidade 

desta formulação quando comparada a ME1- branca. 

 

Figura 17- Difratograma da PTX pura. 

 

 Fonte: Próprio autor. 
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Figura 18 - Difratogramas da ME1-branca e da ME1-PTX. 

 
 Fonte: Próprio autor. 

 

 Yi e colaboradores (2008) realizaram um trabalho utilizando a nimodipina. 

Quando este fármaco foi incorporado a sistemas de liberação de fármacos auto-

microemulsionáveis (SMEDDS), ocorreu uma transição polimórfica de seu estado 

cristalino para o amorfo ou para uma fase cristalina desorganizada, devido a sua 

dispersão molecular no sistema, fazendo com que houvesse a perda de seus picos 

cristalinos característicos no difratograma dos SMEDDS e colaborando para que 

esta formulação permanecesse amorfa. 

 Diante disso, ocorreram os mesmos fenômenos quando a PTX esteve 

presente na formulação. A perda significativa dos seus picos intensos característicos 

foi devida, provavelmente, ao fato de ter ocorrido uma dispersão molecular do 

fármaco nos componentes da ME e com isso houve uma transição polimórfica da 

PTX do estado cristalino para o amorfo ou para uma fase cristalina desorganizada. 

Associado a este fato, pode-se inferir então que houve uma incorporação adequada 

da PTX ao sistema microemulsionado, pois não existiu a presença de seus picos 

intensos e alongados na análise da ME1-PTX, que poderiam aparecer caso o 

fármaco não interagisse com o sistema e possuísse ainda suas características 

cristalinas, corroborando com os resultados satisfatórios da eficiência de 

encapsulação.  

 Mesmo tendo interagido suficientemente com o sistema microemulsionado, a 

PTX deve ser capaz de deixá-lo para que possa permear na pele e realizar sua 

função anti-inflamatória. Para avaliar se o fármaco é capaz de sair da ME e através 
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de qual mecanismo esse fenômeno ocorre optou-se por realizar ensaios de 

liberação in vitro com membranas artificiais.  

 

5.14 LIBERAÇÃO IN VITRO DA PENTOXIFILINA DO SISTEMA 

MICROEMULSIONADO 

 

 A liberação de um fármaco pode ser definida como o processo pelo qual esta 

substância é liberada de sua forma farmacêutica e, desta maneira, torna-se 

disponível para ser absorvida pelo organismo (CHOWDARY et al., 1987). Tratando-

se de fármacos para uso tópico, a liberação a partir de seu veículo é prerrogativa 

para a sua penetração na pele e, só desta forma, estará disponível na superfície 

epidérmica para que haja difusão através do estrato córneo. A solubilidade do 

fármaco no veículo e a sua atividade termodinâmica são as principais influências 

neste processo, no entanto, estando disponível para a permeação na pele, a 

liberação irá depender da capacidade do fármaco em atravessar o estrato córneo, 

que pode ser modulada por promotores de permeação, pelo tamanho da molécula e 

sua lipofilicidade (BEMVINDO, 2006). 

 Dessa maneira, o ensaio de liberação in vitro de formas farmacêuticas de uso 

tópico tem como objetivo avaliar a capacidade do veículo em liberar o fármaco 

inserido neste, além disso, possuindo esta capacidade, também é investigado a que 

velocidade ocorre a liberação do fármaco, refletindo o efeito combinado de vários 

parâmetros físico-químicos do sistema (SILVA et al., 2010). O modelo de difusão 

através de células de Franz tem sido o mais empregado para a obtenção de perfis 

de liberação de formas farmacêuticas semissólidas (PRAÇA, 2010) e foi utilizado 

nesse trabalho para a obtenção do perfil de liberação da ME1-PTX. 

 Uma solução de PTX 1% em tampão fosfato pH 7,4 (substância ativa livre) 

também foi utilizada para obter um perfil de liberação, sendo usada no intuito de 

verificar o comportamento da PTX sob as condições do ensaio, observando seu 

desempenho diante da presença de uma membrana de acetato de celulose, de uma 

temperatura e agitação controlada e do aparato utilizado em si. Não existe até o 

momento uma forma farmacêutica semissólida de uso tópico contendo a PTX, que 

seria ideal a título de comparação com a ME1-PTX. 

 Na Tabela 7 encontram-se as quantidades de PTX liberada no meio receptor 

a partir de uma solução em tampão fosfato pH 7,4 e da formulação ME1-PTX, bem 



91	

	

	

como os percentuais da liberação, sendo o ensaio realizado em sextuplicata. 

Observou-se que, quando livre em solução, a PTX atravessa a barreira de acetato 

de celulose mais rapidamente e, em cerca de 105 min (1,75h), 90,23% do fármaco já 

foi liberado para o compartimento receptor. Como esperado, a ME proposta liberou 

mais lentamente a PTX ao longo do tempo, tendo em vista que o fármaco não 

encontrava-se livre e sim confinado nas gotículas revestidas pelos tensoativos. 
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Tabela 7 - Quantidades cumulativas liberadas (µg/cm2) e percentual de liberação (%) da PTX em 
cada tempo no compartimento doador. 

Tempo (h) Quantidade de PTX liberada (µg/cm2) ± DP  (% liberado) 

Solução – PTX ME1-PTX 

 

0,25 

 

1729,74  ± 84,50 (43,47%) 

 

154,64 ± 28,28 (3,89%) 

0,5 2447,05 ± 97,28 (61,49%) 280,91 ± 17,53 (7,06%) 

0,75 2900,41 ± 87,80 (72,89%) 372,11 ± 7,67 (9,36%) 

1 3219,21 ± 47,32 (80,90%) 447,66 ± 5,15 (11,25%) 

1,25 3398,74 ± 52,60 (85,41%)  517,13 ± 4,66 (13,00%) 

1,5 3514,37 ± 20,91 (88,32%) 578,87 ± 4,20 (14,55%) 

1,75 3590,37 ± 23,25 (90,23%) 636,12 ± 6,45 (15,99%) 

2 3640,39 ± 18,79 (91,48%) 689,00 ± 6,77 (17,32%) 

2,5 3693,85 ± 18,36 (92,83%) 772,87 ± 6,75 (19,43%) 

3 3725,56 ± 11,14 (93,62%) 849,77 ± 6,13 (21,36%) 

3,5 3741,04 ± 6,89 (94,01%) 922,35 ± 4,44 (23,18%) 

4 3750,67 ± 3,19 (94,25%) 987,51 ± 3,15 (24,82%) 

4,5 3758,77 ± 2,21 (94,46%) 1052,28 ± 4,00 (26,45%) 

5 3762,83 ± 1,21 (94,56%) 1109,46 ± 4,14 (27,88%) 

5,5 3766,04 ± 0,72 (94,64%) 1165,82 ± 5,05 (29,30%) 

6 3769,06 ± 0,86 (94,72%) 1233,19 ± 5,72 (30,99%) 

6,5 3773,10 ± 0,98 (94,82%) 1282,81 ± 3,05 (32,24%) 

7 3777,67 ± 1,40 (94,93%) 1333,20 ± 4,77 (33,51%) 

8 3782,26 ± 1,05 (95,05%) 1420,21 ± 4,88 (35,69%) 

9 3785,33 ± 0,68 (95,13%) 1507,28 ± 4,90 (37,88%) 

10 3787,37 ± 0,84 (95,18%) 1595,37 ± 5,78 (40,10%) 

11 3788,74 ± 0,44 (95,21%) 1680,79 ± 8,58 (42,24%) 

12 3790,72 ± 0,69 (95,26%) 1765,65 ± 11,10 (44,37%) 

24 3794,28 ± 1,34 (95,35%) 2628,97 ± 198,60 (66,07%) 
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 Os perfis de liberação da PTX podem ser observados na figura 19, que 

representa a quantidade liberada (µg/cm2) em função do tempo para cada uma das 

amostras utilizadas ao longo de 24 horas de ensaio. Graficamente observou-se a 

rápida liberação da PTX da solução em tampão até o momento em que se chega ao 

platô e este é mantido até a última hora. Em relação a liberação do fármaco do 

veículo microemulsionado, verificou-se que sua liberação foi contínua-crescente até 

24h, não havendo a formação de platô.  

 

Figura 19 - Perfil de liberação da PTX (µg/cm2) em função do tempo (h) a partir das formulações 

envolvidas no estudo. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Solução de PTX em tampão fosfato pH 7,4 (linha preta), PTX incorporada ao sistema 

microemulsionado ME1 (linha vermelha). 

 

 Após obter os valores da PTX liberada em relação à área difusional, a 

interpretação quantitativa desses dados foi realizada para a obtenção do modelo 

cinético que melhor relacionasse o mecanismo de liberação do fármaco em função 

da característica da formulação proposta (ME). Análises de regressão linear para os 

dados de liberação da PTX apenas na ME, foram utilizadas para determinar a ordem 
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de reação que refletisse o melhor modelo cinético. Geralmente, a modelagem 

matemática para perfis de liberação de fármacos a partir de microemulsões é pouco 

conhecida (GRASSI et al., 2000), mas os principais modelos existentes foram 

aplicados para os resultados da liberação in vitro, sendo estes de ordem zero, 

pseudo primeira ordem ou Higuchi, e primeira ordem.  

 A Figura 20 mostra o gráfico resultante da aplicação desses modelos 

cinéticos aos dados obtidos pela liberação in vitro da PTX incorporada ao sistema 

microemulsionado. As equações da reta e os coeficientes de correlação linear (r) 

obtidos após o mecanismo de regressão linear de todos os modelos foram 

apresentados na Tabela 8. O modelo que possuísse o maior valor de r foi o 

selecionado como a ordem de liberação para dar continuidade ao estudo.  

 

Figura 20 – Perfil dos modelos cinéticos testados para a ME1-PTX em tampão fosfato pH 7,4.	

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Os modelos cinéticos testados foram de Ordem Zero (µg/cm2 x tempo), Higuchi (µg/cm2 x 

raiz do tempo) e Primeira Ordem ( log µg/cm2 x tempo). 
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Tabela 8 - Determinação da ordem de liberação da PTX do sistema microemulsionado utilizando-se 

como parâmetro o coeficiente de correlação (r). 

Amostra 
Modelos 
cinéticos Equações da reta 

Coeficiente 
de correlação 

linear (r) 

Ordem de 
liberação 
escolhida 

ME-PTX 

Ordem Zero y= 107,82x + 436,52 0,9567 

Higuchi Higuchi y= 537,92x + 84,118 0,9989 

Primeira Ordem y= 0,0432x + 2,7086 0,8023 

 

 A liberação da PTX da ME1 seguiu modelo cinético de Higuchi, como visto na 

Tabela 8 pelo maior valor de r. De acordo com Higuchi, a observação de uma 

relação linear entre a quantidade de fármaco liberada e a √t ocorre quando a difusão 

deste através da matriz do semissólido constitui o passo limitante do processo e, 

nestas circunstâncias, qualquer outro parâmetro (ex. meio receptor, membrana) não 

tem uma ação influente ou significativa no processo (TOSCANO et al., 2001).	

Portanto, os constituintes da ME, bem como a microestrutura formulada 

desempenharam um papel significativo no processo de liberação da PTX para o 

compartimento receptor a partir da membrana selecionada, fazendo com que 

houvesse ao longo do tempo o desenvolvimento de um perfil de liberação 

modificada. 

 Esse modelo, baseado nas leis de Fick, descreve que a quantidade de 

fármaco a ser liberada pelo veículo é diretamente proporcional à raiz quadrada do 

tempo, sugerindo que a liberação seja comandada por um mecanismo de difusão, 

onde a taxa de transferência da substância por unidade de área seria proporcional 

ao gradiente de concentração entre os dois lados da camada difusional (AUTON, 

2005; DJEKIC et al., 2012), ou seja, é a diferença inicial da concentração do fármaco 

entre os lados da membrana difusional que irá induzir a passagem do fármaco 

através desta. Esse processo tenderá a diminuir a concentração do fármaco na fase 

interna da ME, alterando dessa maneira, o equilíbrio particional do mesmo, fazendo 

com que haja a consequente transferência do fármaco para a fase externa, seguida 

do rompimento da micela formada pelos tensoativos, deixando-os livre para agir 

como promotores de permeação (SIROTTI et al., 2002). 
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 Observado a ordem de reação da liberação da PTX do sistema 

microemulsionado, houve a determinação matemática da velocidade de liberação do 

fármaco (fluxo – J), do lag time e do coeficiente de liberação (Kr) baseado no modelo 

de cinética obedecido para a amostra, conforme demonstrado na Figura 22 e na 

Tabela 9.  

 

Figura 21 –Extrapolação linear para cálculo do lag time da liberação da PTX incorporada no sistema 

microemulsionado 

 

Próprio autor. 

Legenda: Linha de extrapolação da PTX incorporada ao sistema microemulsionado ME1 . A linha 

cheia representa a regressão linear dos 5 pontos selecionados a partir de 60 minutos e a linha 

tracejada representa a extrapolação até o eixo x. 

 

 A boa linearidade observada para os pontos selecionados da curva da ME1-

PTX foi confirmada pelo coeficiente de correlação linear igual a 1, sendo a garantia 

de que a taxa de liberação tendeu a ser constante a partir dos 60 minutos. 
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Tabela 9 -  Parâmetros cinéticos obtidos a partir da liberação in vitro da PTX incorporada a ME. 

Parâmetros cinéticos ME1-PTX 

 

Quantidade liberada após 24h (µg/cm2) 

 

2628,97 ± 198,60 

% Liberação final 66,07% 

Modelo cinético Higuchi 

Fluxo - J (µg/cm2 √h) 582,37 

Lag time (min) 3,18 

Coeficiente de liberação (Kr)(mg/cm2√h). 58,23 

 

 Os resultados obtidos pela ME1-PTX merecem destaque. O valor de fluxo 

obtido pelo fármaco contido no veículo microemulsionado foi considerado satisfatório 

para estudos in vitro. O lag time para a ME1 foi considerado baixo, levando pouco 

tempo para alcançar uma velocidade constante de liberação e, o Kr demonstrou que 

em cada raiz de tempo, 58,23 mg de PTX foi capaz de ser liberada em 1 cm2 da 

célula, sendo considerado também um resultado satisfatório. 

 Apesar de o ensaio de liberação in vitro ser apenas um indicativo de 

desempenho da ME1, ele foi considerado satisfatório, indispensável e esclarecedor 

para traçar o perfil de influência que os componentes da ME, bem como a maneira 

que esta foi estruturada, são capazes de influenciar na liberação da PTX em 

membranas artificiais, agindo como um passo limitante. Este ensaio não garante 

maior disponibilidade de fármaco para a superfície epidérmica, no entanto, os 

valores de fluxo, lag time e de Kr obtidos pela ME1-PTX foram considerados 

promissores para dar continuidade aos estudos de permeação in vitro. 

 

5.15 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA DE ME1-PTX UTILIZANDO O MODELO DE 

EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 

 

 A atividade anti-inflamatória de soluções de PTX em modelo de inflamação 

aguda induzida por carragenina foi avaliada por Abdel-Salam e colaboradores 

(2003). O efeito sistêmico desse fármaco foi verificado após a administração 

intraperitoneal de soluções de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg-1 em ratos, que 
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correspondem as doses normalmente utilizadas para o tratamento de desordens 

circulatórias em humanos. No intuito de demonstrar reprodutibilidade dos efeitos 

alcançados por estes autores e proporcionar uma comparação entre os ensaios com 

formulações diferentes, optou-se por realizar o modelo de edema de pata induzido 

por carragenina para testar a atividade anti-inflamatória da PTX que foi incorporada 

a um sistema microemulsionado. Como substância de referência escolheu-se as 

soluções de PTX e como substância teste a formulação ME1-PTX nas doses tópicas 

calculadas a partir da Equação 8, resultando em aplicações de 7,2 e 14,4 mg.kg-1 

posteriormente à conversão.  

A injeção subplantar de carragenina provocou um processo inflamatório, 

perceptível através dos fenômenos de inchaço e do eritema, apresentando um 

aumento considerado tempo-dependente em relação ao volume da pata, onde o 

máximo de edema alcançado foi em 4 horas após a injeção. 

A Figura 22 mostra o efeito de todos os tratamentos utilizados uma hora após 

a indução do edema de pata pela carragenina. 

  

 

Figura 22 - Efeito anti-inflamatório da PTX em solução ou incorporada a sistemas microemulsionados 

após uma hora de indução do edema de pata pela carragenina. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da injeção da carragenina e o volume 

da pata foi medido uma hora após a indução. Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão de 6 animais por grupo. (a) - p< 0,05 e (b) – p< 0,01 em relação ao grupo controle 

(Carragenina). 
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 Na primeira hora após a injeção subplantar (Figura 23), o grupo carragenina 

obteve um aumento de volume na pata de 0,35 ± 0,13 mL. O grupo correspondente 

ao tratamento com a solução de PTX na dose de 36 mg.kg-1 já demonstrou um efeito 

inibitório sob o edema de pata nesta primeira hora, com percentual de inibição de 

42,85% (0,20 ± 0,05 mL), diferentemente do que ocorre com o observado por Abdel-

Salam e colaboradores (2003), em que seu tratamento com PTX na mesma 

concentração só mostrou alguma atividade inibitória na segunda hora após a 

indução com carragenina. 

 O tratamento com solução de PTX na dose de 72 mg.kg-1 também 

demonstrou efeito anti-inflamatório, com 51,42% (0,17 ± 0,05 mL) de inibição do 

edema. Esta concentração segue o mesmo perfil de outros trabalhos, apresentando 

efeito inibitório já na primeira hora, no entanto o percentual de inibição foi maior do 

que o já descrito na literatura (ABDEL-SALAM, 2003). 

 Os grupos tratados com ME1-branca e com ME1-PTX na dose de 7,2 mg.kg-1 

não apresentaram efeito inibitório significativo sob o edema de pata na primeira hora 

após a indução por carragenina. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de o 

fármaco estar encapsulado em um nanocarreador, tendo a tendência de, portanto, 

ser liberado gradativamente e de modo mais lento, se comparado com o fármaco 

livre. Em ensaios de tratamentos ou períodos de incubação curtos, o acúmulo e o 

efeito farmacológico do princípio ativo nas camadas mais profundas da pele são 

ligeiramente adiados quando este encontra-se nanoencapsulado. Após tratamentos 

ou períodos de incubação mais longos, o transporte do fármaco é aprimorado para o 

ativo nanoencapsulado em comparação com o fármaco livre (GUTERRES et al., 

2007). 

 O aumento na quantidade de fármaco no sistema microemulsionado, ou seja, 

o tratamento com ME1-PTX na dose de 14,4 mg.kg-1, fez com que o inchaço fosse 

reduzido em 45,71% (0,19 ± 0,05 mL), sendo este valor de inibição próximo ao 

encontrado nos animais que foram tratados apenas com a solução de PTX na dose 

de 36 mg.kg-1, não possuindo diferenças estatísticas significativas entre si, já 

demonstrando algumas vantagens do sistema microemulsionado contendo PTX em 

relação ao tratamento sistêmico. 

 A Figura 23 demonstra os resultados obtidos pelos tratamentos na segunda 

hora após a indução do edema pela carragenina. O grupo tratado apenas pelo 

agente flogístico obteve um aumento de volume na pata de 0,66 ± 0,28 mL. Os 
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tratamentos com as soluções de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg-1 promoveram 

inibições significativas de 68,18% (0,21 ± 0,12 mL) e de 78,78% (0,14 ± 0,07 mL) 

respectivamente, ratificando a atividade anti-inflamatória na segunda hora vista na 

literatura (ABDEL-SALAM, 2003), possuindo no entanto, percentuais inibitórios 

maiores. 

 

Figura 213 - Efeito anti-inflamatório da PTX em solução ou incorporada a sistemas 

microemulsionados após duas horas de indução do edema de pata pela carragenina. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da injeção da carragenina e o volume 

da pata foi medido duas horas após a indução. Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão de 6 animais por grupo. (a) - p< 0,05, (b) – p< 0,01 e (c) – p< 0,001 em relação ao grupo 

controle (Carragenina). 

 

 Nesta etapa do ensaio, o grupo tratado com ME1-branca apresentou atividade 

inibitória significativa sobre o edema de pata, possuindo percentual de inibição de 

42,42% (0,38 ± 0,14 mL). Tal atividade pode ser atribuída a presença da fase oleosa 

formada pelos TACC que possuem a capacidade de modular aspectos 

imunológicos/inflamatórios, sendo capazes de interferir em diversas etapas do 

processo inflamatório, podendo promover um aumento na capacidade 

antiedematogênica (HATANAKA & CURI, 2007, NABAS, 2009). 

 As ME1- PTX utilizadas nas doses de 7,2 e 14,4 mg.kg-1 desenvolveram 

atividade anti-inflamatória significativa na segunda hora após a injeção subplantar 

(Figura 23), possuindo percentuais de inibição de 48,48% (0,34 ± 0,11 mL) e 77,27% 
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(0,15 ± 0,13 mL), respectivamente. Percebe-se que a capacidade antiedematogênica 

da ME1- PTX 14,4 mg.kg-1 foi semelhante a do grupo de referência na dose de 72 

mg.kg-1, não possuindo diferenças estatísticas significativas entre si, destacando-se 

a eficiência da ME proposta já na segunda hora. 

 A Figura 24 mostra o resultado de todos os tratamentos três horas 

após a indução do edema de pata pela carragenina. 

 
Figura 24 - Efeito anti-inflamatório da PTX em solução ou incorporada a sistemas microemulsionados 

após três horas de indução do edema de pata pela carragenina. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da injeção da carragenina e o volume 

da pata foi medido três horas após a indução. Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão de 6 animais por grupo. (c) – p< 0,001 em relação ao grupo controle (Carragenina), (d) - p < 

0,01 comparado ao grupo Solução-PTX 36 mg.kg-1, (f) - p < 0,05 comparado ao grupo Solução-PTX 

72 mg.kg-1, (h) - p < 0,001 comparado ao grupo Solução-PTX 72 mg.kg-1, (i) -p < 0,05 comparado ao 

grupo ME1-branca, (j) - p < 0,001 comparado ao grupo ME1-branca, (l) - p < 0,01 comparado ao grupo 

ME1-PTX 7,2 mg.kg-1. 

  

 Três horas após a indução do edema de pata (Figura 24), o grupo 

correspondente a Carr obteve um aumento de volume de 0,81 ± 0,07 mL. As 

soluções de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg-1 continuaram a exercer seu efeito 

anti-inflamatório, resultando em percentuais de inibição de 53,08% (0,38 ± 0,16 mL) 

e de 74,07% (0,21 ± 0,15 mL), respectivamente. O grupo correspondente ao 

tratamento com a ME1-branca inibiu o edema em 19,75% (0,65 ± 0,11 mL). A ME1- 

PTX na dose de 7,2 mg.kg-1 apresentou efeito inibitório 46,91% (0,43 ± 0,11 mL) 
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nesta etapa do ensaio e o grupo da ME1- PTX na dose de 14,4 mg.kg-1 continuou 

apresentando atividade antiedematogênica com inibição de 82,71% (0,14 ± 0,03 mL) 

da inflamação.  

 Um fato a se destacar é que, a partir dessa terceira hora de tratamento, 

passou a existir diferenças estatísticas significativas entre o grupo tratado 

intraperitonealmente com solução de PTX na dose de 36 mg.kg-1 e o grupo tratado 

topicamente com ME1-PTX a 14,4 mg.kg-1, demonstrando que, em um intervalo de 

tratamento mais amplo, esta formulação mostrou-se com atividade anti-inflamatória 

superior. Entre os tratamentos com o sistema microemulsionado proposto também 

houve diferenças significativas ao longo dessa terceira hora, sugerindo que a 

atividade anti-inflamatória da PTX incorporada a ME possa ter uma linearidade de 

efeitos com relação a dose. 

 Um fenômeno que provavelmente ocorreu nesta fase do ensaio foi o edema 

do grupo Carr (A) não ter tido uma variação de aumento de volume tão expressiva 

quando comparado aos provocados nas primeiras duas horas após a indução do 

edema, ou seja, houve o aumento do edema neste grupo, porém não aconteceu de 

maneira tão significativa quanto o esperado para uma inflamação que se comporte 

de maneira crescente e contínua. Os demais grupos continuaram mantendo 

similaridades quanto à variação nos aumentos dos volumes e quanto as suas 

atividades anti-inflamatórias. No entanto, esse fato fez com que o percentual de 

inibição dos grupos fosse considerado relativamente menor do que na segunda 

hora. 

 A Figura 25 demonstra os resultados obtidos pelos tratamentos na quarta 

hora após a indução do edema pela carragenina. O grupo Carr obteve um aumento 

de volume na pata de 1,075 ± 0,21 mL. Os tratamentos com as soluções de PTX nas 

doses de 36 e 72 mg.kg-1 promoveram inibições significativas de 59,06% (0,44 ± 

0,06 mL) e de 73,95% (0,28 ± 0,05 mL), respectivamente, confirmando a atividade 

anti-inflamatória deste fármaco em todas as horas de observação do evento 

inflamatório escolhido, ratificando os resultados de Abdel-Salam e colaboradores 

(2003). 
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Figura 25 - Efeito anti-inflamatório da PTX em solução ou incorporada a sistemas microemulsionados 

após quatro horas de indução do edema de pata pela carragenina. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da injeção da carragenina e o volume 

da pata foi medido quatro horas após a indução. Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão de 6 animais por grupo. (c) - p < 0,001 comparado ao grupo controle (Carragenina), (e) - p < 

0,001 comparado ao grupo Solução-PTX 36 mg.kg-1, (g) - p < 0,01 comparado ao grupo Solução-PTX 

72 mg.kg-1, (j) - p < 0,001 comparado ao grupo ME1-branca, (k) - p < 0,05 comparado ao grupo ME1-

PTX 7,2 mg.kg-1. 

 

 Em mais uma etapa, o grupo tratado com a ME1-branca apresentou atividade 

inibitória significativa de 49,76% (0,54 ± 0,13 mL), provavelmente devido aos efeitos 

do TACC em contato prolongado com a pele. Os grupos correspondentes as ME1- 

PTX nas doses de 7,2 mg.kg-1 e de 14,4 mg.kg-1 obtiveram resultados considerados 

relevantes para a pesquisa, uma vez que após quatro horas da sua aplicação à pata, 

estas formulações desempenharam atividade antiedematogênica significativa, 

gerando percentuais de inibição de 67,44% (0,35 ± 0,06 mL) e de 88,83% (0,12 ± 

0,06 mL).  

 O grupo ME1- PTX na dose de 7,2 mg.kg-1 apresentou efeito praticamente 

semelhante ao desenvolvido pelo grupo de referência na dose de 72 mg.kg-1 após 4 

horas de ensaio, já que não houve diferenças estatísticas significativas entre os 

referidos grupos, demonstrando que, mesmo com uma dose 10 vezes menor, o 

sistema microemulsionado proposto promoveu um desempenho anti-inflamatório tão 

expressivo quanto a solução referência. Vale salientar que a fase oleosa escolhida 
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para o sistema microemulsionado possivelmente atuou como agente sinérgico na 

atividade antiedematogênica da formulação. 

 Nesta quarta hora de ensaio evidenciou-se também que o grupo ME1- PTX na 

dose de 14,4 mg.kg-1 obteve não só um percentual inibitório da inflamação superior a 

do grupo referência na dose de 36 mg.kg-1, como também apresentou uma 

significativa diferença estatística entre esses grupos demonstrando que, com uma 

dose 2,5 vezes menor, o sistema microemulsionado proporcionou uma atividade 

anti-inflamatória superior ao tratamento intraperitoneal, evidenciando, dessa 

maneira, a vantagem em dar prosseguimento ao estudo do sistema proposto.  

 Este melhor desempenho das formulações microemulsionadas sobre os 

demais tratamentos pôde ser confirmado também através da análise histológica das 

patas dos animais após quatro horas de submissão aos vários tratamentos. Nas 

Figuras 26 e 27, pôde ser observado no grupo tratado apenas com o agente 

flogístico (A), a presença de um quadro inflamatório agudo tanto na derme, devido à 

presença de extenso infiltrado inflamatório composto principalmente de leucócitos 

polimorfonucleares que se distribuem de maneira aleatória ou pericapilar, quanto na 

epiderme, verificado através de seu espessamento celular. Dessa maneira, o 

modelo de indução de edema de pata pela carragenina pode ser mais uma vez 

confirmado como maneira adequada para simulação de um processo inflamatório 

agudo. 

 Nas Figuras 26 e 27, confirmou-se que o grupo tratado com solução de PTX 

na dose de 36 mg.kg-1 (B) foi capaz de reduzir a injúria tissular causada pela 

carragenina, no entanto, o grupo tratado com a dose de 72 mg.kg-1 (C) foi capaz de 

promover uma melhor atividade anti-inflamatória, reduzindo ainda mais o infiltrado 

celular e o aspecto edemaciado do tecido. O grupo tratado com ME1-Branca (D - 

Figuras 26 e 27), demonstrou promover certa redução nos aspectos inflamatórios, 

acarretando em menor número de leucócitos polimorfonucleares para o local da 

indução do edema. Este fenômeno, conforme explicação anterior, deveu-se 

provavelmente à presença da fase oleosa da microemulsão, que possui capacidade 

modulatória diante de processos imunológicos (NABAS, 2009). 

 No grupo que recebeu a ME1-PTX na dose de 7,2 mg.kg-1 (E), foi ratificado 

que seu efeito foi semelhante ao desempenhado pelo grupo C, pois o aspecto 

tissular foi praticamente o mesmo, com a presença de pouco infiltrado celular e 

reduzido edema epidermal. O resultado satisfatório do grupo tratado com ME1-PTX 
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na dose de 14,4 mg.kg-1 (F) pôde ser confirmado através da notória inibição do 

aspecto inflamatório, ou seja, esta formulação desempenhou melhor atividade que a 

solução de PTX 36 mg.kg-1 e uma inibição relativamente igual ao grupo tratado com 

solução de PTX 72 mg.kg-1, pois no grupo F a presença de infiltrados inflamatórios é 

praticamente mínima, confirmando seu eficiência. 
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Figura 26 - Análise histológica da pele retirada das patas dos animais submetidos aos tratamentos com PTX em solução ou incorporada ao sistema 

microemulsionado quatro horas após a indução do edema por carragenina. Magnitude: 10x. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Em A, pele do grupo submetido apenas a injeção de carragenina com a presença de edema e intensa migração de leucócitos polimorfonucleares. 

Em B, pele tratada com solução de PTX (36 mg.kg-1) e em C, com solução de PTX (72 mg.kg-1) apresentando redução da injúria tissular causada pela 

carragenina. Em D, pele tratada com ME1-branca com discreta redução nos aspectos inflamatórios. Em E, pele tratada com ME1-PTX (7,2 mg.kg-1) e em F, 

ME1-PTX (14,4 mg.kg-1) apresentando significativa redução no aspecto edemaciado do tecido e na presença do infiltrado celular. 
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Figura 27 - Análise histológica da pele retirada das patas dos animais submetidos aos tratamentos com PTX em solução ou incorporada ao sistema 

microemulsionado quatro horas após a indução do edema por carragenina. Magnitude: 40x. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

Legenda: Em A, pele do grupo submetido apenas a injeção de carragenina com a presença de edema e intensa migração de leucócitos polimorfonucleares. 

Em B, pele tratada com solução de PTX (36 mg.kg-1) e em C, com solução de PTX (72 mg.kg-1) apresentando redução da injúria tissular causada pela 

carragenina. Em D, pele tratada com ME1-branca com discreta redução nos aspectos inflamatórios. Em E, pele tratada com ME1-PTX (7,2 mg.kg-1) e em F, 

ME1-PTX (14,4 mg.kg-1) apresentando significativa redução no aspecto edemaciado do tecido e na presença do infiltrado celular. * Fenônemos de infiltrado 

celular ou edema local.  
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 Geralmente os sistemas microemulsionados para uso tópico demonstram 

permitir uma melhor permeação do fármaco no local de ação quando comparados 

aos tratamentos convencionais devido a vários mecanismos que os tornam 

promissores para esta via de aplicação. Um destes mecanismos é o fato desses 

sistemas possuírem tensoativos em sua composição, que permitem a interação 

direta com o estrato córneo da pele, fazendo com que a permeabilidade aos 

fármacos seja facilitada. Os tensoativos iriam difundir-se pela superfície da pele e 

atuariam como promotores de permeação, rompendo a estrutura lipídica organizada 

do estrato córneo e melhorando a difusão do fármaco para a pele (SILVA et al., 

2010). Um segundo mecanismo envolve modificações na atividade termodinâmica 

do fármaco culminando no aumento do coeficiente de partição entre a pele e o 

veículo, fazendo com que se tenha uma melhor permeação; o último mecanismo 

envolve a hidratação do estrato córneo da pele, pois este possui efeito significativo 

sobre a penetração do fármaco (PATEL et al., 2013; SAHOO et al., 2014). 

 Dessa maneira, observou-se ao final do ensaio de edema de pata que a ME1-

PTX representou a melhor opção para o tratamento de afeções dermatológicas, 

tendo em vista que, em doses de 2,5 a 10 vezes menores, foi capaz de 

desempenhar atividades anti-inflamatórias iguais ou superiores aos tratamentos 

sistêmicos utilizando o fármaco livre em solução, sugerindo que houve, ao longo do 

tempo, uma maior quantidade de PTX disponível para o local inflamado graças aos 

mecanismos facilitadores de permeação já citados.  

 Este fato também é corroborado através da sugestão do perfil de liberação 

obtido (Seção 5.14), em que a liberação da PTX contida na ME é contínua-crescente 

e, portanto, a quantidade de fármaco presente na pata foi aumentada com o passar 

das horas, gerando o pico de inibição na quarta hora do ensaio inflamatório. Além 

destes motivos, a ME1-PTX aplicada topicamente tornou-se superior por não ser 

susceptível ao metabolismo de primeira passagem, por possivelmente promover a 

minimização de alguns efeitos colaterais, por ser um método não invasivo e indolor, 

fatos que promovem uma melhor adesão do paciente ao tratamento e por ser de 

fácil aplicação, não necessitando de auxílio de profissionais especializados 

(BORTOLON et al., 2008; BADRAN et al., 2009). Logo, a incorporação de PTX em 

um sistema microemulsionado mostrou-se como uma possível alternativa para o 

combate de doenças dermatológicas em pacientes que as tenham de maneira 

esporádica ou crônica. 
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6 CONCLUSÕES  

 

Após a análise dos resultados, permitiu-se concluir que: 

・ O diagrama de fases pseudoternário se mostrou um método simples, 

reprodutível e útil para a escolha do ponto que continha as melhores 

proporções entre os componentes utilizados para a formação do sistema 

microemulsionado; 

・ A incorporação da PTX no sistema microemulsionado através da técnica de 

emulsificação por ultrassom (sonicação), mostrou-se eficaz, pois permitiu a 

formação de um sistema homogêneo, límpido e transparente; 

・ A análise de microscopia de luz polarizada e a determinação do índice de 

refração confirmaram o caráter isotrópico da ME proposta; 

・ A ME selecionada mostrou estabilidade adequada diante de estresses 

térmicos; 

・  Os resultados da análise térmica, via calorimetria exploratória diferencial, 

associado aos resultados de condutividade elétrica foram testes simples, 

rápidos e úteis para a elucidação do tipo de microestrutura presente no 

sistema proposto, sendo este do tipo A/O; 

・ A microscopia eletrônica de transmissão foi uma ferramenta essencial para a 

visualização da ultraestrutura da formulação proposta, confirmando a 

morfologia de gotículas características de uma ME; 

・ O pH da formulação proposta enquadrou-se dentro da faixa de pH ótimo para 

permitir o uso por via tópica; 

・ O método analítico espectrofotométrico desenvolvido e validado demonstrou 

ser seletivo, linear, preciso, exato e robusto para a análise do teor de PTX 

presente no sistema microemulsionado; 

・ O ensaio de eficiência de encapsulação juntamente com a análise de difração 

de raios X demonstrou que a taxa de PTX incorporada a ME foi satisfatória;  
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・ O mecanismo cinético que envolveu a liberação in vitro da PTX do sistema 

microemulsionado proposto seguiu o modelo cinético de Higuchi; 

・ A ME1-PTX apresentou valores de fluxo (J), lag time e de coeficiente de 

liberação (Kr) satisfatórios e adequados para dar prosseguimento aos ensaios 

de permeação in vitro; 

・ A ME1-PTX demostrou possuir atividade anti-inflamatória em todas as etapas 

do modelo de inflamação desenvolvido. Sendo esta atividade mais 

proeminente a partir da terceira hora de ensaio, chegando a ser igual ou 

superior à atividade de soluções de PTX. 

 Deve-se ressaltar a relevância desse trabalho para a área da nanotecnologia 

farmacêutica pelo ineditismo da formulação proposta contendo a PTX, 

demonstrando apresentar características físico-químicas, estruturais e 

farmacológicas satisfatórias para dar continuidade a estudos que visem otimizar e 

valorizar a formulação para que esta possa ser veiculada de maneira tópica, 

oferecendo mais uma alternativa para o tratamento de doenças dermatológicas. 
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8 APÊNDICE A - DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA 

ANALÍTICA POR ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL (UV-

VIS) PARA QUANTIFICAÇÃO DA PENTOXIFILINA EM COMPARTIMENTO 

RECEPTOR DE CÉLULA DE FRANZ 

	

 O meio escolhido para fazer parte dos ensaios de liberação in vitro da PTX 

preenchendo o compartimento receptor do aparato de Franz foi o tampão (0,1 mol/L) 

pH 7,4, devido a alta solubilidade da PTX nessa solução (89,80 mg/mL) e sua ampla 

utilização nesse tipo de ensaio in vitro. Diante disso, necessitou-se validar uma 

metodologia analítica espectrofotomética que utilizasse este meio para poder 

quantificar a possível PTX liberada pela ME no compartimento receptor. Todo o 

método foi desenvolvido no Laboratório de Desenvolvimento e Ensaios de 

Medicamentos (LABDEM), utilizando o espectrofotômetro modelo Lambda 750, UV-

Vis, NIR, PerkinElmer – Brasil e o espectrofotômetro UV-Vis 1240, Shimadzu – 

Japão. 

 O método foi validado conforme as indicações contidas na RE nº 899, de 29 

de maio de 2003, já citada previamente, englobando os parâmetros de linearidade, 

precisão, exatidão e robustez. 

 O método analítico desenvolvido apresentou linearidade em uma faixa de 4 a 

28 µg/mL. A curva analítica desenvolvida (Figura 29) possuiu a seguinte equação da 

reta y= 0,0369x + 0,0018, obtida pelo método dos mínimos quadrados, 

apresentando um coeficiente de correlação (r) igual a 0,9993. Este resultado 

demonstrou a proporcionalidade direta que existiu entre a absorbância e as 

diferentes concentrações propostas, estando o r (0,9993) dentro do critério exigido 

pela ANVISA. 
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Figura 228 – Curva analítica obtida a partir de soluções de PTX em tampão fosfato pH 7,4 nas 

concentrações de 4 a 28 µg/mL para determinação do parâmetro linearidade. 

	

 Fonte: Próprio autor.	

	

 Avaliou-se a precisão em relação a repetibilidade e a precisão intermediária 

(precisão intercorrida). A Tabela 10 apresenta os dados obtidos para a precisão e 

demonstra que a reprodutibilidade do método foi alcançada pelo grau de 

concordância entre os resultados das medições das amostras efetuadas em dias 

alternados e por analistas distintos, dessa forma, o parâmetro precisão encontrou-se 

dentro do limite estabelecido pela ANVISA (< 5%)., corroborando a ideia de que o 

método analítico desenvolvido foi preciso. 

Tabela 10 - Determinação do parâmetro precisão repetibilidade e precisão intercorrida (n=6) para 

validação do método espectrofotométrico utilizando tampão fosfato pH 7,4. 

Analistas Dia 

Concentração 

teórica 

(μg.mL-1) 

Concentração 

real (μg.mL-1) 

Média ± DP 

Precisão (%) 

Analista 1 

1 16,0 16,07 ± 0,016 2,626 

2 16,0 15,58 ± 0,016 2,825 

Analista 2 

1 16,0 15,48 ± 0,007 1,272 

2 16,0 15,38 ± 0,006 0,969 
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 A Tabela 11 mostra o valor da exatidão determinada a partir da leitura de 9 

amostras em 3 níveis de concentração diferentes, sendo a triplicata de 

concentrações no nível baixo (8 µg/mL), no nível médio (16 µg/mL) e no nível alto 

(24 µg/mL). A partir dos valores obtidos e do cálculo do parâmetro exatidão através 

da Equação 2, pôde-se perceber a íntima correlação entre as concentrações 

teóricas e as concentrações que foram obtidas por meio do método utilizado, 

indicando que este foi considerado exato. 

 

Tabela 11 - Determinação do parâmetro exatidão (n=3) para validação do método espectrofotométrico 
utilizando tampão fosfato pH 7,4. 

Nível 
Concentração 

teórica (μg.mL-1) 

Concentração real 

(μg.mL-1) Média ± 

DP 

CV(%) Exatidão (%) 

Baixo 8,0 8,01 ± 0,009 2,958 100,07 

Médio 16,0 16,14 ± 0,008 1,485 100,85 

Alto 24,0 24,0 ± 0,002 0,282 100,02 

	

 O parâmetro robustez pôde ser visto através dos dados contidos na Tabela 

12, onde as alterações realizadas foram as mudanças no solvente (etanol e tampão) 

e no modelo do equipamento espectrofotométrico (UV Mini 1240, Shimadzu e 

Lambda 750, PerkinElmer, Brasil). 

 

Tabela 12 - Determinação do parâmetro robustez (n=3) para validação do método 
espectrofotométrico utilizando tampão fosfato pH 7,4. 

Modificação 

Concentração 

teórica 

(μg.mL-1) 

Concentração 

real (μg.mL-1) 

Média ± DP 

Precisão (%) Exatidão (%) 

Solvente 

Etanol 16,0 15,26 ± 0,008 1,485 95,37 

Tampão 16,0 16,14 ± 0,007 1,161 100,85 

Equipamento 

Espectro 1 16,0 16,14 ± 0,007 1,161 100,85 

Espectro 2 16,0 15,86 ± 0,013 2,228 99,15 
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 O método analítico desenvolvido possuiu uma robustez intrínseca, pois ao 

analisar as amostras em diferentes condições, os resultados mantiveram-se dentro 

das especificações exigidas pela RE n° 899/03.  

 Dessa maneira, o método espectrofotométrico desenvolvido foi validado e 

considerado seletivo, específico, linear, preciso, exato e robusto, sendo adequada 

sua utilização nos ensaios de liberação in vitro da PTX para o intuito de 

quantificação desse fármaco no compartimento receptor das células do aparato de 

Franz. 
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9 ANEXO A – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 

 

 

 

 

 


	1
	2
	VERSÃO FINAL MESMO COM FOLHA DE APROVAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 2015

