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Resumo

O lapachol ¢ uma naftoquinona extraida de varias espécies de arvores da familia
Bignoniaceae, nos representantes dos géneros Tecoma e Tabebuia, que apresenta como
acoes farmacologicas, dentre outras: a atividade antimalarica, antitumoral, antimicrobiana,
antiviral, analgésica e antiinflamatoria. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
formulacdo dermofarmacéutica do tipo emulgel, utilizando o lapachol como principio ativo
devido a sua acdo antiinflamatoria e analgésica e comparar esta formulacdo com um gel
anteriormente desenvolvido no mesmo laboratorio. Primeiramente foi feita uma
caracterizacdo fisico-quimica da droga através de analise calorimétrica para avaliacdo da
pureza. A partir dos resultados obtidos partiu-se para a formulacdo de um emulgel a base de
lapachol, no qual foram utilizadas diferentes concentra¢des diferentes de lapachol e de
sistema solvente (20% e 40% de glicerina: etanol — 70:30) assim como modifica¢des na
fase emulsificante.

A caracterizacdo térmica dos excipientes e formulagdes, como um dos primeiros
parametros no estudo de estabilidade, foi realizada. A compatibilidade droga-excipientes de
lapachol foi feita por analise das misturas bindrias, preparadas nas mesmas proporgoes das
formulagdes, por DSC acoplado a sistema fotovisual. Foram realizados curvas de DSC
também das formulagdes e placebos. Os resultados mostraram que apenas o alcool
cetoestearilico apresentou modificagdo do comportamento térmico do lapachol
caracterizando uma incompatibilidade do lapachol com o alcool cetoestearilico.

Desta forma, partiu-se para um estudo de liberagéio do farmaco a partir das bases estudadas,
utilizando células de Franz e membranas sintéticas de mistura de ésteres de celulose, onde,
primeiramente, foram avaliadas algumas caracteristicas fisico-quimicas do lapachol que
tornaram viavel o estudo, assim como coeficiente de parti¢do octanol/ tampao pH 7,0 ¢ um
estudo de solubilidade do farmaco em solugdes de tampdo de fosfatos pH 7,0. Assim a
droga foi entdo incorporada nas duas bases anteriormente citadas, em concentragdes
diferentes (0,4% e 0,3%) e um gel anteriormente desenvolvido em nosso laboratério. Os
perfis de liberagdo foram avaliados e otimizados através de um estudo de permeagdo, onde
foi confirmada a capacidade permeante do farmaco nas preparacdes estudadas, sendo
observado que a base contendo monoestearato de glicerila, apresentou permeacéo superior

4 primeira nas concentragdes estudadas. Assim, esta base foi comparada ao gel através de



um ensaio de permeagdo utilizando pele de orelha de porco, onde foi visto que a
permeacdo do farmaco foi bastante superior no gel. Ao final do experimento, foi realizado
um estudo de retengdo cutanea, onde observou-se que a quantidade de farmaco retida no
estrato corneo e restante do tecido (epiderme sem EC e derme), viabiliza sua utiliza¢do

como produto de agdo topica.



Abstract

Lapachol is a naphthoquinone that can be isolated from the lapacho tree (Tabebuia
avellanedae), a member of the catalpa family (Bignoniaceae). Researchers have found that
this compound has promising antimicrobial, antimalarial, anticancer, antiviral, analgesic
and antiinflammatory properties.

The aim of this work was to develop an emulgel dermopharmaceutical formulation, using
lapachol as active, mainly due to its antiinflammatory and analgesic effects. First of all, the
physico-chemical characterization of the drug through the thermal analysis assays were
performed to access the purity level of the compound. After the careful analysis of the
obtained data, we selected an emulgel formulation in which different concentrations of
lapachol and solvent system (20% and 40% of glycerin: ethanol — 70:30) as well as
different emulsifying agent was evaluated.

The thermal analysis was used to evaluate the stability of the excipients and formulations.
The drug-excipient compatibility of lapachol was performed using DSC coupled to the
photo visual system, by analyzing the binary mixtures prepared at the same formulation
proportions. The DSC curves of the formulations e placebos were also performed. The
results showed that only the cetostearyl alcohol presented changes in the thermal behavior
of lapachol stating the incompatibility between lapachol and cetostearyl alcohol.

After that, the lapachol release assay was performed, using Franz cells and synthetic
membranes based in cellulose ester mixtures in which, some physico-chemical
characteristics of lapachol were evaluated, such as the partition coefficient n-octanol /
buffer pH 7,0 as well as the solubility of the drug in phosphate buffer pH 7,0. Then the drug
was incorporated in the two bases studied using different concentrations (0,4% e 0,3%) and
in one gel developed previously in our laboratory. The release profiles were performed and
optimized through the permeation study, where the permeating capacity of the drug in the
studied formulations was confirmed. The base containing glyceryl monostearate presented
higher permeation at the studied concentrations, so this base was compared to the gel
through the permeation assay using pig ear skin an the gel showed superior permeation.

At the end of the study, the assay of cutaneous retention was performed. In this study we

can observe that the amount of drug retained at the corneous extract and at the remained



tissue (epidermis without CE and dermis), made it possible the utilization as a topic use

product.



...O mestre,

Fazei que eu procure mais:
Consolar que ser consolado,
Compreender que ser compreendido,
Amar que ser amado,

Pois ¢ dando que se recebe
E perdoando que se ¢ perdoado

E ¢ morrendo que se vive para a vida eterna...

Francisco de Assis



Introducio

A inflamag@o ¢é considerada como uma resposta de defesa do organismo, geralmente
localizada, transitoria e auto-limitada. Os sinais classicos de um processo inflamatorio
agudo sdo : rubor, tumor, calor, dor e perda da fungdo; ja o processo cronico, além da
dura¢do por um periodo indeterminado, ndo apresenta um padrdo tdo estereotipado,
variando de acordo com os tipos de mediadores celulares ¢ humorais envolvidos. Dessa
forma, uma variedade de substancias, os mediadores da inflamacdo que podem ser de
origem plasmatica (sistema de coagulagdo, sistema das cininas e sistema de complemento )
ou de origem celular (aminas vasoativas, fator de ativacao plaquetaria (PAF), eicosandides,
citocinas, radicais livres superoxidos, oxido nitrico e neuropeptideos), sdo formados e
liberados concomitantemente ou sequencialmente no local da inflamagao (SESTER et al,
1997; FLORIO & TASAKA, 2000).

Dentre os antiinflamatdrios usados para este fim, os classificados como nao-
esteroidais tem despertado interesse crescente nos Ultimos anos, podendo ser administrados
por via oral ou por via topica. Estes terdo como funcdo aliviar a dor, reduzir o edema e
diminuir o tempo para o retorno das fungdes normais. O prototipo desta classe de
antiinflamatorios ndo-esteroidais € a aspirina. Esses compostos atuam por inibicdo da
biossintese das prostaglandinas, inibindo a acdo das enzimas ciclo-oxigenase (COX) de
origem constitucional (COX-1) e induzida (COX-2), que degradam o acido araquiddnico.
Os antiinflamatérios topicos sdo muito usados tanto como alternativa, como complemento
de outras vias, e encontram-se nas formas: gel, emulsdo, emulgel ou spray, sendo o
diclofenaco topico bastante procurado para esta finalidade. A quantidade de diclofenaco
absorvida através da pele € proporcional ao tempo de contato e a area da pele coberta e
depende da dose topica total e da hidratagio da pele (GOODMAN et al., 1996;
www.novartis.com.br).

O lapachol [2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)-1,4] ¢ uma naftoquinona que possui
atividade antiviral, antimicrobiana, antiinflamatoria e principalmente anticancerigena. Nos
estudos clinicos descritos na literatura, seja utilizando pacientes portadores de cervicites e

cérvico-vaginites cronicas (WANICK et al.,1970) ou utilizando pacientes portadores de



bursite, otite, tendinite e sinusite (CORREIA et al., 1988), a atividade antiiflamatoria da
droga ¢é ressaltada.

Neste mesmo contexto, um estudo preliminar de desenvolvimento galénico e
difusdo in vitro do lapachol incorporados na forma farmacéutica gel realizado por SANTOS
et al. (1991) e posteriormente por SESTER et al. (1997), demonstrou a viabilidade da
incorporacdo do lapachol em formas tdpicas.

A administracdo topica é conhecida como uma via alternativa da administragdo oral
de ativos medicamentosos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de
primeira passagem (GUY & HADGRAFT, 1985; GWAK & CHUN, 2002 ). A habilidade
de um farmaco presente em formulagdes topicas permear a pele depende da capacidade de
libertacdo da droga deste veiculo para a pele, e da difusdo por esta barreira para seu sitio de
acdo. Sdo poucos os compostos de interesse terapéutico que possuem propriedades fisico-
quimicas adequadas para penetrarem rapidamente a epiderme viavel e principalmente o
extrato corneo constituido por células ricas em queratina envolvidas em multiplas camadas
lipidicas que representam a principal barreira a permeagdo (YOKOMIZO, 1996; SHOKRI
et al., 2001). Neste trabalho, pretende-se desenvolver uma formulagdo dermofarmacéutica
do tipo emulgel, utilizando o lapachol como principio ativo devido a sua agdo
antiinflamatoria e analgésica e comparar o perfil cinético de liberagdo com o gel de

lapachol ja formulado.



LAPACHOL:

¢ Aspectos Gerais

O lapachol é uma 2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)-1,4 naftoquinona que possui
acdo antimicrobiana, antimalarica, antiinflamatoria, além de possuir atividade
antineoplasica e potencial terapéutico na Doenga de Chagas (ALMEIDA et al., 1999).

a

N FORMULA: CpHyO;
O‘ MOL. WEIGHT: 242,26
Cad [a4-19-7]
a

Figura 1: Estrutura Quimica do Lapachol.

Foi primeiramente evidenciado no cerne do pau d’arco roxo, Tabebuia sp., por
Gongalves de Lima e colaboradores (1956), que observaram a existéncia de um composto
de coloracdo amarela com atividade antimicrobiana, principalmente para o género Brucella.
Sua presenga foi constatada posteriormente também em varias outras espécies e diferentes
familias.

A forma de extragdo da droga mais empregada foi descrita por Paterno: que a partir
de 1Kg de serragem do cerne do ‘Pau d"Arco’ obteve 80g de lapachol puro cristalizado
(HOOKER, 1892).

O lapachol tem a forma de cristais prismaticos, ou folhas amarelas, de peso
molecular 242,26, sendo sua formula quimica C;sH;40s3, com ponto de fusdo 139,5 —
140,2°C. A absor¢do maxima no Ultravioleta ocorre em 251,5; 278 ¢ 331nm: Log ¢ 4,38,
4,28 e 3,43 respectivamente (THE MERK INDEX, 1996). E bastante solavel em acetona,
etanol, metanol, cloroféormio, benzeno e acido acético; soltivel em éter etilico; insoltvel em
agua a frio, sendo ligeiramente soluvel em agua em ebulicdo, promovendo uma coloragéo
alaranjada. A solubilidade em agua é marcadamente influenciada pelo pH, variando de
1,5ug/mL a pH 4,0 para Smg/mL a pH 10,0, demonstrando comportamento tipico de uma
substancia ionizavel fracamente acida. (LUI et al., 1985).

A substancia dissolve-se prontamente em solucdes alcalinas; na presenga de
hidroxido de sdédio, forma um sal sodico que confere as solugdes aquosas uma coloracao

vermelha brilhante. Esta forma é extremamente ativa como corante (LIMA et al., 1956).



LUI et al. (1985) determinaram a solubilidade deste farmaco em alguns solventes a
25°C: agua a pH 5.0 - 0.002mg/mL, agua a pH 8.0 - 1.1 mg/ mL, etanol - 16.0mg/mL,
glicerol - 0.06mg/mL, PEG 400 - 31.0mg/mL, propilenoglicol - 4.4mg/mL, 6leo de soja -
6.9mg/mL.

Os mesmos pesquisadores demonstraram haver uma relagdo matematica entre a
concentracdo da mistura binaria de solventes e a solubilidade do lapachol, através da
equagdo semilogaritimica de Hildebrand-Scott : Log y = Log a + bx; onde y = concentragéo
de droga na solugdo, a = concentracdo da droga quando o solvente € apenas a agua; b =
inclinagdo da reta que indica o grau de solubilidade do lapachol no solvente, x =
concentragdo do solvente em agua .

TABELA 1 - Parametros de Solubilidade Hildebrand-Scott do Lapachol por Mistura de

Sistemas de Solventes a 25°C.

Sistema de solvente (a)+ (b) i
PEG 40/agua 1,0 0,10 1,0
Etanol/agua 7,6 0,08 0,99
Propilenoglicol/agua 0,7 0,09 1,0
Glicerol/ Tampdo pH 7.4 205,0 0,02 1,0

+ representa solubilidade em agua (variavel de acordo com pH)

* coeficiente de correlagdo

Neste mesmo trabalho foi determinada a estabilidade das solugdes de Lapachol em
PEG 400, PEG 400/agua (50:50), propilenoglicol, propilenoglicol/agua (50:50), etanol,
etanol/agua (50:50), glicerol, glicerol/agua (50:50), tampao pH 7,4, no escuro sob
refrigeracdo, a temperatura ambiente (25°C) sem protegdo e com protecao da luz, todos por
um periodo de 48 e 164 horas. As solugdes que apresentaram instabilidade foram as
solugdes aquosas ndo tamponadas e solugdes ndo aquosas quando expostas a luz. O

coeficiente de parti¢do octanol/agua é descrito como sendo 2,69 (log P).



¢ Farmacologia do Lapachol

O Lapachol possui absor¢do rapida através do trato gastrintestinal apos
administragdo oral em ratos com tumor de Walker 256 ¢ distribui-se por todos os tecidos,
exceto o cerebral e células sangiiineas. E rapidamente metabolizado e parcialmente
transformado em B-Lapachona. Quando administrado por via intra-venosa em
camundongos e cles, na dose de 40mg/Kg, apresenta tempo de meia-vida (t'%) de
respectivamente, 33 e 75minutos. A excrecdo ¢ prioritariamente pelas fezes e apresenta
baixa toxicidade, verificando-se apenas em alguns pacientes efeitos como anorexia,
nauseas, raramente vomitos ¢ um aumento do tempo de protrombina. A administragdo de
doses de 100mg/Kg proporcionou uma grande incidéncia de agfo blastocistica-antizigdtica
e uma atividade abortiva, levando a malformacdes (NAYAK et al., 1968; SESTER et al.,
1997).

Em estudos sobre sua farmacodindmica, aproveitando-se de modelos propostos em
1961 e 1962, respectivamente por Smith & Lester (1961) e Redfearm & Whitaker (1962),
Santana e colaboradores propuseram que o Lapachol tem mecanismo de acdo semelhante a
outras quinonas (benzoquinonas) como inibidor da oxidacdo e fosforilagdo mitocondriais e
inibidor da oxidase succinica. (SANTANA ef al., 1968)

A atividade antibidtica ¢ estudada desde 1956, onde foi verificada uma importante
seletividade contra microrganismos Gram-positivos e acido-resistentes e uma acdo fraca
contra Gram-negativos com exce¢do do género Brucella (LIMA et al., 1956).

Na dose de 100mg/Kg, o Lapachol apresentou inibicdo de 82% e 50%,
respectivamente, no sarcoma de Yoshida e carcinosarcoma de Walker 256 em animais de
laboratdrio. Em ensaios clinicos em humanos portadores de neoplasias malignas observou-
se regressao do volume tumoral e diminuicao e até desaparecimento das dores produzidas
pelo tumor. Devido a esta propriedade e sua baixa toxicidade por via oral, admite-se que o
composto pode ser empregado sozinho ou associados a outros antineoplasicos (BLOCK,
1974).

O lapachol apresentou acdo antiedematogénica em animais de laboratorio de 76% a
85% para doses de 100 a 500mg/Kg por via oral, 4 horas ap6s a indugdo de edema de pata
por carragenina. Na dose de 150mg/Kg, uma inibi¢do de 57% no peso de abscesso induzido

por carragenina foi apresentada, em relagdo a 48% de inibicdo apresentada pela



fenilbutazona (ALMEIDA et al, 1990). Pode-se constatar que formulagdes topicas do
lapachol mantém suas propriedades antiinflamatorias e analgésicas, apds testes classicos de
inducdo de edema em ratos e algesia induzida por acido acético em camundongos
(SESTER et al., 1997).

Ensaios clinicos em humanos portadores de bursite, otite, tendinite e sinusite
administrados por via oral sob a forma de capsulas e por via topica, foi observada uma agdo
antiinflamatéria numa faixa entre 92 a 95% dos casos (CORREIA, 1988; FONSECA et al.,
2000).

¢ Toxicidade do Lapachol

A toxicidade aguda (DLsp) em ratos albinos via intraperitonial do lapachol foi de
1600mg/Kg (SANTANA at al., 1968). Em estudos posteriores, MORRISON et al. (1970)
utilizando ratos e camundongos, encontraram valores de DLsy por via oral, maiores que
2400mg/Kg para os primeiros e de 621mg/Kg para os segundos, sendo os machos mais
suscetiveis a agdo do lapachol, com DLsy de 487mg/Kg, enquanto as fémeas apresentaram
792mg/Kg. Em doses mais elevadas (1200 a 2400mg/Kg) dadas a camundongos, a morte
ocorre apés 1 a 6 dias e os sinais de toxicidade foram diarréia, edema e eritema nas
palpebras. Apesar de sua baixa toxicidade, o lapachol apresenta alguns efeitos como
anorexia, nauseas ¢ mais raramente vomitos, que pode ser facilmente controlado com
antieméticos (SANTANA et al., 1968).

A toxicidade cronica em ratos Sprague Dowley, usando via oral, ndo produziu
alteracdes nos animais que receberam lapachol na dose de 150mg/Kg diariamente, durante
30 dias. Os que receberam dose diaria de 500mg/Kg morreram na 10* dose. Estudos
patologicos ndo revelaram alteragdes de grande importdncia nos diversos orgdos desses
animais, nem modificaram os niveis tensionais nem a mecanica respiratoria dos ratos
anestesiados com nembutal. Diferente de alguns agentes antitumorais, lapachol exibe
atividade altamente significativa com pouco efeito relativo sobre o peso da populagdo
(SANTANA et al., 1968).

Em estudos com macacos cynomologus, grupos de 2 macacos cada um
recebendo diariamente 0,25 e 0,5 g de lapachol/Kg e 1 macaco recebendo 1g/Kg, a morte

ocorreu depois de 6 dias de tratamento com 0,5g de lapachol/Kg e depois de 5 dias com



1,0g de lapachol/Kg. O macaco que recebeu 0,25g/Kg apresentou emese, anorexia, palidez
das mucosas, anemia moderada e reversivel, reticuloses, proteinuria, bilirrubinemia e
descoloragdo da urina depois de 1-2 semanas de tratamento. Concluiu-se, portanto, que a
dose de 0,25g/Kg de lapachol é considerada a maxima dose tolerada em macacos
(MORRISON et al., 1970).

Ensaios de sensibilizacdo cutdnea de cobaios com diferentes naftoquinonas
demonstraram que o lapachol s6 apresenta efeito sensibilizante quando aplicado sobre a
pele animal pré-sensibilizado com desoxilapachol, atuando apenas como sensibilizante
secundario (SCHULTZ et al., 1977).

Um ensaio de teratogenicidade da droga realizada em ratas prenhas indicaram que a
administragdo oral de 100mg/Kg de lapachol mostrou uma grande incidéncia de reabsor¢ao
do ovo por acdo blastocistotoxica-antizigotica e uma atividade abortiva, levando a mal-
formagdo. A agdo do lapachol ocorre no inicio do periodo da divisdo do ovo, assim como
durante o periodo de implantagdo através de mecanismos ainda desconhecidos (ALMEIDA
et al., 1988).

A administragdo de lapachol ( 4 doses semanais de 20mg com intervalo de 1 semana
a cada 6 de tratamento) por via parenteral a ratos adultos da raca Sprague-Dawley com peso
de aproximadamente 150g, concomitantemente a um carcindgeno quimico (20-
metilcolantreno, 8 doses semanais de 10mg) administrado por via oral, demonstrou que o
lapachol além de ser um potente promotor oncogénico se comportou como um produto
hepato e nefrotoxico, produzindo notaveis alteragdes histopatologicas nestes Orgdos
(SANDOVAL et al.,1996).

A administragdo parenteral de vitamina K a pacientes que receberam lapachol por
via oral faz com que o efeito de prolongamento do tempo de protrombina seja eliminado,
mesmo com dose unica da vitamina e o tratamento permanecendo durante um total de 5

semanas (MORRISON et al., 1970).



VIA CUTANEA

¢ Aspectos Gerais

A pele representa um dos 6rgdos mais extensos do corpo, cobrindo uma superficie
de aproximadamente 1,73m?” sendo banhada por 1/3 do sangue , além de corresponder a 5%
do peso corporal (BARRY,1983)

Esta localizada na superficie corporal separando 6rgdos vitais do meio exterior,
protegendo assim o organismo de toda substincia estranha (de natureza quimica, fisica e
microbioldgica) e impedindo a saida de compostos fisiologicos, tais como a agua, além de
executar um importante papel termostatico na manuten¢do da temperatura corporal e na
regulacdo da pressdo sangiiinea (JEANMOUGIN, 1984; CLEMESSY et al, 1988;
SANTANA, 1992).

Constitui uma via potencial de aplicacdo de medicamentos devido a seu facil acesso
e sua grande superficie. A aplicagdo transdérmica de medicamentos ndo ¢ invasiva e a
liberagdo das drogas pode ser feita de forma prolongada por varios dias, mantendo
constantes os niveis plasmaticos, evitando assim flutuagdes tipicas de administragdes
multiplas (SANTI,1999).

As limitacGes desta via de administragdo estdo principalmente associadas com a
fungdo de barreira da pele que impde grandes limites A absor¢io de drogas. Desta forma ¢
importante que o farmaco administrado por esta via seja de grande poténcia, pois as doses
diarias possiveis de serem absorvidas pela pele sdo de 10mg/dia. Além disso, um bom
farmaco para administragdo transdérmica deve possuir baixo peso molecular, boa
solubilidade na agua e no dleo e ndo deve ser irritante ou sensibilizante cutdneo (SANTI,
1999; ALMEIDA et al., 2000).

No entanto, sdo poucas as substancias que atravessam o estrato corneo em
quantidade suficiente para expressar sua agdo. Por isso ha um crescente interesse em
encontrar promotores de absor¢do que sfo substancias ou métodos fisicos que modificam
temporariamente e reversivelmente a barreira do estrato cérneo, auxiliando a penetragéo
dos farmacos (BARRY, 1983; MARTIN,1993; BLOCK, 1990). A iontoforese,
eletroporacdo e ultra-som, além de diversos outros promotores de absor¢do quimicos, tém

como finalidade a viabilizagdo desta via como alternativa a administracdo de



farmacos(HUANG et al., 1996; SANTI & GUY, 1996; VANBEVER et al., 1996; ZHANG
et al., 1996).

Para estudar como as substancias penetram esta barreira foi realizado um Workshop
em 1986 onde foram estabelecidas as normas de procedimento para realizagdo de estudos in

vitro, além de definir a terminologia empregada (SKELLY et al., 1987).

¢ Camadas que compdem a pele e 6rgiaos anexos

A pele possui uma alta resisténcia que € essencial para sua funcdo de protegdo e é
constituida de trés camadas, do exterior para o interior, epiderme, derme ou coério e tela
subcutanea ou hipoderme.

A epiderme € recoberta pela camada cornea, possui espessura média de 0,1 a 0,2
mm, representa a principal barreira a penetracdo, ndo contém vasos sangiiineos e ¢ formada
basicamente por tecido epitelial estratificado, queratinizado ou ndo. Possui uma pelicula de
material emulsificado composto por complexo de sebo, suor e ldmina cornea descamativa e
uma capa gasosa, chamada manto gasoso, constituida principalmente por vapores de dgua
provenientes da volatilizacao corporal (MOSER et al., 2001).

A epiderme ¢ dividida em epiderme morta ou estrato corneo e epiderme viva, sendo
esta ultima subdividida em quatro camadas Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum
spinosum e Stratum germinativum. O estrato corneo ¢ formado por células achatadas, sem
vitalidade e heterogéneas (corneocitos), possui uma estrutura pluri-estratificada hidrofila-
lipéfila de modo que apenas as substancias que possuem propriedades hidrofilas e lipofilas
podem atravessa-lo, utilizando a via intercelular. A epiderme viva ¢é separada da derme pela
jun¢do dermo-epidérmica e suas quatro camadas traduzem do interior para a superficie, a
transformacdo de um queratindcito basal ou germinativo em um queratindcito cérneo ou
morto (SANTANA,1992; SESTER et al., 1997; ANSEL et al., 2000).

A derme, segunda camada, possui espessura média de 2 a 4mm, constituida de uma
matriz de proteinas fibrosas, banhada num tecido coloidal amorfo. Apresenta-se rica em
vasos sangiiineos, canais linfaticos e nervos, além de conter os segmentos inferiores das
glandulas sebaceas e foliculos pilosos. Executa um papel de sustentacdo e nutrigdo e divide-

se em duas partes: derme papilar ou tecido conjuntivo frouxo e derme reticular ou tecido



conjuntivo denso, constituido por fibras de colageno e elastina (SESTER et al, 1997,
MOSER et al., 2001).
A hipoderme ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo contendo células adipdcitas
que fabricam e estocam lipideos, sendo responsavel pelo isolamento térmico e prote¢do
mecanica contra os choques externos a que se submete o corpo (SESTER et al., 1997).
A pele contém, ainda, dois tipos de 6rgdos anexos:
¢ As glandulas sudoriparas- constituidas de longo tubo que entra na hipoderme
enrolando-se.

¢ aparelho pilossebaceo- constituido por uma depressdo cutinea, o foliculo piloso, no
qual o pélo insere-se; uma bainha que circunda o pélo, onde vem escoar o sebo
secretado pela glandula sebacea, preenchendo os espacos livres da bainha (LE HIR,

1997).

¢ Vias de Penetragio Cutinea

A pele tem a fungdo essencial de proteger o organismo da desidratacdo e das
agressoes exteriores. Ela ¢, desta forma, mais ou menos permeével as substancias quimicas
e permite a passagem de medicamentos em certas condig¢des, podendo ser considerada uma
interface terap€utica. Assim, embora a pele represente uma barreira a penetracdo de
substancias, existem varias formas farmacéuticas de uso tdpico que sofrem absorgdo,
inclusive algumas de uso sistémico.

A permeagdo das camadas que formam a pele ocorre por difusdo através de duas
vias : a via transepidérmica, que compreende a penetracdo transcelular (através das células)
e a penetracdo intercelular (entre as células), e via transanexal (através dos foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e dispositivo pilossebaceo) (figura 1).

Se a pele estiver intacta, a principal via de administragio sdo as camadas
epidérmicas e ndo os foliculos pilosos, pois sua area superficial € bastante pequena em
comparacdo com a da pele que ndo contém nenhum desses elementos anatomicos. Entdo a
absor¢do percutinea corresponde a penetragdo direta do farmaco através do estrato corneo,
passando os tecidos epidérmicos mais profundos e atingindo a derme que ¢ vascularizada e

onde o farmaco torna-se disponivel para a absor¢do (ANSEL et al., 2000).
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Figura 2: Representacdo esquematica das diversas vias de penetragdo na pele (MOSER et

al., 2001).

Segundo RITSCHEL er al. (1988), a absor¢do percutidnea pode ser influenciada por

varios fatores divididos em dois grupos:

Fatores fisiologicos e patologicos da pele:

Estado da pele
Idade
Local de aplicagdo

Variagdo inter-espécies
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Metabolismo cutaneo

Fatores fisico-quimicos:

Hidratagdo cutanea

Temperatura

Principio ativo

Concentragdo inicial

Relagdo coeficiente de partigdo/atividade termodinamica
Viscosidade

pH
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A escolha do veiculo e dos excipientes devem ser bastante analisadas. Veiculos que
se espalhem facilmente sobre a superficie da pele, misturem-se rapidamente com o sebo ou
aumentem a hidratagdo da pele (como veiculos oleosos e/ou os curativos oclusivos que
agem como barreiras a umidade), aumentam a absor¢do (ANSEL et al., 2000).

Entdo a pele constitui uma barreira muito eficaz, mas pode ser atravessada por
pequenas quantidades de substancias lipofilas capazes de penetrar nas camadas corneas e
podendo até chegar a uma absor¢do sist€émica. Nesse processo, o estrato corneo constitui a
principal barreira, enquanto, a epiderme e a derme se comportam como um gel aquoso e
ndo apresentam func¢do significante de barreira, sendo marcantes seus efeitos reservatorios.
E importante conhecer exatamente o grau de penetragio, pois para determinados principios
ativos, uma penetracdo profunda pode provocar intoxicacdes (BONNABRY,1999; LE HIR,
1997).

¢ Aplicacdo Teorica da Difusdo Percutinea

A maioria das moléculas quimicas sdo absorvidas através da pele por difusdo
passiva. A velocidade de absor¢do ao atravessar o tegumento ndo € imediatamente
constante, ela ¢ marcada por um tempo de laténcia (SANTANA,1992). O tempo de laténcia
traduz o prazo necessario para a penetragdo da substancia na pele estabelecer o gradiente de
concentragdo. Este tempo ¢ varidvel de um composto para outro. O tempo de laténcia é
determinado pela extrapolagdo da parte linear da curva sobre o eixo das abcissas (T),

expresso pela equagdo (I):

T= E onde: D

T = tempo de laténcia
E = espessura da membrana

D = coeficiente de difusdo da molécula em seu veiculo

Quando o equilibrio é alcancado (steady-state), a quantidade de substancia
penetrante na membrana a nivel de derme ¢é igual aquela que penetra na epiderme

(SANTANA, 1992), ¢ a difusdo ¢ regulada pela lei de Fick (II):



dA = D.Kp.C (1)
dT h
Onde:
dA/dT = velocidade de difusdo
D = coeficiente de difusdo através da membrana
Kp = Coeficiente de parti¢do veiculo/membrana

h = espessura da membrana

A equacdo III permite definir constante de permeabilidade, P.
P=D.Kp 1)
h

Assim o fluxo pode ser definido pela equagdo (IV):
I=S.P. AC aIv)
J=fluxo
S = superficie de aplicacao
AC = gradiente de concentragao

P = constante de permeabilidade

Desta forma, a velocidade de difusdo de um principio ativo se relaciona
matematicamente com a concentracdo, o coeficiente de difusdo, o coeficiente de particao
das substincias e com a area da membrana contactada pelos permeantes (BONNABRY,

1999).

¢ Cinética de Difusio

Medicamentos destinados a via cutnea sdo anteriormente avaliados
biofarmaceuticamente por estudos de libera¢do do principio ativo, através de métodos “in
vitro” e “ex vivo”, para verificacdo da eficacia e escolha a partir de diferentes formulagoes
concebidas (SESTER et al., 1997).

A utilizacdo destes métodos tem como objetivo acompanhar o comportamento

das drogas que entram em contato com a pele, podendo também ser utilizado para medir o



metabolismo cutdneo da droga se a pele apresentar condi¢des viaveis (BRONAUGH &
MAIBACH, 1985).

Dentre os modelos mais empregados para este fim, destaca-se as células do tipo
FRANZ (Figura 2), compostas basicamente de: compartimento doador, onde o farmaco é
depositado; compartimento receptor, solu¢do na qual a droga sera difundida, e a membrana,
que tem papel de barreira na absor¢do (FRANZ, 1975). Estas células, quando controlados
os parametros envolvidos nesta metodologia, como a natureza da membrana, a temperatura,
a dose e a agitacdo, simulam ao maximo o fendmeno da passagem percutdnea da droga in

vivo (ALMEIDA et al., 2000)
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Figura 3 — Representacdo esquematica de uma célula de difusdo estatica (A) e uma foto de

uma célula de Franz (B), para medir a permeacdo de drogas na pele (MOSER et al., 2001).

Os estudos de permeacgdo ditos in vitro sdo assim chamados pelo fato de se
empregar membranas artficiais. Estas membranas podem ser polimerizadas porosas
(celofane ou acetato de celulose) ou ndo porosas (de polidimetil-siloxane, nylon, acrilica).

O estudo in vitro permite apenas reproduzir a passagem quantitativa e qualitativa
do principio ativo a partir da forma farmacéutica, demonstrando limites evidentes quanto a
complexidade bioldgica e fisico-quimica da pele do homem (SESTER et al., 1997).

Godwin et al desenvolveram pele artificial, constituida de uma camada dérmica
contendo fibroblastos humanos dispersos em uma matriz de coldgeno e uma camada
epidérmica de queratinocitos humanos diferenciados e estratificados. Foi realizado um

estudo compativo entre esta pele artificial e peles de caddver humano e ratos sem pélo e



concluiu-se que a pele alternativa, ainda ndo pode ser considerada um modelo
comprovadamente aceito para a pesquisa de transdérmicos e formulagdes topicas, ja que a
permeabilidade mostrou ser 2 a 3 vezes maior que a pele de cadaver humano(GODWIN et
al., 1997).

O estudos de permeacdo ex vivo se diferenciam do método in vitro por empregar
fragmentos de pele e se encontram mais proximas de reproduzir as condi¢des in vivo pois
para determinar o efeito percutaneo de um farmaco aplicado na pele humana, o melhor
modelo ¢ o homem em si. Porém, existe uma dificuldade natural na obtenc¢do deste tipo de
pele, assim, como alternativa, muitos pesquisadores usam a pele animal como membrana,
embora esta ndo tenha uma permeabilidade idéntica a pele humana (LOPES & KANEKO,
2000) .

A permeabilidade varia ndo apenas de espécie para espécie, mas também com a
idade e o sitio anatdmico (PRIBORSKY & MUHLBACHOVA, 1990). A arquitetura bésica
do tegumento ¢ similar em todos os mamiferos, no entanto, existem diferengas estruturais
no arranjo e na densidade dos foliculos pilosos entre eles.

Uma das causas da diferenca de permeabilidade entre a pele humana e a animal
pode ser a quantidade de apéndices como os foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e

sebaceas. A tabela a seguir pode dar uma idéia dessas diferencas:

Tabela II - Densidade e Tamanho dos foliculos pilosos em 5 tipos de pele (MARZULLI &
MAIBACH, 1996)

Espécie Local da pele Ne foliculos/cm” Didmetro (mm)
Humana abdomen 11+1 97+3
Porco dorsal 11+1 177+ 4
Ratos dorsal 289 +21 25+1
Camundongos dorsal 658 + 38 261
Camundongos

sem pelos dorsal 75+6 46+ 1




Os mais variados tipos de peles animais para os estudos de permeagdo cutianea
sdo usadas pelos pesquisadores. A pele de coelho, apesar de ser comprovadamente mais
permeavel que a pele humana, foi utilizada por Naito e Tsai (1981) e posteriormente por
Niazy (1991).

A pele animal mais frequentemente empregada para estes estudos ¢ a do
camundongo sem pélo embora Bond e Barry comprovaram que esta pele néo ¢ indicada, ja
que a super-hidratagdo altera drasticamente o estrato corneo fornecendo dados irreais aos
experimentos, o mesmo nao ocorrendo com a pele humana sob as mesmas condig¢des
(BOND & BARRY, 1988).

A pele de porco, principalmente quando jovem, também foi utilizada como
modelo de membrana devido a sua semelhanca com a pele humana em termos de densidade
de foliculos pilosos (REIFENRATH et al., 1991).

Uma outra alternativa é o uso de muda de pele de cobra que foi testado por
Kuramoto et al. (1996).

Estudos comparativos entre peles de diversos animais, como pele de cobra com e
sem escamas; pele de sapo, de camundongo sem pélo, de rato, de porco, de humanos
(prepucio e coxa) além de uma membrana artificial foram conduzidos por Lin et al. Os
pesquisadores concluiram que as peles de cobra, de porco e de prepucio, seriam as mais
indicadas para os estudos de permeacdo cutanea de farmacos, ja que estas apresentaram
menor fluxo no mesmo espago de tempo, representando assim o passo limitante da
absorcao que ¢ o papel do estrato corneo (LIN et al., 1992).

Atualmente ha tendéncia de se usar pele humana obtida de cirurgia plastica, tanto
pela facil obtengdo quanto pela maior reprodutibilidade das condigdes reais do organismo.
Segundo o trabalho de Wester et al comprovou-se que a pele humana mantém-se viavel por
8 dias sem danos a sua integridade se armazenada em meio de cultura que contenha

aminoacidos e sais minerais balanceados (WESTER et al., 1998).



FORMAS FARMACREUTICAS TOPICAS

¢ Formas Farmacéuticas do Tipo Gel

O gel ¢ uma pomada de consisténcia semi-solida, composta por liquidos gelificados por
agentes gelificantes apropriados. Ele pode ser classificado em gel hidrofilo ou gel
hidrofobo. O primeiro ¢ muito mais comum e utiliza excipientes como a dgua, o glicerol e o
propilenoglicol gelificados por meio de gelificantes como a goma adragante, o amido, os
derivados de celulose, polimeros carboxivinilicos ou silicatos de magnésio-aluminio. Os
géis hidrofobos sdo géis cujos excipientes sdo compostos pela parafina liquida adicionada
de polietileno, de dleos graxos gelificados pelo 6xido de silicio coloidal ou por sabdes de
aluminio ou de zinco (LE HIR, 1997).

Os géis t€m em geral, um efeito emoliente e refrescante, mas a sua rapida secagem
transforma-as numa pelicula quebradica quando aplicadas na epiderme, e por isso ¢
freqiiente a inclusdo de glicerina, que faz com que as peliculas formadas fiquem elasticas e
protejam melhor a pele. Possuem pouca penetrabilidade, ja que seus excipientes formados
por grandes moléculas coloidais, ndo podem atravessar a epiderme intacta € ndo mostram
afinidade pelas proteinas da pele, ndo originando absor¢do (PRISTA et al., 1995).

Assim, as vantagens dos géis sdo muito reduzidas: sdo bem tolerados e lavaveis com
agua. Em compensacdo, apresentam inumeros inconvenientes: sdo incompativeis com
numerosos principios ativos, sdo instaveis e tendem a ressecar deixando um pd como
residuo, constituem excelentes meios de cultura e ndo possuem poder penetrante, por isso
s0 podem ser utilizados para uma agao superficial (LE HIR,1997).

Entretanto, os géis de Carbopol® sdo dotados de boa penetrabilidade cutinea, podendo
esta ser aumentada pela adi¢do de substincias como a trietanolamina, alcool isopropilico,
propilenoglicol e polietilenoglicol (PRISTA et al., 1995).

Os ensaios utilizados para géis sdo os mesmos utilizados para pomadas em geral:
Homogeneidade- Doseamento do principio ativo e avaliagdo macroscopica e microscopica.
Dureza- E feita com um penetrdmetro e sua determinagdo ¢ importante para que o

espalhamento e a expulsdo do tubo sejam feitas sem dificuldades.



pH- E bastante importante pois pode ter influéncia sobre a estabilidade e viscosidade dos
géis, sobre a estabilidade dos principios ativos, a compatibilidade com os excipientes, a
atividade dos conservantes e sobre o pH da pele que pode modificar.

Esterilidade- Para casos onde o gel for aplicado sobre feridas abertas severas ou sobre uma
pele gravemente atingida. Em géis aquosos ndo estéreis, a qualidade das fabricagdes pode
ser verificada por determinagdo da contamina¢do microbiana.

Ensaios de atividade ou de biodisponibilidade- Ensaios in vivo e in vitro.

¢ Formas Farmacéuticas do Tipo Emulgel

Emulgéis sdo preparagdes relativamente novas, bem conhecidas em cosméticos mas que
possuem poucas referéncias a respeito das suas propriedades fisicas e sobre as propriedades
de fluxo. A avaliagdo e interpretacdo das informagdes ndo tém sido padronizadas até agora
e os autores e laboratorios diferentes tomaram abordagens individuais (MARQUARDT &
SUCKER, 1997).

Estas preparacgdes sao sistemas 6leo-agua, contendo uma goma como espessante da fase
aquosa externa e podem ser constituidas de uma preparagdo geleificada na qual incorpora-
se um agente emulsificante ou um emulsificante em conjunto com uma fase oleosa que
pode ser um Oleo mineral ou vegetal (MARQUARDT & SUCKER, 1997;
GOODRICH,1997). O uso de um espessante aumenta a viscosidade da fase continua,
reduzindo a frequéncia de colisdo e a coalescéncia das gotas, aumentando, assim, a
estabilidade da preparagdo. O Carbopol® é um espessante bastante utilizado nestes tipos de
formulacdes, que possui em sua estrutura uma pequena porgdo lipofilica em adi¢do a uma
grande porg¢ao hidrofilica funcionando como emulsificantes 6leo em agua. A parte lipofilica
deste polimero se localiza na interface 6leo-dgua e a por¢do hidrofilica intumesce em
presenca de agua formando o gel que envolve as goticulas de 6leo (GOODRICH, 1997).
Com isto, pode-se obter formulacdes com maior estabilidade e que ndo necessitam de
grande quantidade de fase oleosa para obter boa viscosidade.

Os tensoativos sdo agentes emulsificantes essenciais para a fabricagdo de emulsdes
estaveis, mas podem causar irritagdes indesejaveis na pele e nos olhos, diminui¢do da
atividade antimicrobiana ou um aumento indesejavel na penetracdo através da pele por

outros irritantes ou impurezas. Por esse motivo, tem crescido o interesse na seguranga das



preparagdes cosméticas reduzindo as concentragdes das misturas de tensoativos néo
idnicos, anidnicos ou cationicos limitando-as, geralmente, em 2 a 15%, porém sem afetar a
estabilidade da emulsdo (LIN, 1991).

Os efeitos danosos dos tensoativos sobre a pele manifestam-se como ressecamento,
aspereza e descamacgdo podendo surgir sintomas de inflamagdo ou chegar a destruiggo total
do tecido por necrose. A pele também perde as gorduras devido a propriedade (mais ou
menos pronunciada) dos tensoativos de emulsificar os lipideos e assim remover a sua
pelicula superficial. Uma das principais razdes para o uso de tensoativos ndo i6nicos em
produtos para a pele € sua bem documentada seguranca e sua excelente tolerancia pela pele
e pelos olhos (IDSON, 1997).

Os géis sdo preparagdes agressivas a mucosa, provocando sensagdes como pequena
ardéncia, mas apresentam um tempo de conservacdo maior, ja as emulsdes, além das
desvantagens citadas em relagdo a concentragdo dos tensoativos, apesar de serem
extremamente suaves, sdo oxidados mais facilmente e possuem menor estabilidade. Os
emulgéis superam algumas dessas desvantagens por serem preparacdes intermedidrias entre
as geleificadas e as emulsionadas (LEAL et al., 1999).

A partir desse ponto, segue-se a escolha do espessante e da concentracdo destes
espessantes que deverdo dar uma consisténcia com facil espalhamento sobre a pele e maior
velocidade de absor¢do, deixando-a macia e sem oleosidade. Outro pardmetro para a
escolha do espessante ¢ a auséncia de grumos e bolhas de ar no corpo da emulsdo e,
principalmente manter a estabilidade do sistema (BARRY & GRACE, 1971; VALERO et
al., 1997).

¢ Permeacio do lapachol a partir de forma tépicas

Como o Lapachol tem apresentado atividade anti-inflamatoria, SANTOS et al.
(1991) realizaram ensaios in vitro de preparacdes dérmicas contendo Lapachol, tendo como
objetivo concluir sobre a provavel eficicia de penetragdo do referido principio ativo. Foram

testadas duas formulagdes:



TABELA III — Formulagdes de Lapachol em gel testadas in vitro quanto a cedéncia.

Componentes Formulagao A Formulagdo B

Carbopol 934 0,50g 0,50g

Propilenoglicol g |-

Glicerina | -m-mmee- 6,7g

Alcool 95° 10g 10g

Alcalinizante Trietanolamina q.s. (pH +6,8) |Sol. NaOH a 10% q.s. (pH * 6,8)
Lapachol 0.10g 0.30g

Agua destilada q.b.p. |50.0g 50.0g

O ensaio de difusdo foi realizado apos um periodo de 48 horas para o
amadurecimento do gel. Ambas as formulagdes A e B possuiram a capacidade para
atravessar as membranas artificiais utilizadas no ensaio, e também, a partir de um
determinado periodo de laténcia, existiu relacdo linear entre a quantidade de farmaco
difundido e a raiz quadrada do tempo. A formulacdo A apresentou o maior grau de cedéncia
in vitro nas condi¢des em que foram realizados os ensaios. Foi avaliado também o efeito do
Tween 80 como agente promotor de absor¢do em ambas as formulagdes, a fim de se
observar o possivel aumento de cedéncia do referido farmaco. A formulagdo A com a
concentracdo de 0,025% de Tween 80, apresentou maior grau de cedéncia do farmaco. No
caso da formulacdo B a presenga de tensoativo provocou sempre uma diminuicdo da
cedéncia do principio ativo nas concentragdes de 0,1%, 0,5%, 0,025%, 0,0125%,
0,00625%. Apesar da concentragdo do Lapachol na formulagdo B ser trés vezes superior a
da formulacdo A, a sua difusdo ¢ significantemente mais lenta e a quantidade do farmaco
difundido ¢é cerca da metade da obtida com a formulagdo A (SANTOS et al., 1991).

O estudo reoldgico mostrou terem as formulagdes comportamento pseudo-plastico
com tixotropia, ndo apresentando alteragdes significativas, mesmo quando submetidas a
duas temperaturas diferentes (24 + 1° e 37 + 1°C).

A partir dos resultados positivos in vitro das formulagdes de Lapachol

desenvolvidas por SANTOS et al. (1991), SESTER et al. (1997) propuseram pesquisar a




passagem percutdnea do Lapachol, otimizando a formulagio de referéncia A, variando a
concentra¢do de Lapachol 0,2%, 0,5% e 1%, em diferentes valores de pH 5, 7 ¢ 8, ¢
Carbopol 934, 940 ¢ 941, com e sem incorporacdo de Tween 80.

As respectivas formulagdes ndo apresentaram significativa alteragdo da viscosidade,
pH ou aspecto macroscopico apdés 12 meses. Somente em pH 7, houve mudanga na
coloracdo, apos submissdo a variadas temperaturas (4°, 30° e 50°C). Nas demais
formulagdes houve perda de volume quando submetidas a temperatura de 50°C. O estudo
da difusdo in vitro em células de Franz, mostrou que os melhores perfis difusionais
ocorreram com os géis de Carbopol 934P a pH 8 com 0,5% e 1% de Lapachol e os de
menores perfis foram verificados com Carbopol 941 em todas concentra¢des. No estudo ex
vivo empregando pele de animal, as preparagdes utilizadas foram géis de Carbopol 934P ¢
941 (de maiores e menores perfis difusionais, no estudo in vitro) com 0,2, 0,5 ¢ 1% de
Lapachol com e sem Tween 80 e todas a pH 8. O emprego de Tween 80 confirmou seu
poder promotor de absor¢do na maioria das formulagdes, exceto no caso do Carbopol 941
com 0,5% de Lapachol onde a presenga de tensoativo ndo promoveu alteragdo significativa
na liberagdo do principio ativo.

SESTER et al. (1997) concluiram também que o emprego de tipos diferentes de
Carbopol pareceu ndo influenciar a difusdo do principio ativo exceto a 1,0% de Lapachol,
onde o Carbopol 934P apresentou valores de difusdo superiores em relagdo ao Carbopol
941. Finalmente, através dos métodos in vitro e ex vivo empregados neste estudo, pode-se
demonstrar a boa difusibilidade do Lapachol topico a pH 8,0 a partir de géis de Carbopol,
principalmente do tipo 934P e com 0,5% do principio ativo. Entdo, pdde-se constatar que
formulagdes topicas do Lapachol mantém suas propriedades antiinflamatorias e
analgésicas, apods testes classicos de indugdo de edema em ratos e algesia induzida por

acido acético em camundongos.



ANALISE TERMICA:
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) E SUA
UTILIZACAO EM ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

Os métodos termoanaliticos permitem medir as mudangas de uma propriedade fisica
ou quimica de um material, em conseqiiéncia da temperatura, constituindo poderosas
ferramentas para o desenvolvimento de medicamentos (Giron, 1998; Comuni, 1999).
Mediante a analise térmica € possivel avaliar a pureza, polimorfismo, incompatibilidades
entre farmaco/farmaco, farmaco/excipientes, além de predizer a estabilidade de uma
formulagao (Venkataran et al., 1995; Matos et al., 1998; Comune, 1999).

A analise térmica diferencial foi desenvolvida por Le Chatelier em 1887. A
industria farmacé€utica interessou-se pelo método apenas entre os anos de 1960 — 1970 com
o0 aparecimento no mercado do primeiro DSC quantitativo (1).

No comego de um projeto, a caracterizacdo adequada de ambos, drogas e
excipientes, ¢ um pré-requisito para minimizar problemas posteriores, como evitar
polimorfismos que levariam a processos ndo robustos e modifica¢des da biodisponibilidade
requerendo a realizag@o de estudos de bioequivaléncia.

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é um dos métodos termoanaliticos
diferenciais, pelo qual mede-se a diferenca de energia fornecida a substincia e a um
material de referéncia, submetidos a um programa controlado de temperatura. A éarea
integrada sob a curva registrada é diretamente porporcional a entrada calorica diferencial
total (Equacdo V), ou seja:

A =-GmAH/k = -k’ m AH V)

Em que:
A = area do pico
G = Fator de calibragdo, depende da geometria da particula
K = constante relativa a condutividade térmica do mesmo
AH = variagdo da entalpia, com sinal negativo para rea¢des exotérmicas € positivos para
reacdes endotérmicas (Canotilho et al., 1992; Van Dooren & Miiller, 1984)

Dois fornos sdo linearmente aquecidos. Um forno contém a amostra numa panela

fechada e o outro contém uma panela vazia como balanga, chamada de panela referéncia.



Dois métodos de medidas sdo geralmente usados. Se a panela com a amostra e a panela
referéncia sdo aquecidas linearmente, eles terdo inicialmente a mesma temperatura. Se
modificagdes, tais como fusdo ocorre, a energia ¢ usada pela amostra e a temperatura
permanecera constante na panela da amostra. Assim vai haver uma diferenga de
temperatura entre a panela amostra e referéncia.

Entdo, o primeiro método mede essa diferenca de temperatura enquanto o segundo
método possui um sistema de controle que regula a diferenga de temperatura entre amostra
e referéncia. Se alguma diferenca ¢ detectada o aquecimento individual sera corrigido e o
instrumento libera uma energia de compensacao para manter a temperatura igual em ambas
as panelas. No primeiro caso a medida primdria ¢ a temperatura, no segundo, a energia
(GIRON, 1986).

As principais areas de aplicagdo do DSC sao (COMUNE, 1999):

o Determinagdo do ponto de fusdo e de transicdo vitrea;

o Determinagdo da pureza relativa de compostos organicos ¢ de medicamentos;

o Observacao de polimorfismos;

o Pesquisa da influéncia de impurezas;

o Misturas de substancias padrdo;

o Investigacdo de processos de degradacdo de polimeros;

o Interacdes no estado solido: deteccdo de agua livre, formagdo de complexos, reacdes
quimicas, dispersodes solidas, estabilidade térmica e parametros cinéticos;

o Reagdo de um composto com um gas;

o Predigdo da solubilidade ideal e capacidade caldrica molar diferencial;

o Estudo de compatibilidade farmaco-farmaco e farmaco-excipiente durante a pré-
formulagao;

o Controle de qualidade de formas farmacéuticas;

o Validac¢ao de metodologias analiticas.
Um estudo inicial conduzido durante uma pré-formulagao inclui:

A fabricag@o de formas polimorficas

A detecgdo de solvatos e hidratos

A determinagdo da modificacdo estavel

YV V V VYV

O conhecimento das relagdes termodindmicas



Entdo, para um desenvolvimento racional de medicamentos ¢ essencial caracterizar
as propriedades fisico-quimicas, formas polimoérficas e estabilidade da nova entidade
quimica, tdo bem quanto assegurar compatibilidade dele com excipientes durante
processamento e estocagem. Assim, os métodos de andlise térmica permitem um estudo de
pré-formulagéo e desenvolvimento de drogas acelerado (GIRON, 1998).

Polimorfos, formas amorfas ou solvatos sdo diferentes fases solidas que podem
ocorrer durante cristalizagdo ou processos galénicos. Uma recente revisdo de analise
térmica e métodos calorimétricos caracterizou mais de 300 ingredientes ativos como
polimorfos e solvatos (GIRON, 1995).

As principais caracteristicas fisico-quimicas afetadas no polimorfismo e pseudo-
polimorfismo sdo temperatura de fusdo e sublimagdo, condutividade, volume, densidade,
viscosidade, dureza do cristal, forma do cristal, cor, indice de refragdo, solubilidade,
velocidade de dissolugdo, estabilidade, higroscopicidade e reagdes no estado soélido
(DERSIRAJU et al., 1977). A deteccdo de polimorfos e pseudopolimorfos em
medicamentos nas fases de fabricacdo e estocagem nao ¢ tdo simples, o que poderia levar a
riscos potenciais ao paciente, principalmente referindo-se a drogas onde a
biodisponibilidade ¢ mediada via dissolugdo (GIRON, 1988, GIRON, 1998).

No estudo de pré-formulacdo deve-se avaliar interagdes entre os diversos farmacos
veiculados e adjuvantes farmacotécnicos, pois estes poderdo promover varias reacdes
quimicas, que afetardo consequentemente , a estabilidade do produto final.

Assim, DSC ¢ utilizado para predizer a compatibilidade entre droga e excipientes. As
curvas de DSC das misturas auxiliam no entendimento de interagdes fisicas. Embora um
comportamento eutético ndo signifique incompatibilidade, este pode explicar dificuldades
com uma dada composic¢ao durante o processamento (GIRON, 1986).

O lapachol ¢ uma naftoquinona extraida de varias espécies de arvores da familia
Bignoniaceae, nos representantes dos géneros Tecoma e Tabebuia. H4 poucos estudos
térmicos com substancias de plantas e seus produtos de fabricagdo. Assim, MACEDO &
NASCIMENTO (2001) utilizaram TG e DSC acoplado a sistema fotovisual na
caracterizacdo térmica do lapachol como metodologia analitica no ensaio de pureza e
determinacdo dos pardmetros de qualidade de capsulas contendo lapachol. Os resultados

mostraram auséncia de impurezas na droga e adjuvantes, assim como uma boa



compatibilidade farmaco-excipiente, posteriormente confirmada por DSC fotovisual
(MACEDO et al., 1998; MACEDO et al., 2000).

A utilizagdo de DSC para desenvolvimento de formas farmacéuticas emulsionadas
foi realizada por SHAW et al. (1999), que estudou as interagdes entre ivermectina e
excipientes ndo idnicos utilizados na formulagdo de cremes, combinando a técnica de

HPLC para confirmagéo das interagdes.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver uma forma farmacéutica topica do tipo emulgel e comparar o seu perfil
cinético com o do gel de lapachol ja& existente, desenvolvido em nosso laboratorio em

estudos anteriores;

Objetivos especificos

e (aracterizacdo fisico-quimica do fAirmaco;

e Estudo de pré-formulagao;

e Compatibilidade droga-excipientes;

e Optimiza¢do das formulacSes utilizando ensaios de permeacdo do farmaco;

e Estudo comparativo da forma farmacéutica topica do tipo emulgel e tipo gel através de
ensaios de permeagao in vitro;

e Estudo de retencdo cutinea;



DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO DE EMULGEL TOPICO A BASE
DE LAPACHOL

MATERIAIS E METODOS

Materiais:

Lapachol (LAFEPE)

Alcool cetoestearilico (GALENA)
Alcool cetoestearilico etoxilado (GALENA)
Monoestearato de glicerila (CRODA)
Oleato de isodecila (HENRIFARMA)
Trietanolamina (MERCK)

Carbopol ultrex® (GALENA)
Nipagin (HENRIFARMA)

Nipazol (HENRIFARMA)

EDTA (HENRIFARMA)

Etanol (QUIMIS)

Glicerina (GALENA)

Oleo mineral (GALENA)

Fomulacao: Incorporou-se o lapachol nas formulacdo base do tipo emulgel especificada na
Tabela IV. Em seguida, realizou-se modificacdes nas concentragdes dos constituintes
presentes e incorporagdo de novos excipientes, assim como mostra a Tabela V, para

obten¢do de uma formulacdo com melhor aspecto macro e microscopico e estabilidade.

TABELA IV - Formulagio base para desenvolvimento do emulgel de lapachol.

Constituintes Gluantidade

Lapachol 0.50%
Alcool cetoestearilico B%
Alcool cetoestearilico etoxilado 3%
Carbopol ultrex 0.30%
Metilparabeno 0.15%
Fropilparabena 0.05%
EDTA 0.10%
Dlen mineral 5%
Oleato de isodecila 5%
Trietanolamina pH G0
Etanol/glicerina (70:30) 40%

Agua destilada o.5.p. 100%




TABELA V: Modifica¢do dos excipientes para obten¢do de uma formulagdo mais estavel

Constituintes P1 P2 P3 P4 P5 PG

Lapachal 0.50% 0.4% 0.4% 0,3% 0.4% 0,3%
Alcool cetoestearilico G% 6% B% 5% -
Alcool cetoestearilico etoxilado 3% 3% 3% 3% 3% 3%
MWonoestearato de glicerila - - - - 3% 8%
Carbopal ultrex 0.30% 0.30% 0.30% 0.30% 0.30% 0.30%
Metilparabeno 0.15% 0.15% 0.15% 0.15% 0.15% 0.15%
Fropilparabeno 0.05% 0.05% 0.05% 0.05% 0.05% 0.05%
EDTA 0.10% 0.10% 0.10% 0.10% 0.10% 0.10%
Olen minaral 5% 2% 5% 5% 2% 5%
Oleato de isodecila 5% 5% 5% 5% 5% 5%
Trietanolamina pHE.0 pH G0 pHE,0 pH &0 pHG 0 pHE,0
Etanolfglicerina (70:30) A0% A0% 20% 20% 20% 20%
Agua destilada o.s.p. 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Preparaciao dos emulgéis: O carbopol foi previamente disperso em agua, em seguida
adicionado todos os excipientes hidrossoluveis. Preparou-se a fase oleosa ¢ aqueceu-se as
duas fases até aproximadamente 70° C. Verteu-se a fase oleosa sobre a aquosa, neutralizou-
se a preparagdo utilizando trietanolamina e incorporou-se o lapachol em solugdo glicerina:
etanol, agitando até resfriamento. As formulagdes foram acondicionadas em frascos de

vidro com tampas herméticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as preparagdes apresentaram um bom aspecto macroscopico mas quando
observadas microscopicamente foi observada a presenca bolhas e em alguns casos, a de
cristais de lapachol. As formulagdes P1 ¢ P2 preparadas com 40% de sistema solvente
etanol:glicerina (70:30), foram as que apresentaram a maior quantidade de bolhas pois,
devido a grande quantidade de solvente incorporado, ocorria uma admissdo de ar na
preparagdo. Assim, esta quantidade foi diminuida para 20%, presente nas demais
preparacoes.

A quantidade de lapachol também foi diminuida para concentragdes menores para
evitar a formagdo de cristais de lapachol, o que representa, uma instabilidade decorrente de
supersaturacdo do veiculo. Assim, estes veiculos supersaturados tendem a cristalizar com o
decorrer do tempo modificando as caracteristicas de permeacdo do farmaco a partir da base.

Como o aumento do grau de saturag@o da droga na formulagao esta relacionada ao aumento



da atividade termodindmica do sistema, dois veiculos nos quais a droga esta presente na
concentrac¢do de saturagdo, apresentariam a mesma velocidade de permeacdo independente
da solubilidade do farmaco no veiculo mesmo que um deles apresentasse concentracdo de
saturagdo muito mais elevada que o outro (MOSER et al., 2001).

Entdo ao final do experimento obteve-se quatro prepara¢des do tipo emulgel, onde
duas utilizavam uma combinacgdo do alcool cetoestearilico com o alcool cetoestearilico
etoxilado como base emulsificante, e as outras, onde o alcool cetoestearilico foi substituido
por monoestearato de glicerila, resultando em uma nova base com propriedades diferentes
da primeira. Assim, estas preparacdes foram submetidas a ensaios de permeagdo in vitro

descritos nas etapas posteriores.



ESTUDO DE COMPATIBILIDADE ENTRE O LAPACHOL E
EXCPIENTES FARMACEUTICOS PARA O DESENVOLVIMENTO
DE FORMULACOES TOPICAS USANDO CALORIMETRIA
EXPLORATORIA DIFERENCIAL
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Abstract

Differential Scaning Calorimetry (DSC) study was used as an important and
complementary tool during the preformulation to determine the compatibility drug-
excipients of lapachol with the purpose of develop a lapachol gel-cream formulation. The
DSC curves of the lapachol drug, lapachol gel-cream formulations, placebos, excipients and
binary mixtures were obtained and the results showed that lapachol presented only an
incompatibility in the binary mixtures lapachol-cetostearyl alcohol that could influence the
stability of the product. The formulations 1 and 2 showed endotherms processes in the
temperatures 117,57°C and 126,94°C corresponding probably to the lapachol fusion. This
change toward lower temperatures characterizes a decreasing the formulations stability.

Resumo

O estudo de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi usado como uma importante e
complementar ferramenta durante a pré-formulacdo para determinar a compatibilidade
droga-excipientes do lapachol, com o proposito de desenvolver uma formulagdo gel-creme
do lapachol. As curvas de DSC do lapachol, formulagdes gel-creme, placebos, excipientes e
misturas binarias foram obtidas e os resultados mostraram apenas uma incompatibilidade
na mistura binaria lapachol-alcool cetoestearilico que poderia influenciar na estabilidade do
produto. As formulagdes 1 e 2 mostraram processos endotérmicos nas temperaturas
117,57°C e 126,94°C, respectivamente, correspondendo provavelmente a fusdo do
lapachol. Este deslocamento para temperaturas inferiores caracteriza uma diminui¢do da
estabilidade das formulagdes.

Keywords: Lapachol, DSC-Photovisual, Thermal analysis
Palavras-Chaves: Lapachol, DSC — fotovisual, analise térmica

Introducio

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas requer prévio conhecimento das
propriedades fisico-quimicas da droga, excipientes e uma instrumentagdo analitica com
execucdo e obtengdo rapida de resultados. A analise térmica é usada na industria
farmacéutica como uma técnica rapida e tem sido preconizada para o controle de qualidade



e desenvolvimento de novos medicamentos, sendo a caracterizagdo térmica dos excipientes
e formulagdes, o primeiro pardmetro no estudo de estabilidade [1-3]. Usando Calorimetria
Exploratoria Diferencial € possivel obter dados significativos em curto periodo de tempo e
embora ndo substitua o programa de estabilidade classico, pode promever um alerta a
problemas de compatiblidade, especialmente quando combinados com ensaios quantitativos
[4-7];

Emulgéis, preparagdes relativamente novas, sdo sistemas 6leo-agua, contendo uma goma
como espessante da fase aquosa externa e podem ser constituidas de uma preparacao
geleificada na qual incorpora-se um agente emulsificante ou um emulsificante em conjunto
com uma fase oleosa que pode ser um oleo mineral ou vegetal [8-9]. O uso de um
espessante aumenta a viscosidade da fase continua, reduzindo a frequéncia de colisdo e a
coalescéncia das gotas, aumentando, assim, a estabilidade da preparagdo. O carbopol é um
espessante bastante utilizado nestes tipos de formulagdes, que possui em sua estrutura uma
pequena porcao lipofilica em adigdo a uma grande porg¢do hidrofilica funcionando como
emulsificantes 6leo em agua. A parte lipofilica deste polimero se localiza na interface 6leo-
agua e a por¢ao hidrofilica entumece em presenca de dgua formando o gel que envolve as
goticulas de 6leo [9]. Com isto, foram obtidas formula¢des com maior estabilidade e que
ndo necessitam de grande quantidade de fase oleosa para obter boa viscosidade.

O objetivo deste estudo foi a utilizagdo da técnica calorimétrica (DSC) na determinagio de
compatibilidade entre droga-excipiente do lapachol com a finalidade de desenvolver uma
formulagdo topica do tipo gel-creme.

Materiais e Métodos

As concentragdes dos excpientes utilizados nas formulagdes foram:

Formulagao 1

lapachol 0.5%, metilparabeno 0.15%, alcool cetoestearilico 6%, alcool cetoestearilico
etoxilado 3%, propilparabeno 0.05%, glicerina 6%, etanol 14%, 6leo mineral 5%, EDTA
0.1%, carbopol ultrex 0.3%, trietanolamina 1%, oleato de isodecila 5%.

Formulagdo 2

lapachol 0.5%, metilparabeno 0.15%, monoestearato de glicerila 8%, alcool cetoestearilico
etoxilado 3%, propilparabeno 0.05%, glicerina 6%, etanol 14%, 6leo mineral 5%, EDTA
0.1%, carbopol ultrex 0.3%, trictanolamina 1%, oleato de isodecila 5%,

O lapachol foi doado pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco — LAFEPE.
Propilparabeno, metilparabeno, EDTA e oleato de isodecila foram obtidos da Henrifarma, a
trietanolamina da Merck, o etanol da Quimis, monoestearato de glicerila da CRODA ¢ os
demais excipientes da Galena.

Estudo Calorimétrico

As misturas binarias e excipientes solidos foram preparados nas mesmas proporgoes da
formulagdo. As misturas binarias do lapachol e excipientes liquidos foram preparados nas
propor¢des 1:1. As curvas de DSC do lapachol, formulagdes, e excipientes foram obtidos
em um calorimetro Shimadzu, modelo DSC-50, acoplado a sistema fotovisual, consistindo
de um microscopio Olympus conectado a uma cadmera Sanyo, modelo VCC-D520, sob
fluxo de nitrogénio de 50mL/min e velocidade de aquecimento de 10°C/min até 400°C. As
temperaturas de transi¢do foram registradas num grafico de velocidade de aquecimento x
tempo (30 - 400°C) e o pico de temperatura (Tp) de transicdo de fase foi determinado na




curva de DSC com software da Shimadzu. As amostras (2,00mg) foram pesadas e
colocadas em panelas de aluminio. As imagens foram capturadas por meio de DSC
acoplado a sistema fotovisual sob condigdes similares ao DSC convencional. Os
instrumentos foram calibrados utilizando os pontos de fusdo dos padrdes indio (156,6°C +
0,3) e zinco (419°C £ 0,3).

Resultados

As curvas de DSC convencional e fotovisual do lapachol estdo apresentados na figura 1 (a)
e (b) onde ¢ possivel observar um processo endotérmico caracteristico de fusdo a uma
temperatura de 140,91°C, que reflete os dados mencionados na literatura. O DSC fotovisual
mostra um processo de fusdo a uma temperatura de 140°C (figura 1-b), o que confirma os
dados obtidos no DSC convencional.

(A) -

®)

Figura 1 — DSC convencional do lapachol, apresentando um processo endotérmico
caracteristico de fusdo a 140,91°C (A) e DSC fotovisual onde ¢ visualizado o processo de
fusdo seguido de degradacio (B).

As curvas de DSC das misturas binarias e dos excipientes solidos isolados estdo
apresentados na Figura 2 (a) e (b). Observou-se compatibilidade do lapachol com a maioria
dos excipientes, com exce¢do do metilparabeno, onde foi observado um deslocamento para
temperaturas inferiores do processo endotérmico de fusdo do lapachol. Nas curvas DSC das
misturas bindrias lapachol-alcool cetoestearilico e lapachol-monoestearato de glicerila ndo
foi possivel uma nitida visualizagdo do processo de fusdo caracteristico do lapachol. Este
fato deve-se a alta propor¢ao destes excipiente em relagdo a droga.
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Figura 2 — Curvas de DSC das misturas binarias dos excipientes solidos (A) e excipientes
solidos isolados (B)

Desta forma, foram realizados o DSC das misturas binarias alcool cetoestearilico-lapachol e
monoestearato de glicerila-lapachol, nas propor¢des 1:1, onde se observou que nestas
propor¢des, o lapachol interagiu com ambos os emulsificantes (Figuras 3 e 4), embora a
interacdo com o alcool cetoestearilico tenha sido um pouco mais acentuada. Comparando as
curvas de DSC destas misturas nas concentragdes da formulagdo e na proporgdo 1:1, foi
visto que nas concentragdes das formulagdes, o lapachol tem uma maior interacdo com o
alcool cetoestearilico devido a um maior deslocamento do ponto de fusdo desta droga
(Figura 3). Ja, com o monoestearato de glicerila, ndo ¢é verificada interagdo nestas
proporgdes (Figura 4).
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Figura 3 — Curvas de DSC do lapachol,
lapachol-alcool cetoestearilico.
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Figura 4 — Curvas de DSC do lapachol, excipiente monoestearato de glicerila e mistura
binaria lapachol- monoestearato de glicerila.

O lapachol apresentou também compatibilidade com todos os excipientes liquidos
estudados, assim como esta apresentado na Figura 5 (a) e (b).

O DSC acoplado a sistema fotovisual

confirmou todos os dados obtidos com o DSC

convencional, com exce¢do da mistura bindria lapachol : metilparabeno, onde o sistema
fotovisual ndo confirmou a incompatibilidade apresentada anteriormente. (Figura 6)
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Figura 5 — Curvas de DSC das misturas binarias dos excipientes liquidos (A) e excipientes
liquidos isolados (B)

Edeti acid

Figura 6 — DSC fotovisual das misturas binarias lapachol/excipientes, mostrando o
processo de fusdo e degradacdo caracteristico destes.

Os resultados da Figura 6 mostraram também um processo de incompatibilidade do
lapachol com o élcool cetoestearilico, onde o processo de fusdo do lapachol ocorre na
temperatura de 115°C, com um deslocamento bastante significativo. Para os excipientes
cetomacrogol e monoestearato de glicerila, observa-se que a fusdo destes ocorreu
anteriormente ao lapachol, mascarando sua fusdo e dando lugar provavelmente a um
processo de solubilizagdo.

J& para os excipientes liquidos, DSC fotovisual ndo detectou nenhuma incompatibilidade,
confirmando os resultados do DSC convencional, assim como mostrado na Figura 7.

DSC também foi utilizado para caracterizar as preparacdes | e 2, onde foram também
avaliados os placebos das referidas formulacdes, a nivel de comparagdo. Observou-se que o
DSC das preparagdes apresentaram um processo proximo a fusdo do lapachol, como mostra
a Figura 8, que apresenta uma endoterma nas formulagcdes que ndo sdo verificadas nos
placebos. Assim, houve um deslocamento da fusdo do lapachol em ambas as formulagdes,
tendo a formulagdo 1 um deslocamento maior que a formulagio 2.
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Figura 7 — DSC fotovisual das misturas bindrias dos excipientes liquidos: lapachol nas
proporgdes 1:1.
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Figura 8 — Curvas de DSC do lapachol, das duas formulagdes e seus respectivos placebos.

Discussiao

Lapachol apresentou compatibilidade com a maioria dos excipientes, todos confirmados
por DSC fotovisual, com excecdo da mistura binaria lapachol : metilparabeno. Verificou-se
uma interacdo do lapahol com o metilparabeno na analise de DSC convencional mas esta
interagdo ndo foi visualizada no DSC fotovisual. Como DSC fotovisual é um método mais
sensivel que o convencional pode-se dizer que ndo ha incompatibilidade entre lapachol e
metilparabeno .

Os resultados também mostraram um processo de incompatibilidade do lapachol com o
alcool cetoestearilico, onde o processo de fusdo do lapachol ocorre na temperatura de
115°C. Este excipiente presente na formulagdo 1 mas ausente na 2, pode interferir na
estabilidade do produto final, o que ¢é verificado quando analisou-se as formulagdes e
placebos por DSC convencional.

A formulagdo 1 apresentou a endoterma caracteritica da fusdo do lapachol na temperatura
de 117,57° C, ou seja, com um deslocamento bastante significativo em relag@o a fusdo do
lapachol. Ja a formulagdo 2 apresentou um deslocamento menor que a formulagdo 2, sendo



a fusdo observada a 126,94° C. Isto poderia ser um indicativo de que a segunda formulacao
teria uma maior estabilidade que a primeira levando em consideragdo apenas os resultados
observados. Este deslocamento maior observado na formulagdo 1 pode ser devido a
interacdo do alcool cetoestearilico com o lapachol na formulacao.

Conclusiao

Pode-se concluir que embora tenha se verificado algumas incompatibilidades dos
excipientes com o lapachol, estas ainda ndo foram significativas a ponto de alterar a
estabilidade das preparagdes. O DSC convencional para as preparagdes ¢ placebos
mostraram-se semelhantes com excecdo da presenca de uma endoterma caracteristica de
processo de fusdo do lapachol em temperaturas inferiores a fusdo deste. A formulagdo 1
apresentou maior deslocamento que a 2, acrescentando o fato que um dos excipientes
presentes, interagiu com o lapachol. Este fato pode alterar a estabilidade das preparagdes
que serdo submetidas a um estudo de estabilidade para confirmagdo dos dados obtidos.
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RESuUMO

O lapachol, substancia extraida de varias espécies de arvores da familia Bignoniaceae que
apresenta varias atividades farmacologicas, dentre elas: antimalarica, antitumoral,
antimicrobiana, antiviral, analgésica e antiinflamatdria, sendo estas ultimas sistémica e
topica. O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma forma farmacéutica topica com
este principio ativo, visando sua a¢do antiinflamatoria e analgésica topica. Desta forma,
foram avaliadas algumas caracteristicas fisico-quimicas do lapachol que tornaram viavel o
estudo e assim a droga foi entdo incorporada em duas bases do tipo emulgel e uma base gel
em concentracdes diferentes. Os perfis de liberagdo foram avaliados e optimizados através
de um estudo de permeagdo utilizando células de Franz. Foi confirmado assim a capacidade
permeante do fairmaco nas preparagdes estudadas, sendo observado que a base emulgel tipo
2 apresentou permeacdo superior a primeira em todas as concentragdes estudadas, o que
pode ser explicado por uma menor solubilidade do farmaco nesta preparacdo. Assim a base
tipo 2 foi comparada ao gel através de um ensaio de permeacgéo utilizando pele de orelha de
porco onde foi visto que a permeacdo do farmaco foi superior no gel. Também foi
realizado um estudo de reteng¢do cutanea onde o lapachol mostrou-se viavel como farmaco

para uso topico.

Palavras-chaves: lapachol, permeacio in vitro, emulgel, gel
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INTRODUCAO
A administragdo topica representa uma via alternativa da administragdo oral e intravenosa

de ativos medicamentosos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de
primeira passagem, liberagdo continua da droga, diminui¢do dos efeitos colaterais e melhor
aceitacdo do paciente.l’2 A habilidade de um farmaco presente em formulacdes topicas
permear a pele depende da capacidade de libertagcdo da droga deste veiculo para a pele, e da
difusdo por esta barreira para seu sitio de agdo. Sdo poucos os compostos de interesse
terapéutico que possuem propriedades fisico-quimicas adequadas para penetrarem
rapidamente a epiderme viavel e principalmente o estrato corneo constituido por células
ricas em queratina envolvidas em multiplas camadas lipidicas que representam a principal
barreira a permeagdo. >* Assim, a penetragdo insuficiente de drogas na pele freqiientemente
limita o uso de formulagdes aplicadas topicamente.
Ja é bem conhecido que o processo de permeagdo na pele obedece a primeira lei de Fick:
J=Cv.D.Csm
Cs,v.L

Onde J ¢ a velocidade de permeagdo da droga através da barreira, Cv ¢ a concentracdo de
droga dissolvida no veiculo, Cs,v ¢ Cs,m sdo a solubilidade da droga no veiculo e na
barreira, respectivamente, D é o coeficiente de difusdo e L a espessura da membrana.
Assim, J é diretamente proporcional a razdo Cv/Csv que representa o grau de saturagdo da
droga na formulagdo relacionada ao aumento da atividade termodindmica do sistema sendo
independente da concentragiio necessaria para alcancar este grau de saturagio. ®

Entdo, a equacdo 1 prediz que a velocidade de permeacdo de uma droga em dois veiculos
diferentes saturados que ndo alteram a fungdo barreira da pele, sdo idénticas e
independentes da quantidade total de droga dissolvida. Assim dois veiculos nos quais a
droga esta presente na concentracdo de saturagdo, apresentariam a mesma velocidade de
permeacdo independente da solubilidade do firmaco no veiculo mesmo que um deles
apresentasse concentragio de saturagio muito mais elevada que o outro. °

Varios artificios tém sido empregados objetivando reduzir a propriedade de barreira da pele
e promover a penetracdo transdérmica do farmaco. ’ Muitas drogas se encontram na forma
de eletrolitos fortes a moderadamente fracos de modo a proporcionarem um equilibrio de
espécies ionizadas e ndo ionizadas. Estas espécies afetam diretamente a penetragdo sendo a

forma ndo ionizada a que possui melhor permeabilidade embora estudos tém demonstrado



que um aumento na solubilizagdo do farmaco através da sua ioniza¢do pode proporcionar
um aumento da penetracio e do fluxo do farmaco. '

O lapachol [2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)-1,4] ¢ uma naftoquinona que possui
atividade antiviral, antimicrobiana, antiinflamatdria e principalmente anticancerigena. Nos
estudos clinicos descritos na literatura, seja utilizando pacientes portadores de cervicites e
cérvico-vaginites cronicas'' ou utilizando pacientes portadores de bursite'?, otite',
tendinite'* e sinusite'” a atividade antiinflamatéria da droga é comprovada.

Neste mesmo contexto, alguns estudos preliminares de desenvolvimento galénico e difusao
in vitro do lapachol incorporados em formas farmacéuticas geleificadas demonstrou a
viabilidade da incorporacao do lapachol em formas topicas. 16.17

Assim, baseado nos relatos anteriores e considerando a via cutdnea como alternativa e
muitas vezes como complemento de outras vias de administracdo o objetivo deste trabalho
trata-se do desenvolvimento farmacotécnico do lapachol topico utilizando uma abordagem

racional através de ensaios de permeagdo in vitro e ex vivo assim como ensaios de reten¢do

cutanea.

MATERIAIS E METODOS

O lapachol foi obtido do Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco — LAFEPE.
Os solventes empregados foram glicerina p.a., Acido Acético e Metanol, todos obtidos da
Merck®. Propilparabeno, metilparabeno, EDTA e oleato de isodecila foram obtidos da
Henrifarma, a trietanolamina da Merck, alcool etilico p.a. da Quimis, monoestearato de
glicerila da CRODA e os demais excipientes da Galena.

As membranas artificiais utilizadas nos ensaios de difusdo in vitro foram de natureza
celuldsica com poros de 0,44um da M&S. Para o ensaio de difusdo ex vivo e retengdo
cuténea foi utilizada pele de orelha de porco obtida em matadouros locais e preparadas para

0 experimento.

Determinacgio da solubilidade em solucio tampao de fosfatos pH 7,0 — A solubilidade
foi determinada por agitacdo de excesso da droga durante 16 horas (overnight), seguido de

doseamento por CLAE.



Determinagdo do Coeficiente de Particio octanol/tampio de fosfatos pH 7,0
Foi obtido por particdo de uma concentragdo conhecida de lapachol em solu¢do tampao
contra igual volume de octanol através de agitagdo por 16 horas (overnight) seguido de
quantificacdo da fase aquosa. O Coeficiente de parti¢do foi determinado pela formula:
K ot=Cl1-C2, onde:
C2
C1= concentragado do lapachol antes da parti¢do

C2 = concentragdo do lapachol depois da partigdo

Preparacio das formas farmacéuticas topicas
As formulagdes usadas neste estudo foram duas bases do tipo emulgel (1-5) e uma do tipo
gel (6), onde o lapachol foi incorporado em diferentes concentragdes como apresentado na

tabela I:

Tabela I — Composicao das diferentes formulagdes utilizadas variando as concentragdes de

lapachol e emulsificantes utilizados.

Constituintes Formulagdes

1 2 5 4 5 6
Lapachol 0,4% 0,3% 0,4% 0,3% 0,3% 0,5%
Alcool cetoestearilico 6% 6% - - - -
Alcool cetoestearilico etoxilado 3% 3% 3% 3% 2% -
Monoestearato de glicerila - - 8% 8% 7.00% -
Carbopol ultrex 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,5%
Metiparabeno 0,15% 0,15% 0,15% 0,15% 0,15% -
Propilparabeno 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% -
EDTA 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% -
Oleo mineral 5% 5% 5% 5% 5% -
Tween 80 - - - - - 0,025%
Oleato de isodecila 5% 5% 5% 5% 5% -
Trietanolamina pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0
Etanol 14% 14% 14% 14% 14% 28%
Glicerina 6% 6% 6% 6% 6% 12%
Agua q.s.p. 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Preparacio dos emulgéis
O carbopol foi previamente disperso em agua, em seguida foram adicionados todos os
excipientes hidrossoliveis. Preparou-se a fase oleosa e aqueccu-se as duas fases até

aproximadamente 70° C. Verteu-se a fase oleosa sobre a aquosa, neutralizou-se a



preparagdo utilizando trietanolamina e incorporou-se o lapachol em solucdo de glicerina:

etanol, agitando até resfriamento.

Preparacio do gel
O carbopol foi previamente disperso em 4gua, em seguida, neutralizou-se com
trietanolamina e adicionou-se o tween® 80. O lapachol foi incorporado em solugdo de

glicerina: etanol e agitado até homogeneizagao.

Estudos de penetracao in vitro e ex vivo

O estudo foi realizado utilizando seis células de Franz interligadas a um banho
termostatado estabilizado a 37° C e dispostas nos respectivos pontos de uma placa
magnética, promovendo agitagdo constante do meio receptor. O volume e a area difusional
do compartimento doador correspondiam a aproximadamente 1,5mL e 1,15 cm’
respectivamente, ¢ o volume do compartimento receptor correspondia a aproximadamente
5,5mL. Uma quantidade de 110mg, exatamente pesada, das preparagdes foi colocada no
compartimento doador e o meio receptor utilizado foi o tampdo fosfato pH 7,0. Em
intervalos de tempos pré-determinados, coletou-se todo o liquido receptor, reabastecendo o
volume total retirado imediatamente com o proprio liquido na mesma temperatura. No
estudo in vitro, membranas sintéticas foram utilizadas, sofrendo hidratagdo na propria
solucdo tampao por 24 horas antes da montagem nas células de difusdo. Para o estudo ex
vivo, foram utilizadas orelhas de porco, onde a espessura total da pele foi removida da
cartilagem e a gordura do tecido subcutdneo removida também. Discos da pele intacta de
diametro de aproximadamente 3cm foram estocados a -20°C até o uso, por periodo nao
excedendo a seis semanas. '® A pele removida foi posta nas células de difusdo tipo Franz
com a derme em contato com o compartimento receptor. '° As amostras coletadas foram
filtradas e as concentragdes de lapachol foram determinadas por HPLC. Todas as
formulagdes estudadas foram testadas por este método, para posteriormente servir como

parametro para defini¢do da melhor preparagao.



Ensaios de Retencao Cutanea

Para realizar o estudo de retengéo cutinea utilizou-se a metodologia adaptada de De Rosa et
al. (2003), onde, apés 24 horas do ensaio ex vivo descrito acima, a pele foi limpa com
algoddo embebido com solugdo tampao de fosfatos pH 7,0 e seca com papel absorvente. As
camadas de estrato corneo foram removidas pelo método do Tape stripping utilizando fita
adesiva Scotch® (3M). % Aproximadamente 10 fitas foram necessarias para remover o
extrato corneo das amostras da pele. Um volume de 10mL de metanol foi adicionado as
fitas adesivas, deixados em overnight, agitados por 1 minuto e entdo filtrados.

O tecido restante foi pesado, homogeneizado com 5 mL de metanol por 1 minuto, sonicado
por 30 minutos, centrifugado e filtrado. A quantidade da droga no filtrado foi analisada por

HPLC.

Analise por HPLC
Todas as concentragdes foram determinadas por HPLC, modelo HP 1100 com detector UV
(A =278) e uma coluna RP-18, 250 x 4mm, da Shimadzu®. A fase movel foi metanol: adcido

acético 5% (80:20), o fluxo utilizado foi de ImL/min e o volume de injegdo foi de 20u1.>'

RESULTADOS

Os resultados da andlise do coeficiente de particdo estdo apresentados na Tabela I1.

Tabela II: Coeficiente de parti¢do, tampdo de fosfatos pH 7,0/ octanol, do lapachol na
propor¢ao 1:1 (octanol/tampdo) a temperatura ambiente e solubilidade em solugdo tampao a
temperatura ambiente e 37°C

Cl C2 K Log K Solubilidade Solubilidade
(ug/mL) (ug/mL) C. de Partigio (T:04:019) (ug/mL)

49,98 0,18 276,7 2,44 59,80%* 100,13**

* Temperatura Ambiente
**37°C

As formulagdes utilizadas no estudo de permeagdo utilizando membranas sintéticas estdo

apresentadas na Tabela II1, onde pode ser visualizado a quantidade permeada ap6s 6 horas



de cinética e o fluxo (J) de liberagdo do lapachol a partir destas preparagdes. Os resultados
de liberagdo in vitro destas preparagdes estdo apresentados nas figuras 1 e 2 onde
observou-se que as preparacdes 3 ¢ 5 apresentaram perfis de libera¢do semelhantes, mesmo
a primeira apresentando quantidade maior de lapachol, 0,4%, em comparagdo com a
segunda, 0,3%.

As preparagdes 1 e 4 apresentaram também, perfis de liberagdo semelhantes apesar de
possuirem bases diferentes e concentragdes de lapachol diferentes.

Comparou-se também o perfil cinético das formulagdes 4 e 5, estas muito semelhantes
qualitativamente, mas que apresentaram quantidades de tensoativos diferentes. Foi visto

que a formulagdo 5 liberou melhor que a 4.

Tabela III — Fluxo das diferentes formulagdes utilizadas no ensaio in vitro utilizando

membrana sintética (n = 3, média = DP).

Formulagbes  Quantidade Permeada Fluxo J (ng/cm?*h™y |
1 87.38+13 12.809+£2
2 60.99 + 8 8.977+1,5
3 105.80+ 8 15.691 £1
4 87.49+14 1268 £2
5 105.88 + 10 1551 +4

~
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Figure 1 — Liberacao in vitro de lapachol (ug) a partir das diferentes formulagdes testadas.
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Figure 2 — Quantidade liberada apds 6 horas de cinética in vitro de lapachol (ug) a partir

das formulagdes testadas.

As formulagdes testadas no estudo de permeagdo através de pele estdo apresentadas na
Tabela IV, onde se observa a quantidade permeada apds 24 horas de cinética e o fluxo (J)
de liberacdo do lapachol. Os resultados de liberagdo in vitro destas preparagdes estdo
apresentados na figura 3 onde se observou que a preparacdo gel apresentou liberagdo

bastante superior ao gel-creme (também visualizado na Tabela III).

Tabela IV — Fluxo das diferentes formulagdes utilizadas no ensaio in vitro utilizando pele

de orelha de porco (n = 3, média + DP).

Formulacdes Quantidade Permeada Fluxo J (ug/cm?h™)
5 341 0,14 £0,1
6 29.02+1 1,28 £ 0,1
( )

35.00
30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 4
10.00 4
5.00 -
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——5
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Figure 3 — Libera ¢do in vitro de lapachol (ug) a partir das diferentes formulagdes testadas.




No ensaio de retengdo cutinea, observou-se a afinidade do lapachol pela pele, tendo

ocorrido uma reteng@o do lapachol na epiderme nas duas formulagdes (Figura 4).

30+
25

20+ o1
15 m2

10

Pele sem EC Meio
EC receptor

Figure 4 — Ensaio de reten¢do nas camadas da pele e a permeagdo cutinea apds 24 horas de
estudo em células de Franz utilizando orelha de porco ( * Estrato corneo).

DISCUSSAO

Dentre os varios fatores que podem influenciar a penetracdo cutinea das drogas, o pH e a
solubilidade da droga no veiculo, bem como a viscosidade da preparacdo sdo fatores
importantes a considerar. O pH manifesta sua a¢ao devido a presenca de formas ionizadas e
moleculares, em proporgdes variaveis, segundo o pKa do farmaco, e estas formas, em geral,
apresentam comportamento de penetragdo diferentes. ** Assim, foi observado em estudo
anterior no nosso laboratdrio que preparagoes gelificadas com pH 8,0 apresentaram perfis
de liberacdo muito superiores ao pH 7,0 e 5,0. Desta forma todas as preparagdes utilizadas
no ensaio in vitro possuiam pH 8,0.%

Nos nossos resultados, observou-se que as preparagdes 3 e 5, cujas bases sdo as mesmas,
apresentaram perfis de liberagcdo semelhantes entre si, embora possuam concentragdes
diferentes de lapachol. Ja as preparagdes 1 e 4, também contendo concentragdes diferentes
de lapachol, porém com bases diferentes, também apresentaram perfis de liberagdo
semelhantes entre si. Pode-se obter uma explicagdo para o fato, observando as
caracteristicas das bases emulsificantes de cada uma das preparagdes. Desta forma
observou-se que as bases constituidas por monoestearato de glicerila, liberam melhor o

farmaco que aquelas que utilizam alcool cetoestearilico.



Quando comparou-se o perfil cinético, empregando-se membranas artificiais as
formulagdes 4 ¢ 5, de mesma base emulsificante, mas que apresentavam quantidades de
tensoativos diferentes, verificou-se que a formulagdo 5 liberou melhor que a 4. Isto pode
ser explicado por uma afinidade, e consequentemente retencdo, do lapachol pelos
tensoativos presentes na preparacio, ja que a formulago 4 possui quantidade de tensoativos
maior que a 5.

No estudo de permeagdo através de pele observou-se que a preparagdo gel apresentou
liberagdo bastante superior ao emulgel. O que reforcaria uma maior afinidade do farmaco
pelas preparagdes emulsificadas, ocasionando sua retengao.

Assim pode-se concluir que o estudo de difusdo in vitro do lapachol sobre Células de Franz,
mostrou que o principio ativo apresenta difusibilidade através tanto da membrana artificial
como da pele animal.. Todavia os melhores perfis, no ensaio in vitro com membrana
artificial, foram vistos nas preparag¢des 5 ¢ 3. Como esta Gltima preparacdo apresentou apos
observagdo microscopica, presen¢a de cristais de lapachol decorrentes de processo de
supersaturacao, esta ndo foi selecionada para a etapa de permeagao utilizando a pele como
barreira. Nestes ensaios, o lapachol apresentou uma difusibilidade melhor no gel. O
farmaco apresentou também nesta preparacao, uma boa retencdo cutanea, o que torna viavel

sua utilizacdo em formas farmaceéuticas de aplicacdo topica.
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CONCLUSAO

Desenvolvimento farmacotécnico:

Todas as preparagdes apresentaram um bom aspecto macroscopico mas quando
observadas microscopicamente foi observada a presenga bolhas e em alguns casos, a de
cristais de lapachol;

A quantidade de lapachol foi diminuida para concentragdes menores para evitar a
formagdo de cristais de lapachol. Desta forma obteve-se as preparacdes P2, P3, P4 e P6
com auséncia de cristais de lapachol quando observadas a nivel microcopico.

As formulagoes com 40% de sistema solvente etanol:glicerina (70:30), foram as que
apresentaram a maior quantidade de bolhas, pois, devido a grande quantidade de
solvente incorporado, ocorria uma admissdo de ar na preparagdo. Assim apenas as
formulagdes P3 a P6 foram submetidas as etapas posteriores de permeagdo in vitro;
Embora a formula¢do P5 apresentasse lapachol cristalizado, esta foi submetida ao
ensaio de permeagdo para analise de comportamento de formulagdo supersaturada;
Entdo ao final do experimento obteve-se quatro preparagdes do tipo emulgel, onde duas
utilizavam uma combinag¢do do alcool cetoestearilico com o alcool cetoestearilico
etoxilado como base emulsificante, e as outras, onde o alcool cetoestearilico foi
substituido por monoestearato de glicerila, resultando em uma nova base com

propriedades diferentes da primeira.

Andlise Térmica:

No estudo de compatibilidade de excipientes, observou-se que o lapachol apresentou
compatibilidade com todos os excipientes liquidos e com a maioria dos excipientes
solidos, apresentando uma interagdo com o alcool cetoestearilico, onde o processo de
fusdo do lapachol ocorreu na temperatura de 115°C.

O DSC convencional para as preparagdes e placebos mostraram que a formulagdo 1,
apresentou uma endoterma caracteritica de fusdo do lapachol, ndo verificado no
placebo, com um deslocamento bastante significativo. Ja a formulagdo 2 apresentou
esta endoterma com um deslocamento menor que a formulagdo 1. Isto poderia ser um
indicativo que a segunda formulacdo teria uma maior estabilidade que a primeira,

levando em consideragdo apenas os resultados observados.



Estudo de permeacio e retencio cutinea:

¢

As preparagdes foram entdo submetidas a ensaios de permeacdo utilizando células de
Franz, para otimizagdo através dos perfis de liberacdo onde verificou-se que a melhor
liberagdo foi visualizada nas preparagdes 3 e 5, cujas bases sdo as mesmas e os perfis
de libera¢do semelhantes entre si, embora possuam concentra¢des diferentes de
lapachol. Isto pode ser explicado pelo fato da formulagdo 3 ser constituida por uma
maior de fase tensoativa o ocasionaria na retenc¢do deste farmaco;

Ap0s observacdo do aspecto microscopico verificou-se presenca de cristais de lapachol
na formulagdo 3, decorrente de processo de supersaturacdo o que inviabilizou sua
utilizagdo nas etapas posteriores;

As preparagdes 1 e 4 apresentaram também perfis de liberacdo semelhantes apesar de
possuirem bases diferentes e concentracdes de lapachol diferentes, tendo a segunda
menor concentragdo de lapachol e desta forma demonstrando melhor liberacdo a partir
desta base. Este fato pode ser explicado pela solubilidade menor do lapachol na base
contendo monoestearato de glicerila que foi visto na comparagdo das preparagdes 3 e 1,
que contém quantidades iguais de lapachol mas a 3 apresenta ja saturacao do veiculo.
Assim, a preparagdo 5 foi comparada através de um ensaio de permeacgdo e retengdo
cutanea, utilizando pele de orelha de porco, com o do gel de lapachol ja existente,
desenvolvido em nosso laboratério em estudos anteriores. Foi observado no ensaio de
permeagdo que a preparagdo gel apresentou liberacdo bastante superior ao emulgel, o
que reforcaria a hipdtese da afinidade do farmaco pela preparagdo emulsificada,
ocasionando sua retengao.

No ensaio de retengdo cutdnea, o farmaco apresentou também uma boa retengdo
cutdnea, principalmente no gel o que viabilizaria sua retengdo como forma farmacéutica

de uso topico.



Perpectivas

A continuidade do estudo de estabilidade acelerado ¢ realizagdo de um estudo de
estabilidade a longo prazo para determinagio do prazo de validade do produto;

Realizagdo de ensaios de irritabilidade cutinea e ocular que garantam a seguranga na
utilizagdo desta preparagdo nas etapas posteriores;

Ensaios clinicos em humanos portadores de traumatismos do tipo entorses e contusoes,
avaliando do ponto de vista clinico (eficacia e tolerabilidade), o lapachol emulgel
administrado por via topica como antiinflamatério local. Utilizaremos para isso,
pacientes do ambulatério de ortopedia e traumatologia do Hospital das Clinicas
(protocolo submetido ao comité de ética);

Determinar a eficacia do emulgel a base de lapachol comparando a taxa de cura das
lesoes inflamatorias locais apds administragdo topica deste e do medicamento
referéncia, Cataflan emulgel® (ensaio clinico, randomizado, duplo-cego);

Determinar os possiveis efeitos colaterais do tratamento topico antiinflamatorio, tais
como irritagdo e desconforto;

Langamento no mercado de um novo produto antiinflamatdrio topico.

- [ Comentario:
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