uepb

Universidade )
ESTADUAL DA PARAIBA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS |
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AIRLLA LAANA DE MEDEIROS CAVALCANTI

SISTEMA MICROEMULSIONADO CONTENDO PENTOXIFILINA PARA
TRATAMENTO DE AFECCOES DERMATOLOGICAS

CAMPINA GRANDE - PB
2015



AIRLLA LAANA DE MEDEIROS CAVALCANTI

SISTEMA MICROEMULSIONADO CONTENDO PENTOXIFILINA PARA
TRATAMENTO DE AFECCOES DERMATOLOGICAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Estadual da Paraiba como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno

Coorientadora: Prof2 Dr2 Karina Lidianne Alcantara Saraiva

CAMPINA GRANDE - PB

2015



E expressamente proibida a comercializagio deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reproducéo total ou parcial é permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducao figure a identificagdo do autor, titulo, instituicdo e ano da dissertagéo.

C376s Cavalcanti, Airlla Laana de Medeiros.
Sistema microemulsionado contendo pentoxifilina para
tratamento de afec¢Bes dermatoldgicas [manuscrito] / Airlla Laana
de Medeiros Cavalcanti. - 2015.
130 p. : il. color.

Digitado.

Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias
Farmacéuticas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, 2015.

"Orientacgédo: Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima
Damasceno, Departamento de Farmacia".

"Co-Orientacdo: Profa. Dra. Karina Lidianne Alcantara
Saraiva, Departamento de Biologia".

1. Doengas dermatoldgicas inflamatorias. 2. Anti-
inflamatério. 3. Pentoxifilina. 4. Microemuls&o. I. Titulo.

21. ed. CDD 615.6




AIRLLA LAANA DE MEDEIROS CAVALCANTI

SISTEMA MICROEMULSIONADO CONTENDO PENTOXIFILINA PARA
TRATAMENTO DE AFECGOES DERMATOLOGICAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Poés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Estadual da Paraiba como
requisito parcial a obtengdo do titulo de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em 13/02/2015.

AW LW ll
- \E—‘:)/
- N - I'd
Prof. Dr~Bolivar Bonciano Gmﬁart de Tima Damasceno

Orientador

Ll s o G 2
Prof. Dr. Rodrigo José de Oliveira / UEPB

Examinador Interno

Examinador Externo



Aos meus pais, Ednan Custdédio e Maria
Betania, esséncia do meu existir e minha
razado para lutar pelos meus sonhos e
através deles poder retribuir tudo que ja

fizeram por mim.

A minha irma, Ednamarah Luana, pela nossa
amizade, companheirismo, amor, apoio e

pelas boas e velhas risadas extravagantes.

A voceés dedico este trabalho!



AGRADECIMENTOS
Agradeco...

A Deus, por ter me dado uma das maiores oportunidades da minha vida, trabalhar e
estudar, e fazer com que tudo culminasse neste momento, por todas as gracas que
me proporcionou ao longo dessa jornada, por ter me dado forca nas dificuldades e
uma alegria imensa diante das vitérias. A Ele toda minha gratiddo e jabilo, ndo ha

palavras suficientes para exalta-Lo.

Aos meus pais, Ednan Custédio Cavalcanti e Maria Betania de Medeiros
Cavalcanti. Até meu respirar € por vocés e para vocés... Obrigada por todo o esforco
em fazer com que eu me tornasse o que sou hoje e se estou aqui é porque VOCés
me ensinaram a lutar pelos meus sonhos. Obrigada por me darem asas e por
confiarem em meus voos, pois cada um deles faco pensando a cada instante em
uma maneira de retribuir todo o amor e dedicacdo que vocés me proporcionam.
Obrigada por compreenderem as auséncias em tantas situacdes, experimentando o
gosto amargo da saudade, que ja conhecemos ha algum tempo, obrigada pelo colo
amoroso quando volto para casa, obrigada por chorar comigo e por vibrar junto
também, obrigada pelas oracdes diarias, obrigada pelo amor e principalmente pelo

exemplo.

A minha irm&, Ednamarah Luana, por ser minha companheinha de loucuras, pela
amizade verdadeira na qual sei que poderei contar para sempre, pelo apoio em
situacdes dificeis, pelas enormes gargalhadas super extravagantes que ja demos
juntas, pelas compreensfes nas auséncias e pelo amor que sei que temos uma pela

outra. Te amo muito doidinha!!

A minha familia, envolvendo minha avé materna, tios, tias e primos, por serem
minha base para a vida, por terem compreendido todos 0s momentos de auséncia,
por todo o apoio aos meus objetivos e sonhos mais profundos. Vocés sdo os

melhores amigos, pois quando todos forem embora, sei que vocés estardo ai...

Ao meu orientador, Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno, pela grande
oportunidade que me proporcionou ao me aceitar como sua aluna e me tornar sua

funcionaria. Com esta dupla oportunidade pude aprender inUmeras coisas das quais



nunca pensei ser capaz, me tornei mais responsavel, mais ética, mais profissional,
mais inteligente... Nao tenho como agradecer por ter feito com que eu crescesse
tanto no meu lado profissional. Obrigada por sua imensuravel paciéncia com minhas
loucuras e teimosias, obrigada pelos seus ensinamentos, pelo seu exemplo como
professor e pesquisador, pela confianga em meu trabalho, do qual nunca me cobrou
com rispidez e ignorancia e, finalmente, obrigada pelas risadas que tornaram este

trabalho mais ameno para ser concluido.

A minha coorientadora, Karina Saraiva, por ter me mostrado como pode ser
empolgante fazer pesquisa. Professora, sua ética, inteligéncia, dedicacao,
responsabilidade, carater, espirito de cobranca, humor e lideranca me servem de
inspiracdo para que eu possa me tornar uma profissional parecida com vocé!

Obrigada pela imensa e decisiva ajuda neste trabalho.

Ao professor José Alexsandro, por todos os ensinamentos transmitidos na area de
liberacdo de farmacos, dando uma grande contribuicdo na finalizacdo desse
trabalho, por sua paciéncia e pela generosidade e ética como um dos meus chefes

imediatos.

Aos professores Ana Claudia e José Germano, pela incomensuravel
compreensao ao longo desses dois anos de uma mistura de vida académica, vida
profissional, doengas pessoais e problemas familiares, onde em momento algum
puseram dificuldades para que eu realizasse as minhas inUmeras atividades ou
tivesse que me ausentar. Obrigada pelos ensinamentos, pela confianca, pela
amizade, pela minha valorizagédo, fazendo com que eu sempre queira dar o meu

melhor pelo seu laboratorio. Vocés sao profissionais exemplares!

A Seu Crispim, bioterista chefe do Biotério Thomas George da Universidade
Federal da Paraiba, pela sua imensa ajuda para que eu pudesse realizar 0s
experimentos de atividade anti-inflamatéria. Obrigada por sua gentileza, por sua
disponibilidade, solidariedade, pelo seu sempre bom humor e pela sua ética

profissional.

Aos meus queridos alunos de Iniciacdo Cientifica, Yargo Araujo, Geilza Carla e
izola Ramalho, pois sem a ajuda de vocés este trabalho teria sido mais arduo, mais

tedioso, mais triste. Obrigada por me ajudarem em cada detalhe, seja em



experimentos simples ou naqueles mais trabalhosos, obrigada por abdicarem de
aulas, de horarios para estudar ou simplesmente para descansar, obrigada pelo bom
humor, presente na maioria das vezes e obrigada, principalmente, por me
aguentarem, participarem das minhas loucuras e das minhas cantorias que
enfeitaram nossos experimentos. Vocés se tornaram mais que simples alunos, sao
agora meus amigos e sei que posso contar com vocés em qualquer momento e a

reciproca € verdadeira!!

A todos os alunos pertencentes ao Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) e ao Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM), pela receptividade, pelos
ensinamentos, pela paciéncia, pela ajuda em alguns experimentos, pelas
palhacadas e pela amizade construida ao longo dessa jornada. Agradeco de forma
especial a Danielle Rocha, por sua amizade e acolhimento em Recife, a Alexsandra
Apolinério, Jodo Paulo Malheiros e Juliana Luna, por me acolherem tdo bem no
laboratorio e me ensinarem bastante, além dos infinitos momentos de risadas, a Yuri
& Natan, meus “irmédos” cientificos, a Deysiane Oliveira, pelas inUmeras ajudas,
ensinamentos, saidas e pela paciéncia e o gentleman Joffyli Vandenberg, pelos
favores, ajudas, pelo ombro amigo e pelos varios momentos engracados que

vivemos (eita professor!!)... Sem vocés, teria sido mais dificil...

Aos amigos da turma do mestrado, por todas as experiéncias divididas, pelos
momentos de alegria, de desespero, pelas historias de vida e pelas palavras de
apoio que demos uns aos outros, reavivando a ideia de que “sim, um dia vamos

terminar, tA com a gota ??”

A todos os técnicos da UEPB, especialmente Camilla Pinheiro, Robson, Renata,
Patricia, Andeilma, Paulo, Wilma, Juliana e George, que acompanharam de perto
essa minha caminhada académica, me dando apoio e espa¢o quando foi preciso. No
entanto, o agradecimento mais que especial vai para minha amiga-irma Climélia, por
ter estado presente em cada uma das minimas etapas desse mestrado me ajudando
psicologicamente com seu amor, compreensao, alegria e momentos de aventuras.

Sou muito feliz por ter conhecido vocé!!



As minhas melhores amigas Laysa e Gerlanny, pela amizade verdadeira, pela
compreensao das minhas auséncias e pelos inUmeros incentivos ao longo dessa

jornada.

Aos meus amigos maravilhosos Lucas, Henrique, Cinthia, Lilian, Maurinho, Naila,
Jocelmo, Solange, Leandro, Rayanne, Tays Amanda e Julio por me presentearem
com a amizade ao longo de todos esses anos, por me entenderem quando nao pude
estar perto, por me darem opinides e me escutarem sempre, tendo as palavras
certas e necessarias para eu renovar as forcas para lutar. Obrigada por serem tao

especiais!!

A Jamilly Kelly e Yargo AraGjo, mais que amigos, verdadeiros irmaos. Nada é por
acaso, sao as providéncias de Deus e conhecer vocés foi uma delas. Obrigada pela
receptividade, pelos ensinamentos, pelos puxdes de orelha, pelos conselhos, por
segurarem minha mao na hora da tristeza, pelas inUmeras alegrias, gaitadas,
cancdes, mensagens de voz no whatssap, pelas saidas divertidissimas, pelas

aventuras por ai e pelas baguncas |4 em casa... Obrigada por existirem, amo vocés!!

A Geovani Pereira Guimaraes, que chegou de uma forma téo inesperada e aos
poucos foi fazendo parte do meu dia a dia. Deus sabe de todas as coisas e s6 Ele foi
capaz de trilhar o caminho, ndo tédo perfeito aos olhos humanos, para eu chegar até
esse momento ao seu lado.Obrigada por sua estranha receptividade ao lado da
compressora, sua solidariedade, por seus ensinamentos, opinides, conselhos e
broncas enormes. Obrigada pela paciéncia com minhas loucuras, gaiatices,
desesperos e dramas, pela delicadeza em me animar e por me valorizar de tal forma
que me fez sentir ser capaz de tudo. Agradeco suas loucuras, seus exageros, seu

companheirismo e seu amor que me faz lembrar todos os dias de como sou sortuda.

Ao Centro de Tecnologias Estratégias do Nordeste (CETENE), ao Laboratério de
Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CertBio/UEPB) e ao
Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica (LNFarm/LIKA-UFPE) na pessoa de
Milena por disponibilizar sua infraestrutura, tornando viavel a realizacao de algumas

técnicas ausentes no nosso laboratorio.



RESUMO

Algumas doengas dermatolégicas inflamatérias s&o tratadas com farmacos
veiculados em formas farmacéuticas convencionais, que muitas vezes nao atingem
concentragdes teciduais adequadas para gerar o efeito farmacolégico maximo. A
pentoxifilina (PTX) € um desses farmacos e tem sido amplamente estudada com
relagdo a sua atividade anti-inflamatdria por inibir a producao de TNF-a e outras
citocinas pré-inflamatérias. O uso da PTX incorporada a uma microemulsao (ME)
seria uma alternativa inédita para o tratamento de afecgbes dermatoldgicas
inflamatdrias. Esse novo sistema transportador de farmaco pode ser utilizado
topicamente e é capaz de aumentar a permeacido cutanea e a eficacia de varios
farmacos em relagdo aos tratamentos convencionais. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um sistema microemulsionado contendo PTX para aplicagao topica. A
formulacao obtida a partir de um diagrama de fase pseudoternario foi caracterizada
e avaliada utilizando métodos como microscopia de luz polarizada (MLP),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e microscopia eletronica de transmisséao
(MET). O perfil de liberagao in vitro foi determinado utilizando o modelo de células de
Franz e a atividade antiedematogénica in vivo foi determinada através da técnica de
edema de pata induzido por carragenina. A ME desenvolvida foi constituida por 5%
de agua destilada, 51% de triglicerideos do acido caprico e caprilico, 39,6% de
Tween® 80 e 4,4% Brij® 52. Através das andlises de MLP, DSC e MET foi possivel
confirmar a estruturagcdo do sistema como ME do tipo agua em o6leo (A/O). A
formulagcdo apresentou-se estavel frente a estresses térmicos, além de possuir
caracteristicas fisico-quimicas que possibilitam seu uso por via topica. A liberagéo in
vitro da ME-PTX obedeceu ao modelo cinético de Higuchi e apresentou atividade
anti-inflamatdria significativa em edema de pata induzido por carragenina em todas
as etapas do ensaio. Portanto, péde-se concluir, que a veiculacdo da PTX através
de um sistema microemulsionado mostrou-se uma alternativa interessante e inédita

para o tratamento de afec¢des dermatoldgicas.

Palavras-chave: Anti-inflamatério, microemulsdo, liberacdo de farmaco,

pentoxifilina, via topica.



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-
a 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%), Tween™
80 (39.6%) and Brij™ 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 INTRODUGAO

Dificiimente todas as expectativas em torno de um determinado agente
terapéutico sao satisfatorias, podendo ndo serem alcancadas em relacdo aos
parametros farmacocinéticos, resultados pré-clinicos e até mesmo os clinicos. Na
atualidade, a maioria dos farmacos é veiculada em formas farmacéuticas ditas
convencionais e, geralmente, elas ndo conseguem atingir concentragdes apreciaveis
no tecido alvo do organismo porque entre o local de aplicagao e o alvo, onde devem
exercer seu efeito farmacoldgico, interpdem-se uma série de barreiras anatémicas,
quimicas ou biolégicas que contrariam a obtencdo do efeito terapéutico desejado
(SILVA et al., 2010a).

E nesse contexto que se inserem os recentes avancos na nanotecnologia
farmacéutica e o conceito dos novos sistemas transportadores de farmacos, sendo
estes capazes de compartimentalizar uma substancia ativa e direciona-la para os
sitios onde deverao exercer o seu efeito farmacolégico. A aplicagao desses novos
sistemas, como lipossomas, micro/nanoparticulas e microemulsbées vem ganhando
mais atenc¢ao por parte dos laboratérios farmacéuticos e da comunidade cientifica e
a grande maioria dos trabalhos investiga uma melhoria na liberagao,
biodisponibilidade e/ou dissolugdo dos farmacos contidos nestes novos veiculos
(ASTIER, 2006).

Houve também um significativo aumento de interesse no uso desses novos
sistemas através da via topica, demonstrando a capacidade de modificar a
penetracao de diversos farmacos na pele (BUTANI et al., 2014). A nanotecnologia,
por intermédio desses novos transportadores de farmacos, vem sendo utilizada em
formulacgdes destinadas a aplicagao tépica por ser minimamente invasiva, reduzir a
dor ou o perigo de infecgbes, permitir algum controle sobre a deposigcdo do farmaco
e ter possibilidade de melhora na biodistribuicdo e no clearance (CEVC & VIERL,
2010).

Dentre esses novos sistemas de liberacdo, um dos mais estudados sao as
microemulsdées (ME). Elas possuem a capacidade de incorporar farmacos
hidrofilicos, lipofilicos ou anfifilicos, podendo agir como sistemas reservatorios,
diminuir a toxicidade da substancia ativa, assim como proporcionar a alteragcao da
biodisponibilidade, dependendo do tipo de interagao entre o farmaco e o sistema de

administracao, permitindo a reducado da dose administrada e minimizando os efeitos
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colaterais potenciais do farmaco (FANUN, 2012). Além disso, as ME permitem altas
taxas de penetragcado do farmaco em camadas profundas do estrato cérneo quando
comparadas a formulagdes ditas convencionais, sendo consideradas como sistemas
terapéuticos promissores que facilitam a permeacao e o direcionamento eficiente do
ativo através da pele (SILVA et al., 2010b).

Diante dessas inovagdes farmacéuticas, surge uma perspectiva de resolugao
para a problematica terapéutica envolvendo o farmaco pentoxifilina (PTX) que, nos
ultimos anos, tem sido amplamente estudado com relagdo a sua atividade anti-
inflamatdéria em doengas dermatolégicas (WONG & HOLT, 1992, WAHBA-YAHAV,
1992, NOZ et al., 1993, CALDERON et al.,1993, SCHWARZ et al, 1993, GILHAR,
1996; OMULECKI, 1996, BAFICA, et al 2003; SADEGHIAN et al, 2006; MACHADO
et al, 2007, BRITO et al., 2014). Dessa forma, afec¢ées dermatoldgicas que antes
eram tratadas apenas com suas formas farmacéuticas convencionais, oral e
injetavel, poderiam ser tratadas de uma forma mais especifica, ja que suas doses
orais ficam a desejar em relagdo a concentragbes adequadas para o tratamento de
inflamacdes na pele (TEKSIN et al., 2009) e sua utilizagdo pela via parenteral é
dolorosa e dependente de profissionais treinados. Portanto, o uso desses novos
sistemas transportadores de farmacos poderia ajudar a alcancar o efeito desejado
de uma maneira mais adequada.

Microemulsdes contendo a PTX permitiriam inumeras vantagens na aplicagao
desse farmaco em doengas dermatolégicas, tendo em vista que este sistema é
capaz de induzir mudangas termodinamicas no ativo, modificando seu equilibrio
particional em diregdo as camadas da pele e a fung&do barreira do estrato corneo
seria desfeita devido a quantidade de tensoativos presentes em sua composicao,
fazendo com que a bicamada lipidica fosse desestruturada e a permeabilidade ao
farmaco facilitada, podendo atingir concentragdes locais ideais para um efeito
farmacolégico maximo (SILVA et al., 2010b, SAHOO et al., 2014). O uso tépico
desse sistema seria um método atraente para o tratamento dessas desordens da
pele devido a grande area de superficie epitelial disponivel, facil acessibilidade,
degradacdo enzimatica relativamente baixa e a redugdo do risco de efeitos
secundarios sistémicos.

Dessa forma, diante da necessidade de inovagdao em tratamentos das
afeccbes dermatoldgicas inflamatdrias e do crescente surgimento de novas formas

farmacéuticas que possibilitam um aumento de alternativas de aplicagdo de uma
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determinada substancia farmacologicamente ativa, o presente estudo torna-se
promissor ao apoiar a hipotese de que ao veicular a PTX em um sistema
microemulsionado, esta podera possivelmente promover uma melhora de modo

mais efetivo em quadros inflamatdrios cutaneos.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e é responsavel por
aproximadamente 16% do peso corporal, sendo de 102 a 104 vezes menos
permeavel que uma parede capilar. Possui diversas fungdes consideradas vitais
como a regulacao térmica e metabdlica, a sensagao de tato e de dor por conta de
suas terminagdes nervosas sensitivas, a presenca de suas células queratinizadas é
capaz de evitar a perda de agua transepitelial, retardando assim os processos de
desidratacdo e evitando processos bruscos de atrito, além de ser uma excelente
barreira bioldgica contra patdogenos e agressdes ambientais, como a radiagao
ultravioleta (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; CEVC; VIERL, 2010; KENDALL;
NICOLAQOU, 2013). A associacao de varias camadas de tecido faz com que a pele
seja uma estrutura organizada e funcional, sendo estas a epiderme, porgao epitelial
de origem ectodérmica e a derme, porgao conjuntiva de origem mesodérmica. A
hipoderme € uma camada de tecido conjuntivo frouxo que une de maneira pouco
firme a derme aos o6rgaos subjancentes (Figura 1) (BOWSTRA et al.,, 2003,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Figura 1 - Camadas estruturais da pele.

Derme

Hipoderme — |

Fonte: http://www.healthcentral.com/skin-cancer/000425.html
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A epiderme é constituida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
sendo o tecido mais externo da pele, caracterizado por ser avascular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Ela € composta principalmente por queratindcitos, células que
constantemente migram da derme para a epiderme amadurecendo e transformando-
se em cornedcitos, células anucleadas, constituidas por queratina que formam o
estrato cérneo (EC) da pele, camada epitelial que estda em constante renovacgéao
celular sendo formada por uma matriz rica em lipideos composta por ceramida (45-
50%), colesterol (20 a 25%), sulfato de colesterila (10%), éster de colesterila (0,7%),
fosfolipidios (0,1%), triacilglicerdis (2,6%) e acidos graxos livres (10-15%)
(STORPIRTIS et al., 2009; BERTHAUD; BONCHEVA, 2011; KENDALL; NICOLAOU,
2013).

O EC é considerado como a barreira primaria do processo de difusao,
interferindo na permeacgao dos farmacos através da pele (CHORILLI et al., 2007;
CEVC; VIERL, 2010). A fluidez dos lipideos presentes nessa camada é
indispensavel para a difusdo transepitelial de moléculas lipofilicas, anfifilicas e
hidrofilicas, assegurando o espago intermolecular necessario para a insergéo e
migragdo dos farmacos 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 mecanicos, contatos frequentes com agua, acéo de
tensoativos e a presenga de produtos quimicos no ambiente. Além disso, a sua
espessura e integridade (cristalinidade e quantidades totais de lipideos) podem
sofrer alteracbes de acordo com a idade, sexo, raga e regido corporal, variando sua
capacidade funcional (HARRIS, 2009). Dessa forma, uma alta integridade e a
coesdao intercelular apropriada dos cornedcitos sdo aspectos fundamentais para que
o EC funcione como barreira eficaz para o controle de fluxos de agua e produtos
quimicos através da pele (BERTHAUD; BONCHEVA, 2011).

Subjacente a epiderme, tém-se a derme, tecido conjuntivo delimitado
externamente por sua jungdo com a epiderme e internamente pela gordura
subcutanea, sendo a derme normalmente de 5-20 vezes mais espessa do que a
epiderme. E uma regido que apresenta uma quantidade significativa de colageno,
aproximadamente 70%, no entanto é formada por poucas células, destacando-se os
fibroblastos, histiocitos e os adipécitos, que se encontram inseridos em uma

substancia amorfa responsavel pela elasticidade e suporte mecénico, formando o
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tecido conjuntivo (CEVC & VIERL, 2010). Além disso, € a partir da derme que se
originam os foliculos pilosos e as glandulas sebaceas e sudoriparas, os vasos
sanguineos e nervos sensoriais, sendo todas essas estruturas envolvidas por fibras
colagenas e elasticas (LAI-CHEONG; McGRATH, 2009).

A derme também é residéncia de células imunoldgicas que sdo responsaveis
pela manutencdo da homeostase dessa camada, incluindo-se nessa fungao os
neutrdéfilos, mondcitos/macréfagos, os linfocitos do tipo T e B, mastécitos, eosindfilos
e células dendriticas que, no surgimento de um processo inflamatdrio, deixam os
pequenos vasos sanguineos da derme e se infiltram no tecido cutaneo, através de
estimulos dos mediadores inflamatérios como as citocinas, para tentar reverter a
inflamacgé&o e restaurar o tecido (FRIEDMANN et al., 1993; KENDALL; NICOLAOU,
2013).

Por fim, a hipoderme, também chamada de tecido celular subcutaneo ou
paniculo adiposo. E formada por tecido conjuntivo frouxo sendo a camada
responsavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se apdia. E
caracterizada pela presenca de adipocitos, formando o tecido adiposo constituido de
I6bulos de lipécitos delimitados por septos de coldgeno com vasos sanguineos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Esse tecido possui propriedades de
armazenamento energético, funcionando como reversa de acidos graxos, de
protecdo contra traumatismos e de regulador de variagdes térmicas. Além disso, os
adipocitos sdo os principais produtores de uma ampla variedade de mediadores
lipidicos, que incluem prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, acidos
epoxieicosatrienoicos, epoxidos de acidos graxos, fator ativador de plaquetas (PAF),
acido lisofosfatidico, 2-araquidonilglicerol, amidas lipidicas e outras citocinas
inflamatdrias que influenciam nas demais células cutaneas (IYER et al., 2010).

Em sintese, a pele € a barreira primaria 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 regido de abrigo para as células funcionais da pele e para todas as fibras que
permitem a estabilidade mecanica desse 6rgao e a hipodeme como suporte para

fendbmenos traumaticos e térmicos.
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2.2 PROCESSOS INFLAMATORIOS NA PELE

Sendo a pele a interface entre o interior do nosso organismo e o ambiente
externo, ela corresponde ao primeiro alvo para injurias fisicas, quimicas ou
microbiolégicas que sao capazes de modificar sua estrutura e funcgao,
desencadeando um processo inflamatério (BICKERS; ATHAR, 2006).

A inflamacgao refere-se a uma resposta biolégica intrinseca formada por um
conjunto de reacdes celulares envolvendo os sistemas imunoldgico e vascular. As
caracteristicas clinicas da resposta inflamatdria, descritas por Celsus ha mais de
2000 anos, estao bem estabelecidas pelos sinais classicos de calor, rubor, edema e
dor (DORWARD et al.,, 2012). A cascata dos eventos inflamatorios iniciada é
controlada especificamente por mediadores quimicos endégenos que promovem 0O
aumento do fluxo de sangue e da permeabilidade vascular, em capilares e vénulas,
permitindo intensa infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares (PMNs) e
mononucleares para o tecido lesionado, associado a uma maior sensibilizagcao dos
neurdnios aferentes primarios (JANIG, GREEN, 2014).

Uma das finalidades do processo inflamatério € restaurar a homeostase do
tecido danificado através da indugcado de varios mecanismos reparadores (EREN et
al., 2015). No entanto, embora a inflamagdo seja considerada uma resposta
protetora contra lesdes, esse fendmeno constitui um feedback positivo, que se
mantido em ag¢ao constantemente, pode resultar em uma lesao tecidual ainda mais
acentuada (JANIG, GREEN, 2014). Dessa forma, embora tenha um carater
reparador, ela pode ser associada a um grande numero de doengas da pele
incluindo psoriase, dermatite atopica e cancer (JOHNSON-HUANG et al., 2009;
MUELLER, 2006).

As afecgdes dermatoldgicas inflamatérias em nada diferem quanto a cascata
da inflamacgdo, onde o estimulo induz a producdo de citocinas proé-inflamatorias
secretadas pelas células da pele em resposta a injuria tissular provocada (ELIAS et
al., 1999). Os queratinécitos podem secretar diversas citocinas em resposta a leséo,
como por exemplo, TNF-a, IL-1qa, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TGF-a, TGF-3, IFN-y e
MCP-1, considerados com os principais mediadores da resposta inflamatoria
cutanea. Esses mediadores sao capazes de promover a ativagcao de moléculas de
adesao, como os membros da familia das selectinas e integrinas, que auxiliam no

processo de transmigracdo dos leucocitos através do endotélio vascular, atraidos
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para o local inflamado gragas a agao de quimiocinas (COUSSENS; WERB, 2002). A
magnitude desse influxo € controlada pelo gradiente de citocinas e quimiocinas
presentes no local (PATEL et al., 2014). Concomitantemente, ocorre a passagem de
proteinas plasmaticas para o local onde foi iniciada a resposta inflamatéria, dando
origem ao edema, que é resultante do acumulo de exsudato composto por proteinas
plasmaticas, leucécitos e mediadores inflamatoérios (POBER; SESSA, 2007).

Na presenga de um agente flogistico, ocorre o recrutamento de macrofagos
para o local, primeiras células imunoldgicas a serem ativadas e funcionarem como
gatilho para todo o desenvolvimento da cascata de sinalizagéo inflamatéria, seguido
dos neutrofilos. (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005). Estando ativados, os
macrofagos sdo a principal fonte de citocinas e fatores de crescimento que
influenciam profundamente as células endoteliais, epiteliais e mesenquimais do local
inflamado. A presenca dos mastécitos também €& fundamental no processo
inflamatorio tendo em vista ser ele o responsavel pela liberacdo de mediadores
estocados, como a histamina, serotonina e proteases, e pela produ¢cdo de novos
mediadores, como as citocinas e mediadores lipidicos (COUSSENS; WERB, 2002).

Todas as citocinas secretadas pelos diversos tipos celulares citados séao
produzidas como resultado da ativagao celular pela agao de agentes de transcri¢ao
génica, como o fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB) e a proteina ativadora -
1 (AP-1) (MEDZHITOV; HORNG, 2009). Dentre todas as citocinas, o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) merece destaque por possuir um papel
imunomodulador central nos processos inflamatdérios da pele ja que ele é capaz de
promover a expressao de outras citocinas (como a IL-6, por exemplo), amplificando
0 processo inflamatério.

Este fator €& produzido por diferentes células da linhagem
monocitica/macrofagica residentes no tecido lesionado, que sinalizam o dano
tecidual através da secrecdo desta citocina, resultando em diferentes tipos de
respostas celulares. E uma citocina multifuncional que quando liberada dos
queratinécitos pode estimular o acumulo de células inflamatérias via indugao da
expressao de moléculas de adesao, como a molécula de adeséo intercelular (ICAM-
1) e quando liberado pela derme, promove a proliferacdo de fibroblastos, dilatag&o
dos vasos sanguineos e o aumento da angiogénese (KUMAR et al., 2011). Pode
agir sobre os neutréfilos aumentando a atividade fagocitica, a citotoxicidade,

estimulando sua degranulagéo e a producédo de espécies reativas do oxigénio, que
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podem exacerbar o processo inflamatério (BEYAERT & FIERS, 1998; ZHOU et al.,
2009).

Além disso, essa citocina possui a capacidade de ativar a fosfolipase A2 e
desencadeiar a producdo de fator ativador de plaquetas (PAF), aumentando a
sintese de catecolaminas, induzindo a febre e a expressdo de antigenos de
superficie das células endoteliais (BARTON et al., 1996). O TNF-a esta envolvido
em uma variedade de doencgas dermatologicas inflamatérias agudas e cronicas,
como a psoriase, doenga do enxerto contra hospedeiro, dermatite de contato, entre
outras.

A intensidade da resposta inflamatéria esta diretamente relacionada a
natureza e a intensidade da lesdo, ao local e ao sistema imunologico do individuo.
Em muitos casos, se faz necessaria a utilizagdo de medicamentos para que haja a
modulacdo desse processo € uma rapida recuperacao do paciente. Uma série de
novas substancias tem se tornado alvo de estudos devido a descoberta de suas
propriedades anti-inflamatérias com mecanismos de agdo ndo convencionais, como
a capacidade de modular a agdo do TNF-a. Esse mecanismo de regulagao, levando
a uma menor producdo dessa citocina, € de interesse clinico imediato e tem se
tornado promissor pois impede, ja a nivel celular, a interacdo desse fator com seu
receptor e evita toda a cascata que € gerada apos essa ligagdo. Um dos farmacos
com essa propriedade é a pentoxifilina, capaz de agir em todas as etapas da

cascata da inflamacdo em doencas dermatolégicas (GONZALEZ, 2007).

2.3 PENTOXIFILINA

A pentoxifilina (PTX), também conhecida como oxpentifilina, € 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; MAGALHAES, 2001; BRITISH
PHARMACOPOQOEIA, 2009). Sua formula molecular € C13H1sN4O3 e peso molecular
de 278,31 daltons (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). O farmaco encontra-se
descrito nas farmacopeias Britanica, Europeia e Japonesa, e pode ser administrado
por via oral ou intravenosa (HONDA; MAGALHAES, 2001). Sua férmula estrutural

plana é vista conforme Figura 2.
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Figura 2 - Férmula estrutural plana da pentoxifilina.
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FONTE: TITA et al,, 2013.

Este farmaco € um pd branco ou quase branco, cristalino, possui odor
caracteristico e sabor amargo (GUNAWAN et al., 1998). E bastante soluvel em agua
e em acido acético, livremente soluvel em cloreto de metileno, cloroférmio, metanol e
acetona, pouco soluvel em etanol, levemente soluvel no éter e praticamente
insoluvel em hexano. Sua solubilidade em agua tem sido reportada como 77mg/mL
a 25°C, e 191mg/mL a 37°C (HONDA; MAGALHAES, 2001; BP 2009).

Com relacdo ao pH, tém-se que o valor deste em uma solugdo aquosa de
pentoxifilina a 1% situa-se entre 5,0-5,7. O valor da sua constante de ionizagao
(pKa) tém sido reportada como 0,28 e seu coeficiente de particdo n-octanol/agua foi
encontrado como sendo 1,96 quando medido a 20°C, e 2,82 quando medido a 37°C
(BRITTAIN, 1998).

Seu ponto de fusdo apresenta-se na faixa entre 103 e 107°C. Em se falando
de sua higroscopicidade, este farmaco é capaz de sorver e dessorver
aproximadamente 1% de agua de acordo com os estudos de absorgdo de umidade
da pentoxifilina. O composto parece nao ser capaz de formar espécies de hidratos
genuinos (BRITTAIN, 1998).

O comprimento de onda de absor¢do maxima da pentoxifilina em agua e em
metanol sdo essencialmente idénticos, tendo um pico em 272nm para a solugao
metandlica e em 273nm para a solugdo aquosa, mostrando que a absortividade da
pentoxifilina ndo 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 farmaco

chegaram ao mercado brasileiro em novembro de 1979, sob a forma comprimidos
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de agao prolongada e em abril de 1980, sob a forma de solucdo injetavel e nos
ultimos anos sua prescricao tem aumentado progressivamente (DEF, 2000). Possui
registro CAS sob o numero 6493-05-6 (BP, 2009).

Em relagdo a suas caracteristicas farmacoldégicas, 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 substituicdo similar aquela da
teobromina (ELY, 1988). Ela foi inicialmente caracterizada como um agente
hemorreoldgico e relaxante da musculatura lisa, principalmente a nivel periférico,
sendo bem utilizada para transtornos circulatérios como doencgas vasculares
periféricas (SAMLASKA & WINFIELD, 1994), ulceras vasculares de membros
inferiores sendo, desde 1972, usada na Europa e desde 1984 usada nos Estados
Unidos para claudicagao intermitente (MAGNUSSON et al., 2008).

Estes beneficios hemorreoldgicos se devem a capacidade de agir sobre as
hemacias de maneira a aumentar sua deformabilidade, por atuar na fosforilacéo e
nas ligagbes cruzadas de proteinas presentes na membrana dos eritrécitos
(POVOA, 2008), por promover a reducdo da viscosidade do sangue, estimular a
liberacdo de prostaciclina, um potente vasodilatador e inibidor de agregacéao
plaquetaria (BAUMGARTNER, 2007) e estimular mecanismos fibrinoliticos (AVIADO
& DETTELBACH, 1984) resultando na melhora da microcirculagao e oxigenacéo dos
tecidos. Além disso, esse farmaco diminui a adesdo e agregacgao leucocitaria e
plaquetaria, diminui a degranulagao neutrofilica, sem afetar o processo de fagocitose
e a liberacao de radicais livres, que levam ao aumento de danos celulares (ARIAS-
DIAZ et al., 1997).

Nos ultimos anos, surgiu um outro interesse nas pesquisas sobre PTX,
destacando suas propriedades anti-inflamatdrias pelos efeitos inibitérios na cascata
da inflamacéao, possuindo capacidade de modulagdo imunolégica (ZHANG et al.,
2004; CHRISTOVA-BAGDASSARIAN et al., 2007). Ela € um inibidor nao seletivo
das fosfodiesterases de nucleotideo ciclico, possuindo atividade anti-inflamatéria
devido a habilidade de inibir a sintese de TNF-a (FERNANDES et al., 2008;
GONZALEZ-ESPINOZA et al., 2012; TURHAN et al., 2012).

As fosfodiesterases (PDEs) compreendem uma ampla familia de enzimas que
metabolizam os segundos mensageiros, monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e
de guanosina ciclico (GMPc), em suas formas inativas por meio de uma hidrélise das

ligacoes fosfodiéster. O AMPc e GMPc sédo formados pela acdo da adenilato ciclase
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e guanilato ciclase, respectivamente, e atuam na transducdo da acdo de muitos
horménios, neurotransmissores e outros efetores celulares. Esses monofosfatos
ciclicos modulam uma variedade de enzimas envolvidas em processos fisiologicos
essenciais para as células, entre elas as proteinas quinases dependentes de AMPc
(PKA) e de GMPc (PKG), nucleotideos ciclicos acoplados a canais ibnicos e fatores
de troca de guanina (BUFFONE et al., 2014).

A via de sinalizagdo AMPc/PKA regula o metabolismo, a atividade génica,
principalmente na produc¢do na citocinas inflamatérias, bem como o crescimento e
divisdo celular, a diferenciagdo celular e o funcionamento dos canais iGnicos
(HANSSON et al., 2000). Além disso, niveis aumentados de AMPc/GMPc ativam
vias de fosforilagdo de proteinas envolvidas em respostas funcionais que podem
afetar diferentes processos, como por exemplo as fungdes dos sistemas nervoso,
cardiovascular e imune/inflamatério, a adesado celular e processos metabdlicos
(CASTRO et al., 2005).

A PTX, bem como outros inibidores de fosfodiesterases, faz parte de um
grupo interessante de substancias com atividade anti-inflamatoéria, sendo
considerados como agente de grande potencial no tratamento de doencgas
inflamatdrias da pele. Este farmaco é capaz de atuar em todas as fases do processo
inflamatério desencadeado na pele, pois ao aumentar as concentragdes de
nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc) ocorre 0 aumento na ativagdo da PKA,
resultando na fosforilagdo de um numero de proteinas reguladoras, incluindo a
proteina CREB que pode inibir o NFK-B (factor nuclear kappa B), inibindo
consequentemente a produgao de varias citocinas, entre elas o TNF-a em mondcitos
e macrofagos devido a uma alteragdo na transcrigdo proteica do mesmo
(GONZALEZ, 2007; WEI et al., 2009).

A supressao desta citocina faz com que ocorra uma inexpressao de
moléculas de adesao em células endoteliais, como a ICAM-1, impedindo a adesao e
migragédo de células inflamatdrias (neutrdfilos, eosindfilos, macréfagos) para o sitio
da inflamacgao, diminuicdo da liberacdo de enzimas lisossomais, reducao da ativagao
dos leucdcitos, da agregagao plaquetaria e diminuicdo da formacao de radicais
superdxidos (GONZALEZ, 2007).

Além disso, o farmaco inibe a producao de interferon (IFN)-y, IL-1, IL-6 e IL-8
em leucécitos, bem como IL-1 e IL-6 em queratinécitos. Nestas células, a expressao

da quimiocina IP-10 (y-IP-10) induzida por IFN-y, que potencializa a adesado de
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células T ao endotélio, é inibida. A PTX também promove uma inibicado no processo
de apoptose celular, modulando a resposta do tipo Th2, reduzindo a de IL-12 e
aumentando a producédo 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
inflamatadrios, pela regulagao de citocinas e influxo de células inflamatérias no tecido-
alvo (BRUYNZEEL et al., 1998). Outro mecanismo de sinalizagdo consiste na
inibicdo dos receptores de adenosina na superficie celular pela PTX, sendo estes
responsaveis pela modulacdo da atividade da adenilato ciclase. A adenosina é
capaz de provocar a contracdo do musculo liso das vias aéreas e promove a
inducdo da liberacéo de histamina por mastécitos (POVOA, 2008).

Varias enfermidades dermatoldgicas inflamatérias podem ser tratadas com a
PTX, séo elas: a necrobiose lipoidica (NOZ et al, 1993), ulceras venosas, poliarterite
nodosa cutanea (CALDERON et al, 1993), morfeia generalizada (WONG & HOLT,
1992), a prevencéao de furunculose recorrente (WAHBA-YAHAV, 1992), reagdes de
hipersensibilidade de contato (SCHWARZ et al, 1993), doenga de Schamberg e
pacientes com psoriase (GILHAR, 1996; OMULECKI, 1996), podendo este farmaco
também ser utilizado como adjuvante no tratamento de casos de leishmaniose
cutaneo-mucosa, sendo uma ferramenta efetiva quando associada aos antimoniais
pentavalentes (BAFICA, et al 2003; SADEGHIAN et al, 2006; MACHADO et al,
2007).

No entanto, dados clinicos sugerem que as doses orais de PTX que sao
comumente usadas nem sempre sao suficientes para obter as concentragdes que
desencadearao a atividade anti-inflamatoria adequada no tecido (DEVAULT, 1994).
E, se forem utilizadas altas doses de PTX, esse fato pode gerar um efeito contrario,
ou seja, a indungcdo a um processo inflamatério. Isso se deve ao fato de que ha
alguns mecanismos moleculares pelos quais o AMPc regula positivamente a
expressdo do gene iINOS, que atua na produgédo de oOxido nitrico (um importante
marcador inflamatério) em diferentes tipos celulares (KIM et al., 2002).

Ao ser tomada de forma oral, a PTX é prontamente absorvida pelo trato
gastrointestinal, ultrapassando niveis de 95% de absorgdo, 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 biotransformagao
hepatica (TEKSIN et al., 2009) que gera sete metabdlitos, designados de M1 a M7,

identificados em wurina humana (HINZE, 1972). Desses metabdlitos trés sao
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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 metabdlito eliminado na urina,
seguido do M4 (MAGNUSSON et al., 2008).

Sua meia-vida biologica varia de 0,4 a 0,8 hora (HARDMAN et al., 1992) e
seu primeiro pico plasmatico ocorre em 2 a 3 horas apds a administracdo 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 farmaco em formas farmacéuticas
convencionais € necessario para manter os niveis terapéuticos adequados.Dessa
maneira, a dosagem recomendada para adultos de PTX oral € de 400 mg, trés
vezes ao dia, podendo ser reduzida ao se apresentarem muitos efeitos colaterais e
em relacdo a forma injetavel, a constante administragc&o intravenosa desse farmaco
mostrou que o efeito adverso predominante dessa infusdo foi dependente da dose e
caracterizou-se por nauseas e vomitos (WINDMEIER; GRESSNER, 1997).

Dessa maneira, a PTX torna-se um potencial candidato para a encapsulagao
em veiculos diferenciados que possam oferecer a possibilidade da produgcdo de
formas farmacéuticas de liberagao controlada capazes de diminuir a frequéncia do
seu uso. Observa-se assim a necessidade da utilizacdo de novas formas
farmacéuticas que possibilitem o aumento das alternativas de aplicacdo da PTX,
fazendo com que se administre de modo mais seguro, com efeitos colaterais
minimizados e com um aumento significativo de parametros farmacocinéticos. Uma

dessas alternativas em questao sdo as microemulsdes.

2.4 O USO TOPICO DE MICROEMULSOES

A administracao por via topica seria uma opg¢ao satisfatoria a ser utilizada em
pacientes que sofrem de enfermidades dermatoldgicas inflamatérias. Ela € um
adequado método de administragdo de farmacos por proporcionar melhor adesao
por parte do paciente, evitar variabilidades nas taxas de absor¢do e no metabolismo,
0 que geralmente ocorre em um tratamento que seja por via oral, oferecendo varias
vantagens sobre formas convencionais como comprimidos e inje¢des, 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 topica também possui limitagcdes em relagcdo ao seu uso,

pois a pele representa um desafio, sendo uma barreira natural para a penetracao de
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substancias, portanto, dificilmente um farmaco administrado topicamente, sem uma
formulacdo adequada, conseguira atingir as camadas da pele em concentragdes
suficientes para desencadear um efeito terapéutico desejado. Dessa maneira, a
escolha de um veiculo para o desenvolvimento de uma formulagéo tépica tem um
papel importante na minimizagao dos efeitos adversos e na influéncia da velocidade
e extensao do processo de permeacgao através da pele.

Com o aprimoramento da tecnologia farmacéutica surgiram varios tipos de
sistemas que podem ser utilizados para melhorar a penetragao cutadnea de principios
ativos, dentre os quais podem ser citados os sistemas vesiculares, lipossomas,
niossomas, microemulsdes, nano e microparticulas, entre outros (MOSER, 2001).
Entre estes, as microemulsées sdo mais estaveis que os demais (ABOOD et al.,
2013), sendo, portanto, o veiculo adequado para a incorporagdo da PTX para uso
topico.

Em 1943, Hoar e Schulman, evidenciaram a formacdo espontanea de
sistemas transparentes quando o6leo e agua eram misturados com quantidades
relativamente grandes de tensoativo idnico e um alcool graxo de cadeia média e, a
partir disso, introduziram o conceito de microemulsées (ME) como sendo micro-
dispersdes liquidas contendo agua, oleo e tensoativos e que apresentam isotropia
optica e estabilidade termodinédmica (HOAR; SCHULMAN, 1943).

Atualmente conceitua-se ME como sistemas coloidais transparentes,
termodinamicamente estaveis, isotrépicos, formados por uma fase aquosa, uma fase
oleosa e a presenga de concentracbes adequadas de uma mistura de agentes
tensoativos que reduzem a tensao interfacial entre os dois liquidos imisciveis
(DJEKIC et al., 2012; FANUN, 2012; ZHAO; 2014). A propor¢cao destes
componentes é capaz de propiciar a formacao de diferentes estruturas influenciadas
por propriedades fisico-quimicas dos agentes utilizados (FANUN, 2012).

Do ponto de vista farmacotécnico, as MEs possuem trés tipos: 6leo em agua
(O/A), agua em oleo (A/O) ou sistemas bicontinuos (DAMASCENO et al., 2011). No
primeiro tipo, a fase interna ou descontinua é a substancia lipossoluvel que se
encontra dispersa sob a forma de goticula coloidal na fase externa, dispersante ou
continua, que é a agua. Ja para as ME A/O, ocorre o inverso, possuindo como fase
interna o componente aquoso disperso sob forma de goticulas na fase externa
oleosa. O ultimo tipo ndo possui como caracteristica a presencga de goticulas, pois o

componente lipofilico e hidrofilico se caracterizam por canais adjacentes alongados
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com nanogoticulas contendo volumes semelhantes entre a fase aquosa e oleosa
(FORMARIZ et al, 2005; DAMASCENO et al., 2011).

O tamanho das goticulas formadas geralmente esta dentro da faixa de 10-100
nm (KIM et al., 2008), sendo aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho
médio das goticulas formadas em uma emulsdo (1- 10 um) (DAMASCENO et al.,
2011). Esse sistema é caracterizado por uma baixa tensao interfacial entre as fases
imisciveis entre si e oferecem varias vantagens como a estabilidade termodinamica,
a simplicidade em seu preparo, a capacidade de incorporar uma ampla gama de
moléculas, tanto hidrofilicas, lipofilicas quanto anfifilicas, aumentando sua
solubilizacao, biodisponibilidade e o potencial de permeacao na pele, além de
reduzir a toxicidade do farmaco (PESTANA et al., 2008; FANUN, 2012).

As ME surgiram como novos veiculos para a incorporagdo de farmacos,
permitindo que houvesse uma liberagao controlada ou sustentada para varias vias
de administracdo como topica 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 farmacos 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 absorg¢ao cutanea tanto
de farmacos lipofilicos quanto hidrofilicos quando comparado aos veiculos
tradicionalmente utilizados por esta via, como o6leos, logcbes e solugdes aquosas
(GRAMPUROHIT et al., 2011). O interesse nas ME para uso tépico se deu devido
aos diversos mecanismos que permitem que este veiculo aumente a permeagao de
farmacos. E a combinacdo desses mecanismos que resulta em um maior efeito de
penetracdo e nenhum desses fendmenos 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 imprescindivel para aumentar a permeacdo do farmaco, pois a mistura de

tensoativos presentes na formulagao permite a interagcdo com o extrato cérneo da
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pele fazendo com que a bicamada lipidica seja desestruturada e a permeabilidade
dos farmacos facilitada (SILVA et al, 2009; SILVA et al, 2010b). Estes monémeros
de tensoativos iriam difundir-se pela superficie da pele e atuariam como promotores
tanto por romperem a estrutura lipidica do estrato corneo, melhorando a difusdo do
farmaco pela pele, como por aumentarem assim o coeficiente de particao entre a
pele e o veiculo, promovendo aumento na penetracdo (PATEL et al., 2013) e a
absorcao cutanea dos farmacos.

O estudo e o desenvolvimento de ME de uso topico podem ser considerados
como uma nova e ampla area dos novos sistemas de liberacdo de farmacos que ira
permitir o desenvolvimento de diversas aplicagdes terapéuticas, como neste caso,
para uma utilizacdo anti-inflamatéria, mas também para outras finalidades como uso
destes sistemas em cosméticos, na incorporacdo de farmacos antimicrobianos,
antineoplasicos, entre outros, surgindo uma ampla gama de produtos a partir desta

nova técnica de liberacao de farmacos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado de uso
topico contendo a pentoxifiina como farmaco visando utilizagdo em afecgdes

dermatolégicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e utilizar diagramas de fases pseudoternarios para a
identificacdo de possiveis regides de formagdao de sistemas
opticamente limpidos e transparentes, dedutiveis de serem
microemulsoes;

Formular o sistema carreador adequado incorporando o farmaco
pentoxifilina a sua fase hidrofilica;

Realizar metodologias de caracterizagado das formulag¢des selecionadas
abrangendo analises como: verificagdo do aspecto macroscopico, pH,
condutividade elétrica, indice de refracdo, determinagao da isotropia e
da morfologia dos sistemas, tamanho de goticula, indice de
polidispersidade e calorimetria exploratéria diferencial;

Realizar estudos de estabilidade na microemulsao;

Desenvolver e validar metodologias analiticas para quantificagdo da
pentoxifilina no sistema obtido, realizando seu doseamento e a
eficiéncia de encapsulagao utilizando a técnica de espectrofotometria
no ultravioleta-visivel (UV-VIS);

Avaliar o perfil de liberagdo in vitro da pentoxifilina contida na
microemulsdo utilizando modelo de células de difusdo de Franz;

Avaliar in vivo a atividade anti-inflamatéria da microemulsao contendo a
pentoxifilina utilizando o modelo inflamatério de edema de pata em
ratos induzido por carragenina;

Realizar a analise histologica de cortes provenientes das patas

utilizadas no ensaio de inducéao inflamataria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Matérias-primas, reagentes, solugoes e solventes

Agua deionizada, GEHAKA, Brasil;

- Alcool Etilico, Neon, Brasil;
Brij® 52, Sigma-Aldrich, Alemanha;

- Carragenina, Sigma, Suicga.

+ Cloreto de Sddio, Cinética, Brasil;
Fosfato de sddio dibasico anidro PA, Nuclear, Brasil;
Fosfato de sédio monobasico anidro PA, Nuclear, Brasil;
Pentoxifilina, Sigma-Aldrich, Alemanha;
Polissorbato 80 (Tween® 80), Sigma-Aldrich, Alemanha;

- Triglicerideos do Acido Caprico Caprilico, Croda (Campinas, Brasil).
4.1.2 Equipamentos e Vidraria

+ Aparato de Franz
Balanca Analitica, Adventurer, Ohaus, México;
Banho-maria SL 155/10, Solab, Brasil;
Banho de Ultrassom, Unique, Brasil;

+ Condutivimetro mCA 150, MS Tecnopon, Brasil;
Desruptor de células ultrassdnico (sonicador), Unique, Brasil;
Difratdbmetro de Raios-X modelo D8 ADVANCE, Bruker;
Espectrofotdmetro Lambda 750, UV-Vis, NIR, PerkinElmer, Brasil.
Espectrofotdmetro UV-Vis 1240, Shimadzu, Japao;
Estufa microprocessada de secagem Q317M-32, Quimis, Brasil;
Freezer, Brastemp, Brasil;
Geladeira CFC 28A, Consul, Brasil;
Hidropletismoémetro, Ugo Basile, 21025 Comerio Varese, Italia;
Medidor de pH Instrutemp, ITmPA 210, Brasil;
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Membrana de acetato de celulose 45 micra, 47 mm, Millipore Industria e
Comércio LTDA, Brasil.
Microcentrifuga de bancada NI1801, Nova Instruments, Brasil;
Microscopio de luz polarizada modelo BX-50, Olympus Start, Japao;
Microscopio Eletronico de Transmissao, Morgagni, FEI Company, EUA;
Modulo calorimétrico exploratério diferencial DSC Q20, TA Instruments,
E.U.A;
Refratdmetro de bancada ABBE, Biobrix, S&do Paulo, Brasil;
Sistema purificador de agua OS10LX, Gehaka, Brasil.

« Vortex V1, IKA, Alemanha;

4.2 METODOS

4.2.1 Sele¢cao dos componentes da formulagao

Os componentes utilizados para compor as formulagcées foram selecionados
com base na literatura de modo a priorizar componentes que tivessem amplo uso na
area farmacéutica e de cosmeéticos, boa estabilidade oxidativa, ndo fossem irritantes

e possuissem utilizagdo conhecida em sistemas tépicos.

4.2.2 Diagrama de fases Pseudoternario (DFPT)

Todo o preparo e a otimizagao das formulacdes foi realizada no Laboratdrio
de Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

No intuito de obter as proporcdes ideais dos componentes que formariam a
faixa correspondente a sistemas transparentes e/ou translucidos, os diagramas de
fases pseudoternarios foram obtidos através do método de titulacdo da fase aquosa
a temperatura ambiente (25 °C) seguida de inspecgao visual do resultado da mistura
dos componentes (Chen et al, 2004). Os triglicerideos do acido caprico e caprilico
(TACC) foram utilizados como fase oleosa, o Tween® 80 e o Brij®52 foram utilizados

como tensoativos (T) e a agua como fase aquosa.
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Quatro DFPT foram construidos mediante a preparagao de misturas iniciais
de T nas proporgdes 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. A esta mistura foi adicionada a fase oleosa
nas proporgdes 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 automatico em cada uma das
proporgdes obtidas entre 6leo e tensoativos. Apds cada titulagdo, a homogeneizagao
foi feita em um desruptor de células ultrassénico por 1 minuto na poténcia de 250
Watts, seguido de retirada de possiveis bolhas em banho de ultrassom por 1 minuto
e um periodo de repouso de 2 minutos antes da observacgao final do seu aspecto.

Posteriormente ao periodo de equilibrio, todas as mudangas no aspecto visual
das misturas foram analisadas contra um fundo escuro e classificadas em: sistema
transparente (ST), sistema semissoélido opaco (SSSO), sistema semissélido leitoso
(SSSL), sistema liquido opaco (SLO), sistema liquido leitoso (SLL) e separagéo de
fases (SF). Os resultados obtidos foram plotados em um tridngulo equilatero com o
auxilio do software Origin Pro® 8.0, onde cada ponto da superficie corresponde a

proporcao definida dos componentes da mistura.

4.2.3 Selecao das formulagoes e incorporagao da pentoxifilina

Apos a construgdo do DFPT, a partir da regidao de formacgado dos sistemas
transparentes foram selecionadas as propor¢cdes dos componentes que iriam formar
o sistema carreador, gerando diferentes formula¢des a serem testadas. Estas foram
preparadas através de 3 ciclos de homogeneizagao ultrassénica por 1 minuto,
seguindo-se da retirada de excesso de bolhas de ar em banho de ultrassom por 1
minuto.

O farmaco PTX, por possuir caracteristicas hidrofilicas, foi dissolvido na fase
aquosa antes da adigao dos outros componentes e sua concentragao final em cada
formulagao foi de 1% (m/m). Todos os sistemas foram preparados 48 horas antes da
realizacdo dos testes de caracterizacdo para que permitisse sua estabilizacao

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

4.2.4 Avaliagao de aspectos macroscopicos

As caracteristicas macroscopicas das formulacdes selecionadas foram

analisadas através de observagcdo visual. Aspectos como coloragao,



45

homogeneidade, separacao de fases, transicdo de sistema transparente para opaco
ou a presenca de precipitados foram avaliados 48 horas apés a obtencéo do sistema

microemulsionado.

4.2.5 Isotropia

A isotropia das formulagdes escolhidas, com e sem o farmaco, foi analisada
por meio de um microscopio de luz polarizada. Uma gota da amostra foi colocada
sobre uma lamina de vidro, coberta com uma laminula e examinada através de uma
luz submetida a um polarizador. As fotomicrografias foram obtidas para determinar
se as amostras exibiam ou n&o birrefringéncia 6ptica. Todas as analises foram
realizadas no Laboratério de Microscopia Petrografica da Universidade de Sdo Paulo
(USP).

4.2.6 Estudos de Estabilidade

4.2.6.1 Ciclo aquecimento - resfriamento

Este teste foi realizado para verificar o efeito da variagao da temperatura na
estabilidade das formulacées. As amostras foram submetidas a quatro ciclos, cada
um destes consistindo de 48 horas a temperatura de 4,0 + 2,0 °C em geladeira,
seguido de 48 horas a 40,0 + 2,0 °C em estufa. As formulacbes que néo
apresentaram nenhuma instabilidade, como fenébmeno de cremagem ou separagéo
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 formulagbes foram submetidas a estresse de
congelamento — descongelamento em temperaturas de - 21 °C e 25 °C,
respectivamente, permanecendo em cada uma das temperaturas por um periodo de
48 horas. As amostras remanescentes passaram por 3 ciclos de congelamento —
descongelamento e aquelas que nado apresentaram nenhuma caracteristica de

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

As analises de calorimetria exploratéria diferencial foram realizadas a fim de
verificar a microestrutura do sistema. A calibracdo do equipamento foi realizada com
o metal indio (99,99%) em relagdao a temperatura e entalpia e as curvas foram
analisadas em atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. Aliquotas
de 4-5 mg da ME e dos componentes agua e oleo foram acondicionadas em
cadinhos de aluminio que foram hermeticamente fechados. As amostras foram
inicialmente equilibradas a temperatura de 37 °C por 10 minutos, para simular a
temperatura utilizada em experimentos de permeacao na pele e em seguida foram
resfriadas até -70 °C a uma razdo de 5 °C/min, mantendo a isoterma por 0,5 minuto.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas na mesma razdo de 5 °C/min até a
temperatura de 40°C (ZHANG, 2011a). Todas as analises foram realizadas no
Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
(CertBio/UEPB) do Departamento de Farmacia da UEPB.

4.2.8 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A MET foi utilizada para determinar a morfologia da formulag&o. Volumes de 5
-10uL das amostras com e sem o farmaco foram adicionados em grades de niquel
de 300 mesh revestidas com um filme de holey carbon. Posteriormente foi realizado
0 método de contrastacdo negativa em acido fosfotungstico a 2% (p/v), aguardou-se
a secagem das amostras e estas foram analisadas em microscépio eletrbnico de
transmissdo com aceleracdo de voltagem de 80KV (ZHANG, 2010). Todas as

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

4.2.9 Caracterizagao Fisico-Quimica

4.2.9.1 pH

O pH da formulagdo escolhida foi determinado em pHmetro digital com
eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente com solugdes

tampao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 = 0,5 °C. As medidas foram
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realizadas em ftriplicata através de imersdo do eletrodo diretamente em diluicbes

aquosas na propor¢ao de 10%.

4.2.9.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica dos sistemas foi medida utilizando o condutivimetro
digital e, baseado em seu valor, a microestrutura das formulagdes foi determinada. O
equipamento foi previamente calibrado com solugdo padrdao 146,9 pS/cm a
temperatura de 25 °C e as medidas foram feitas através do mergulho da célula de
platina do condutivimetro diretamente na amostra. Os resultados foram expressos

como a média e o desvio padréo em triplicata.

4.2.9.3 indice de Refracao

O indice de refracdo foi determinado, utilizando-se Refratdmetro de Abbé,
Carl Zeiss-Jena, aferido com &gua destilada (indice de refragdo 1,3325) a
temperatura de 25 += 0,5 °C. As determinacbes foram feitas em ftriplicata. A
refringéncia de cada amostra foi medida de acordo com a escala interna do

equipamento.

4.2.9.4 Tamanho de goticula

O tamanho das goticulas da ME foi determinados através da técnica de
espalhamento de luz dindmico (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 °C com feixe de luz de comprimento de onda de 635
nm, com angulo de incidéncia de 90°C. Para cada amostra foram feitas 3 leituras de

1 minuto cada. A analise foi feita para a ME-branca e a ME-PTX sem prévia diluicao.
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4.2.10 Desenvolvimento da metodologia analitica espectrofotométrica para

quantificagao da pentoxifilina em sistemas microemulsionados

O processo de validagdo deve garantir que o método escolhido atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, gerando resultados confiaveis (Brasil, 2003). A
validacdo do método analitico desenvolvido, baseado em espectrofotometria UV-Vis,
foi conduzida seguindo as recomendagdes expostas na Resolugdo da ANVISA RE
n°® 899, de maio de 2003, seguindo os parametros exigidos pela categoria I, na qual
os testes possuiram a finalidade de determinar quantitativamente o principio ativo
em produtos farmacéuticos ou matérias- primas. Os parametros avaliados foram
especificidade e seletividade, linearidade e faixa de aplicagéo (intervalo), precisao,
exatidao e robustez.

O desenvolvimento do método iniciou-se com a realizacdo de uma varredura
espectrofotométrica (200 a 350 nm) de uma solugdo da PTX em etanol PA, na
concentragdo de 16ug/mL. Esta analise teve como objetivo identificar e confirmar o
comprimento de onda (A) predito na literatura no qual o farmaco apresentava o valor
maximo de absorbancia (HONDA, 2001).

A especificidade e seletividade foram determinadas através comparacéao entre
as curvas de absorbancias em funcdo do comprimento de onda da solugcdo do
farmaco puro em relagdo a curva gerada pela leitura espectral do sistema
microemulsionado sem o farmaco (ME-branca) na faixa de comprimento de onda de
200 a 350 nm.

O parametro linearidade e o intervalo foram obtidos a partir do preparo de
uma solugéo padrao (n=3) de PTX na concentragcdo de 1 mg/mL, seguido da diluigao
desta solugdo em etanol para a obtencdo de solugao intermediaria (SI) (n=3) na
concentracdo de 200 pg/mL. A partir destas, foram feitas sucessivas diluicdes de
modo a se obter solugdes com concentracdes de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22,
24, 26, 28 e 30 pg/mL de PTX em etanol. Todas as concentragdes foram lidas em
espectrofotometro UV-Vis a fim de verificar a absorbancia de cada diluicdo e, os
resultados foram tratados para a constru¢cdo da curva de calibragcdo e a
determinacao do coeficiente de correlagdo linear (r) através da analise de regresséo
linear pelo método dos minimos quadrados. O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacéo (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).



49

A precisdo foi obtida através da leitura em sextuplicata de solugcdes na
concentragcao do ponto médio da curva de calibragao (16 ug/mL) no comprimento de
onda de 273 nm. Este parametro foi avaliado em dois niveis: a repetitividade
(precisédo intra-corrida) e a precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas), por
analistas distintos. A precisao foi expressa como coeficiente de variagdo (CV%),

obtido através da Equacéao 1:

oF

CV{%:"=M ™)

Em que DP é o desvio padrao e CMD é a concentracdo média determinada, nao se

admitindo valores superiores a 5%.

A exatidao foi determinada a partir de nove leituras contemplando o intervalo
linear do procedimento, sendo feito analise em triplicata de solugbes do farmaco em
diferentes faixas de concentracédo, sendo elas em baixa (8 pg/mL), em média (16
pMg/mL) e em alta concentragédo (24 pg/mL). O calculo para este parametro foi feito

através da Equacao (2):

Concentracio média 100
Concentracie tebrica (2)

Exatidio =
A analise da robustez foi realizada através da alteragao de parametros como
mudanga no solvente utilizado para a validacdo, em que foram usados como
solventes para o farmaco a agua deionizada e o etanol PA. A outra alteracao referiu-
se a utilizacdo de espectrofotdmetros de modelos diferentes. A analise foi feita em
triplicata no comprimento de onda relacionado ao farmaco, 273 nm. Os valores das
absorbancias foram analisados e verificados quanto ao seu coeficiente de variagao
(%).

4.2.11 Doseamento da pentoxifilina no sistema microemulsionado

A quantificacdo da PTX na formulacdo selecionada foi baseada na
metodologia analitica desenvolvida e validada (UV). Foram feitas diluicbes em
triplicata dos sistemas contendo o farmaco em etanol PA de modo a obter solugdes

com concentragao tedrica igual a 16 pyg/mL. A partir destas solugdes, foram feitas as
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leituras no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 273 nm. As médias das
absorbancias foram utilizadas para o calculo da concentragdo real de PTX na
formulacdo por meio da equagdo da reta obtida durante a determinagdo da

linearidade do método.
4.2.12 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo da PTX foi determinada utilizando-se 1mL da
formulagdo submetida a centrifugagao (15000 g) por 30 minutos (DJORDJEVIC,
2005). Ao término do ciclo de centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadante do
sistema foi cuidadosamente extraida e diluida em etanol com a finalidade de se
obter a concentracdo média observada na curva de calibracdo gerada (16 pyg/mL). A
eficiéncia de encapsulagdo foi calculada conforme Equacdo (3) sugerida por
DAMASCENO (2005).

ABS gob
BF = ———:x 1
Onde, EE ¢é a eficiéncia de encapsulacio; Abssob € a absorbancia do sobrenadante
da formulagdo pos-centrifugacdo no A de 273 nm; Absform € a absorbancia da

formulagao antes da centrifugagédo no A de 273 nm.
4.2.13 Difragao de raios-X (DRX)

O grau de cristalinidade ou o estado amorfo da PTX e das formulagbes com e
sem o farmaco foram analisados. As amostras foram expostas a uma radiagao de
cobre monocromatizada, a varredura angular 26 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 analises foram feitas no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE).
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4.2.14 Estudos de Liberagao in vitro da pentoxifilina

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

Os estudos de liberacdo in vitro foram realizados no Laboratério de
Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF). A
membrana sintética utilizada foi de acetato de celulose 0,45 um, sendo estas
deixadas 24 horas em imersdo numa solucdo de tampao fosfato (0,1 mol/L) pH 7,4.
As células de difusdo tipo Franz utilizadas possuiam uma area difusional de 0,7539
cm? e volume de aproximadamente 6 mL. O compartimento receptor foi preenchido
com tampéao fosfato (0,1 mol/L), pH 7,4, num sistema composto de seis células
individuais, que estavam conectadas a um banho termostatizado a 37 + 0,5°C,
sendo mantidas sob agitagdo constante em agitador magnético por um periodo de
24 horas. As membranas de acetato de celulose foram colocadas na parte superior
do compartimento receptor de uma maneira a evitar a formagao de bolhas. O
compartimento doador foi preenchido com um volume de 300uL da solugéo de PTX
(1%) ou ME-PTX a ser testada.

4.2.14 .2 Coleta e leitura da amostra

A difusdo do farmaco é determinada pela quantificacdo 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 diluido para a determinagao da quantidade de PTX liberada neste
compartimento através de leitura espectrofotométrica no comprimento de 273 nm.

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

tampao fosfato pH 7,4 para manutengao das condi¢des sink do sistema.
4.2.14.3 Analise cinética do ensaio de liberacdo in vitro
Para a avaliagdo da cinética da PTX no sistema microemulsionado, os

resultados da liberacdo in vitro foram compilados em graficos de dispersao xy,

caracteristicos de trés modelos cinéticos:
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- Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);
Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz do tempo (h);

Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo

(h).

A partir dos gréficos, realizou-se analise de regresséo 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 liberagdo, da PTX foi calculado através de
regressao linear e correspondeu a inclinagdo (a) na porgao linear dos pontos
experimentais selecionados a partir do tempo de 60 minutos, assumindo-se que a
partir deste ponto o equilibrio de difusao ja estaria alcangado, obtendo-se entdo o
fluxo no estado estacionario (trecho constante do grafico) (MOSER et al., 2001;
COSTA & LOBO, 2001).

Quando extrapola-se a linha do estado estacionario até o eixo do tempo, o
intercepto obtido corresponde ao lag time (STORPIRTIS et al., 2009). Dessa forma,
0 tiag pode ser definido como o tempo necessario para que a passagem de uma
substancia através de uma membrana atinja o equilibrio (AULTON, 2005).

O coeficiente de liberacao, K, foi calculado através da relagao entre o fluxo no
estado estacionario e a concentragao inicial de PTX no veiculo utilizado (ROTTKE et

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

Co (4)

Onde, Kr é o coeficiente de liberagao, Jss € o fluxo no estado estacionario através
das membranas de acetato de celulose (ug/cm2Vh) e Co é a concentracéo inicial de
PTX na formulag&o (pg/mg).

Além disso, realizou-se o calculo do percentual de liberagdo da PTX tanto da

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

Fercentual de liberacdo (%) = ¥ x 100 5)
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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-inflamatoria 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 Paraiba (UFPB), Campus de Jodo Pessoa. Os animais foram mantidos a
temperatura de 22 + 3°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas, alimentados com ragao
Purina tipo pellets® e com livre acesso a agua. O referido estudo foi realizado
mediante aprovagao prévia, por escrito, da Comiss&do de Etica no Uso de Animais —
CEUA/CESED - PB ( Anexo A).

4.2.15.2 Indugao do edema de pata por carragenina

O teste de edema de pata € um modelo de facil manipulagao e efetivo para
testar substancias com potencial anti-inflamatério. Os animais a serem submetidos
ao teste foram mantidos em jejum, porém com livre acesso a agua, por um periodo
de 24 horas e posteriormente receberam uma injegao subplantar de 100 pL de uma
suspensao de carragenina a 1% (p/v) (WINTER, 1962). O volume (mL) adquirido
pela pata foi medido por um hidropletismémetro imediatamente antes da injegao
subplantar e em 1, 2, 3 e 4 horas apoés este procedimento.

O hidropletismémetro contém um aparato cilindrico preenchido com uma
solucdo de baixa concentracdo eletrolitica, 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 solucéao eletrolitica no
aparato onde a pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da
solucdo na célula que contém o eletrodo. Apds ter sido calibrado, o aparelho

converte o deslocamento do liquido em volume, que € 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 administragcdo da
suspensdo de carragenina, excetuando-se 0 grupo que recebeu unicamente a
injecao do agente flogistico. Os grupos relativos ao farmaco de referéncia foram
tratados via intraperitoneal com solugédo de PTX (36 ou 72 mg.kg™') (ABDEL-SALAM
et al., 2003) e o grupo que utilizou apenas o veiculo recebeu a ME sem o farmaco
incorporado através da via tépica. Os grupos restantes receberam a ME-PTX,
também por via topica, nas concentragdes tdpicas a serem calculadas.

O resultado foi dado como aumento do volume (mL) em fung&o do tempo (t),
onde este aumento foi calculado como a variagdo do volume da pata no tempo t
quando comparado ao valor obtido antes da inje¢do do agente flogistico (SADEGHI
et al., 2011). Além disso, o percentual de inibicado do edema (OLAJIDE et al., 1999)
induzido pela carragenina foi calculado em cada hora do ensaio utilizando a
Equacéo 6:

{Ct — Codcontrole — (Ct — Coltratade
{Ct — Co)controle (6)

Percentuct deinibic &r?{%g'} -

Sendo Ct, o volume da pata em x horas apés a injecao de carragenina e Co, € 0

volume da pata antes da injecdo de carragenina.

4.2.15.4 Calculo da Dose

A dose a ser administrada de maneira topica para os ratos foi calculada com
base no peso corporal dos animais de acordo com a razao da area de superficie
corporal. Para um rato de 200 g esta razao corresponde a 5, e, para um homem de
70 Kg, corresponde a 56 (GHOS, 2005). Para a realizagdo da conversdo da dose
oral para uma dose topica/transdérmica em um rato, a dose humana foi utilizada. A
dose oral de PTX indicada para o tratamento de varias doencas varia entre 400 —
1200 mg/dia. No entanto, as doses mais utilizadas sdo as de 400 e 800 mg/dia,

portanto, estas foram as escolhidas para serem tomadas como base na conversao.
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A dose oral para ratos (mg/Kg) foi calculada com base na Equagao 7 (ABOOD
et al., 2013):

Dose oral para rate = Doss oral humana x aiﬁ (7)

Considerando a baixa biodisponibilidade oral da PTX (aproximadamente
20%), a dose topica/transdérmica para este farmaco em ratos foi calculada utilizando
a Equacao 8 (ABOOD et al., 2013):

Efod ispontbilidade oral do fdrmoco
100 (8)

Dgze pora apifcacio tdpica = Dose oral pore rofos x

4.2.16 Analise histologica

Apods a ultima medida das patas, os animais foram devidamente eutanasiados
segundo a metodologia proposta para roedores e outros pequenos mamiferos
contida na Resolugao n° 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 imersdao em uma solugdo de formaldeido 10% por 12 horas.
Posteriormente, os tecidos fixados foram desidratados em séries crescentes de
etanol, tratados com xilol e embebidos em parafina. Sec¢des de 3-4 ym foram
preparadas e coradas com hematoxilina-eosina para analise em microscopio Optico
(SADEGHI et al., 2013).

4.2.17 Analise estatistica do estudo in vivo

Os dados foram expressos como a média = desvio padrdo e foram
submetidos a analise de variancia de uma unica via (ANOVA) seguido do pds-teste
de Tukey-Kramer. Os resultados foram plotados no programa GraphPad Prism®
versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o nivel de significancia

minimo considerado foi de 0,05 (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DOS COMPONENTES

A selecdo dos componentes & um fator critico para a formacao de sistemas
microemulsionados. Em relagdo a ME destinadas ao uso tdpico, a escolha de uma
fase oleosa e de tensoativos adequados que nédo provoquem irritabilidade na pele e
auxiliem na permeacao do farmaco € uma etapa decisiva para seu desenvolvimento.

Algumas caracteristicas devem ser levadas em consideragao para a escolha
da fase oleosa de uma formulagcdo, tais como a auséncia de toxicidade, de
irritabilidade e elevada estabilidade fisico-quimica. Um 6leo que merece destaque,
sendo considerado um 6leo adequado para aplicacbes cosméticas e farmacéuticas,
sdo os triglicerideos do acido caprico e caprilico (TACC).

O TACC é um éster constituido por triglicerideos de cadeia média (TCM)
produzido através da esterificagdo da glicerina e dos acidos graxos (acido caprico e
caprilico) proveniente do 6leo de coco (ANFARMAG, 2004). E um dleo neutro, de
aparéncia clara, praticamente incolor, possui baixa viscosidade, 6timo espalhamento
devido sua caracteristica saturada, ndo é sensivel ao calor, ndo tem tendéncias a
sofrer hidrolise e nem instabilidades microbianas, possui vantagens como alta
estabilidade contra oxidacao e boa solubilidade (HIPPALGAONKAR et al., 2010).

A partir da década de 1970, estudos demonstraram os efeitos dos acidos
graxos sobre a resposta imunoldgica, sendo capazes de interferir em diversas
etapas do processo inflamatério como a contragdo vascular, quimiotaxia, adesao,
diapedese, ativacado de células e morte celular, sendo a maioria dessas influéncias
realizadas via derivados do acido araquidénico (HATANAKA & CURI, 2007). No
entanto, os TACC merecem um destaque como ésteres, pois sdo uteis como
solvente, veiculo e estabilizador de produtos a serem administrados de forma oral,
tépica ou parenteral, podendo ser utilizados no tratamento e na prevencao de
doencas inflamatdrias como a dermatite amoniacal e ulceras por pressao, formando
uma protecdo para a pele danificada, impedindo maiores processos de lesao
(MAGALHAES et al., 2008).

Varios estudos sido capazes de demonstrar a importdncia dos TCM na
modulacao inflamatéria. A associacdo de acidos graxos essenciais com 0s

triglicerideos de cadeia média atua consideravelmente na prevencgao de ulceras de
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decubito e promove regeneracéao tissular em escoriagdes epidérmicas (DECLAIR,
1994). Estudos mostraram que o acido caprilico suprime a secreg¢ao de IL-8 de
células Caco-2 (HOSHIMOTO et al.,, 2002) e que a associagdo de acido linoleico
com os acidos caprico e caprilico promove aumento na sua capacidade
antiedematogénica tépica (NABAS, 2009).

Dessa maneira, a escolha dos TACC como fase oleosa para a ME proposta
foi baseada em sua estabilidade termodinamica e oxidativa, em seu amplo e
conceituado uso na area farmacéutica e na sua capacidade de modular aspectos
imunoldgicos/inflamatérios, podendo atuar como um potencial agente sinérgico na
atividade anti-inflamatoria proposta pela pentoxifilina.

A escolha do tensoativo é parte indispensavel para a formulacdo de sistemas
microemulsionados, pois através dele ocorre a redugao da tensao interfacial entre a
por¢cao aquosa € a oleosa, resultando numa adequada formagao de ME (BALI et al.,
2010). Dentre todos os tipos de tensoativos, os nao-idnicos sdo os mais amplamente
utilizados para comporem formulagdes topicas, pois possuem menor toxicidade
quando comparados aos ibnicos, apresentam boa compatibilidade cutdnea 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 n&o-ibnico
hidrofilico a ser inserido na ME devido a sua ampla utilizagdo em formulacdes
destinadas ao uso tépico (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 presenga de apenas um unico tensoativo muitas vezes néo é
suficiente para que haja a formagao de sistemas microemulsionados. Uma mistura
de tensoativos pode levar a formagao de ME mais estaveis em comparacio aquelas
formadas por um tensoativo, levando a um processo de otimizagcdo das formulagdes
(DJEKIC et al., 2011). Além disso, o uso de uma mistura faz com que a
concentragédo individual de cada tensoativo utilizado seja menor, diminuindo a
questao de irritabilidade e toxicidade, tipicas desses compostos, aumentando a
biocompatibilidade final da formulagao (DJEKIC et al., 2011).

O segundo tensoativo, muitas vezes chamado de cotensoativo, possui o papel
de modificador da formulacdo, pois sua principal funcdo € de se adsorver na
interface 6leo-agua, tornar-se parte da mistura anfifilica e modificar as interagdes na

camada interfacial, diminuindo a tensao existente nesta camada e proporcionando
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flexibilidade suficiente para o desenvolvimento de curvaturas necessarias para
formar ME (GHOSH & MURTHY, 2006; PHILIP & PATHAK, 2008; DALTIN, 2011).
Devido esta flexibilidade, ocorre a diminuigdo do tamanho das goticulas e a
ampliacao da regido dos sistemas microemulsionados (KUNEIDA et al., 1999).

O cetil éter de polioxietileno (Brij® 52) foi escolhido como o segundo tensoativo
nao-idnico e foi utilizado no intuito de diminuir o tamanho das goticulas e estabilizar
as formulagdes. A escolha dos tensoativos Tween® 80 e Brij® 52 para a formagao de
uma ME é inédita, desempenhando um passo inicial para a formagdo de um novo

sistema carreador de farmacos hidrofilicos.

5.2 DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIO (DFPT)

Definidos os componentes necessarios para o desenvolvimento do sistema
microemulsionado, o critério utilizado para a escolha da propor¢gdo adequada para a
mistura de tensoativos foi o tamanho da &area de formacdo de sistemas
transparentes, caracteristicos de ME, observados apés a construcéo dos DFPT.

A construcao desse tipo de diagrama é uma ferramenta imprescindivel para
caracterizar em que condigdes experimentais ocorrem o0 aparecimento de areas de
ME, ou seja, quais proporgdes dos componentes fazem com que estes sistemas
existam e represente a regido mais adequada para a incorporagdao do farmaco
(FORMARIZ et al., 2005).

As proporgdes 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
proporgdes 6:4 e 7:3, respectivamente. Ja a Figura 4, representa os DFPT obtidos
através da mistura de tensoativos nas proporgoes 8:2 e 9:1, respectivamente.

Pbde-se observar em todos os diagramas a formacao de diversas regides
classificadas como separagao de fases (SF), sistemas transparentes (ST), sistemas
semissolidos opacos (SSSO), sistemas semissolidos leitosos (SSSL), sistemas

liquidos opacos (SLO) e sistemas liquidos leitosos (SLL).
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Figura 3 - Diagrama de fases pseudoternario contendo Tween® 80 e Brij® 52 nas propor¢des 6:4 e 7:3, respectivamente.

0,00 1,00 0,00

1,00

0,25,

0,50 1,00
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: O DFPT a esquerda apresenta a mistura de tensoativos na proporcao 6:4 e o diagrama a direta a proporgéo 7:3. As cores representam as regides

obtidas: SF — separagéo de fases (roxo), ST — sistema transparente (vermelho), SSSO — sistema semissoélido opaco (azul), SSSL — sistema semissolido

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

0,00

1,00

0,!':0 0,2f5 D,gﬂ
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: O DFPT a esquerda apresenta a mistura de tensoativos na proporc¢ao 8:2 e o diagrama a direta a proporgéo 9:1. As cores representam as regides

obtidas: SF — separagédo de fases (roxo), ST — sistema transparente (vermelho), SSSO - sistema semissolido opaco (azul), SLO — sistema liquido opaco

(laranja) e SLL — sistema liquido leitoso (verde).
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Através das analises visuais, o diagrama composto pelos tensoativos na
proporcao 9:1 foi o escolhido para a selegdo dos pontos a serem formulados e
caracterizados, pois ficou evidente a relagcao proporcional entre a area de sistemas
transparentes formados, onde as ME se enquadram, e a propor¢cdo do tensoativo
Tween® 80 em relagdo ao Brij® 52, pois @ medida que a proporgao de Tween® 80
aumentou, em detrimento da proporgao do Brij® 52, a regido de ST cresceu ao longo
de todo o diagrama. Portanto, esta proporgao foi a escolhida devido ao fato de ter-se

obtido nela a maior regido de ST.

53 SELECAO DOS PONTOS NO DIAGRAMA E INCORPORACAO DA
PENTOXIFILINA

Apos a escolha do DFPT que representou a propor¢cao da mistura de
tensoativos capaz de formar a maior area de sistemas transparentes, partiu-se para
a selecao de pontos nessa regiao.

Foram selecionadas 3 formulagdes com diferentes proporgdes 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 composicdo centesimal de cada formulacao

esta descrita na Tabela 1.
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Figura 5 - Diagrama de fases pseudoternario contendo Tween®80 e Brij® 52 na proporgéo 9:1, com

destaque para os pontos selecionados numerados de 1 a 3.
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% 7 7 7 7 >~ 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

OLEO

Fonte: Préprio autor.
Legenda: Regides delineadas obtidas: SF — separagao de fases, ST — sistema transparente, SSSO —

sistema semissolido opaco, SLO — sistema liquido opaco e SLL — sistema liquido leitoso. Os pontos

selecionados encontram-se numerados de 1 a 3.

Tabela 1 - Composigao percentual (p/p) das formulagdes selecionadas.

Composicao percentual (%)

Componentes
Formulagao 1 Formulagao 2 Formulagao 3
Fase aquosa 50 23,0 12,5
Fase oleosa 51,0 23,0 25,0

® T
Tween (g(i ;BI‘IJ 52 44.0 54,0 62,5
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As formulacdes 1 e 3 situam-se a direita do diagrama e possuem percentuais
de componentes que sugerem uma microestrutura do tipo A/O. No entanto, a
diferenga mais marcante entre elas € a quantidade aumentada de tensoativos na
formulacao 3, correspondendo a mais da metade da sua composigcao. Ja o ponto 2,
possui quantidades de fase oleosa e fase aquosa iguais, situando-se numa regiao
capaz de gerar ME do tipo bicontinua ou estruturas de cristais liquidos. Portanto,
todas as propor¢des foram selecionadas com a finalidade de serem desenvolvidos
sistemas microemulsionados ou do tipo A/O ou bicontinuo.

Tendo-se escolhido os pontos, o farmaco PTX foi incorporado as formulacdes
na concentracao de 1%. Estudos importantes realizaram a incorporagédo de
metilxantinas, cafeina e teofilina, em ME na concentracdo de 1%, sendo
considerados sistemas satisfatérios para carrear esta quantidade de farmaco
(ZHANG et al., 2011a; KALAITZAKY et al., 2014). Houve também o estudo de um
gel contendo PTX a 1%, obtendo correlagéo in vitro-in vivo satisfatoria (YAN et al.,
2007). Diante disso, escolheu-se essa concentragao de farmaco para a ME baseada
na literatura envolvendo outras metilxantinas e a propria PTX.

Damasceno e colaboradores (2011) afirmaram que a encapsulagdo maxima
de um farmaco poderia ser alcangada ao incorporar este durante o processo de
formagao do sistema microemulsionado. Dessa forma, a PTX (1%) foi adicionada a
fase aquosa antes de cada formulacao estar totalmente pronta.

Para a incorporacdo de PTX aos sistemas formados foi utilizada a técnica de
emulsificagdo por ultrassom, conhecida como sonicagdo, onde as ondas sonoras
produzidas pelo equipamento através da sonda provocam um processo de cavitagao
acustica, gerando colapsos entre as goticulas que se tornam cada vez menores,
tendo seu didmetro influenciado por outros fatores também como a proporgao entre
Oleo e tensoativos, a viscosidade da fase continua, o tempo da emulsificagcdo e a
energia aplicada neste processo (GHOSH et al., 2013; NAKABAYASHI et al., 2011).

Apods a etapa de incorporacao, procedeu-se a caracterizagao desses sistemas.

5.4 CARACTERIZAGAO MACROSCOPICA

A avaliagao macroscépica foi realizada 48 horas apos o preparo dos sistemas

e esta apresentada na Figura 6.
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Figura 6 - Aspecto visual das formulagdes selecionadas para os estudos de caracterizagdo da
estrutura.

a b
T g " 8 g T

w
BRANCA-1
| _

Fonte: Préprio autor.

Legenda: A designacao branca referiu-se ao sistema puro, formado apenas pela fase oleosa, fase
aquosa e a mistura de tensoativos, ja a designacdo ST-PTX, referiu-se ao sistema transparente
contendo o farmaco incorporado a este. (a) Formulagdo 1 (branca e incorporada), (b) formulagao 2

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

Esse tipo de caracterizagao € uma etapa que permite verificar se os sistemas
desenvolvidos atendem a alguns dos requisitos correspondentes a uma ME
verdadeira e se a presenca do farmaco incorporado possui ou ndo a capacidade de
alterar as propriedades intrinsecas apresentadas pelo sistema proposto. Aspectos
como limpidez, homogeneidade, auséncia de material particulado, separacdo de
fases, além da transparéncia e da estabilidade termodindmica correspondem a
fatores indispensaveis das ME que devem permanecer inalterados mesmo apods a
adicao de um principio ativo (SILVEIRA, 2009).

Observou-se que, tanto as formulagdes brancas, sistema puro sem farmaco,
quanto as que possuiam a PTX incorporada, apresentaram-se como sistemas
limpidos, homogéneos, transparentes, de coloracdo levemente amarelada, em
funcdo da cor do tensoativo Tween® 80, sem fendmenos de separacéo de fases ou
de turbidez. A consisténcia das formulacbes, no entanto, foi bem variavel
apresentando sistemas visualmente mais liquidos (a), bem viscosos (b) e de
viscosidade intermediaria (c). A adicdo da PTX ndo provocou nenhuma alteragao no
aspecto visual e nem na consisténcia dos sistemas propostos, dando indicios de

uma boa estabilidade.
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Apds obtencdo de aspecto visual satisfatério, resolveu-se investigar os
fendmenos opticos dos sistemas selecionados para elucidacdo de sua isotropia ou

anisotropia devido as diferencas de viscosidade entre as formulacoes.

5.5 ISOTROPIA

Todas as formulagdes, brancas ou incorporadas com PTX, foram analisadas
por inspecao visual através de microscopia de luz polarizada. As formulacdes 1 e 3
apresentaram-se como um campo completamente escuro (dados ndo mostrados),
ndo sendo capazes de desviar o plano da luz. Ja a formulagéo 2, quando submetida
a mesma analise, promoveu um desvio sob o plano de luz polarizada, resultando no
aparecimento de areas claras e na presenca de estruturas conhecidas como “cruzes

de malta” (Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografias sob microscopio 6ptico com luz polarizada da formulagéo 2 (branca e

incorporada).

Fonte: Préprio autor.

Legenda: (A) Formulagao 2 - branca e (B) formulagéo 2 — incorporada com PTX.

7

A microscopia de luz polarizada € uma das técnicas mais utilizadas para
permitir a elucidacdo quanto a isotropia ou anisotropia de sistemas, podendo
fornecer informagdes sobre a estrutura e composicdo de materiais, tais como
vesiculas lipidicas, microemulsdes e sistema liquido-cristalinos.

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

as mesmas propriedades 6pticas em todas as dire¢des, ndo sofre o fenbmeno da
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dupla refragdo, conhecido como birrefringéncia e, dessa forma, o raio de luz que
parte do polarizador atravessa o sistema sem modificar sua direcao de vibragao.
Esse tipo de material € caracterizado pela presenga de um campo escuro quando
visto sob microscopio de luz polarizada. J& uma amostra anisotropica € aquela que
possui propriedades Opticas capazes de desviar o plano de luz incidente, fazendo
com que o raio polarizado sofra birrefringéncia, onde séo produzidos raios de luzes
distintos que vibram em planos perpendiculares entre si, fazendo com que sejam
apresentados diferentes indices de refragdo dependentes da diregdo da propagagéao
da luz através do sistema e da orientagdo do eixo de vibragdo (CHORILLI et al.,
2011).

Microemulsdes e cristais liquidos de arranjo cubico s&o tidos como sistemas
isotropicos e os cristais liquidos de arranjo hexagonal e lamelar s&o anisotrépicos. O
arranjo hexagonal apresenta uma forma chapada tipica, com os agregados de
tensoativos organizados em cilindros. O arranjo lamelar possui varias camadas
(lamelas) sobrepostas, formando estruturas caracteristicas denominadas “cruzes-de-
malta” (CHORILLI et al., 2009).

Dessa maneira, as formulacdes 1 e 3, por apresentarem-se como um campo
completamente escuro sob luz polarizada, foram consideradas como sistemas
opticamente isotrépicos. Ja a formulagao 2, por ter conseguido desviar o plano de
luz polarizada, ndo apresentou-se como um campo completamente escuro, sendo
portanto considerado um sistema opticamente anisotrépico. Associado a esse fato,
houve o aparecimento das estruturas denominadas “cruzes-de-malta”, uma
evidéncia sugestiva de que este sistema poderia tratar-se de um cristal liquido de
arranjo lamelar.

O comportamento de arranjo lamelar e a presengca de “cruzes de malta”
ocorreu tanto na formulagdo branca quanto na incorporada (Figura 7A e 7B). Deve-
se destacar o fato de que quando a PTX foi incorporada, houve uma diminuicdo na
formacdo das “cruzes de malta”, demonstrando que este farmaco é capaz de
influenciar a estrutura organizacional do sistema proposto. A provavel 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 diminuicdo dessas estruturas caracteristicas de cristais liquidos lamelares
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também ocorreu no sistema lamelar proposto por Chorilli e colaboradores (2011),
onde a adigcao de palmitato de retinol resultou no mesmo comportamento.

Devido a pesquisa estar voltada para sistemas considerados isotropicos,
optou-se por dar continuidade aos testes utilizando apenas as formulacdes 1 e 3. No
entanto, a formulacido 2 sera utilizada em estudos posteriores tendo em vista que
esse tipo de sistema destaca-se em muitos aspectos como uma boa estabilidade
fisico-quimica, o termocromismo, o aumento da capacidade de retengédo de agua no
estrato corneo aumentando a hidratagdo cutdnea e a sua caracteristica reoldgica
tixotropica adequada para uma boa aplicagao sobre a pele (CHORILLI et al., 2009;
MASSON et al., 2005).

5.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Os testes de estabilidade, em condi¢cbes especificas e controladas, servem
para auxiliar na avaliagdo da capacidade de um produto em manter o seu aspecto
original, suas caracteristicas fisicas e quimicas, podendo indicar problemas que
possivelmente ocorrerdao nas formulagdes. Informagdes obtidas em estudos de
estabilidade s&o particularmente importantes para os sistemas que se encontrem
emulsionados, pois podem fornecer sinais de desestabilizagdo como: sedimentagao,
coalescéncia, separagao das fases, inativagcao de substancias ativas e ineficacia do
sistema (IDSON, 1993).

A estabilidade das formulagdes escolhidas contendo a pentoxifilina (1%) foi
investigada através de submissao destas ao ciclo de aquecimento-resfriamento e de
congelamento-descongelamento, pois a temperatura é o fator ambiental mais
importante envolvido na estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica de um produto
farmacéutico (BABY et al.,2007). Ensaios que envolvem a submissdo de
formulagdes a condi¢gdes extremas de temperaturas possuem como finalidade o
aumento da velocidade de degradacédo quimica e a indugdo a modificagdes fisicas
(VELASCO et al, 2008).

A formulacao 1 foi capaz de suportar o ciclo de aquecimento-resfriamento
sem nenhuma modificagdo visivel, ou seja, ndo ocorreu fenbmenos de turvacéo,
separacao de fases ou precipitacdo do farmaco, demonstrando que n&o houve
instabilidades fisico-quimicas e tornando-a apta a ser submetida ao ciclo de

congelamento- descongelamento. No entanto, ja na segunda fase do aquecimento-
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resfriamento, a formulagdo 3 apresentou um fendbmeno de instabilidade (Figura 8)
apos sua retirada da estufa, demonstrando que a mudanga brusca na temperatura
foi capaz provocar mudancas na formulagdo, fazendo com que esta fosse

descartada para estudos posteriores.

Figura 8 - Instabilidade da formulagéo 3 apds ciclo de aquecimento-resfriamento.

Fonte: Préprio autor.
Legenda: Formulag&o 3 - branca e incorporada com pentoxifilina (PTX-3). Presenca do fendmeno de

instabilidade nas duas amostras.

Continuamente, foi realizado o ciclo de congelamento-descongelamento com
a formulagdo 1 e, apdés o término desse outro ciclo, péde-se observar que
novamente ndo houve nenhuma alteracéo visual significativa, sugerindo que essa
formulagdo apresentou um bom potencial nos estudos de estabilidade,
permanecendo estavel sob as diversas perturbagdes térmicas aplicadas ao sistema.
Dessa maneira, apenas a formulacéo 1 foi considerada apta a dar continuidade ao
estudo e a realizagdo dos demais ensaios, ja que a formulagcédo 2 foi descartada
devido sua anisotropia e a formulacdo 3 devido sua instabilidade.
Diante disso, apds a escolha da formulacédo isotropica mais estavel
(formulagéo 1), devido a probabilidade de esta ser um sistema microemulsionado,
foram realizados ensaios de calorimetria exploratéria diferencial e de microscopia
eletrbnica de transmissdo para que a microestrutura e a morfologia dessa

formulacao fosse elucidada.
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5.7 ANALISE TERMICA

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC - do inglés Differential Scanning
Calorimetry), € uma técnica de analise térmica capaz de permitir a observagédo da
variagdo da energia (entalpia) entre a amostra analisada e uma amostra de
referéncia, em fungao da temperatura (MATOS et al., 2009).

Essa técnica € muito utilizada na area farmacéutica com diversas aplicacdes,
entre elas a caracterizacdo de matérias-primas, o estudo de interagdes entre
principios ativos e excipientes e a avaliacdo de estabilidade de formulacdes
(BOONME et al., 2006; DAS & SURESH, 2011). Na vertente da nanotecnologia, a
DSC pode ser utilizada na investigagdo da microestrutura de sistemas
microemulsionados, baseado no monitoramento de eventos térmicos ocorridos na
propria formulacdo e em seus componentes isolados e na identificacdo da
temperatura na qual esses eventos ocorrem.

Diante disso, foram realizadas corridas térmicas para visualizagdo de eventos
na agua, 6leo e na formulagdo incorporada ou ndo com PTX. Na andlise do
termograma da agua (Figura 9) observou-se um pico exotérmico na temperatura de -
13,08 °C, com valor de entalpia (AH) de 278,4 J/g e um pico endotérmico na
temperatura de 3,33 °C e entalpia de 325,3 J/g. Estes picos estdo relacionados
respectivamente aos processos de solidificagdo (congelamento) e fusdo da agua. O
termograma do 6leo (TACC) (Figura 10) apresentou dois picos exotérmicos nas
temperaturas de -29,4°C (AH=32,04 J/g) e -42,91°C (AH = 18,78 J/g). Em relagao ao
pico endotérmico, foi observado apenas um unico pico na temperatura de -2,73°C
(AH = 96,72 J/qg).

Para o termograma da formulagao 1 branca (Figura 11) péde-se observar um
pico exotérmico na temperatura de -37,36°C (AH= 53,86 J/g) e um pico endotérmico
na temperatura de -2,81°C (AH= 134,3 J/g). A formulagdo 1 incorporada com PTX
(Figura 12) apresentou um pico exotérmico na temperatura de -42,75°C (AH= 57,13

J/g) e um pico endotérmico na temperatura de -2,25°C (AH= 84,05 J/g).
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Figura 9 - Curva DSC da agua.
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Figura 10 - Curva DSC do 6leo (TACC).
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Figura 11 - Curva DSC da formulacao 1 - branca.
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Figura 12 - Curva DSC da formulagao 1 incorporada com PTX.
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A estrutura de uma ME pode ser evidenciada através da interpretacdao dessas
curvas de DSC quando se compara o termograma obtido da agua, do oleo e os
termogramas da formulagdo. Nessas curvas deve-se dar énfase a regidao de

resfriamento do termograma, pois é nesta regidao que verifica-se a presenga ou
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auséncia do pico de congelamento da agua, permitindo a interpretacao mais direta
sobre a microestrutura da formulacao escolhida.

Zhang & Michniak-Kohn (2011) propuseram trés situagdes distintas que
podem ocorrer ao se analisar os termogramas: em ME do tipo A/O ndo ocorre a
presenca do pico caracteristico do congelamento da agua, j4 que a mesma
encontra-se confinada no interior da goticula revestida pelo filme de tensoativos, ME
com estrutura bicontinua possuem o pico de congelamento do 6leo e o pico de
congelamento da agua como dois eventos bem distintos e ME do tipo O/A que
mostram apenas o pico de congelamento da agua como um unico e pronunciado
evento, por estar livre na fase externa da formulagao.

Diante da analise das curvas térmicas, percebeu-se que 0s picos
presentes, tanto no termograma da formulagdo 1 branca quanto no da incorporada
com PTX, estavam diretamente vinculados aos picos presentes no termograma do
Oleo, pois as formulagdes apresentaram grande similaridade nas temperaturas e nos
tipos de eventos térmicos em relagcado aqueles eventos apresentados pelo TACC.

Esses dados sugerem que o O6leo € a fase externa do sistema,
caracterizando-o como sendo uma formulacdo do tipo A/O, tendo em vista que o
pico correspondente ao processo de congelamento da agua nao foi visualizado em
nenhum dos termogramas da formulagao, sugerindo que a agua estivesse confinada
em goticulas revestidas pela camada de tensoativos, correspondendo a fase interna
de uma ME. Sendo assim, a formulagcdo 1 passou a ser denominada a partir de
agora como ME1-branca ou ME+1-PTX, para a incorporada.

Estes resultados entraram em consenso com os que foram obtidos por Sintov
e Greenberg (2014) que desenvolveram uma microemulsdo incorporada com
cafeina, uma metilxantina que apresenta propriedades quimicas semelhantes as da
PTX. Os termogramas da formulacdo com cafeina também n&o apresentaram o pico
correspondente ao congelamento da agua, sendo, portanto, um sistema do tipo A/O.

Esse tipo de ensaio favoreceu a elucidagao da distribuicdo dos componentes
na formulacdo, dando énfase em se descobrir qual seria a fase interna, na qual a
PTX estaria incorporada, e a fase externa. Por conta dessa finalidade, n&o realizou-
se as analises térmicas dos demais componentes, os tensoativos e o farmaco, pois
além de né&o corresponder e nem auxiliar ao objetivo do teste, a faixa de temperatura
utilizada na corrida ndo seria a ideal para visualizagdo dos seus principais eventos

térmicos.
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E valido salientar a importdncia da andlise do DSC para sistemas
microemulsionados que contenham metilxantinas e seus derivados, pois devido as
caracteristicas hidrofilicas dos farmacos, a auséncia do pico de congelamento da
agua pode ser um indicio de que a formulacdo esta apresentando a microestrutura
correta para a veiculacdo dessas substancias.

Ap0s a verificagao da existéncia de uma fase continua e de outra descontinua
na formulagdo, a confirmagao da hipétese de que o sistema proposto fosse uma

microemulsdo se deu através dos resultados observados na MET.

5.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Quando comparada a microscopia optica, a MET permite aumentos muito
maiores e uma fixacdo superior do material, caracteristicas que favorecem a
visualizacdo direta da microestrutura de sistemas coloidais em resolugao
nanomeétrica (ACHARYA & HARTLEY, 2012). O MET é uma ferramenta valiosa tanto
para a caracterizagdo morfolégica quanto para a avaliagcdo da estabilidade de
sistemas como micro e nanoemulsdes e ja € considerada uma analise preliminar
importante do sistema coloidal (KLANG et al., 2012). Apesar disso, a técnica de
coloracédo e de secagem utilizadas no procedimento podem afetar a estrutura e a
morfologia da amostra, tendo que ser realizada uma interpretacdo cuidadosa
(FRIEDRICH et al., 2010).

As fotomicrografias obtidas por MET das amostras MEi-branca e ME1-PTX
s&o mostradas na Figura 13. Tanto as estruturas obtidas na ME1-branca (A) quanto
na ME+-PTX (B) foram goticulas com formatos esféricos heterogéneos e discoides,
com boa distribuicdo no campo e um tamanho nanométrico, enquadrando-se na
faixa proposta para sistemas microemulsionados, podendo ser confirmado através
de estudos de espalhamento dindmico da luz. A distribuicdo uniforme das goticulas
da indicios da sua boa estabilidade, evitando fendbmenos como cremagem,

coalescéncia e quebra do sistema.
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Figura 13 - Fotomicrografia da formulagéo 1, obtida por microscopia eletrdnica de transmisséo.

Fonte: Préprio autor.
Legenda: Fotomicrografia da ME+-branca (A) e da ME+-PTX (B) obtidas por MET. Barra de aumento
de 500 nm.

Apods a confirmagado de que a formulagdo 1 tratava-se de uma ME e esta
possuia como fase interna goticulas de agua, que se encontravam circundadas por
uma camada interfacial de tensoativos e dispersas em uma fase externa oleosa,

deu-se continuidade aos ensaios para a caracterizacdo da formulagao escolhida.

5.9 CARACTERIZACAO FiSICO- QUIMICA

Antes de todas as determinacdes fisico-quimicas, a ME1 foi mantida a
temperatura ambiente por um periodo de 48h para sua estabilizagao termodinamica.
A determinacdo destas caracteristicas permite que haja uma analise da ME em
relacdo aos aspectos da formagao, o comportamento estrutural, a determinagao das
transicbes de fase e a estabilidade. Dentre as propriedades fisico-quimicas mais
utilizadas estdao o pH, a condutividade elétrica e indice de refracdo (EVANDRO,
2009; MICHNIAK-KOHN & ZHANG, 2011).

5.9.1 pH
O pH foi avaliado para verificar se a ME+1 possuia compatibilidade para o uso

tépico. O valor de pH encontrado para a ME+-branca foi de 7,79 £ 0,07 e a ME+-PTX
obteve valor de 7,80 + 0,01.
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O pH adequado de uma formulacdo €& padronizado conforme a tolerancia
bioldgica para produtos de uso cutaneo (pH 5,5 a 8,0) e estabilidade do componente
ativo (SILVA et al., 2009). Além disso, ele € uma ferramenta que pode indicar
alteracbes estruturais, ocorréncia de reagdes quimicas como processos de
degradacédo e oxidagdo de seus componentes, perda de estabilidade das ME ou
crescimento bacteriano, sendo um parametro sensivel no controle de qualidade
dessas formulagdes.

As formulagdes testadas, tanto a branca quanto a incorporada, obtiveram
valor de pH compativel com o da pele (SILVA et al., 2009; BUTANI et al., 2014), fato
que permite sua aplicacdo topica desse sistema para o tratamento de afecgdes
dermatolégicas. Nota-se também que este parédmetro n&o foi afetado pela

incorporacao da PTX a microemulséo.

5.9.2 Condutividade Elétrica

O ensaio de condutividade elétrica € uma ferramenta util para demonstrar as
mudangas 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 microemulsdo, sendo um parametro
diretamente relacionado ao tipo de microestrutura apresentada pela formulagao,
revelando as caracteristicas dos dominios continuos (LAWRENCE & REES, 2000).

O valor de condutividade elétrica encontrado para a ME+-branca foi de 2,19 *
0,11 puS.cm™ e para a ME+-PTX obteve-se valor de 1,79 + 0,15 uyS.cm™'. Zhang e
colaboradores (2011a) relataram que mudangas no comportamento estrutural estéo
intimamente relacionadas a drasticas alteragbes nos mecanismos de transporte
elétrico. ME possuindo baixo teor aquoso, teriam sua microestrutura provavelmente
caracteristica do tipo A/O e, pelo fato da agua estar confinada na goticula, este
sistema possuiria niveis baixos de condutividade, tendo em vista que a fase externa
oleosa seria ma condutora. Com o aumento do conteudo aquoso, as goticulas de
agua aumentariam em numero e dariam inicio ao processo de coalescéncia,
formando canais interconectados, resultando em uma microestrutura do tipo
bicontinua, de condutividade intermediaria. Possuindo um conteudo aquoso ainda

maior, a sua microestrutura provavelmente seria de ME do tipo O/A, apresentando
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elevada condutividade elétrica ja que a agua nao estaria isolada em goticulas e
pertenceria a fase externa da formulacgéao.

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 analise térmica que sugeriram a mesma estrutura.

5.9.3 indice de Refracdo

A Farmacopeia Brasileira (2010) relata que o indice de refragdo (n) de uma
substancia é uma constante fisica definida como a relagao entre a velocidade da luz
no vacuo e sua velocidade no interior da substancia. Seu principio basico diz que
quando um raio de luz monocromatica passa de um meio transparente para outro de
densidade Ooptica diferente, este é refletido ou refratado, exceto quando incide
perpendicularmente & superficie de contato entre as duas substancias. E um
parametro que depende da natureza do meio, do raio de luz e da temperatura
(KOROLKOVAS, 1988). Na pratica, a relacédo é feita utilizando a refragdo com
referéncia ao ar e a substancia investigada e ndo com referéncia ao vacuo.

Diante disso, resolveu-se investigar, durante alguns dias, esta variavel
utilizando como referéncia o ar e ME. Os valores do n encontrados para a ME1-
branca e a ME+1-PTX foram considerados como constantes e unicos, mantendo-se
aproximados, 1,452 + 0,001 para a branca e 1,453+ 0,001 para a incorporada.

Substancias consideradas isotropicas possuem indice de refragdo constante e
unico em determinado comprimento de onda, temperatura e presséo, pois o raio de
luz se propaga pela substdncia com a mesma velocidade em todas as diregdes
consideradas. Dessa maneira, este parametro € util ndo sé na identificacédo de uma
substancia, mas para detectar a presenca de impurezas e de natureza anisotrépica.
As microemulsdes devem apresentar apenas um unico indice de refragdo e
nenhuma restricdo no plano de vibragcdo de luz que passa através deles, mantendo
as mesmas propriedades opticas em todos os sentidos.

Diante dessa analise péde-se reafirmar a natureza isotrépica da formulagao
proposta, ja evidenciada na analise de microscopia de luz polarizada, pois a
constante fisica testada mostrou-se unica e constante em todas os ensaios

realizados. Deve ressaltar que a adicdo do farmaco nao modificou o n do sistema
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uma vez que nao foram evidenciadas diferencas abruptas entre os valores das

amostras com e sem a PTX.

5.9.4 Tamanho de goticula

A analise do tamanho de goticula de um sistema coloidal € um fator essencial
tendo em vista que ela pode indicar provaveis aspectos de taxa e extensdo da
liberacdo e absorcao do farmaco ao verificar a presenca ou ndo do seu tamanho
nanométrico (WEI et al., 2012). A técnica para a determinagado do didmetro das ME
seria 0 espalhamento dindmico de luz, onde utiliza-se a flutuagédo da intensidade da
luz espalhada pelas goticulas em suspensdo, agindo em movimento Browniano,
para obter-se a distribuicdo hidrodinamica do seu tamanho (XU, 2008).

Para a ME1-branca, o tamanho médio das goticulas foi de 42,23 + 4,02 nm e
para a ME1-PTX obteve-se valor de 69,4 + 3,26 nm. O aumento no diametro das
goticulas da ME+-PTX quando comparada com a formulagdo branca indica que
houve a incorporagdo do farmaco na ME e que, provavelmente, a PTX esteja de
alguma maneira interagindo com a camada de tensoativos, ndo ficando restrita
apenas ao confinamento na goticula aquosa.

Deve-se destacar, portanto, que o didmetro médio das goticulas das duas
amostras diferentes (MEi-branca e ME1-PTX) foi menor que 100 nm, resultado
desejavel, pois esta 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 diametro de goticulas inferiores a
200nm sao considerados viaveis para a aplicagdo por via tépica (LUNDBERG,;
MORTIMER, 1996).

Estando caracterizada fisico-quimicamente, foi necessario verificar a
capacidade que a ME+1 possuia de incorporar quantitativa e corretamente a PTX.
Para tanto, foi necessario desenvolver um método analitico para utilizagdo nos

ensaios de doseamento e eficiéncia de encapsulacao do farmaco.
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510 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA
ESPECTROFOTOMETRICA PARA DOSEAMENTO DA PENTOXIFILINA NO
SISTEMA MICROEMULSIONADO

Aspectos como comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade estdo sendo
cada vez mais reconhecidos e exigidos para demonstrar a qualidade de medicbes
quimicas. Dados analiticos que forem considerados nao confiaveis podem levar a
decisdes errbneas e prejuizos para o ensaio a ser desenvolvido. Para garantir que o
meétodo analitico a ser utilizado produza informagdes veridicas sobre a amostra, é
preciso que ele passe por uma avaliagdo denominada de validagdo (RIBANI et al.,
2004).

Segundo a Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a validagdo é a
sequéncia de processos que deve garantir, através de estudos experimentais, que o
meétodo desenvolvido atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando
confiabilidade dos resultados. Este 6rgao regulador disponibilizou em 2003 um guia
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, sendo este a Resolugéo n°
899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

Os estudos de validacdo devem ser representativos e os parametros
avaliados devem ser baseados na intencdo do uso do método (RIBANI et al., 2004).
Para métodos analiticos que envolvam a quantificacdo de farmacos em produtos
farmacéuticos os parametros seletividade, linearidade e faixa de aplicagcéao
(intervalo), preciséo, exatiddo e robustez devem ser cuidadosamente avaliados
(BRASIL, 2003).

O inicio do desenvolvimento do método se deu com a determinagao do
espectro de absorgcdo da PTX, no intervalo de 200 a 350 nm (Figura 14), a fim de
confirmar o pico maximo de absorbancia desse farmaco em 273 nm, ja verificado por
Honda e colaboradores (2001). O grafico gerado pela solugdo de PTX em etanol se
mostrou bem semelhante ao grafico obtido pelos autores ja citados, confirmando que

0 pico de absortividade maxima se da em 273 nm.
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Figura 14 - Varredura espectrofotométrica da solugdo de PTX (16 pg/mL) na faixa de comprimento de
onda de 200 a 350 nm.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda:Espectro de absorg¢ao da pentoxifilina a 16 ug/mL em etanol PA.

Descoberto o comprimento de onda que possui 0 maior pico de absorcao da
PTX, prosseguiu-se determinando os parametros presentes na resolugédo da
ANVISA. A seletividade teve como objetivo verificar o grau de interferéncia de
especies como excipientes, impurezas, produtos de degradagdo ou compostos de
propriedades quimicas semelhantes ao analito, de forma que estes outros produtos
nao 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 parametro foi determinado
comparando-se as curvas espectrais obtidas através das leituras de diluicbes
individuais de cada sistema, comparando o comportamento da matriz isenta do
farmaco de interesse (ME1 - branca), e a matriz contendo o farmaco (ME1— PTX).

Pdde-se observar que na ME1-PTX houve a presencga do pico de absor¢cao em
273 nm, caracteristico da presenca do farmaco na formulagdo o que nao ocorreu na
curva da ME1-branca (Figura 15). Dessa forma, a metodologia analitica proposta foi
considerada seletiva, pois foi constatado que os componentes da formulagdo nao
apresentaram perspectivas de influir na detec¢cao do farmaco no ponto especifico de
273 nm.
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Figura 15 - Varredura espectrofotométrica da ME1 na faixa de comprimento de onda de 200 a 350nm.
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Fonte: Préprio autor.
Espectro de absor¢cdo da ME+-branca em etanol PA (linha preta) e espectro de absor¢cdo da ME+-PTX

em etanol PA (linha vermelha).

A linearidade € um parametro bastante relevante que se refere a capacidade
que um meétodo analitico tem em fornecer resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de uma faixa de
aplicacao especifica (BRASIL, 2003). A relacdo matematica existente entre os sinais
de absorbancia e a concentragdo deve ser expressa como uma equacao de reta
conhecida como curva analitica (BARROS NETO et al., 2002), que pode ser
calculada utilizando o modelo matematico da regressao linear, permitindo que haja o
calculo dos coeficientes de regressao (a e b) e também do coeficiente de correlagao
().

Este ultimo parametro fornece a avaliacdo da qualidade da curva obtida, pois
quanto mais préoximo de 1,0, menor a dispersao entre os pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados (RIBANI et al., 2004).
Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo (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 yg/mL. A curva analitica desenvolvida (Figura 16) possuiu a equagéao
da reta y= 0,0332x + 0,025, obtida pelo método dos minimos quadrados,
apresentando um coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,9998. Percebe-se que a reta
mostra a proporcionalidade direta entre a absorbdncia e as diferentes

concentracgodes, estando o r (0,9998) dentro do critério exigido pela ANVISA.

Figura 16 — Curva analitica obtida a partir de solu¢gdes de PTX nas concentragbes de 4 a 30 ug/mL

para determinagdo do parametro linearidade.
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Fonte: Préprio autor.

A precisao é outra etapa necessaria para a validagcao do método analitico e
avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra sob condigdes definidas. Este
parametro pode ser avaliado através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD)
também conhecido como coeficiente de variagdo (CV) (RIBANI et al., 2004).

A precisdo foi avaliada em relacdo a repetibilidade, sendo esta a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacdo (BRASIL, 2003), usando sextuplicata de
solugdes de PTX na concentragdo de 16 ug/mL (ponto médio da curva analitica).
Também foi avaliada quanto a preciséo intermediaria (precisao intercorrida), que
consiste na concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em

dias diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2003) e para este parametro foi
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utilizada a sextuplicata da amostra na mesma concentracédo da repetibilidade, porém
sendo feitas por analistas diferentes. Este tipo de precisdo € mais representativa da
variabilidade dos resultados em um unico laboratério, pois verifica que no mesmo
ambiente o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI, 2004).

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos durante a determinacao do parametro
precisdo onde pdde-se observar as medidas das concentragbes obtidas de
amostragens multiplas realizadas e as respectivas precisdes. Percebeu-se entéo
que, apesar de os dias de anadlise e os analistas serem distintos, a precisao
encontrou-se dentro do limite estabelecido pela ANVISA (< 5%), comprovando que o

método analitico em questao foi preciso.

Tabela 2 - Determinagéo do parametro precisao repetibilidade e precisao intercorrida (n=6) para

validagdo do método espectrofotométrico.

Concentracdo Concentragao

Analistas Dia tedrica real (ug.mL')  Precisédo (%)
(ug.mL™") Média = DP

1 16,0 16,3 + 0,007 1,183
Analista 1

2 16,0 16,1 £ 0,004 0,697

1 16,0 15,5 + 0,003 0,563
Analista 2

2 16,0 15,8 + 0,002 0,395

A exatidao corresponde a proximidade dos resultados individuais obtidos pelo
método em estudo em relagcdo ao valor de referéncia aceito como verdadeiro
(tedrico) (BRASIL, 2003). A Tabela 3 mostra o valor da exatiddo determinada a
partir da leitura de 9 amostras em 3 niveis de concentragcédo diferentes, sendo a
triplicata de concentracdes no nivel baixo (8 pg/mL), no nivel médio (16 yg/mL) e no

nivel alto (24 ug/mL).
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Tabela 3 - Determinagao do parametro exatidao (n=3) para validagdo do método espectrofotométrico.

Concentragao real

Concentragao ) A
Nivel o (ug.mL™") Média CV(%) Exatidao (%)
tedrica (ug.mL")
DP
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 padrao; CV= coeficiente de variagao.

A partir do calculo da exatiddo, percebeu-se a proximidade entre as
concentracdes tedricas e as concentracdes que foram obtidas por meio do método
utilizado, indicando que este foi considerado exato.

O JdJltimo parédmetro avaliado foi a robustez, sendo esta a medida da
capacidade do meétodo em resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos
parametros analiticos, indicando sua confianga durante o uso normal do método
(BRASIL, 2003). As modificacdes devem ser realizadas para simular as alteracdes
que ocorrem no método quando este é transferido para outros laboratérios, analistas
ou equipamentos (RIBANI et al.,, 2004). A Tabela 4 mostra a determinagdo da
robustez utilizando uma solugao do farmaco na concentragédo de 16 ug/mL analisada
a partir das alteragbes realizadas como as mudancgas no solvente (etanol e agua) e
no modelo do equipamento espectrofotométrico (UV Mini 1240, Shimadzu e Lambda
750, PerkinElmer, Brasil).

Tabela 4 - Determinagao do parametro robustez (n=3) para validagcdo do método espectrofotométrico.

Concentragao Concentragao

Modificagao tedrica real (ug.mL™")  Precisdo (%) Exatiddo (%)
(ug.mL™") Média * DP
Agua 16,0 16,2 + 0,01 1,747 100,9
Solvente
Etanol 16,0 16,3 + 0,008 1,485 101,6
Espectro 1 16,0 16,3 + 0,008 1,485 101,6

Equipamento
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 intrinseca, pois analisando as amostras na
concentragdo de 16 upg/mL em diferentes condi¢gdes (solvente e modelo do
equipamento), os resultados mantiveram-se dentro das especificagbes exigidas pela
RE n° 899/03. Dessa forma, este método pode ser utilizado em outros laboratorios e
ser feito por outros analistas e resultara em reprodutibilidade dos resultados obtidos

na validagao.

5.11 DOSEAMENTO DA PENTOXIFILINA

A quantificacdo da PTX incorporada na ME foi feita através da leitura em
espectrofotometro (273 nm) de diluicbes da ME-PTX em etanol. A média da
absorbancia obtida pela ftriplicata foi utilizada para gerar o valor médio da
concentracao real de farmaco contida na formulagéo através do uso da equacgao da
reta obtida no parametro linearidade. A Tabela 5 mostra o valor da absorbancia

meédia utilizado para o calculo do doseamento.

Tabela 5 - Determinagao do doseamento da PTX no sistema microemulsionado.

Amostra Absorbancia Desvio Coefic. Doseamento
Média Padrao Variagcao PTX
(%) (mg/mL)
ME-PTX 0,559 0,009 1,622 10,06

Como observado, a concentragao do farmaco na ME determinada através das
leituras das absorbancias no espectrofotdbmetro (10,06 mg/mL) foi muito préxima a
concentragdo de PTX real incorporada ao sistema (10,00 mg/mL - 1%),
demonstrando que o método analitico utilizando espectrofotometria UV/Vis
desenvolvido foi sensivel e eficaz para o doseamento da concentracdo real do

farmaco incorporado previamente na formulagao.
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5.12 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE)

Tendo visto a capacidade do método analitico desenvolvido em realizar o
doseamento da PTX, resolveu-se investigar quanto do farmaco doseado conseguiu
realmente ser incorporado na fase interna do sistema proposto. A eficiéncia de
encapsulacédo € outro ensaio de caracterizagao que pode ser realizado a partir de
varios métodos, que dependera extensivamente do modo de preparo da formulagao
e das propriedades fisico-quimicas do farmaco avaliado (DAMASCENO, 2011).

A metodologia proposta para a determinagao deste parametro foi baseada na
comparacgao entre os valores de absorbancia da triplicata das solugbes de ME1-PTX
antes e apos o processo de centrifugagcdo. Neste ensaio de maneira geral, a
centrifugagéo auxiliou, caso houvesse, na separagéo do farmaco que se encontrava
incorporado na fase interna daquele que se encontrava disperso na fase externa,
sendo este ultimo o responsavel pela formagao de um possivel precipitado.

No entanto, apds o processo de centrifugagédo percebeu-se que ndo houve a
formacédo de um precipitado e a formulagdo encontrava-se limpida, com as mesmas
caracteristicas organolépticas e sem separacgao de fases. Realizou-se o doseamento
da PTX no sobrenadante e as absorbancias pds-centrifugagdo foram determinadas.
Os dados para o calculo da eficiéncia de encapsulacdo estdo na Tabela 6, sendo

esta calculada através da Equacéao 3.

Tabela 6 - Determinagéo da eficiéncia de encapsulagao da PTX no sistema microemulsionado.

Amostra Absorbancia Desvio Coefic. EE
Média Pés- Padréao Variagao PTX (%)
centrifugagao (%)
ME-PTX 0,521 0,004 0,775 93,26

Legenda: EE= eficiéncia de encapsulagéo.

Corroborando a ideia de Damasceno e colaboradores (2011), a eficiéncia de
encapsulacao foi adequadamente alcancada quando incorporou-se a PTX durante a

formagado da microemulsao proposta, tendo em vista que valores acima de 80% séao
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considerados significativos. Portanto, considera-se que a incorporacdo da PTX a
fase interna do sistema foi satisfatéria.

Um outro ensaio realizado para a confirmagdo da capacidade de
encapsulacédo da PTX, bem como para a analise de novos aspectos da formulagao

foi o teste de difracado de raios X.

5.13 DIFRACAO DE RAIOS X

Dentre as varias técnicas de caracterizagdo de materiais, a técnica de
difragao de raios X (DRX) é a mais indicada para determinar o grau de cristalinidade
ou amorficidade de uma amostra. Esta fungdo s6 é possivel porque na maior parte
dos solidos, os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por
distancias 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, 0 mesmo interage com o0s
atomos presentes, originando o fendmeno de difragdo, ocorrendo segundo a Lei de
Bragg (Equacgao 9), que estabelece a relagdo entre o angulo de difragdo e a

distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase cristalina):

wA = 2¢ sen 4 9)

Sendo n= numero inteiro, A= comprimento de onda dos raios X incidentes, d=

distancia interplanar e 6: angulo de difragéo.

A relacdo acima estabelece que para um determinado comprimento de onda,
o raio refletido emergira apenas nos angulos para os quais a relagao é satisfeita.
Esta técnica possui varias vantagens para a caracterizagdo de amostras, pois trata-
se de um meétodo simples, rapido e confiavel (ja que o perfil de difracdo obtido é
caracteristico para cada fase cristalina), possibilitando analises de materiais
compostos por uma mistura de fases e a analise quantitativa destas fases cristalinas
(ALBERS et al., 2002).

Para a identificacdo da cristalinidade/amorficidade, testou-se os padrdes de
difragdo para o farmaco PTX e para as ME+1 (branca e incorporada), fazendo

comparagoes entre todos esses padrbes. Além disso, o DRX pode fornecer
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informacdes sobre a eficiéncia de encapsulacdo da PTX na formulacao, sugerindo
sobre as contribuigdes relativas do farmaco na amorficidade do sistema.

Os dados cristalograficos da PTX sdo mostrados na Figura 17. A PTX
apresentou picos mais intensos em 7,63° e 15,31°. A presenga no difratograma de
picos bem definidos confirma a cristalinidade de sua estrutura. A analise da ME1-
branca gerou o difratograma apresentado na figura 18, onde houve a confirmacéao do
carater amorfo deste tipo de sistema, visto que nao existem picos caracteristicos de
uma estrutura cristalina e sim a presenga de halos alargados e pouco intensos,
representativos de estruturas amorfas.

O intuito de analisar a ME+-PTX por DRX (Figura 18) foi verificar a influéncia
do farmaco no padrdo de difracdo e seu estado fisico nesta formulagdo e foi visto
que, mesmo apods a incorporacdo do farmaco, a amostra continuou com seu perfil
amorfo, apresentando halos largos e de baixa intensidade. No entanto, embora a
amostra continue amorfa, a presenca da PTX foi capaz de diminuir a amorficidade

desta formulagdo quando comparada a ME1- branca.
Figura 17- Difratograma da PTX pura.
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Figura 18 - Difratogramas da ME1-branca e da ME1-PTX.
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Fonte: Préprio autor.

Yi e colaboradores (2008) realizaram um trabalho utilizando a nimodipina.
Quando este farmaco foi incorporado a sistemas de liberacdo de farmacos auto-
microemulsionaveis (SMEDDS), ocorreu uma transicdo polimérfica de seu estado
cristalino para o amorfo ou para uma fase cristalina desorganizada, devido a sua
dispersdo molecular no sistema, fazendo com que houvesse a perda de seus picos
cristalinos caracteristicos no difratograma dos SMEDDS e colaborando para que
esta formulagdo permanecesse amorfa.

Diante disso, ocorreram os mesmos fendmenos quando a PTX esteve
presente na formulacéo. A perda significativa dos seus picos intensos caracteristicos
foi devida, provavelmente, ao fato de ter ocorrido uma dispersdo molecular do
farmaco nos componentes da ME e com isso houve uma transicdo polimérfica da
PTX do estado cristalino para o amorfo ou para uma fase cristalina desorganizada.
Associado a este fato, pode-se inferir entdo que houve uma incorporagcéo adequada
da PTX ao sistema microemulsionado, pois ndo existiu a presenca de seus picos
intensos e alongados na analise da ME+-PTX, que poderiam aparecer caso o
farmaco nao interagisse com o sistema e possuisse ainda suas caracteristicas
cristalinas, corroborando com o0s resultados satisfatérios da eficiéncia de
encapsulacao.

Mesmo tendo interagido suficientemente com o sistema microemulsionado, a
PTX deve ser capaz de deixa-lo para que possa permear na pele e realizar sua

funcao anti-inflamatdria. Para avaliar se o farmaco é capaz de sair da ME e através
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de qual mecanismo esse fendmeno ocorre optou-se por realizar ensaios de

liberagao in vitro com membranas artificiais.

514 LIBERACAO IN VITRO DA PENTOXIFILINA DO SISTEMA
MICROEMULSIONADO

A liberagcdo de um farmaco pode ser definida como o processo pelo qual esta
substancia é liberada de sua forma farmacéutica e, desta maneira, torna-se
disponivel para ser absorvida pelo organismo (CHOWDARY et al., 1987). Tratando-
se de farmacos para uso tépico, a liberagdo a partir de seu veiculo é prerrogativa
para a sua penetragcao na pele e, s6 desta forma, estara disponivel na superficie
epidérmica para que haja difusdo através do estrato corneo. A solubilidade do
farmaco no veiculo e a sua atividade termodindmica sido as principais influéncias
neste processo, no entanto, estando disponivel para a permeagao na pele, a
liberacdo ira depender da capacidade do farmaco em atravessar o estrato corneo,
que pode ser modulada por promotores de permeacao, pelo tamanho da molécula e
sua lipofilicidade (BEMVINDO, 2006).

Dessa maneira, o ensaio de liberagao in vitro de formas farmacéuticas de uso
toépico tem como objetivo avaliar a capacidade do veiculo em liberar o farmaco
inserido neste, além disso, possuindo esta capacidade, também é investigado a que
velocidade ocorre a liberacdo do farmaco, refletindo o efeito combinado de varios
parametros fisico-quimicos do sistema (SILVA et al., 2010). O modelo de difusao
através de células de Franz tem sido o mais empregado para a obtencéo de perfis
de liberagdo de formas farmacéuticas semissolidas (PRACA, 2010) e foi utilizado
nesse trabalho para a obtencao do perfil de liberagao da ME1-PTX.

Uma solugdo de PTX 1% em tampao fosfato pH 7,4 (substéncia ativa livre)
também foi utilizada para obter um perfil de liberagdo, sendo usada no intuito de
verificar o comportamento da PTX sob as condigbes do ensaio, observando seu
desempenho diante da presenca de uma membrana de acetato de celulose, de uma
temperatura e agitagao controlada e do aparato utilizado em si. Nao existe até o
momento uma forma farmacéutica semissolida de uso topico contendo a PTX, que
seria ideal a titulo de comparacdo com a ME+-PTX.

Na Tabela 7 encontram-se as quantidades de PTX liberada no meio receptor

a partir de uma solugao em tampéao fosfato pH 7,4 e da formulagdo ME1-PTX, bem
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como os percentuais da liberagdo, sendo o ensaio realizado em sextuplicata.
Observou-se que, quando livre em solucédo, a PTX atravessa a barreira de acetato
de celulose mais rapidamente e, em cerca de 105 min (1,75h), 90,23% do farmaco ja
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 farmaco nao

encontrava-se livre e sim confinado nas goticulas revestidas pelos tensoativos.



Tabela 7 - Quantidades cumulativas liberadas (ug/cm2) e percentual de liberacdo (%) da PTX em

cada tempo no compartimento doador.

Tempo (h)

Solugao — PTX

Quantidade de PTX liberada (ug/cm?) £ DP (% liberado)

ME;-PTX

0,25

0,5

0,75

1,25

1,5

1,75

2,5

3,5

4,5

5,5

6,5

10
11
12
24

1729,74 + 84,50 (43,47%)
244705 + 97,28 (61,49%)
2900,41 + 87,80 (72,89%)
3219,21 + 47,32 (80,90%)
3398,74 + 52,60 (85,41%)
3514,37 + 20,91 (88,32%)
3590,37 + 23,25 (90,23%)
3640,39 + 18,79 (91,48%)
3693,85 + 18,36 (92,83%)
3725,56 + 11,14 (93,62%)
3741,04 + 6,89 (94,01%)
3750,67 + 3,19 (94,25%)
3758,77 + 2,21 (94,46%)
3762,83 + 1,21 (94,56%)
3766,04 + 0,72 (94,64%)
3769,06 + 0,86 (94,72%)
3773,10 + 0,98 (94,82%)
3777,67 + 1,40 (94,93%)
3782,26 + 1,05 (95,05%)
3785,33 + 0,68 (95,13%)
3787,37 + 0,84 (95,18%)
3788,74 + 0,44 (95,21%)
3790,72 + 0,69 (95,26%)
3794,28 + 1,34 (95,35%)

154,64 + 28,28 (3,89%)
280,91 + 17,53 (7,06%)
372,11 £ 7,67 (9,36%)
447,66 + 5,15 (11,25%)
517,13 + 4,66 (13,00%)
578,87 + 4,20 (14,55%)
636,12 + 6,45 (15,99%)
689,00 + 6,77 (17,32%)
772,87 + 6,75 (19,43%)
849,77 + 6,13 (21,36%)
922,35 + 4,44 (23,18%)
987,51 + 3,15 (24,82%)
1052,28 + 4,00 (26,45%)
1109,46 + 4,14 (27,88%)
1165,82 + 5,05 (29,30%)
1233,19 + 5,72 (30,99%)
1282,81 + 3,05 (32,24%)
1333,20 + 4,77 (33,51%)
1420,21 + 4,88 (35,69%)
1507,28 + 4,90 (37,88%)
1595,37 + 5,78 (40,10%)
1680,79 + 8,58 (42,24%)
1765,65 + 11,10 (44,37%)

2628,97 + 198,60 (66,07%)
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Os perfis de liberagdo da PTX podem ser observados na figura 19, que
representa a quantidade liberada (ug/cm?) em fungdo do tempo para cada uma das
amostras utilizadas ao longo de 24 horas de ensaio. Graficamente observou-se a
rapida liberagdo da PTX da solugdo em tampao até o momento em que se chega ao
platd e este € mantido até a ultima hora. Em relacdo a liberagao do farmaco do
veiculo microemulsionado, verificou-se que sua liberacao foi continua-crescente até

24h, nao havendo a formacéao de plato.

Figura 19 - Perfil de liberagdo da PTX (ug/cm2) em fungéo do tempo (h) a partir das formulagdes

envolvidas no estudo.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: Solugdo de PTX em tampao fosfato pH 7,4 (linha preta), PTX incorporada ao sistema

microemulsionado ME; (linha vermelha).

ApOs obter os valores da PTX liberada em relagcdo a area difusional, a
interpretacdo quantitativa desses dados foi realizada para a obtengdo do modelo
cinético que melhor relacionasse o mecanismo de liberagao do farmaco em fungao
da caracteristica da formulagédo proposta (ME). Andlises de regressao linear para os

dados de liberacdo da PTX apenas na ME, foram utilizadas para determinar a ordem
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de reacao que refletisse o melhor modelo cinético. Geralmente, a modelagem
matematica para perfis de liberagdo de farmacos a partir de microemulsées é pouco
conhecida (GRASSI et al., 2000), mas os principais modelos existentes foram
aplicados para os resultados da liberacdo in vitro, sendo estes de ordem zero,
pseudo primeira ordem ou Higuchi, e primeira ordem.

A Figura 20 mostra o grafico resultante da aplicacdo desses modelos
cinéticos aos dados obtidos pela liberacéo in vitro da PTX incorporada ao sistema
microemulsionado. As equacgdes da reta e os coeficientes de correlagéo linear (r)
obtidos ap6s o mecanismo de regressao linear de todos os modelos foram
apresentados na Tabela 8. O modelo que possuisse o maior valor de r foi o

selecionado como a ordem de liberagao para dar continuidade ao estudo.

Figura 20 — Perfil dos modelos cinéticos testados para a ME1-PTX em tampao fosfato pH 7,4.

MODELO DE ORDEM ZERO MODELO DE HIGUCHI

{ugfem
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QUANTIDADE LIBERADA
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TEMPO (h) TEMPO (vh)

log ugfem?

5 10 15 20 a5 30
TEMPO (h)
Fonte: Préprio autor.

Legenda: Os modelos cinéticos testados foram de Ordem Zero (ug/cm? x tempo), Higuchi (ug/cm? x
raiz do tempo) e Primeira Ordem ( log pg/cm? x tempo).
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Tabela 8 - Determinagao da ordem de liberagdo da PTX do sistema microemulsionado utilizando-se

como parametro o coeficiente de correlagao (r).

Modelos Coeficiente Ordem de
Amostra cinéticos Equacgoes da reta de correlagao liberagao
linear (r) escolhida
Ordem Zero y=107,82x + 436,52 0,9567
ME-PTX Higuchi y=537,92x + 84,118 0,9989 Higuchi
Primeira Ordem y=0,0432x + 2,7086 0,8023

A liberagéo da PTX da ME+ seguiu modelo cinético de Higuchi, como visto na
Tabela 8 pelo maior valor de r. De acordo com Higuchi, a observacdo de uma
relacdo linear entre a quantidade de farmaco liberada e a \t ocorre quando a difusdo
deste através da matriz do semissoélido constitui o passo limitante do processo e,
nestas circunstancias, qualquer outro parametro (ex. meio receptor, membrana) nao
tem uma acao 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 liberacdo 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 liberagao
modificada.

Esse modelo, baseado nas leis de Fick, descreve que a quantidade de
farmaco a ser liberada pelo veiculo é diretamente proporcional a raiz quadrada do
tempo, sugerindo que a liberagdo seja comandada por um mecanismo de difuséo,
onde a taxa de transferéncia da substancia por unidade de area seria proporcional
ao gradiente de concentracdo entre os dois lados da camada difusional (AUTON,
2005; DJEKIC et al., 2012), ou seja, é a diferenga inicial da concentragao do farmaco
entre os lados da membrana difusional que ira induzir a passagem do farmaco
através desta. Esse processo tendera a diminuir a concentragao do farmaco na fase
interna da ME, alterando dessa maneira, o equilibrio particional do mesmo, fazendo
com que haja a consequente transferéncia do farmaco para a fase externa, seguida
do rompimento da micela formada pelos tensoativos, deixando-os livre para agir

como promotores de permeacao (SIROTTI et al., 2002).
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Observado a ordem de reacdo da liberacdo da PTX do sistema
microemulsionado, houve a determinacdo matematica da velocidade de liberagcdo do
farmaco (fluxo — J), do lag time e do coeficiente de liberagdo (Kr) baseado no modelo
de cinética obedecido para a amostra, conforme demonstrado na Figura 22 e na
Tabela 9.

Figura 21 —Extrapolagao linear para calculo do lag time da liberacdo da PTX incorporada no sistema

microemulsionado
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Préprio autor.
Legenda: Linha de extrapolagdo da PTX incorporada ao sistema microemulsionado ME: . A linha
cheia representa a regressao linear dos 5 pontos selecionados a partir de 60 minutos e a linha

tracejada representa a extrapolacdo até o eixo x.

A boa linearidade observada para os pontos selecionados da curva da ME+-
PTX foi confirmada pelo coeficiente de correlagao linear igual a 1, sendo a garantia

de que a taxa de liberagao tendeu a ser constante a partir dos 60 minutos.
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Tabela 9 - Parametros cinéticos obtidos a partir da liberagao in vitro da PTX incorporada a ME.

Parametros cinéticos ME -PTX

Quantidade liberada apés 24h (ug/cm?) 2628,97 + 198,60

% Liberacgao final 66,07%
Modelo cinético Higuchi
Fluxo - J (ug/cm? \h) 582,37
Lag time (min) 3,18
Coeficiente de liberagao (Kr)(mg/cmz\/h). 58,23

Os resultados obtidos pela ME1-PTX merecem destaque. O valor de fluxo
obtido pelo farmaco contido no veiculo microemulsionado foi considerado satisfatério
para estudos in vitro. O lag time para a ME1 foi considerado baixo, levando pouco
tempo para alcancar uma velocidade constante de liberacéo e, o Kr demonstrou que
em cada raiz de tempo, 58,23 mg de PTX foi capaz de ser liberada em 1 cm? da
célula, sendo considerado também um resultado satisfatorio.

Apesar de o ensaio de liberacdo in vitro ser apenas um indicativo de
desempenho da ME1, ele foi considerado satisfatorio, indispensavel e esclarecedor
para tracar o perfil de influéncia que os componentes da ME, bem como a maneira
que esta foi estruturada, sdo capazes de influenciar na liberacdo da PTX em
membranas artificiais, agindo como um passo limitante. Este ensaio ndo garante
maior disponibilidade de farmaco para a superficie 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 permeacéo in vitro.

5.15 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE ME+-PTX UTILIZANDO O MODELO DE
EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

A atividade anti-inflamatéria de solugdes de PTX em modelo de inflamagéao
aguda induzida por carragenina foi avaliada por Abdel-Salam e colaboradores
(2003). O efeito sistémico desse farmaco foi verificado apdés a administracéo

intraperitoneal de solugbes de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg™' em ratos, que
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correspondem as doses normalmente utilizadas para o tratamento de desordens
circulatérias em humanos. No intuito de demonstrar reprodutibilidade dos efeitos
alcangados por estes autores e proporcionar uma comparagao entre 0s ensaios com
formulagdes diferentes, optou-se por realizar o modelo de edema de pata induzido
por carragenina para testar a atividade anti-inflamatéria da PTX que foi incorporada
a um sistema microemulsionado. Como substancia de referéncia escolheu-se as
solucdes de PTX e como substancia teste a formulacdo ME1-PTX nas doses topicas
calculadas a partir da Equacgéo 8, resultando em aplicagdes de 7,2 e 14,4 mg.kg™
posteriormente a conversao.

A injecdo subplantar de carragenina provocou um processo inflamatério,
perceptivel através dos fendbmenos de inchago e do eritema, apresentando um
aumento considerado tempo-dependente em relacdo ao volume da pata, onde o
maximo de edema alcangado foi em 4 horas apés a injegao.

A Figura 22 mostra o efeito de todos os tratamentos utilizados uma hora apos

a inducdo do edema de pata pela carragenina.

Figura 22 - Efeito anti-inflamatdrio da PTX em solug¢éo ou incorporada a sistemas microemulsionados

apos uma hora de inducédo do edema de pata pela carragenina.
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Fonte: Préprio autor.

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da inje¢do da carragenina e o volume
da pata foi medido uma hora apés a indugdo. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrédo de 6 animais por grupo. (a) - p< 0,05 e (b) — p< 0,01 em relagdo ao grupo controle
(Carragenina).
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Na primeira hora apds a injecdo 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 solugédo de PTX na dose de 36 mg.kg™' j&4 demonstrou um efeito
inibitério sob o edema de pata nesta primeira hora, com percentual de inibicado 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
concentragdo sO mostrou alguma atividade inibitéria na segunda hora apos a
indugdo com carragenina.

O tratamento com solugdo de PTX na dose de 72 mg.kg’' também
demonstrou efeito anti-inflamatério, com 51,42% (0,17 £ 0,05 mL) de inibicdo do
edema. Esta concentragdo segue o mesmo perfil de outros trabalhos, apresentando
efeito inibitorio ja na primeira hora, no entanto o percentual de inibigdo foi maior do
que o ja descrito na literatura (ABDEL-SALAM, 2003).

Os grupos tratados com ME1-branca e com ME+-PTX na dose de 7,2 mg.kg™"
nao apresentaram efeito inibitorio significativo sob o edema de pata na primeira hora
apos a indugao por carragenina. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de o
farmaco estar encapsulado em um nanocarreador, tendo a tendéncia de, portanto,
ser liberado gradativamente e de modo mais lento, se comparado com o farmaco
livre. Em ensaios de tratamentos ou periodos de incubagao curtos, o acumulo e o
efeito farmacoldgico do principio ativo nas camadas mais profundas da pele séo
ligeiramente adiados quando este encontra-se nanoencapsulado. Apds tratamentos
ou periodos de incubagao mais longos, o transporte do farmaco é aprimorado para o
ativo nanoencapsulado em comparagdo com o farmaco livre (GUTERRES et al.,
2007).

O aumento na quantidade de farmaco no sistema microemulsionado, ou seja,
o tratamento com ME1-PTX na dose de 14,4 mg.kg™, fez com que o inchago fosse
reduzido em 45,71% (0,19 £ 0,05 mL), sendo este valor de inibigdo proximo ao
encontrado nos animais que foram tratados apenas com a solucdo de PTX na dose
de 36 mg.kg', ndo possuindo diferengas estatisticas significativas entre si, ja
demonstrando algumas vantagens do sistema microemulsionado contendo PTX em
relagao ao tratamento sistémico.

A Figura 23 demonstra os resultados obtidos pelos tratamentos na segunda
hora apdés a indugdo do edema pela carragenina. O grupo tratado apenas pelo

agente flogistico obteve um aumento de volume na pata de 0,66 + 0,28 mL. Os
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tratamentos com as solugbes de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg™' promoveram
inibicdes significativas de 68,18% (0,21 + 0,12 mL) e de 78,78% (0,14 + 0,07 mL)
respectivamente, ratificando a atividade anti-inflamatéria na segunda hora vista na
literatura (ABDEL-SALAM, 2003), possuindo no entanto, percentuais inibitorios

maiores.

Figura 213 - Efeito anti-inflamatdrio da PTX em solu¢édo ou incorporada a sistemas

microemulsionados apés duas horas de indugédo do edema de pata pela carragenina.

1.04

g Il Carragenina 1%

: 0.8- B sclucéo-PTX 36 mg.Kg'
§ 0.6- B solucgo-PTX 72 mg.Kg!
4 . [ ME-Branca

S 04- T _‘:_ [ IME-PTX7,2 mg.Kg"

g c ) c [ IME+PTX14,4 mgKg'
§ 0.2+ I

< 0.0-

Tratamentos (2 horas)

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da inje¢do da carragenina e o volume
da pata foi medido duas horas apos a indugdo. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo de 6 animais por grupo. (a) - p< 0,05, (b) — p< 0,01 e (c) — p< 0,001 em relagdo ao grupo
controle (Carragenina).

Nesta etapa do ensaio, o grupo tratado com ME+-branca apresentou atividade
inibitoria significativa sobre o edema de pata, possuindo percentual de inibicdo de
42,42% (0,38 + 0,14 mL). Tal atividade pode ser atribuida a presencga da fase oleosa
formada pelos TACC que possuem a capacidade de modular aspectos
imunoldgicos/inflamatérios, sendo capazes de interferir em diversas etapas do
processo inflamatério, podendo promover um aumento na capacidade
antiedematogénica (HATANAKA & CURI, 2007, NABAS, 2009).

As ME:- PTX utilizadas nas doses de 7,2 e 14,4 mg.kg™' desenvolveram
atividade anti-inflamatoria significativa na segunda hora apds a injegdo subplantar
(Figura 23), possuindo percentuais de inibigdo 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 antiedematogénica
da MEs- PTX 14,4 mg.kg" foi semelhante a do grupo de referéncia na dose de 72
mg.kg', ndo possuindo diferengas estatisticas significativas entre si, destacando-se
a eficiéncia da ME proposta ja na segunda hora.

A Figura 24 mostra o resultado de todos os tratamentos trés horas

apods a indugado do edema de pata pela carragenina.

Figura 24 - Efeito anti-inflamatdrio da PTX em solugéo ou incorporada a sistemas microemulsionados

apos trés horas de indugdo do edema de pata pela carragenina.

—_ 1.2-
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< 0.0

Tratamentos (3 horas)

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da inje¢do da carragenina e o volume
da pata foi medido trés horas apds a indugédo. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrédo de 6 animais por grupo. (¢) — p< 0,001 em relagdo ao grupo controle (Carragenina), (d) - p <
0,01 comparado ao grupo Solugdo-PTX 36 mg.kg™, (f) - p < 0,05 comparado ao grupo Solugéo-PTX
72 mg.kg™', (h) - p < 0,001 comparado ao grupo Solugdo-PTX 72 mg.kg™, (i) -p < 0,05 comparado ao
grupo ME+-branca, (j) - p < 0,001 comparado ao grupo ME+-branca, (I) - p < 0,01 comparado ao grupo
ME+-PTX 7,2 mg.kg™.

Trés horas apdés a indugdo do edema de pata (Figura 24), o grupo
correspondente a Carr obteve um aumento de volume de 0,81 £ 0,07 mL. As
solugbes de PTX nas doses de 36 e 72 mg.kg™"' continuaram a exercer seu efeito
anti-inflamatério, resultando em percentuais de inibicdo 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 ME+-branca inibiu o edema em 19,75% (0,65 + 0,11 mL). A ME+-

PTX na dose de 7,2 mg.kg™" apresentou efeito inibitério 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™ continuou
apresentando atividade antiedematogénica com inibicédo de 82,71% (0,14 + 0,03 mL)
da inflamacéao.

Um fato a se destacar é que, a partir dessa terceira hora de tratamento,
passou a existir diferengas estatisticas significativas entre o grupo tratado
intraperitonealmente com solugdo de PTX na dose de 36 mg.kg™' e o grupo tratado
topicamente com ME+1-PTX a 14,4 mg.kg™!, demonstrando que, em um intervalo de
tratamento mais amplo, esta formulagdo mostrou-se com atividade anti-inflamatoéria
superior. Entre os tratamentos com o sistema microemulsionado proposto também
houve diferencas significativas ao longo dessa terceira hora, sugerindo que a
atividade anti-inflamatéria da PTX incorporada a ME possa ter uma linearidade de
efeitos com relacdo a dose.

Um fendmeno que provavelmente ocorreu nesta fase do ensaio foi o0 edema
do grupo Carr (A) nao ter tido uma variagdo de aumento de volume tao expressiva
quando comparado aos provocados nas primeiras duas horas apos a indugcdo do
edema, ou seja, houve o aumento do edema neste grupo, porém nao aconteceu de
maneira tao significativa quanto o esperado para uma inflamagao que se comporte
de maneira crescente e continua. Os demais grupos continuaram mantendo
similaridades quanto a variacdo nos aumentos dos volumes e quanto as suas
atividades anti-inflamatérias. No entanto, esse fato fez com que o percentual de
inibicdo dos grupos fosse considerado relativamente menor do que na segunda
hora.

A Figura 25 demonstra os resultados obtidos pelos tratamentos na quarta
hora apds a indugéo do edema pela carragenina. O grupo Carr obteve um aumento
de volume na pata de 1,075 = 0,21 mL. Os tratamentos com as solu¢des de PTX nas
doses de 36 e 72 mg.kg™' promoveram inibicdes significativas de 59,06% (0,44 +
0,06 mL) e de 73,95% (0,28 £ 0,05 mL), respectivamente, confirmando a atividade
anti-inflamatéria deste farmaco em todas as horas de observagcdo do evento
inflamatorio escolhido, ratificando os resultados de Abdel-Salam e colaboradores
(2003).



103

Figura 25 - Efeito anti-inflamatério da PTX em solug¢éo ou incorporada a sistemas microemulsionados

apos quatro horas de inducao do edema de pata pela carragenina.
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Tratamentos (4 horas)

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Todos os tratamentos foram feitos 30 minutos antes da inje¢do da carragenina e o volume
da pata foi medido quatro horas apés a indugao. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrédo de 6 animais por grupo. (c) - p < 0,001 comparado ao grupo controle (Carragenina), (e) - p <
0,001 comparado ao grupo Solugéo-PTX 36 mg.kg™, (g) - p < 0,01 comparado ao grupo Solugéo-PTX
72 mg.kg™, (j) - p < 0,001 comparado ao grupo MEs-branca, (k) - p < 0,05 comparado ao grupo ME:-
PTX 7,2 mg.kg™.

Em mais uma etapa, o grupo tratado com a ME+-branca apresentou atividade
inibitoria 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™"' e de 14,4 mg.kg™' obtiveram resultados considerados
relevantes para a pesquisa, uma vez que apos quatro horas da sua aplicagao a pata,
estas formulagdes desempenharam atividade antiedematogénica significativa,
gerando percentuais de inibigdo 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™' apresentou efeito praticamente
semelhante ao desenvolvido pelo grupo de referéncia na dose de 72 mg.kg™' apds 4
horas de ensaio, ja que n&do houve diferengas estatisticas significativas entre os
referidos grupos, demonstrando que, mesmo com uma dose 10 vezes menor, 0
sistema microemulsionado proposto promoveu um desempenho anti-inflamatdério tao

expressivo quanto a solucao referéncia. Vale salientar que a fase oleosa escolhida
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para o sistema microemulsionado possivelmente atuou como agente sinérgico na
atividade antiedematogénica da formulacgao.

Nesta quarta hora de ensaio evidenciou-se também que o grupo ME1- PTX na
dose de 14,4 mg.kg™' obteve ndo sé um percentual inibitorio da inflamagao superior a
do grupo referéncia na dose de 36 mg.kg™?', como também apresentou uma
significativa diferenca estatistica entre esses grupos demonstrando que, com uma
dose 2,5 vezes menor, o sistema microemulsionado proporcionou uma atividade
anti-inflamatéria superior ao tratamento intraperitoneal, evidenciando, dessa
maneira, a vantagem em dar prosseguimento ao estudo do sistema proposto.

Este melhor desempenho das formulagdes microemulsionadas sobre os
demais tratamentos pdde ser confirmado também através da analise histolégica das
patas dos animais apds quatro horas de submissdo aos varios tratamentos. Nas
Figuras 26 e 27, péde ser observado no grupo tratado apenas com o agente
flogistico (A), a presenga de um quadro inflamatério agudo tanto na derme, devido a
presenca de extenso infiltrado inflamatério composto principalmente de leucdcitos
polimorfonucleares que se distribuem de maneira aleatéria ou pericapilar, quanto na
epiderme, verificado através de seu espessamento celular. Dessa maneira, o
modelo de indugdo de edema de pata pela carragenina pode ser mais uma vez
confirmado como maneira adequada para simulagédo de um processo inflamatério
agudo.

Nas Figuras 26 e 27, confirmou-se que o grupo tratado com solugéo de PTX
na dose de 36 mg.kg' (B) foi capaz de reduzir a injuria tissular causada pela
carragenina, no entanto, o grupo tratado com a dose de 72 mg.kg" (C) foi capaz de
promover uma melhor atividade anti-inflamatéria, reduzindo ainda mais o infiltrado
celular e o aspecto edemaciado do tecido. O grupo tratado com ME+-Branca (D -
Figuras 26 e 27), demonstrou promover certa redugao nos aspectos inflamatorios,
acarretando em menor numero de leucécitos polimorfonucleares para o local da
inducdo do edema. Este fendbmeno, conforme explicagdo anterior, deveu-se
provavelmente a presenca da fase oleosa da microemulsdo, que possui capacidade
modulatéria diante de processos imunolégicos (NABAS, 2009).

No grupo que recebeu a ME1-PTX na dose de 7,2 mg.kg™" (E), foi ratificado
que seu efeito foi semelhante ao desempenhado pelo grupo C, pois o aspecto
tissular foi praticamente o mesmo, com a presenca de pouco infiltrado celular e

reduzido edema epidermal. O resultado satisfatério do grupo tratado com ME1-PTX
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na dose de 14,4 mg.kg’' (F) pdde ser confirmado através da notoria inibicdo do
aspecto inflamatorio, ou seja, esta formulagdo desempenhou melhor atividade que a
solugdo de PTX 36 mg.kg™! e uma inibigdo relativamente igual ao grupo tratado com
solugéo de PTX 72 mg.kg™, pois no grupo F a presenga de infiltrados inflamatérios é

praticamente minima, confirmando seu eficiéncia.
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Figura 26 - Analise histoldgica da pele retirada das patas dos animais submetidos aos tratamentos com PTX em solugdo ou incorporada ao sistema

microemulsionado quatro horas apds a indugdo do edema por carragenina. Magnitude: 10x.

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Em A, pele do grupo submetido apenas a injecdo de carragenina com a presenca de edema e intensa migracao de leucdécitos polimorfonucleares.
Em B, pele tratada com solugéo de PTX (36 mg.kg™') e em C, com solugdo de PTX (72 mg.kg™") apresentando redugdo da injuria tissular causada pela
carragenina. Em D, pele tratada com ME1-branca com discreta redugéo nos aspectos inflamatérios. Em E, pele tratada com ME+-PTX (7,2 mg.kg™") e em F,

ME+-PTX (14,4 mg.kg™") apresentando significativa redugao no aspecto edemaciado do tecido e na presenga do infiltrado celular.
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Figura 27 - Analise histoldgica da pele retirada das patas dos animais submetidos aos tratamentos com PTX em solugdo ou incorporada ao sistema

microemulsionado quatro horas apds a indugdo do edema por carragenina. Magnitude: 40x.

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Em A, pele do grupo submetido apenas a inje¢do de carragenina com a presenca de edema e intensa migragao de leucdcitos polimorfonucleares.
Em B, pele tratada com solugdo de PTX (36 mg.kg™') e em C, com solugdo de PTX (72 mg.kg') apresentando redugdo da injuria tissular causada pela
carragenina. Em D, pele tratada com ME+-branca com discreta redugéo nos aspectos inflamatérios. Em E, pele tratada com ME+-PTX (7,2 mg.kg™") e em F,
ME+-PTX (14,4 mg.kg™") apresentando significativa redugdo no aspecto edemaciado do tecido e na presenga do infiltrado celular. * Fenénemos de infiltrado

celular ou edema local.
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Geralmente os sistemas microemulsionados para uso topico demonstram
permitir uma melhor permeacao do farmaco no local de acdo quando comparados
aos tratamentos convencionais devido a varios mecanismos que os tornam
promissores para esta via de aplicacdo. Um destes mecanismos € o fato desses
sistemas possuirem tensoativos em sua composicdo, que permitem a interagao
direta com o estrato cérneo da pele, fazendo com que a permeabilidade aos
farmacos seja facilitada. Os tensoativos iriam difundir-se pela superficie da pele e
atuariam como promotores de permeacao, rompendo a estrutura lipidica organizada
do estrato corneo e melhorando a difusdo do farmaco para a pele (SILVA et al.,
2010). Um segundo mecanismo envolve modificacbes na atividade termodinédmica
do farmaco culminando no aumento do coeficiente de particdo entre a pele e o
veiculo, fazendo com que se tenha uma melhor permeacgao; o ultimo mecanismo
envolve a hidratagdo do estrato cérneo da pele, pois este possui efeito significativo
sobre a penetragao do farmaco (PATEL et al., 2013; SAHOO et al., 2014).

Dessa maneira, observou-se ao final do ensaio de edema de pata que a ME:-
PTX representou a melhor opgédo para o tratamento de afegbes dermatoldgicas,
tendo em vista que, em doses de 2,5 a 10 vezes menores, foi capaz de
desempenhar atividades anti-inflamatérias iguais ou superiores aos tratamentos
sistémicos utilizando o farmaco livre em solugéo, sugerindo que houve, ao longo do
tempo, uma maior quantidade de PTX disponivel para o local inflamado gragas aos
mecanismos facilitadores de permeacao ja citados.

Este fato também é corroborado através da sugestdo do perfil de liberagao
obtido (Sec&o 5.14), em que a liberagdo da PTX contida na ME é continua-crescente
e, portanto, a quantidade de farmaco presente na pata foi aumentada com o passar
das horas, gerando o pico de inibigdo na quarta hora do ensaio inflamatério. Além
destes motivos, a ME1-PTX aplicada topicamente tornou-se superior por ndo ser
susceptivel ao metabolismo de primeira passagem, por possivelmente promover a
minimizac&o de alguns efeitos colaterais, por ser um método nao invasivo e indolor,
fatos que promovem uma melhor adesdo do paciente ao tratamento e por ser de
facil aplicagdo, ndo necessitando de auxilio de profissionais especializados
(BORTOLON et al., 2008; BADRAN et al., 2009). Logo, a incorporagdo de PTX em
um sistema microemulsionado mostrou-se como uma possivel alternativa para o
combate de doencas dermatolégicas em pacientes que as tenham de maneira

esporadica ou crénica.
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*Conclusoes*
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6 CONCLUSOES

Apods a analise dos resultados, permitiu-se concluir que:

-+ O diagrama de fases pseudoternario se mostrou um método simples,
reprodutivel e util para a escolha do ponto que continha as melhores
proporcdes entre os componentes utilizados para a formagao do sistema

microemulsionado;

+ A incorporagao da PTX no sistema microemulsionado através da técnica de
emulsificagdo por ultrassom (sonicagdo), mostrou-se eficaz, pois permitiu a

formagao de um sistema homogéneo, limpido e transparente;

- A analise de microscopia de luz polarizada e a determinagcdo do indice de

refracdo confirmaram o carater isotropico da ME proposta;

- A ME selecionada mostrou estabilidade adequada diante de estresses

térmicos;

+  Os resultados da analise térmica, via calorimetria exploratoria diferencial,
associado aos resultados de condutividade elétrica foram testes simples,
rapidos e uteis para a elucidacdo do tipo de microestrutura presente no

sistema proposto, sendo este do tipo A/O;

- A microscopia eletronica de transmissao foi uma ferramenta essencial para a
visualizacdo da ultraestrutura da formulagdo proposta, confirmando a

morfologia de goticulas caracteristicas de uma ME;

- O pH da formulacéo proposta enquadrou-se dentro da faixa de pH étimo para

permitir o uso por via topica;

- O método analitico espectrofotométrico desenvolvido e validado demonstrou
ser seletivo, linear, preciso, exato e robusto para a analise do teor de PTX

presente no sistema microemulsionado;

+ O ensaio de eficiéncia de encapsulagao juntamente com a analise de difragao

de raios X demonstrou que a taxa de PTX incorporada a ME foi satisfatéria;
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O mecanismo cinético que envolveu a liberagéo 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
liberagao (Kr) satisfatorios e adequados para dar prosseguimento aos ensaios

de permeacao in vitro;

A ME+-PTX demostrou possuir atividade anti-inflamatéria em todas as etapas
do modelo de inflamagdo desenvolvido. Sendo esta atividade mais
proeminente a partir da terceira hora de ensaio, chegando a ser igual ou

superior a atividade de solugcdes de PTX.

Deve-se ressaltar a relevancia desse trabalho para a area da nanotecnologia
farmacéutica pelo ineditismo da formulagdo proposta contendo a PTX,
demonstrando  apresentar  caracteristicas  fisico-quimicas, estruturais e
farmacologicas satisfatorias para dar continuidade a estudos que visem otimizar e
valorizar a formulagcdo para que esta possa ser veiculada de maneira tdpica,

oferecendo mais uma alternativa para o tratamento de doencgas dermatolégicas.
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8 APENDICE A - DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA
ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-
VIS) PARA QUANTIFICAGAO DA PENTOXIFILINA EM COMPARTIMENTO
RECEPTOR DE CELULA DE FRANZ

O meio escolhido para fazer parte dos ensaios de liberagdo in vitro da PTX
preenchendo o compartimento receptor do aparato de Franz foi o tamp&o (0,1 mol/L)
pH 7,4, devido a alta solubilidade da PTX nessa solugéo (89,80 mg/mL) e sua ampla
utilizacdo nesse tipo de ensaio in vitro. Diante disso, necessitou-se validar uma
metodologia analitica espectrofotomética que utilizasse este meio para poder
quantificar a possivel PTX liberada pela ME no compartimento receptor. Todo o
método foi desenvolvido no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LABDEM), utilizando o espectrofotdometro modelo Lambda 750, UV-
Vis, NIR, PerkinElmer — Brasil e o espectrofotdbmetro UV-Vis 1240, Shimadzu —
Japao.

O método foi validado conforme as indicagbdes contidas na RE n°® 899, de 29
de maio de 2003, ja citada previamente, englobando os parametros de linearidade,
precisdo, exatidao e robustez.

O método analitico desenvolvido apresentou linearidade em uma faixa de 4 a
28 pyg/mL. A curva analitica desenvolvida (Figura 29) possuiu a seguinte equacao da
reta y= 0,0369x + 0,0018, obtida pelo método dos minimos quadrados,
apresentando um coeficiente de correlagao (r) igual a 0,9993. Este resultado
demonstrou a proporcionalidade direta que existiu entre a absorbéncia e as
diferentes concentragdes propostas, estando o r (0,9993) dentro do critério exigido
pela ANVISA.



Figura 228 — Curva analitica obtida a partir de solu¢des de PTX em tampao fosfato pH 7,4 nas

concentragdes de 4 a 28 ug/mL para determinagéo do parametro linearidade.
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Fonte: Préprio autor.

Avaliou-se a precisao em relagao a repetibilidade e a precisdo intermediaria
(preciséo intercorrida). A Tabela 10 apresenta os dados obtidos para a preciséo e
demonstra que a reprodutibilidade do método foi alcangada pelo grau de
concordancia entre os resultados das medi¢cdes das amostras efetuadas em dias
alternados e por analistas distintos, dessa forma, o paradmetro precisdo encontrou-se
dentro do limite estabelecido pela ANVISA (< 5%)., corroborando a ideia de que o

método analitico desenvolvido foi preciso.

Tabela 10 - Determinagédo do parametro precisao repetibilidade e preciséo intercorrida (n=6) para

validagdo do método espectrofotométrico utilizando tampéo fosfato pH 7,4.

Concentragdo Concentragao

Analistas Dia tedrica real (ug.mL™")  Precisédo (%)
(ug.mL™") Média * DP
1 16,0 16,07 £ 0,016 2,626
Analista 1
2 16,0 15,58 + 0,016 2,825
1 16,0 15,48 + 0,007 1,272
Analista 2

2 16,0 15,38 + 0,006 0,969




A Tabela 11 mostra o valor da exatidao determinada a partir da leitura de 9
amostras em 3 niveis de concentracdo diferentes, sendo a triplicata de
concentragdes no nivel baixo (8 ug/mL), no nivel médio (16 ug/mL) e no nivel alto
(24 pg/mL). A partir dos valores obtidos e do calculo do parametro exatidao através
da Equacdo 2, pbde-se perceber a intima correlacdo entre as concentracdes
tedricas e as concentracbes que foram obtidas por meio do método utilizado,

indicando que este foi considerado exato.

Tabela 11 - Determinagédo do parametro exatidao (n=3) para validagdo do método espectrofotométrico
utilizando tampéao fosfato pH 7,4.

Concentragao real

Concentragao
Nivel ] (ug.mL"") Média * CV(%) Exatidao (%)
teérica (ug.mL™")
DP
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 parametro robustez pdde ser visto através dos dados contidos na Tabela
12, onde as alteragdes realizadas foram as mudangas no solvente (etanol e tampao)
e no modelo do equipamento espectrofotométrico (UV Mini 1240, Shimadzu e
Lambda 750, PerkinElmer, Brasil).

Tabela 12 - Determinagdo do parametro robustez (n=3) para validagdo do método
espectrofotométrico utilizando tampéao fosfato pH 7,4.

Concentragao Concentragao

Modificagao tedrica real (ug.mL™")  Precisao (%) Exatidao (%)
(ug.mL™") Média * DP
Etanol 16,0 15,26 + 0,008 1,485 95,37
Solvente
Tampao 16,0 16,14 + 0,007 1,161 100,85
Espectro 1 16,0 16,14 + 0,007 1,161 100,85

Equipamento
Espectro 2 16,0 15,86 + 0,013 2,228 99,15




O método analitico desenvolvido possuiu uma robustez intrinseca, pois ao
analisar as amostras em diferentes condicdes, os resultados mantiveram-se dentro
das especificagdes exigidas pela RE n° 899/03.

Dessa maneira, o método espectrofotométrico desenvolvido foi validado e
considerado seletivo, especifico, linear, preciso, exato e robusto, sendo adequada
sua utilizacdo nos ensaios de liberacdo in vitro da PTX para o intuito de
quantificacdo desse farmaco no compartimento receptor das células do aparato de

Franz.
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9 ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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