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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma formulacdo para
administrac@o topica de um novo composto com atividade anti-inflamatéria, uma
benzofenona denominada LFQM117. A administracdo tépica apresenta inUmeras
vantagens sobre a terapia sistémica, especialmente no tratamento de doencas
especificas da pele e para farmacos que apresentam efeitos colaterais sistémicos e
baixa biodisponibilidade. No entanto, um grande desafio no desenvolvimento de
produtos topicos € vencer a barreira cutdnea e ainda controlar a liberagdo e a
guantidade de farmaco que atinge as diferentes camadas da pele. E tanto as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco quanto o sistema de liberacdo sao
responsaveis por esta distribuicdo diferencial do farmaco nas diversas camadas da
pele. Dessa forma, o presente trabalho, além de realizar um estudo fisico-quimico
para a caracterizacdo da nova molécula, LFQM117, avaliou formula¢des que fossem
capazes de fornecer uma penetracdo cutanea adequada do composto. Sistemas
liguido-cristalinos apresentam caracteristicas interessantes para adminstracao
topica, tais como estrutura de camada lipidica e forma de gel, capacidade de
incorporar moléculas hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas e modular a liberacdo dessas
substancias e possibilidade de incorporar promotores de absorcdo cutanea na
formulacdo e por isso foram estudados como veiculos para a formulacao tépica de
LFQM117. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a LFQM117 é
uma molécula estavel, porém insolivel em agua, altamente apolar (log P = 4,8) e
com baixa permeabilidade cutanea. Fases liquido-cristalinas lamelares constituidas
de monoleina : acido oleico : propilenoglicol : dgua foram capazes de aumentar a
quantidade de LFQM117 retida na epiderme sem favorecer uma permeacao
cutanea, o que é adequado para produtos de uso tOpico em que se espera uma
maxima retencdo cutdnea com minima permeacdo cutanea. Por fim, a acdo anti-
inflamtoria in vivo das formulagbes de LFQM117 também foi avaliada através dos
ensaios de avaliacdo de edema de orelhas e de determinacdo da atividade da
enzima mieloperoxidase, demonstrando que mesofases lamelares compostas por
monoleina sdo sistemas promissores para a administragdo da benzofenona

LFQM117, como um anti-inflamatério topico.
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ABSTRACT

This study aimed to develop a formulation for topical administration of a new
compound with anti-inflammatory activity, a benzophenone called LFQM117. Topical
administration has many advantages over systemic therapy, especially in treatments
of specific diseases of the skin and for drugs which have systemic side effects and
low bioavailability. However, a major challenge in developing topical products is to
overcome the skin barrier and further control the release and the amount of drug that
reaches the different skin layers. Physicochemical characteristics of the drug and the
delivery system are responsible for this differential drug distribution in various skin
layers. Thus, the present work, besides perform a physicochemical study to
characterize the new molecule, LFQM117, evaluated if developed formulations were
able to provide adequate skin penetration of the drug. Liquid crystalline systems have
interesting features for topical administration such as lipid layer structure and gel
form, ability to incorporate hydrophilic, lipophilic and amphiphilic molecules, modulate
the release of these substances and the possibility to incorporate cutaneous
absorption promoters in the formulation. Therefore these systems were investigated
as vehicles for LFQM117’s topical formulation. The results of this study demonstrated
that LFQM117 is a stable molecule, but water-insoluble, highly nonpolar (log P = 4.8)
and low skin permeability. Lamellar liquid crystalline phases consisting of monoolein:
oleic acid: propylene glycol: water was able to increase the amount of LFQM117
retained in the epidermis without favoring a permeation skin, which is suitable for
topical products. For these type of products it is expected a maximum retention skin
with minimal skin permeation. Finally, topical anti- inflammatory action in vivo of
LFQM117 formulations was evaluated as the inhibition of the croton oil-induced ear
edema, as well as myeloperoxidase activity assay, demonstrating that lamellar
mesophases composed of monoolein are promising systems for the administration of

benzophenone LFQM117, as a topical anti- inflammatory.

Keywords: Topical administration. Liquid-crystals. Monoolein. Anti-inflammatory drug.

Benzophenone.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de formulacfes que tenham como via de administracéo a
pele se tornou uma estratégia interessante para farmacos cujo sitio de acdo é a
propria pele ou algum outro alvo no organismo, sendo uma alternativa para superar
aspectos indesejados relacionados a farmacocinética e farmacodinamica. A
administracdo de farmacos na pele apresenta muitos beneficios, tanto para terapia
topica, no tratamento de doencas especificas da pele, quanto para terapia
transdérmica. Para administracdo tOpica, as principais vantagens sobre a via oral
incluem auséncia de efeitos colaterais sistémicos e aumento da biodisponibilidade
local para farmacos que apresentam baixa biodisponibilidade devido a absorcao
irregular no trato gastrintestinal e metabolismo hepético de primeira-passagem.

O desenvolvimento de produtos tecnolégicos bem sucedidos para aplicacao
cutdnea € uma tarefa intimidante. O principal desafio é vencer a elevada e complexa
barreira cutanea, assim como restaurar esta barreira apés a aplicacdo dos produtos
na pele. Além disso, tem-se que controlar a liberacdo e a quantidade de farmaco que
alcanca as diferentes camadas da pele, sendo as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e do sistema de liberacdo os principais responsaveis por esta distribuicdo
diferencial do farmaco nas camadas da pele. Como a pele € uma barreira natural
para a penetracdo de substancias, dificimente um farmaco administrado
topicamente, sem uma formulacdo adequada, atingird as camadas mais profundas
da pele, em concentrac¢des suficientes para um tratamento adequado.

As benzofenonas sdo substancias tanto de origem natural quanto sintética
gue tém sido avaliadas e descritas quanto a um grande potencial terapéutico, que
passa desde efeito foto-protetor até acao antiparasitaria, antimicrobiana, antitumoral
e anti-inflamatoria.

A LFQM117 é uma molécula inédita, sintetizada no laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da UNIFAL e trata-se de uma benzofenona
com potenciais atividades farmacologicas, incluindo a atividade anti-inflamatoria. As
caracteristicas fisico-quimicas, bem como a metodologia analitica para essa
substancia e o0 mecanismo de acdo da mesma ainda néo foram estudados.

A terapia tOpica utilizando anti-inflamatérios corticosterdides € bastante

utilizada em patologias de pele, porém ela normalmente apresenta efeitos adversos
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indesejaveis com o uso prolongado, como estrias, telangiectasias, manchas roxas,
maior risco de infec¢des fungicas e até mesmo a Sindrome de Cushing. Algumas
caracteristicas dessa sintrome séo face arredondada (chamada de facies em lua),
acumulo de gordura na regido posterior do pescoco e das costas (chamado de
corcova ou giba de bufalo) e distribuicdo irregular da gordura corporal, com
predominio na regido abdominal e tronco. Este conjunto de efeitos colaterais € um
dos mais incébmodos, pois muda muito a aparéncia do paciente, principalmente nas
pessoas que eram previamente magras.

Como existe um grande interesse no desenvolvimento de novos produtos de
uso topico para aplicacdo em afecc¢des cutdneas como alternativas a terapia com
corticosterbéides, o presente trabalho pretendeu-se realizar o estudo de pré-
formulacdo e desenvolvimento de formulacdes de aplicacdo topica desse novo
derivado sintético de benzofenona, com potencial atividade anti-inflamatéria.

A utilizac&o de sistemas adequados para a incorporacao ou carreamento das
substancias de interesse € de fundamental importancia para o sucesso nas terapias
tépicas. Com base nisso, a escolha do sistema ideal que possibilitasse permeacao e
retencdo adequadas foi um dos pontos-chaves de atencdo nesse trabalho. Alguns
sistemas foram testados, como um sistema simples contendo apenas 6leo mineral,
sistemas contendo 6leo mineral e promotor de absorcdo cutanea (acido oléico),
microemulséo, e sistemas com monoleina contendo diversos componentes.

Pretendeu-se também avaliar a formulacao desenvolvida através de estudos
de permeacéo e retencdo cutanea in vitro usando células de difuséo vertical do tipo
Franz, retencdo cutanea in vivo em ratos Wistar e estudos da atividade anti-

inflamatdria in vivo empregando camundongos Swiss como modelo animal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura deste trabalho aborda a inflamacdo e os anti-

inflamatorios, benzofenonas, terapia topica e penetracdo cutanea, e cristais liquidos.

2.1 INFLAMACAO E OS ANTI-INFLAMATORIOS

A inflamacédo € um processo fisioldgico que consiste na resposta organica
diante de lesdo tissular ou infeccdo, envolvendo uma acédo coordenada entre o
sistema imunolégico e o tecido no qual ocorreu a lesdo (COTRAN et al., 2006). Este
processo pode ser encarado como um mecanismo de defesa do organismo,
permitindo abrir caminhos para os processos de reparagdo, com a cicatrizacdo e a
regeneracdo do tecido afetado. Entretanto, apesar de extremamente necessario,
esse processo podera em determinadas situacdes se exacerbar, levando a efeitos
deletérios (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2011). Assim, inflamacdo é um
termo geral usado para as mudancas que podem ocorrer nos tecidos vascularizados,
como resposta a danos teciduais, infeccbes ou reagBes imunologicas. De modo
geral, o processo inflamatério compreende trés fases.

A fase aguda caracteriza-se pelos eventos vasculares, observando-se a
vasodilatagdo local e o aumento da permeabilidade vascular; a fase tardia onde se
observa a migracao celular, com a infiltracdo de leucécitos e células fagocitarias e a
fase proliferativa cronica, na qual ocorre degeneracéo tecidual e fibrose, podendo
causar a dor através da ativacdo e sensibilizacdo de nociceptores (LEES et al.,
2004).

A exposicdo das células aos patdgenos e a lesdo tecidual resultam na
producdo e na liberagdo de diversos mediadores quimicos, responsaveis pelas
caracteristicas da area inflamada. Dentre os mediadores da inflamacao, encontram-
se histamina, metabdlitos do acido aracdbnico (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), fator de ativacao plaquetaria, bradicinina, acido nitrico, neuropeptideos
e citocinas (ABBAS et al., 2008; COTRAN et al., 2006; RANG et al., 2012).

A migracdo unidirecional de células inflamatorias, como neutrofilos e

monaocitos, através dos espacos endoteliais ocorre através de um gradiente de
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concentracdo de fatores quimiotéticos. A quimiotaxia é controlada por agentes
quimiotaticos, tanto de origem enddgena, que sdo aqueles liberados pelas préprias
células do hospedeiro (produtos da lipoxigenase, citocinas, etc.), quanto de origem
exdgena, que sao aqueles advindos do proprio agente agressor. Além destas,
existem indmeras substancias que, em contato com o soro, geram fatores
quimiotaticos via ativacdo do sistema complemento (ALLAN et al., 1985).

Os neutrdfilos s@o considerados a primeira linha de defesa do corpo por
serem recrutados rapidamente ao local da inflamacéo através da quimiotaxia. O
aumento significativo da atividade da mieloperoxidase (MPO) tem uma proporcao
direta ao numero de neutrdfilos infiltrados no tecido, portanto pode-se utilizar sua
atividade como indice de migracéo leucocitaria e de estresse oxidativo (ALLAN et
al., 1985; SCHIERWAGEN, BYLUND-FELLENIUS, LUNDBERG, 1990).

Os farmacos anti-inflamatérios sdo capazes de interferir no processo
reacional de defesa do organismo, minimizando os danos e proporcionando maior
conforto ao paciente. Atualmente, os principais agentes anti-inflamatérios séao
representados pelos glicocorticbéides e pelos anti-inflamatorios ndo esterdides
(AINEs) (RANG et al., 2012)

Na classe dos AINEs estdo incluidos diversos &cidos organicos, que
compartilham propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas. Estes
farmacos inibem a ciclo oxigenase-1 (COX-1) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2),
isoenzimas da ciclo-oxigenase, que assim agem como inibidores diretos da sintese
de prostaglandina e tromboxano a partir do acido araquidénico (GELLER et al.,
2012).

A administracao tépica e transdérmica de AINEs como forma terapéutica no
alivio de afeccdes inflamatérias e dolorosas tem despertado o interesse de muitos
profissionais da saude e pesquisadores, pois apresenta inUmeras vantagens em
relacdo ao uso sistémico, principalmente por reduzir os efeitos indesejaveis
gastrintestinais (BADRAN et al., 2009; BARNES, 2008; ZHAO et al., 2009).

Além dos AINES, os anti-inflamatorios corticosterdides ou esteroidais
também sdo muito empregados topicamente para tratamento da patologia
inflamatoria, proliferativa ou de causa imunologica da pele, podendo também ser
eficazes no tratamento de sintomas cuténeos, tais como prurido e sensacdo de
gueimadura. Alguns exemplos de patologias que respondem favoravelmente a

corticoterapia tépica sdo queimadura solar, eczema atopico, dermatite seborréica,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016054029090061O
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016054029090061O
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eczema de contato, prurido anal, vulvar ou do escroto, psoriase, cicatrizes

hipertroficas e queldides, alopécia areata e vitiligo (COSTA et al., 2005).

2.2 BENZOFENONAS

As benzofenonas (BFs) sdo cetonas aromaticas, naturais ou sintéticas, de
grande interesse cientifico e com inUmeras aplicacfes devido a variedade de suas
propriedades biolégicas e fisico-quimicas. S&o formadas por dois anéis aromaticos
ligados por um grupo carbonila, podendo apresentar diferentes substituintes que
alteram suas caracteristicas estereoeletrénicas (MANTAS; BLANCO; FERRETI,
2004).

As benzofenonas sdo alvos de continuas investigacdes de interesse
biolégico devido as suas propriedades fotoprotetoras (YESUDIAN, 2002),
antimicrobianas (BAKANA et al., 1987; FULLER et al., 1999; RUBIO et al., 1999;
VOOTURI et al., 2009), leishmanicidas (PEREIRA et. al., 2010), antiproliferativas
(MURATA et al., 2010) e anti-inflamatérias (BANDGAR et al., 2010; MURATA et al.,
2008; SANTA-CECILIA et al., 2011).

A atividade anti-inflamatéria consiste em uma das mais citadas pela literatura
(BANDGAR et al., 2010). A 7-epi-clusianona, uma benzofenona natural
poliisoprenilada isolada de Garcinia brasiliensis, usada na medicina tradicional para
o tratamento de doencas inflamatdrias, teve sua atividade anti-inflamatoria avaliada
através do ensaio de edema de pata induzido por carragenina e de peritonite. Os
resultados desses ensaios revelaram que, para as doses de 5, 10 e 15 mg/Kg a 7-
epi-clusianona exibiu efeito anti-inflamatorio, o qual foi demonstrado pela reducéo do
edema de pata induzido por carragenina e pela inibicdo do recrutamento de
leucdcitos para o interior da cavidade peritonial (SANTA-CECILIA et al., 2011).

Bandgar e colaboradores (2010) sintetizaram uma nova série de analogos
de benzofenonas, contendo nitrogénio, e os compostos foram avaliados quanto a
inibicAo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6. Todos 0s compostos
sintetizados exibiram uma atividade promissora. Outra série de andalogos da
benzofenona-N-etil piperidina foi sintetizada e submetida a avaliacdo da atividade

anti-inflamatoéria através do ensaio edema de pata induzido por carragenina,
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obtendo-se resultados satisfatérios (KHANUM et al., 2009).

O cetoprofeno, por exemplo, é um farmaco pertencente ao grupo dos anti-
inflamatorios nao-esteroides (AINES) e exibe acdo anti-inflamatoria, antipirética e
analgésica, sendo o mesmo uma benzofenona sintética (SAKEENA et al., 2010).

A aplicagdo de produtos topicos contendo benzofenonas vém sendo
bastante utilizada, tanto para prote¢do solar quanto para inflamacgdes de diversas
naturezas. A benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona), também conhecida
como oxibenzona, Eusolex 4360®, metanona e difenilcetona € um derivado
benzofendnico utilizado em aplicacbes topicas como filtro solar quimico.
Efetivamente absorve luz UVB (290 a 320 nm) e também parte da luz UVA (320 a
360 nm) e pouca luz UVC (250 a 290 nm) (FLOR et al.,2007; MARTINDALE, 1999;
YESUDIAN, 2002). O uso dermatoldgico do cetoprofeno (acido (RS)-2-(3-benzoil-
fenil)propandico) é indicado para tratamento tépico de inflamacgdes e dores em geral.
O cetoprofeno inibe a atividade da enzima ciclooxigenase, provocando uma
diminuicdo da formacao de precursores das prostaglandinas e dos tromboxanos, a
partir do acido araquidénico (CIRRI et al., 2012; JORGE; FERES; TELES, 2010;
KOMATSU; SAKURADA, 2012).

Com base nas atividades farmacoldgicas promissoras das benzofenonas,
outros compostos derivados das benzofenonas foram sintetizados no laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL — LFQM (REZENDE et al., 2013), entre
eles a 2-hidroxi-4-O-(3,3-dimetil)-alilbbenzofenona (LFQM117), representada na
Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica da LFQM117
Fonte: Da autora
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Baseando-se nas atividades farmacoldgicas descritas para as benzofenonas

em geral e para a substancia LFQM117 houve o interesse em desenvolver
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formulagfes anti-inflamatorias de uso tépico contendo a substancia LFQM117, uma
molécula inédita em que as caracteristicas fisico-quimicas, a metodologia analitica, o
comportamento em sistemas tépicos de liberacdo de farmacos e o mecanismo de

acdo da mesma ainda néo foram estudados.

2.3 TERAPIATOPICA E PENETRACAO CUTANEA

A pele é um 6rgdo com multiplas camadas que tem a funcdo essencial de
proteger o corpo do meio externo, sendo uma barreira eficiente para evitar a
absorcdo de moléculas exdgenas (ANISSIMOV et al., 2013; DARLENSKI et al.,
2009; GODIN; TOUITOU, 2007; JEPPS et al., 2012).

A estrutura da pele é basicamente formada pela epiderme e derme. A derme
possui entre 3 e 5 mm de espessura, tendo como composicdo uma mistura de
proteinas fibrosas (colageno e elastina) e um gel interfibrilar de glicosaminoglicanas,
sais e 4gua. Vasos sanguineos e linfaticos, terminacdes nervosas, foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e sudoriparas estdo embebidos na derme. Os foliculos pilosos e
os dutos das glandulas sudoriparas se abrem diretamente para o meio externo da
superficie da pele (CEVC; VIERL, 2010; EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008;
MATHES; RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014; NOTMAN; ANWAR, 2013).

A epiderme nédo possui vascularizagcdo e os nutrientes precisam se difundir
da juncdo dermo-epidérmica para manter sua viabilidade. A epiderme tem uma
estrutura de cinco camadas que representam os diferentes estagios de diferenciacdo
celular. A sequéncia de camadas, de dentro para fora, sdo o estrato germinativo
(camada basal), estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato lucido e estrato
corneo. Excluindo-se a camada coérnea, mais externa, tem-se a epiderme
denominada viavel (WILLIAMS; BARRY, 2012).

A epiderme viavel localiza-se logo abaixo do estrato corneo (EC) e é
composta por uma faixa de células vivas, incluindo células de Langehans com alta
sensibilidade imunoldgica, queratindcitos, células tronco e melandcitos. Ao contrario
da camada mais profunda constituida pela derme, a epiderme viavel carece de
vasos sangiineos e terminacdes nervosas, 0 que confere caracteristicas

importantes de sitio indolor e ndo invasivo para a veiculacdo de farmacos (MATHES;
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RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014; NOTMAN; ANWAR, 2013; WILLIAMS; BARRY,
2012).

O EC é formado por células densas, funcionalmente mortas, anucleadas e
preenchidas com queratina, sendo denominadas cornedcitos. O conteudo
intercelular € composto por uma mistura lipidica de ceramidas, colesterol, ésteres de
colesterol, 4cidos graxos e uma pequena fracédo de sulfato de colesterol, que formam
diversas bicamadas ao redor dos cornedcitos. O arranjo do estrato corneo é analogo
a uma parede de “tijolos e cimento”, com os cornedcitos representados como os
tijolos e os lipideos intercelulares como o cimento (ANISSIMOV et al., 2013; CEVC;
VIERL, 2010; EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008; JEPPS et al., 2012).

Provavelmente uma das funcdes mais importantes da pele seja a
capacidade de funcionar como barreira para a difusdo molecular, que € assegurada
pela camada mais externa, o estrato cérneo (EC) (ANISSIMOV et al.,, 2013;
DARLENSKI et al., 2009; JEPPS et al., 2012; KALIA et al., 2001).

Os meios pelos quais moléculas de um farmaco podem penetrar a pele
incluem a penetracdo através do EC e/ou através dos anexos cutaneos (foliculos
pilosos, ductos sudoriparos, glandulas sebaceas e sudoriparas). Entretanto, como
estes Ultimos representam uma fracdo pequena da area superficial da pele, admite-
se que a penetracdo de farmacos por estas vias seja comparativamente de menor
importancia (ALEXANDER et al., 2012; FRASCH; BARBERO, 2013; KRETSUS et
al., 2008; NOTMAN; ANWAR, 2013).

A penetracdo de substancias através do EC pode ocorrer através das rotas
transcelular, intercelular e folicular, conforme demonstrado na Figura 2. Desta
maneira, atribuiu-se a impermeabilidade da pele a dois fatores principais: ao
caminho tortuoso e ao problema de particdo repetida e da difusdo através da
estrutura de bicamadas (HADGRAFT, 2001).
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Figura 2 — Representa¢do das rotas de permeacao cutanea.
Fonte: Adaptado de Alexander, A. et al., 2012

A permeacdo de substancias na pele depende, principalmente, de suas
propriedades fisico-quimicas, do seu comportamento quando colocado em um
sistema farmacéutico apropriado e, finalmente, da pele (CHORILLI et al., 2007). Em
razdo disso, cada combinacdo farmaco/forma farmacéutica deve ser examinada
individualmente com rigoroso critério de avaliacdo na etapa que precede o
desenvolvimento farmacotécnico (etapa de pré-formulacdo) para, somente apés
isso, realizar os estudos de permeacédo cutanea e eficacia (SILVA, 2008).

A absorcdo de farmacos na pele também é afetada por fatores como
espessura da pele, temperatura, grau de hidratacdo, limpeza da pele, fluxo
sanguineo, concentracdo de lipidios, niamero de foliculos pilosos, funcédo das
glandulas sudoriparas, etnia, pH na superficie da pele e integridade do estrato
coérneo (WOKOQVICH et al., 2006).

Com relacdo ao farmaco, as propriedades fisico-quimicas ideais de uma
molécula para penetrar no estrato corneo sdo: baixo peso molecular, em geral,
menor que 600 Da,; solubilidade adequada em lipideos e agua, de tal forma que o
gradiente de concentracdo, que direciona a forca de difusao, seja elevado; um valor

de coeficiente de partilha oléo/agua alto mas balanceado (geralmente recomendavel
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um log Ko/a ~ 2); baixo ponto de fusdo (< 200 °C), correlacionando com boa
solubilidade como predito pela teoria da solubilidade ideal (DELGADO-CHARRO;
GUY, 2014; FARAHMAND; MAIBACH, 2009; KALIA; GUY, 2001; WILLIAMS; BARRY,
2012).

E importante assinalar que o desenvolvimento de formulagbes que garantam
uma penetracdo eficiente através da barreira do EC é fundamental, ja que a forma
farmacéutica tem importancia na absorcdo do farmaco. Nesse sentido, alguns
aspectos devem ser considerados, tais como natureza e concentracdo de
ingredientes ativos, tipo de excipientes e tipo de sistema usado para transportar o
farmaco (CHORILLI et al., 2007; SILVA et al., 2009).

Entre os excipientes farmacéuticos usados para favorecer a permeacao
cutdnea estdo os promotores de absorcdo cutdnea que sdo substancias
farmacologicamente inertes que podem permear ou interagir com os constituintes do
EC quando incorporados em uma formulagao e, desse modo, diminuir a resisténcia
da pele a difusdo do farmaco (ALEXANDER et al., 2012; CHOI et al., 2012; MELOT
et al., 2009; PEREIRA et al., 2002).

Algumas das propriedades mais desejaveis para 0s promotores de
permeacdo quimica, segundo Williams e Barry (2012) séo:

a) ndo devem ser toxicos ou provocar irritacdes e alergias;

b) devem agir de modo rapido, com atividade e duracdo de efeitos

previsiveis e reprodutiveis;

c¢) ndo devem ser fototoxicos ou comedogénicos;

d) ndo devem ter atividade plasmética dentro do corpo, ligando-se a

receptores locais;

e) devem agir de modo a permitir que o agente terapéutico adentre a pele;

f) devem permitir que as propriedades de barreira da pele retornem

rapidamente e completamente quando forem removidos da pele; ,

g) devem ser apropriados para a formulacdo e serem compativeis com o

excipiente e o farmaco;

h) devem ser cosmeticamente aceitaveis com as propriedades da pele, além

de inodoro, incolor e insipido.

Os mecanismos propostos para acdo dos promotores quimicos de
permeacdo cutanea segundo Hadgraft e Lane (2005) e Allen; Ansel; Popovich (2013)

sSao:
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a) reducdo da resisténcia do estrato corneo devido a alteragdo de suas
propriedades fisico-quimicas;

b) alteracéo da hidratacdo do estrato corneo;

c) alteracéo da estrutura lipidica e lipoprotéica dos canais intercelulares pela
desnaturacdo ou acdo de solventes, e mecanismos de transporte dos
principios ativos ionizaveis.

O modo de acdo dos promotores de permeacdo em geral é complexo. E
clinicamente aceitavel que a maioria dos promotores de permeacao interage com 0s
lipidios intercelulares do estrato corneo (WILLIAMS; BARRY, 2012).

A permeacdo cutanea de farmacos tem sido aumentada por uma variedade
de acidos graxos, sendo o mais popular deles o acido oléico. De acordo com a
literatura, os acidos graxos tém sido utilizados para melhorar a liberacédo
transdérmica de estradiol, progesterona, aciclovir, 5-fluorouracil e &acido salicilico,
indicando que estes promotores podem ser usados para liberagcdo de substancias
tanto hidrofilicas quando lipofilicas (WILLIAMS; BARRY, 2012).

O &cido oléico (OA) € um promotor rotineiramente usado e seu mecanismo
de acado tem sido amplamente estudado (KASLIWAL et al, 2008). Segundo Williams
e Barry (2012), o OA tem maior atividade promotora em baixas concentragdes
(normalmente menores que 10%) e pode atuar sinergicamente quando combinado a
outros excipientes, como, por exemplo, o propilenoglicol.

Além do uso desses tipos de excipientes, sistemas carreadores como as
micro e nanoemulsdes, as nanoparticulas e os cristais liquidos podem levar a um
aumento da permeacdo de farmacos através da pele (LOPES; SPERETTA,
BENTLEY, 2007; SILVA et al., 2009; YULIN; PING; SHUANGYING, 2014; ZHAO et
al., 2009). Os sistemas micro e nanoemulsionados sdo capazes de
compartimentalizar farmacos nas goticulas da fase interna, as quais possuem
propriedades fisico-quimicas bastante diferentes das do meio dispersante, induzindo
modificacdes nas propriedades bioldgicas dos farmacos incorporados. Além disso,
esses sistemas melhoram a solubilizacdo de farmacos lipofilicos em agua e os
protegem contra hidrélise enzimatica, além de aumentar o potencial de absorcéo
devido a presenca de tensoativo. A natureza e estrutura do tensoativo, co-tensoativo
e Oleo sdo fatores essenciais na formulacdo de sistemas microemulsionados
(FORMARIZ; URBAN; SILVA JUNIOR, 2005). As pesquisas abordando

nanoparticulas tém progredido bastante nos ultimos dez anos e estdo sendo
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amplamente utilizadas em cosméticos, medicamentos e produtos domeésticos.
Devido ao seu pequeno tamanho, especula-se que as nanoparticulas possam
atravessar barreiras biologicas como a pele e, assim, funcionar como veiculo para a
aplicacao topica de produtos farmacéuticos (KARADZOVSKA et al., 2013).

2.4CRISTAIS LIQUIDOS

Os cristais liquidos (CLs) sdo conhecidos desde 1889, quando Lehmann
descreveu um estado intermediario na transformacéo térmica a partir do estado
sélido para o liquido. Em 1922, Friedel usou o termo “estado mesomdérfico” (mesos —
intermediario e morphé — forma) para definir este quarto estado da matéria; com
isso, 0s CLs passaram a ser denominados como fases mesomorficas ou
mesomorficas cristalinas (CHORILLI et al., 2009).

Esta fase intermediaria apresenta propriedades caracteristicas tanto de
sélidos quanto de liquidos, ou seja, possui ordem estrutural, rigidez e ligacbes
definidas como os sélidos e mobilidade, regides desordenadas e fluidas como os
liquidos (TYLE, 1989). Os CLs podem ser divididos em duas principais classes: 0s
termotropicos e os liotropicos. Na classe dos termotropicos, o estado liquido
cristalino se forma através da variacdo da temperatura a que a substancia é
submetida, ou seja, quantidade de energia disponivel para as moléculas se
organizarem. Portanto, se formam a uma dada temperatura e por iSSO S40 pouco
estaveis. Sao classificados em duas categorias: nematicos, cujas moléculas se
organizam de forma paralela, e os esméticos, cujas moléculas encontram-se de
forma estratificada, mantendo-se em camadas. J4 na classe dos liotropicos, o
estado se forma quando certos componentes, geralmente substancias anfifilicas,
sao tratados com alguns solventes como, por exemplo, a agua.

Nas ultimas duas décadas, sistemas liquido-cristalinos tém atraido grande
atencao devido as suas aplicagcbes em diversas areas. O grande interesse nesses
sistemas esta na possibilidade de criar particulas estruturadas mediante o uso de
métodos instantdneos e modular as forcas formadas através de estimulos
fisiologicos como pH, temperatura e forca ibnica (KRAINEVA et al., 2005).

Estes sistemas apresentam caracteristicas interessantes para um sistema
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de liberacdo topico, tais como estrutura de camada lipidica e forma de gel,
capacidade de controlar a liberagdo de farmacos incorporados e a possibilidade de
incorporar promotores de absorcdo cutanea na formulacdo (LEE; KELLAWAY,
2000b; LOPES et al., 2006; SHAH; SADHALA; CHILUKURI, 2001).

Sistemas liquido-cristalinos sdo caracterizados por alta ordenacéo interna e
simetria com ampla area interfacial e também apresentam a capacidade de
incorporar moléculas hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas e modular a liberacdo dessas
substancias (BOYD et al., 2006). As fases mais comumente encontradas sao:

lamelar, hexagonal e cubica (MISHRAKI et al., 2010), como representa a Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo esquematica das diversas fases liquido-cristalinas formadas pela
monoleina em presenca de agua.
Fonte: Adaptado de SEDDON, A., 2010.

A fase lamelar caracteriza-se por intercalar bicamadas lipidicas com a fase
aquosa, nas quais os grupamentos polares das moléculas localizam-se adjacentes e
projetados para a fase aquosa, enquanto as caudas hidrocarbonadas encontram-se
dispostas paralelamente formando uma rede unidimensional. Essa fase é
caracterizada por sua fluidez e anisotropia na forma de mosaico planar e ou cruzes
malteses (TYLE, 1989).

A fase hexagonal é formada por longas estruturas cilindricas, ocorrendo em
duas formas: (i) a fase reversa, formada por canais aquosos circundados pelas
cabecas polares do tensoativo, com a por¢cado apolar localizada ao redor dos
cilindros; e (ii) a fase normal, onde as cabecas polares do tensoativo localizam-se na

regido externa dos cilindros. Sua obtencdo torna-se possivel pela adicdo de
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compostos apolares ao sistema, como, por exemplo, o acido oléico. O gel de fase
hexagonal apresenta-se anisotropico ao campo de luz polarizada, com textura
estriada ndo geométrica ou em formato de placas; sua menor viscosidade em
relacdo a fase cubica é uma importante propriedade que facilita suas aplicacbes
praticas (BORNE; NYLAMDER, KHAN, 2001; LIBSTER et al., 2009; NORLING et al.,
1992).

A estrutura da mesofase cubica € formada por uma bicamada lipidica curva
e continua (com uma espessura de aproximadamente 3,5 nm) que se estende em
trés dimensdes, separando dois canais congruentes de agua de aproximadamente 5
nm quando hidratado. O gel de fase cubica apresenta-se transparente, bastante
Viscoso, isotropico e termodinamicamente estavel na presenca de excesso de agua
(GUO et al., 2010).

A elucidacdo da estrutura interna de um sistema liquido cristalino, além de
ser muito importante, € também complexa. Técnicas como espalhamento de raios-X
a baixo angulo (SAXS), espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS),
espalhamento de luz (light scattering), microscopia eletronica de transmissdo e
ressonancia magnética nuclear estdo sendo cada vez mais utilizadas. Outros
métodos mais comuns, como a condutividade ibnica, medidas reoldgicas,
espectroscopia de fotocorrelacdo, microscopia de luz polarizada, entre outros,
também sdo frequentemente utilizados para o estudo do comportamento fisico-
guimico interno de tais sistemas (CHORILLI et al., 2009).

A microscopia de luz polarizada € uma ferramenta vital para a identificacéo
dos materiais liquido-cristalinos. Sob um plano de luz polarizada, uma substancia
pode ser classificada como anisotropica ou isotrépica (ABRAMOWITZ et al., 2005).
A amostra € anisotropica se for capaz de desviar o plano de luz incidente, como é o
caso dos arranjos hexagonal e lamelar, ou isotropica, se ndo desviar a luz, como é o
caso do arranjo cubico, que s6 € detectado com outras técnicas de analise, como o
SAXS. O arranjo hexagonal apresenta uma forma chapada tipica, com os agregados
de tensoativo organizados em cilindros. O arranjo lamelar apresenta-se com varias
camadas (lamelas) sobrepostas, formando estruturas denominadas “cruzes-de-
malta” e também alongados oleosos (CLOGSTON et al., 2000; CHORILLI et al.,
2009; FORMARIZ, 2005; FUJII et al., 2012; MILAK, 2015; MULLER-GOYMANN,
2004).

Na caracterizacdo de sistemas liquido-cristalinos a observacdo da
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viscosidade fornece idéias relacionadas ao arranjo das moléculas de tensoativo num
sistema tensoativo/dgua/dleo. A fase lamelar geralmente apresenta-se como liquido
viscoso e a fase hexagonal tem a viscosidade semelhante a de um gel, enquanto
gue a viscosidade da fase cubica é extremamente elevada (CHORILLI et al., 2009).

A utilizagdo de CLs em produtos de uso topico apresenta vantagens
funcionais relacionadas aos fatos de promoverem liberagdo controlada de
substancias ativas; incorporarem principios ativos em matrizes liquido-cristalinas ou
mesmo em formulacfes que os contenham, pois os CLs protegem as substancias
ativas sensiveis a degradacao térmica ou fotodegradacéo; promoverem aumento da
retencdo de 4gua no estrato cérneo, proporcionando aumento na hidratacdo cutanea
(CHORILLI et al., 2009).

A monoleina, monoleato de glicerila, € um lipideo polar, atéxico e
biodegradavel, o qual atua como promotor de absorcdo cutédnea e € capaz de
absorver agua e formar cristais liquidos (FORMARIZ, 2005; LOPES, 2006; MILAK,
2015; PEREIRA, 2002). Os sistemas liquido-cristalinos de monoleina e agua tém
sido estudados como carreadores de farmacos em varias formas farmacéuticas,
como matrizes semisélidas, implantes subcutdneos e intramusculares, sistemas
bioadesivos, dispersdes de nanoparticulas, entre outros. E os autores reportam a
capacidade destes sistemas de sustentar a liberacdo de farmacos e de incorporar
farmacos hidrofilicos e lipofilicos (CREMONEZ; BENTLEY; LARA, 2013; FORMARIZ
et al., 2005; LOPES et al.,, 2006; MILAK et al., 2015; PEREIRA et al., 2002).
Farmacos hidrofilicos incorporados ficam localizados proximos a cabeca polar da
monoleina ou nos canais de agua, enquanto farmacos lipofilicos ficam localizados
dentro da bicamada lipidica e farmacos anfifilicos ficam localizados na interface
(GUO et al., 2010).

A formacdo de diferentes fases liquido-cristalinas ocorre com a hidratacédo
das porc¢des hidrofilicas da monoleina por um solvente hidrofilico, como a agua,
através de ligagcbes de hidrogénio, enquanto as cadeias alifaticas se agregam com
base em interagbes de Van de Waals. Além da dependéncia dos constituintes na
determinacao da estrutura liquido-cristalina, cristais liquidos liotropicos também sé&o
sensiveis a parametros externos como temperatura, pressao (LIBSTER; ASERIN;
GARTI, 2011) e aditivos (ROSSETTI et al., 2011).

A geometria molecular da anfifla possui um importante papel na

determinacdo do tipo da mesofase liquido-cristalina que sera formada. Dessa
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maneira, a teoria do fator de empacotamento pode ser utilizada para predizer a
geometria molecular do sistema anfifila/agua. Dependendo do valor do fator de
empacotamento, diferentes mesofases liquido-cristalinas podem ser obtidas
decorrentes da auto-organizacdo das moléculas da anfifila no ambiente hidrofilico
(FONG; LE; DRUMMOND, 2012; GUO et al., 2010).

A literatura revela diversos fatores que podem influenciar o comportamento
das mesofases cubica e hexagonal. A adicdo de um terceiro ao sistema anfifila/agua
como o acido oléico, trioleina, monoleato de diglicerol, vitamina E, dentro outros,
pode modular a textura das mesofases liquido-cristalinas e resultar em transicao de
fase. Variacbes de temperatura e pressdo, concentracdo de sais e pH também
podem induzir a transicdo de fase nos sistemas liquido-cristalinos (FERREIRA et al.,
2006; FONG; HANLEY; BOYD, 2009; GUO et al., 2010; PHAN et al., 2011).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas capazes de liberarem o
farmaco e/ou permanecerem no local de aplicagdo por tempo prolongado é
interessante, pois garante a presenca do farmaco no sitio de ag¢édo por determinado
periodo de tempo, sem a necessidade de repetidas aplicacbes do produto. Sistemas
liguido-cristalinos de monoleina e agua podem ser usados como sistemas de
liberacdo de farmacos com esta caracteristica, 0 que é bastante interessante para
um produto de uso tépico (CREMONEZ; BENTLEY; LARA, 2013). Nesse sentido, o
presente trabalho pretende explorar o uso de cristais liquidos como veiculos para o

desenvolvimento de formulagéo topica contendo a benzofenona LFQM117.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver uma formulacdo topica
contendo a benzofenona LFQM117 e avaliar esta formulacéo através de estudos de
penetracdo cutanea in vitro e in vivo e estudo da acdo anti-inflamataria in vivo.

Os obijetivos especificos deste trabalho estéo citados a seguir:

a) desenvolver e validar uma metodologia analitica por cromatografia liquida

de alta eficiéncia para analise de LFQM117;

b) realizar a caracterizagdo fisico-quimica da LFQM117 atraves de
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier com
refletancia total atenuada (ATR-FTIR), analise térmica, determinacdo de
solubilidade, determinacao do coeficiente de partilha 6leo/agua e estudo
de estabilidade;

c) obter formulacdes de aplicacdo topica e avaliar estratégias de otimizar a
penetracdo e retencdo cutanea in vitro da LFQM117,

d) estudar a cinética de retencédo cutanea in vitro da LFQM117 a partir da
formulacéo selecionada;

e) caracterizar a formulacao selecionada;

f) estudar a cinética de retencdo cutanea in vivo da LFQM117 a partir da
formulacédo selecionada;

g) estudar a atividade anti-inflamatéria da LFQM117 apds a aplicacdo da
formulacéo in vivo;

h) elucidar o mecanismo de acdo da LFQM117.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental desse trabalho esta dividida em material, metodologia e

analise estatistica dos resultados.

4.1 MATERIAL

Os padrdes, reagentes e solventes utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho foram: 2-hidroxi-4-O-(3,3-dimetil)-alilbenzofenona (LFQM117), acetonitrila
grau HPLC JT Baker®; acido cloridrico Vetec®, acido acético grau HPLC JT Baker®,
agua ultrapura, cloreto de potassio P.A. Vetec®, cloreto de sodio P.A. Vetec®,
fosfato de potassio monobasico anidro P.A. Vetec®, fosfato de sodio dibasico anidro
P.A. Vetec®, fosfato de sodio monobasico monoidratado P.A. Vetec®, hidréxido de
sédio (lentilhas) P.A. Vetec®, metanol grau HPLC JT Baker®, 6leo mineral (vaselina
liguida) Vetec®, perdxido de hidrogénio 30% P.A. Vetec®, solu¢cbes tampdao de pH
4,0 e 7,0 Vetec®, cremophor EL Sigma-Aldrich®, &cido oléico Synth®, tween 20
Vetec®; tween 80 Vetec®, span 20 Sigma-Aldrich®, span 80 Sigma-Aldrich®, alcool
isopropilico grau HPLC Vetec®, etanol P.A Vetec®, monoleina Quest International®,
propilenoglicol (PPG) Vetec®.

Os equipamentos e acessorios utilizados foram: agitador magnético com
chapa de aguecimento Marconi® modelo MA-085, banho ultrassom Unique®,
balanca analitica Shimadzu® modelo AUY 220, balanca analitica Bioprecisa®
modelo FA2104N, bomba de vacuo Solab® modelo SL 61, célula de difuséo vertical
Hanson Research®, coluna cromatografica C,g LiChrospher® RP-select B (125,0 x
4,0 d.i.) mm com particulas de 5 ym Merck® e pré-coluna LiChrospher® RP-select B
(4,0 x 3,0 d.i.) mm Merck®, coluna cromatografica C18 XTerra RP C18, 5um, (100 X
4.6 d.i.) mm com particulas de 5 um Waters®, dermatémetro Nouvag AG® no 1990,
estufa de secagem e esterilizagdo com circulacao de ar Solab Cientifica®, filtros de
seringa Millex® com membrana de PTFE modificada 0,45 pum, medidor de pH MS
Tecnopon Instrumentacdo® molelo mPA-210, homogeneizador de tecidos tipo
TURRAX modelo MA102, centrifuga CELM® modelo LS-3 plus, centrifuga Sigma
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Laborzentrifugen® modelo 2k15, membrana para filtracdo de solventes aquosos e
organicos de fase movel Millipore® em PTFE modificado 0,45 pm, fita adesiva
transparente Scotch 3M® 18 mm x 50 m, papel de filtro quantitativo faixa azul J.
Prolab® 11 cm, pipetador automatico Kacil® de volume ajustavel 100 - 1000 pL,
pipetador automatico Kacil® de volume ajustavel 40 - 200 L, pipetador automatico
Digipet® de volume ajustavel 10 - 100 uL, pipetador automético Digipet® de volume
ajustavel 1 - 5 mL, sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu®
com sistema controlador modelo CBM-20A, modulo de injecdo automatica modelo
SIL-20AHT, e detector ultravioleta modelo SPD-202, sistema Millipore® para filtracéo
de solventes de fase movel, sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct 16 -
Millipore®, microscépio de luz polarizada (Olympus SZ61TR) com capturador de
imagem (DCM130E, 1.6 Megapixels), espectrofotbmetro Thermo Electron

corporation Genesys 10 uv scanning.

4.2 METODOLOGIA

O Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico por CLAE para
determinacao de LFQM117 em estudos de permeacao e retencéo cutanea fazem-se
importantes, uma vez que possibilitam quantificar, de forma segura e precisa, 0s
valores de LFQM117 permeados e retidos em estudos in vitro e in vivo. Os estudos
de caracterizacdo de uma molécula nova sdo essenciais para identificar, bem como
predizer as caracteristicas fisico-quimicas como estabilidade térmica, solubilidade,
coeficiente de particao e estabilidade em diferentes condi¢cdes de estresse.

Nesta secdo estao descritas as diversas técnicas empregadas na execucao

deste trabalho.

4.2.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico por CLAE para
determinacdo de LFQM117 em estudos de permeacdo e retencédo

cutanea.
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O meétodo analitico para determinacdo de LFQM117 por CLAE foi
desenvolvido em modo de fase reversa e empregando detector UV. Os parametros
do método, tais como, coluna cromatografica, comprimento de onda para deteccéo,
composicdo e vazdo de fase moével, foram padronizados conforme avaliacdo da
separacao de interferentes da matriz (meio receptor e pele de orelha de porco) e
calculo dos pardmetros de adequacdo do sistema cromatografico (tempo de
retencdo, k', N e assimetria dos picos cromatograficos), determinados de acordo
com a USP 35-NF 30 (2012). Posteriormente o método foi validado quanto aos
parametros seletividade, linearidade e intervalo, limite de quantificacdo (LQ), limite
de deteccao (LD), precisédo e exatidao (intra e interdias), recuperagéo e estabilidade
(BRASIL, 2012; ICH, 2005; USA, 2001).

4.2.1.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, solugbes padrbes de LFQM117 na
concentracédo de 20,0 pg/mL, preparadas em metanol e em tampéo fosfato pH 7,4
(solucao receptora utilizada nos estudos de permeacao cutanea) foram injetadas no
sistema cromatografico. A pureza cromatogréafica dos picos referentes a LFQM117 foi
determinada por meio de varreduras espectrais na regido do UV (200-370 nm)
usando detector de DAD, sendo possivel estabelecer o indice de similaridade
espectral. Diferentes diluentes (tampao fosfato pH 7,4 + Cremophor®, metanol,
extrato metandlico de pele e extrato metandlico de fita adesiva) foram analisados na
auséncia de LFQM117 de modo a avaliar a eluicdo de possiveis interferentes no
tempo de retencdo da LFQM117.

4.2.1.2 Linearidade e intervalo

Para avaliar a linearidade do método preparou-se solucdo padrdo estoque
de LFQM117 em metanol na concentragcdo de 1,0 mg/mL e diluicbes sucessivas

foram realizadas de modo a obter solu¢cdes padrdes nas concentracdes de 0,10;
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0,25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 10,00 e 20,00 pg/mL. O ensaio foi realizado em
triplicata, sendo possivel a determinacdo do coeficiente de correlacdo (r) e da

equacao deretay = ax + b.

4.2.1.3 Precisao e exatidao

Para avaliar a precisdo e exatiddo do método, seis amostras de
concentracdes 0,10, 1,00 e 10,00 pg/mL foram analisadas juntamente com a curva
de calibracdo, em um mesmo dia para avaliar a precisao e a exatidao intra-ensaio, e
em 3 dias consecutivos para avaliar a precisdo e a exatidao interensaio. A precisao
esta relacionada com a dispersdo das medidas ao redor do seu valor médio, e é
expressa matematicamente através da porcentagem do coeficiente de variacédo (%
CV), calculada pela seguinte equacéo: % CV = (desvio padrao/média) X 100

A exatidao, que corresponde a diferenca entre o valor obtido apds a analise

e o valor real da amostra, € calculada pela equacao:

E = (valor obtido — valor real /valor real) X 100 (Equacéo 1)

4.2.1.4. Limite de deteccao (LD)

O limite de detecc¢éo (LD) foi determinado a partir das trés curvas analiticas
obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrao do intercepto e inclinacdo média da
curva, conforme a equacgéao LQ = (DPa X 3,3)/IC, em que: DPa = desvio padrao do
intercepto com o eixo Y de, no minimo, trés curvas analiticas; IC = inclinacdo da

curva analitica.

4.2.1.5 Limite de quantificacao (LQ)
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O limite de quantificacdo (LQ) representa a concentracdo mais baixa da
substéancia em exame que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob as condicdes experimentais especificadas. Para a determinacdo do
limite LQ utilizou-se a equacéo LQ = (DPa X 10)/IC, em que; DPa = desvio padrao
do intercepto com o eixo Y de, no minimo, trés curvas analiticas; IC = inclinagédo da

curva analitica.

4.2.1.6 Estabilidade

A estabilidade da LFQM117 em solucdo metandlica foi determinada
mantendo solucbes padrées de LFQM117 na concentracdo de 5,0 pg/mL a
temperatura ambiente por um periodo de 24h. Analises foram realizadas para
guantificacdo do farmaco logo apds o preparo e apds esse periodo de 24h. Os
ensaios foram realizados em triplicata. O valor inicial foi estabelecido como 100,0% e

a variabilidade a partir do resultado inicial foi calculada.

4.2.1.7 Estudo de recuperacao

Para o estudo de recuperacdo da extracdo da LFQM117 do estrato cérneo
procedeu-se a retirada do EC de uma area de 1,77 cm? da pele de orelha de porco
com o uso de 16 fitas adesivas tipo durex (tape stripping). Este procedimento foi feito
em triplicata. As fitas contendo o estrato cérneo foram colocadas em tubos falcon de
50 mL e contaminadas com LFQM117 através da adicdo de 10, 20 e 30 uL de
solugéo de LFQM117 em metanol, para a obtencéo das concentracdes de 0,2; 0,4 e
0,6 pug/mL, respectivamente. O metanol foi evaporado e em seguida procedeu-se a
extracdo da LFQM117 adicionando-se 5 mL de metanol em cada tubo, os quais
foram submetidos a agitacdo, por 3 minutos, em agitador tipo vortex e depois
submetidos a centrifugacdo por 15 minutos a 969 g. O sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro quantitativo, seguido por uma filtragao em filtro Millex® e analisado por
CLAE-UV.
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Para o estudo de recuperacéo da extracdo da LFQM117 da pele, pedacgos de
pele dermatomizada correspondentes a uma area de 1,77 cm?, ap6s a retirada do
EC, foram picotados com o auxilio de uma tesoura e transferidos para tubos Falcon
de 50 mL. Este procedimento foi feito em triplicata. Os fragmentos de pele foram
contaminados com LFQM117 através da adi¢cdo de 10, 20 e 30 pL de solucdo de
LFQM117 em metanol, para a obtencéo das concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,6 pg/mL,
respectivamente. O metanol foi evaporado e em seguida procedeu-se a extracdo da
LFQM117 da pele adicionando-se 5 mL de metanol em cada tubo, os quais foram
submetidos & homogeinizagdo em homogeinizador do tipo Ultra Turrax, por 5
minutos e, em seguida, foram colocados em banho de ultra-som por 20 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro quantitativo, seguido por uma filtragdo em
filtro Millex® e analisado por CLAE-UV.

A porcentagem de recuperacéo (R) foi calculada conforme a equacéo:

R = (Concentracdo encontrada/ Concentragéo teorica) X 100  (Equacéo 2)

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica da LFQM117

Para a caracterizacao fisico-quimica da LFQM117 foram realizadas andlises
de identificacdo como andlise da LFQM117 por ATR-FTIR com e sem aquecimento,
analises de decomposicao térmica, como andlise da LFQM117 por ATR-FTIR com
aguecimento e analise térmica e analises para prever o comportamento da molécula
em relacdo a solubilidade, coeficiente de particdo octanol/agua e estabilidade frente

a diversas condicdes de estresse.

4.2.2.1 Analise da LFQM117 por ATR-FTIR

Foi realizada varredura espectral da LFQM117 utilizando espectroscopia na
regido do infravermelho (IV) com transformada de Fourier usando o modo de

transmitancia e refletancia total atenuada (ATR-FTIR). Os espectros foram obtidos
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na faixa de comprimento de onda de 3500 — 500 cm™, sendo as amostras colocadas
diretamente sobre o cristal de reflexdo. Os espectros foram normalizados e as
bandas associadas aos grupamentos quimicos foram avaliadas para caracterizacao
dos materiais.

Estudos adicionais foram realizados utilizando ATR-FTIR acoplada ao modulo
“‘hot stage” para caracterizagdo da substancia. Os espectros foram obtidos em

diferentes temperaturas de 30 até 230°C.

4.2.2.2 Andlise Térmica

A analise termogravimétrica foi realizada com 3,5 mg da LFQM117 em
cadinho de aluminio. A andlise foi realizada em atmosfera dinamica com fluxo de
nitrogénio constante de 50 mL/min, no intervalo de temperatura de 30 a 500 °C com

razdo de aquecimento de 10 °C/min.

4.2.2.3 Determinagdo dos coeficientes de solubilidade de LFQM117 em diversos

veiculos

Foram determinadas as solubilidades de LFQM117 nos seguintes veiculos:
agua; alcool isopropilico; tampéo fosfato pH 5,0; tampao fosfato pH 7,4; tampéao
fosfato pH 7,4 com Tween 20 a 5%; tampé&o fosfato pH 7,4 com Tween 80 a 5%;
tampéo fosfato pH 7,4 com laurilsulfato de sodio a 5%; tampéao fosfato pH 7,4 com
Pluronic® a 5%; e tampao fosfato pH 7,4 com Cremophor® a 10%. Para esta
determinacao foi utilizado o método proposto por Wells (1988), em que um excesso
de LFQM117 foi adicionado a 10,0 mL de cada veiculo em um erlenmeyer, o qual foi
tampado e submetido a um processo de agitacdo a 300 rpm por 24 horas, a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a filtracdo em papel de filtro
guantitativo, seguida por uma filtracdo Millex® (0,45 pm) e quantificagdo por CLAE-
UV.
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4.2.2.4 Determinacgdo do coeficiente de particdo octanol/agua

O coeficiente de particdo octanol/agua de LFQM117 foi determinado
utilizando-se o método indireto por CLAE (MINICK et al., 1988; TAVARES, 2004)
numa coluna C18 (XTerra RP C18, 5um, 4,6x100mm, Waters) acoplada a um
detector de ultravioleta (A =254nm). A fracdo organica da fase movel foi constituida
por metanol com 0,25% (v/v) de n-octanol e a aquosa por tampéao fosfato de potassio
monobasico, ajustada a pH 7,4 com NaOH e, posteriormente, saturada com n-
octanol. Dissolveu-se a substancia em metanol (0,1mg/ml) e o volume injetado na
coluna foi de 20ul. Fixou-se a vazao da fase mével em 0,5 ml/min.

Efetuaram-se trés corridas cromatograficas com seis diferentes proporcoes
de fase mével organica: 65%, 70%, 75%, 80%, 85% e 90%. Com os dados obtidos
construiu-se um gréfico log k’ vs. % de fase movel organica. Os valores de k’sao
definidos como (t-tp)/tp, onde t, e ty sdo os tempos de retencdo da substancia
analisada e do solvente (tempo morto da coluna), respectivamente. Estes valores de
k’foram entdo extrapolados para os que ocorreriam numa fase movel 100% aquosa,
ou seja, log k'w, através da equacao de relacdo linear obtida com o grafico. O valor
da lipofilia foi entdo calculado através da seguinte equacdo, que demonstra uma
correlacdo positiva perfeita (r°=0,996) entre as duas variaveis:

log P =0,13418 + 0,98452 . log k'w (Equacéo 3)

4.2.2.5 Estudos de estabilidade da LFQM117

A estabilidade da LFQM117 foi avaliada através de estudos de degradacédo
forcada empregando diferentes condi¢cdes de estresse (solucdo acida, solucéo
alcalina, temperatura, solucdo oxidante e exposicédo a luz) para identificar e separar
possiveis produtos da degradacéo do farmaco. Todas as soluc¢des do farmaco foram
preparadas na concentragcao teorica de 20,0 pyg/mL. A recuperagcédo do farmaco (R)

apos ser submetida a condicdo de degradacdo forcada foi calculada conforme
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apresentado na equacgéao abaixo:

R = (Concentracdo encontrada/ Concentracao tedrica) X 100 (Equacgéo 4)

4.2.3 Desenvolvimento de formulacéo topica de LFQM117

Nos estudos preliminares de formulagéo, foi avaliada a incorporacdo da
LFQM117 em diferentes veiculos: veiculo oleoso, veiculo oleoso acrescido de
promotor de absorcdo cutanea, veiculos microemulsionados e dispersdes de
monoleina. Para os sistemas microemulsionados foram testadas diferentes
proporcdes de fase oleosa (4cido oléico, 6leo de soja, miristato de isopropila, 6leo de
oliva), e tensoativos e co-tensoativos (Tween 20, Tween 80, Cremophor, Span 20,
Span 80, etanol e alcool isopropilico).

Os veiculos, nos quais foi possivel a incorporacdo do farmaco e que foram
avaliados quanto a permeacao e retencdo cutanea in vitro da LFQM117, estédo

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Veiculos empregados como formulacéo tépica da LFQM117

Veiculo

Composicao

Veiculo oleoso (C1)

Veiculo oleoso + promotor (C2)

Veiculo oleoso + promotor (C3)

Veiculo microemulsionado (D)

Sistema contendo monoleina (E)

Sistema contendo monoleina (F)

Sistema contendo monoleina (G)

Sistema contendo monoleina (H)

Sistema contendo monoleina (1)

Oleo mineral

Oleo mineral, Acido oléico a 5%.

Oleo mineral, Acido oléico a 10%.

Acido oleico (45%), Span 80 (25%), etanol (25%), agua (5%)

Monoleina (65%), acido oléico (5%), e 4gua (29%)

Monoleina (69%), acido oléico (5%), e 4gua (25%)

Monoleina (69%), acido oléico (5%), propilenoglicol (20%) e
NaOH 0,1N (5%)

Monoleina (65%), acido oléico (5%), propilenoglicol (19%) e
agua (10%)

Monoleina (65%), acido oléico (5%), propilenoglicol (14%) e
agua (6%) **

*A LFQM117 foi incorporada no veiculo na concentracéo de 1%.
*A LFQM117 foi incorporada no veiculo na concentracéo de 10%.

Fonte: Da autora

4.2.3.1 Estudos de permeacao e retencéo cutanea in vitro da LFQM117

Os estudos de permeacao e retencao cutanea in vitro foram realizados em

células de difusdo vertical utilizando peles de orelhas de porcos adquiridas do

frigorifico Olhos d’Agua (lpua — SP) logo apds o abate dos animais.
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4.2.3.1.1 Preparacdo da pele

As peles sem lesBes superficiais foram higienizadas com agua potavel e
imediatamente dissecadas com auxilio de material cirargico para separacdo da
cartilagem. Vasos sanguineos, nervos e tecido adiposo também foram removidos. As
peles foram mantidas congeladas a -70°C até a sua utilizacdo. Previamente ao inicio
dos estudos de permeacdo cutanea, as peles foram descongeladas e

dermatomizadas a 700 um com auxilio de um dermatémetro.

4.2.3.1.2 Permeacdo cutanea

As peles foram cortadas em tamanho adequado para cobrir a area de
difusdo efetiva do compartimento doador da célula de difusdo vertical tipo Franz
(1,77 cm?) e colocadas entre o compartimento receptor e doador com o lado da
derme em contato com a solucdo receptora (Figura 4). A formulacdo foi aplicada
sobre a camada cornea e a derme ficou em contato com o meio receptor. As células
foram previamente preenchidas com o meio receptor degaseificado (tampéao fosfato
pH 7,4 acrescido de 10% de Cremophor), que foi mantido sob agitacdo magnética a
600 rpm e na temperatura de 32 °C. Foram coletadas amostras de 2,0 mL do meio
receptor em tempos pré-determinados com imediata reposicao do meio aquecido a
32°C. A quantificacdo de LFQM117 no meio receptor foi realizada por CLAE-UV.
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Figura 4 — Esquema da célula de difusdo do tipo Franz
Fonte: Adaptado de Shah et al. (2006, p. 1590)

4.2.3.1.3 Retencao cutanea

No final dos estudos de permeacado, a area da pele exposta a difusédo foi
retirada da célula, lavada com &gua para remoc¢do do excesso de formulacdo e
submetida ao estudo de retencdo cutanea. Foram determinadas as quantidades de
LFQM117 retidas no EC (isolado pela técnica do tape stripping) e na epiderme viavel
+ derme.

Para a remocédo do EC pela técnica do Tape stripping, 16 pedacos de fita
adesiva transparente Scotch 3M® foram coladas e removidas da area de difusédo da
pele. O primeiro pedaco de fita foi descartado e a partir do segundo pedaco as fitas
foram colocadas em tubos falcon de 50 mL contendo 5 mL de metanol para a
extracdo do farmaco. Os tubos foram submetidos a agitacdo por 3 minutos, em
agitador vortex. Depois foram submetidos a centrifugacao por 15 minutos a 969 g, e
o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro quantitativo, seguido por uma filtrag&o
em filtro Millex® e analisado por CLAE-UV.

Em seguida, recortou-se a pele remanescente (sem o EC) em pequenos
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pedacos que foram colocados em tubos falcon de 50 mL, contendo 5 mL de metanol
para a extragdo do farmaco. Os tubos foram submetidos a homogeneizacdo em
homogeneizador do tipo UltraTurrax® por 5 minutos e, em seguida, foram colocados
em banho de ultra-som por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro

quantitativo, seguido por uma filtracao em filtro Millex® e analisado por CLAE-UV.

4.2.3.2 Caracterizacéo da formulacdo por microscopia de luz polarizada

O sistema contendo monoleina que mais atendeu aos aobjetivos propostos
foi caracterizado por microscopia de luz polarizada. Para tanto, uma pequena
aliquota da formulacao foi colocada sobre lamina de vidro, coberta com laminula e
analisada em microscépio (Olympus SZ61) com capturador de imagens (DCM130E)

sob luz polarizada.

4.2.3.3 Estudos de retencédo cutanea in vivo da LFQM117

Como modelo animal foram usados ratos machos, com idade de 8 semanas
(250 a 299 gramas), linhagem Wistar, ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de
Etica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Os animais foram criados no
biotério da UNIFAL com suprimento de agua e racdo ad libitum. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica da UNIFAL.

Os animais foram imobilizados e foi aplicado creme depilatorio Veet® numa
area circular de 1,77 cm? no dorso do animal, por 5 minutos, e depois retirado com
auxilio de algoddo umedecido em agua, para a remoc¢ao dos pélos. Apos 24 horas a
formulagéo foi aplicada na area depilada (Figura 5). E apds um periodo de 3, 6 ou 12
horas, os animais foram sacrificados em camara de CO, e a area da pele exposta a
formulacdo foi retirada, lavada com agua destilada para remocédo do excesso de
formulagdo e submetida ao estudo de retencdo cutanea. Foram determinadas as
guantidades de LFQM117 retidas no EC (isolado pela técnica do tape stripping) e na

epiderme viavel + derme, conforme metodologia ja descrita no item 4.2.3.1.3.
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Figura 5 - Aplicacao da formulacao teste
em area depilada de 1,77 cm?
Fonte: Da autora

4.2.3.4 Estudos in vivo da atividade anti-inflamatéria da LFQM117

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria da LFQM117 apo6s aplicacdo da
formulacéo in vivo foi realizada através da avaliacdo do edema de orelha (ROMAY et
al.,1998) e através da determinacgdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
(BRADLEY et al, 1982; DYPBUKT et al., 2005; ZAlA et al., 1998).

4.2.3.4.1 Animais experimentais

Como modelo animal foram usados camundongos machos, com idade de 4
semanas (20 a 30 gramas), linhagem SWISS, apés aprovacdo do projeto pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Os animais foram

criados no biotério da UNIFAL com suprimento de agua e racdo ad libitum. Os
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experimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica da
UNIFAL.

4.2.3.4.2 Avaliacdo do edema de orelha

Para este estudo, os animais foram divididos em quatro grupos:

a) controle positivo = animais tratados apenas com o agente inflamatorio
(6leo de créton — 50 mg/kg);

b) controle negativo = animais tratados com o agente inflamatorio (6leo de
croton — 50 mg/kg) e posteriormente com agente anti-inflamatorio (gel de
cetoprofeno — 100 mg/kg);

c) teste = animais tratados com o agente inflamatério (6leo de créton — 50
mg/kg) e posteriormente com a formulacéo teste (100 mg/kg);

d) veiculo = animais tratados com o agente inflamatério (6leo de créton) e
posteriormente com o veiculo da formulagéo teste.

Inicialmente, os animais foram imobilizados e a inflamacdo foi induzida
através da aplicacao tépica de 20 uL de 6leo de créton a 5% em acetona, na parte
interna do pavilhdo auricular direito de cada camundongo. No pavilhdo auricular
esquerdo nado foi aplicado o agente inflamatério (Figura 6). Apés 30 minutos as

formulacdes foram aplicadas na parte interna do pavilhdo auricular direito do animal.
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Figura 6 - Inflamacéo induzida por aplicacéo tépica do 6leo de
croton na parte interna do pavilhdo auricular direito do
camundongo

Fonte: Da autora

Apbs 6 horas da aplicagdo das formulagfes, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical. Em seguida, fragmentos de 7 mm de diametro de cada
orelha foram recortados e pesados em balanca analitica. O edema induzido pelo
oleo de créton foi medido pela diferenca de peso (gramas) entre a orelha direita e
esquerda de cada animal. O estudo foi realizado em sextuplicata.

ApoGs a pesagem dos fragmentos das orelhas, estes foram acondicionados
em frascos individuais embebidos em 400 pL de tampéao fosfato pH 7,4 e mantidos
congelados a -70°C até a sua utilizacdo na determinacdo da atividade da enzima

mieloperoxidase (MPO).

4.2.3.4.3 Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Inicialmente a MPO foi extraida dos fragmentos de orelhas utilizando
hexadeciltrimetilamoénio bromidico (HTAB) 0,5% em tampédo fosfato pH 5,4, de
acordo com Bradley et al (1982). Posteriormente o homogeneizado foi centrifugado a
956 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado para a avaliacao tecidual da
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atividade de MPO.

A determinagdo da atividade clorinante da MPO foi baseada na reagao do
acido hipocloroso (HOCI). A formacdo de HOCI reflete a atividade de MPO e é
acompanhada por espectrofotometria baseada na formacdo de taurina-cloramina
resultante da reacdo de acido hipocloroso com taurina. A concentracao de taurina-
cloramina € estimada pela oxidacdo do acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) a 5,5'-
ditiobis acido 2-nitrobenzoico (DTNB) medindo o decréscimo da absorbancia de TNB
a 412 nm. O ensaio de DTNB utilizado para quantificar a producdo de HOCI pela
MPO foi realizada segundo Dypbukt et al. (2005) com algumas modificacdes. As
reacoes foram montadas com volume final de 1,0 mL, contendo PBS 0,5% (pH 5,4),
taurina 15 mM, peréxido de hidrogénio 0,216 mM e 100 yL de amostra. A reacéo foi
desencadeada com H,0; e incubada a 37°C por 30 minutos, sob agitacdo suave. A
taurina cloramina acumulada na reacéo foi determinada pela adicdo de 100 pL de
TNB (ImM) em que o decréscimo da absorbancia de TNB a 412 nm representa a
estimativa da oxidacdo do TNB a DTNB. Os resultados foram normalizados pelos
valores de proteinas das amostras determinado por Bradford (ZAIA et al., 1998).
Para validacdo do experimento foi utilizado um grupo contendo a amostra, todos 0s
reagentes participantes da reacdo e a Azida, e outro grupo contendo todos os
reagentes participantes da reacdo, porém sem amostra e sem a Azida. A Azida € um
inibidor seletivo do acido hipocloroso, e quando adicionada a reac¢do impede a

formacao desse acido, sendo quantificados apenas seus niveis basais.

4.2.4. Analise estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa Sisvar®
(FERREIRA, 2008). Os resultados encontrados foram avaliados estatisticamente
pelo teste Scott-Knott para comparacdo de médias com nivel de significancia a=5 %.

Foram consideradas diferencas significativas valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

A seguir estdo apresentados o0s resultados obtidos a partir do
desenvolvimento e validagdo de método bioanalitico por CLAE para determinacéo de
LFQM117 em estudos de permeacdo e retencdo cutanea, caracterizacdo fisico-
quimica da LFQM117, estudos de permeacdo e retencdo cutanea in vitro da
LFQM117, estudos de retengéo cutanea in vivo da LFQM117 e estudos in vivo da
atividade anti-inflamatéria da LFQM117.

5.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO BIOANALITICO POR CLAE
PARA DETERMINACAO DE LFQM117 EM ESTUDOS DE PERMEACAO E
RETENCAO CUTANEA

O método foi desenvolvido e validado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A metodologia por CLAE desenvolvida para a quantificacdo da
LFQM117 empregou as seguintes condicbes: coluna cromatografica Cig
LiChrospher® RP-select B (125,0 x 4,0 d.i.) mm com particulas de 5 um Merck® e
pré-coluna LiChrospher® RP-select B (4,0 x 3,0 d.i.) mm Merck®; fase movel
metanol:solucdo de &cido acético a 0,1% (80:20 v/v); vazao de fase mével de 1,0
mL/min; volume de injecéo de 50 yL; e deteccédo no UV a 290 nm.

Os parametros de adequacédo do sistema cromatogréafico estdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados de adequacéo do sistema cromatografico, n=6.

Parametros Resultados

Fator de retencéo 3,473
Fator de assimetria 1,112
NUmero de pratos teéricos 2652,522
Tempo de retencéo (minutos) 7,7

Fonte: Da autora
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De acordo com o estudo de seletividade, picos de interferentes ndo foram
detectados no mesmo tempo de retencdo da LFQM117 nas amostras de branco de
meio receptor, homogeneizado de pele de orelha de porco e homogeneizado de fita

adesiva, como pode ser visualizado na Figura 7.
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Figura 7 - Cromatogramas da solucédo padrédo de LFQM117 na concentracéo de 20 pg/mL
(---- curva em rosa), branco de meio receptor (--- curva em preto), branco
do homogeneizado de pele de orelha de porco (--- curva em azul) e branco
do homogeneizado de fita adesiva (--- curva em vermelho).
Fonte: Da autora

O método apresentou-se linear no intervalo de concentra¢des de 0,10 a 20,00
Mg/mL. A equacdo da reta obtida foi y= 155772x — 7027,5. O coeficiente de
correlacéo foi satisfatorio (r = 0,9997) indicando excelente correlacéo linear entre os
dados analisados. A Figura 8 representa a curva de calibracdo da LFQM117 por
CLAE.
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Figura 8 — Representagéo da curva de calibragdo da LFQM117 por CLAE
Fonte: Da autora

A Tabela 3 apresenta os valores referentes a avaliacdo da precisdo e da

exatiddo do método.

Tabela 3 — Avaliacdo da precisdo e exatiddo do método para determinacéo da LFQM117
Parametros LFQM117

Precisao intra-ensaio

Concentracao (ug/mL) 0,1 1 10
N 6 6 6
CV (%) 3,41 0,12 0,57
Precisdo interensaio
Concentragéo (pg/mL) 0,1 1 10
N 3 3 3
CV (%) 7,55 4,50 5,06
Exatidao
Intra-ensaio (%) 1,89 0,93 - 0,57
Interensaio (%) -2,19 7,38 6,77

N, nimero de determinac¢des; CV, coeficiente de variacdo
Fonte: Da autora
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Utilizando-se a equagéao citada no item 4.2.1.4 para calcular o LD, em que:
DPa = 690,88 e IC = 162028,31, de acordo com a Tabela 4, o resultado encontrado
foi que a concentracdo minima que o método bioanalitico é capaz de detectar é 14,1
ng/mL de LFQM117 .

Tabela 4 - Determinacéo do limite de detec¢do do método de quantificacdo de LFQM117 por CLAE

Curvas Intercepto com o eixo Y Inclinacdo da curva analitica
Curva 1l 2590,4959 150844,6402
Curva 2 2217,657 168820,0342
Curva 3 1251,8161 166420,2463
Média 2019,989667 162028,3069
Desvio padrédo 690,8836246 9759,382467

Fonte: Da autora

Utilizando-se a equacédo citada no item 4.2.1.5 para calcular o LQ, em que:
DPa = 690,8836246 e IC = 162028,31, de acordo com a Tabela 4, o resultado
encontrado foi que a concentracdo minima que o método € capaz de quantificar é
42,64 ng/mL de LFQM117.

A Tabela 5 apresenta os valores referentes a estabilidade da LFQM117 em

solucéo metandlica, num periodo de 24 horas.

Tabela 5 - Estabilidade da LFQM117 em solugao metandlica (n=3). Os resultados foram

expressos como média + desvio padrédo

Tempo Area do pico %
Inicio 765616 + 3021 100.00
Apés 24 horas 765884 + 1989 100.03

Fonte: Da autora

Com relacdo ao estudo de recuperacdo, a recuperacdo de quantidades
conhecidas de LFQM117 a partir do estrato corneo e da epiderme viavel + derme de

orelha de porco variou de 80,6 a 110,1%, como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Recuperagédo de LFQM117 a partir do estrato cérneo e da epiderme viavel + derme

Concentragao(pg/mL) Camada analisada % recuperagao
0,2 Estrato cérneo 102,3
0,2 Estrato cérneo 90,9
0,2 Estrato corneo 93,3
0,4 Estrato cérneo 86,3
0,4 Estrato cérneo 89,0
0,4 Estrato corneo 81,2
0,6 Estrato cérneo 84,5
0,6 Estrato cérneo 80,6
0,6 Estrato cérneo 85,6
0,2 Epiderme + derme 89,6
0,2 Epiderme + derme 105,2
0,2 Epiderme + derme 98,6
0,4 Epiderme + derme 110,12
0,4 Epiderme + derme 107,1
0,4 Epiderme + derme 109,3
0,6 Epiderme + derme 93,3
0,6 Epiderme + derme 100,6
0,6 Epiderme + derme 93,2

Fonte: Da autora

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA LFQM117

Para a caracterizacéo fisico-quimica da LFQM117 foram realizados ensaios
por ATR-FTIR, analise térmica, determinacdo dos coeficientes de solubilidade em
diversos solventes, determinacdo do coeficiente de partilha octanol/agua e estudo de
estabilidade, cujos resultados estédo descritos a seguir.

A Figura 9 representa o espectro de ATR-FTIR da LFQM117, na qual pode-
se observar a presenca de bandas relativas aos estiramentos e deformacdes de
ligacbes presentes nos grupos funcionais, que servem de base para a identificacao
da molécula. A Figura 10 representa o espectro de ATR-FTIR acoplada ao modulo
‘hot stage” da LFQM117 que permite tanto a caracterizacdo através dos
estiramentos e deformagdes de ligacées presentes nos grupos funcionais como a
avaliacdo da estabilidade térmica da molécula, na faixa de temperatura selecionada

(30 a 230°C). Por meio do espectro de ATR-FTIR acoplada ao médulo “hot stage” é



possivel verificar a presenca de eventos térmicos, como a fusdo da molécula.
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Figura 9 — Espectro de ATR-FTIR da LFQM117
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Na Figura 11 estdo representadas as curvas de termogravimetria (TG) e
analise térmica diferencial (DTA) obtidas para a LFQM117, evidenciando a

ocorréncia de dois eventos, um deles préximo a 95°C e o outro proximo a 300°C,

provavelmente a fusdo da substéancia e a degradacao térmica, respectivamente.
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Figura 11 — Curvas de termogravimetria (TG) e analise térmica
diferencial (DTA) obtidas para a LFQM117.
Fonte: Da autora

A Tabela 7 representa os valores de solubilidade da LFQM117 em diferentes

veiculos.
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Tabela 7 - Solubilidade da LFQM117 em diversos veiculos (n = 3). Os resultados foram expressos

como média + desvio padréo

Veiculos

Solubilidade (ug/mL)

Agua
Alcool isopropilico

Tampao fosfato pH 5,0

Tampao fosfato pH 7,4
Tampéao fosfato pH 7,4 + Tween 20® (5%)
Tampao fosfato pH 7,4 + Tween 80 © (5%)

Tampédo fosfato pH 7,4 + LSS (5%)
Tampéo fosfato pH 7,4 + Pluronic® (5%)
Tampéo fosfato pH 7,4 + Cremophor © (10%)

0,0718 + 0,0503
0,5678 + 0,0344
0,0467 = 0,0091
0,0706 * 0,0044
168,0225 + 8,0610
272,9387 + 25,0076
183,9243 + 6,2002
2,7841 + 0,1910
819,2110 + 92,9614

Fonte: Da autora

O coeficiente de particdo octanol/agua da LFQM117 foi determinado através
do método indireto por CLAE (MINICK et al.,, 1988; TAVARES, 2004) e o valor

encontrado do log P foi de 4,8, indicando que a molécula possui caracteristicas

lipofilicas. A LFQM117 foi submetida a diferentes condicbes de estresse forcado

para determinacdo da sua estabilidade e os resultados estdo apresentados na

Tabela 8.

Tabela 8 — Quantidades de LFQM117 recuperadas apds 24 h quando submetidas a diferentes

condicdes de estresse forcado (n=3). Os resultados foram expressos como média +

desvio padrao

CondicgGes de estresse

Area do pico

LFQM117 (%)

Sem estresse (inicial)
Adicéo de HCI 0,1N
Adic&o de HCI 0,01N
Adicdo de NaOH 0,1N
Adicdo de NaOH 0,01N
Adicdo de H,0, 0,1N
Adicéo de H,0, 0,01N
Temperatura 60°C

Incidéncia de luz

3130773 + 6822
3227722 + 7020
3132403 £ 2771
3260160 + 91
3122444 + 816
3116152 + 22638
3141697 *+ 9356
3160015 + 34
3100605 * 2206

100,00
103,10
100,05
104,13
99,73
99,53
100,35
100,93
99,04

Fonte: Da autora
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5.3 ESTUDOS DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO DA LFQM117

A LFQM117 foi incorporada em diferentes veiculos e avaliada quanto a sua
permeacao e retencdo cutanea in vitro. E as Tabelas 9 e 10 trazem os resultados de

permeacao e retencdo cutanea in vitro, respectivamente.

Tabela 9 - Valores de permeacgéo cutanea in vitro da LFQM117 a partir de diferentes veiculos (n = 3).

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.

LFQM117 permeada (pug/cm2)

Veiculo
3 horas 6 horas 9 horas
Oleo mineral (C1) 0,25+ 0,23 1,00 + 0,70 14,56 + 9,84
Oleo mineral + 5% de
o . 9,15+ 3,14 25,99 + 18,76 73,54 + 46,69
acido oléico (C2)
Oleo mineral + 10%
o . 513 +3,31 22,55 + 28,55 78,28 + 118,88
acido oléico (C3)
Microemulséo (D) 13,90 +15,70 36,36 + 32,68 52,79 + 65,92
Sistema contendo
n.d.* n.d.* n.d.*
monoleina (E)
Sistema contendo
1,10 + 1,60 1,19+ 1,50 0,14 £ 0,12
monoleina (F)
Sistema contendo
1,56 + 1,96 1,70 + 1,69 245+ 211
monoleina (G)
Sistema contendo
n.d.* n.d.* n.d.*
monoleina (H)
Sistema contendo
n.d.* n.d.* n.d.*

monoleina (1)

*n.d. = ndo detectado
Fonte: Da autora
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Tabela 10 - Valores de retencdo cutanea in vitro da LFQM117 a partir de diferentes veiculos apés 9

horas de aplicacdo (n = 3). Os resultados foram expressos como média + desvio padréao

LFQM117 retida (ug/cm?)
Veiculo
EC Epiderme viavel+derme Retencéo total

Oleo mineral (C1) 4,90 + 1,90
Oleo mineral + 5%

: . - - 2,90 £ 0,62
de acido oléico (C2)
Oleo mineral + 10%

5,64 £ 0,97

acido oléico (C3)
Microemulséo (D) 12,34 + 15,76 4,78 + 2,49 17,11 + 16,62

Sistema contendo

7,41 +2,17 3,58 +0,52 10,99 + 2,41
monoleina (E)
Sistema contendo
] 1,85 + 0,56 4,86 + 3,73 6,71 +4,12
monoleina (F)
Sistema contendo
] 2,89 £ 0,59 3,62+0,94 6,50+ 0,72
monoleina (G)
Sistema contendo
7,77 +2,32 490+ 2,24 12,68 + 3,13
monoleina (H)
Sistema contendo
5,96 + 2,59 8,02 + 3,15 13,98 + 5,61

monoleina (1)

*Para algumas formulacdes foi determinada a retencdo na pele sem a separagdo do estrato
cérneo e denominada retencao total. Para outras formulacdes, foi determinada a retencdo no EC
e na epiderme vidvel + derme, e a somas dos dois valores resultou na retencdo total na pele.
Fonte: Da autora

Apos selecionar a melhor formulacdo (formulacdo H), de acordo com os
resultados de permeacdo e retencédo cutanea in vitro, procedeu-se o0 estudo da
cinética de retencdo da formulacdo selecionada, cujos resultados estao

demonstrados na Figura 12.
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Figura 12 - Valores de reten¢éo cuténea in vitro da LFQM117 em pele de orelha de porco a partir da
formulagéo H nos tempos 3, 6, 9 e 12h (n = 6). Os resultados foram expressos como
média * desvio padréo

Fonte: Da autora

A dispersdo de monoleina (formulacdo H) foi caracterizada através de
microscopia de luz polarizada e na Figura 13 estdo representadas as
fotomicrografias obtidas no dia da manipulacdo e 30 dias ap6s a manipulagdo do
cristal liquido de fase lamelar. Na Figura 14 estédo representadas fotomicrografias da
formulagdo apos adicdo de 5 mL de agua, para avaliacdo da estabilidade da
mesofase frente a absorcdo de agua. A absorcdo de dgua ocasionou mudanca de

fase lamelar para fase hexagonal.
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Figura 13 - Fotomicrografias da formula¢do H no dia da manipulagéo (a) e
apos 30 dias (b), destacando raias oleosas da mesofase lamelar
Fonte: Da autora

Figura 14 - Fotomicrografia da formulacéo H apds adicéo de 5 mL de agua, indicando
mudanca de fase lamelar para hexagonal.
Fonte: Da autora
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5.4 ESTUDOS DE RETENCAO CUTANEA IN VIVO DA LFQM117

A retencdo cutanea in vivo da LFQM117 em ratos foi avaliada a partir da
aplicacéo topica da dispersdo de monoleina (formulacdo H) e os resultados obtidos

estdo representados na Figura 15.

160 -
140 +
120 -

-1

80 - HEC

H Epiderme viavel+derme

i Retencdo total

Retengdo (ug/cm2)

3 6 12
Tempo (h)

Figura 15 - Valores de retencéo cutanea in vivo da LFQM117 em ratos a partir da dispersdo de
monoleina (formulacéo H) nos tempos 3, 6 e 12h (n = 6). Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao

Fonte: Da autora

5.5 ESTUDOS IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA LFQM117

A atividade anti-inflamatoria da LFQM117 a partir da aplicacdo topica da
dispersédo de monoleina (formulacdo H) foi avaliada in vivo através da diminuicdo de
edema em orelha de camundongos. Os resultados apresentados na Figura 16

referem-se a formacédo de edema apds aplicacdo do 6leo de créton e diminuicédo do
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mesmo apos aplicacao das formulagdes teste (LFQM117) e controles (cetoprofeno e

veiculo), dados em peso dos fragmentos das orelhas.

0,016 +

0,014 ~

=

o

fury

M
1

0,01 -
0,008 -

0,006 -

Diferenga de peso (g)

0,004 -

0,002 -

LFOM117 Cetoprofeno Oleo de créton Veiculo

Figura 16 - Formacédo de edema apds aplicacdo do dleo de créton e diminuicdo do mesmo
apos aplicacdo de formulacdes distintas. Os resultados sdo apresentados como
média + D.P. do peso de fragmentos de orelhas de seis animais em cada grupo
(n=86).

Fonte: Da autora

A formacdo de &cido hipocloroso, que reflete a atividade de MPO, foi
determinada, ap6s a inflamacao induzida por 6leo de créton, nos fragmentos das
orelhas de camundongos submetidos ao teste de edema de orelha. E a Figura 17
representa os resultados referentes a concentracdo de &cido hipocloroso nos
fragmentos de orelhas de camundongos com ou sem tratamento posterior a

inflamacéo.
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Figura 17 — Determinacéo de acido hipocloroso em fragmentos de orelhas de camundongos apés
inflamacé@o induzida por Oleo de créton, com ou sem tratamento posterior a
inflamacé&o. Os resultados sdo apresentados como média £ D.P. de seis animais em
cada grupo (n = 6)

Fonte: Da autora
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6 DISCUSSAO

Nos estudos de permeacdo e retencdo cutanea é necessario quantificar o
farmaco em amostras complexas e normalmente a quantidade de farmaco a ser
analisada é pequena, o que requer a utilizacdo de métodos bioanaliticos seletivos e
de alta sensibilidade. A CLAE apresenta-se como uma técnica analitica adequada
para este fim e é muito empregada nestes estudos (BRASIL, 2012; MUTALIK et al.,
2009; ROTTK; LUNTER; DANIELS, 2014; RUELA; ARAUJO; PEREIRA, 2009).

Para afirmar que um método bioanalitico é confidvel e apresenta aplicacdo
guantitativa € importante realizar a validacdo bioanalitica, que é definida como um
conjunto de ensaios para demonstrar que a metodologia é apropriada a sua
finalidade (BRASIL, 2012; ICH, 2005; USA, 2001). Os parametros analisados neste
estudo para a validacdo do método incluiram: seletividade, linearidade, precisédo e
exatidao, limite de quantificacdo, limite de deteccdo, teste de recuperacdo e
estabilidade.

A apresentacdo dos resultados de adequacdo do sistema também é parte
integrante dos ensaios de validacdo (BRASIL, 2012; ICH, 2005; USA, 2001). Os
parametros de adequacédo do sistema cromatogréafico foram apresentados na Tabela
2 e estdo de acordo com os critérios estabelecidos.

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinagcdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade nao for assegurada, a linearidade, a
exatidao e a preciséo estardo seriamente comprometidas (RIBANI, 2004).

De acordo com o estudo de seletividade, picos de interferentes ndo foram
detectados no mesmo tempo de retencdo da LFQM117 nas amostras de branco de
meio receptor, homogeneizado de pele de orelha de porco e homogeneizado de fita
adesiva, como pode ser visualizado na Figura 7.

A maioria dos equipamentos de medicdo existentes estabelece a sua faixa
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dinamica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentracdo do analito coincide com a faixa dindmica linear e assegurar que
nenhum outro fendmeno tenha impacto indesejavel na resposta (RIBANI, 2004). O
meétodo proposto para quantificacdo da LFQM117 apresentou linearidade na faixa de
0,10 a 20,00 pg/mL, como mostrado na Figura 8.

A precisdo representa a dispersdao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicbes definidas. A exatiddo representa o grau de concordancia
entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor
de referéncia aceito como verdadeiro (RIBANI, 2004). Os resultados obtidos para
precisdo e exatidao foram considerados satisfatorios, como demonstrado na Tabela
3, pois estdo de acordo com os limites especificados pela ANVISA (BRASIL, 2012),
FDA (USA, 2001) e International Conference on Harmonisation (ICH, 2005).

O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI, 2004). J& o limite de
quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental. O LQ pode
ser calculado utilizando a relagcédo sinal-ruido ou a relacdo entre a estimativa do
desvio padrdo da resposta e a inclinacdo da curva analitica (RIBANI, 2004). Neste
trabalho foi utilizada a relacdo entre a estimativa do desvio padréo da resposta e a
inclinacdo da curva analitica para a determinacdo do LD e LQ, que foram iguais a
14,1 ng/mL e 42,64 ng/mL, respectivamente.

A determinacdo da estabilidade € um estudo importante para demonstrar
gue ndo ocorrem degradacdes quimicas da molécula durante as analises. Pode-se
considerar que, de acordo com os resultados obtidos para o inicio do processo e
apos 24 horas da solucdo do analito em repouso, a LFQM117 permaneceu estavel,
com concentragdo de aproximadamente 100% em relagdo a concentracao inicial,
como pode ser visualizado na Tabela 5. Geralmente aceita-se que resultados entre
98 e 102% sao indicativos de que ndo ocorrem alteracdes significativas relacionadas
a degradacéao quimica do farmaco em estudos de liberacao (USP, 2012).

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser

fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracfes: baixa,
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média e alta, da faixa de uso do método. A recuperacao de quantidades conhecidas
de LFQM117 a partir do estrato cérneo e da epiderme viavel + derme de orelha de
porco foi satisfatoria, uma vez que os valores tiveram uma variacdo de 80,6 a
110,1% (Tabela 6).

Para a caracterizacao fisico-quimica da LFQM117 foram realizados diversos
estudos, entre eles, a espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier, que é um dos métodos analiticos mais importantes na determinacédo de
grupos organicos de materiais no estado liquido e soélido. Na espectroscopia de
reflexdo total atenuada com transformada de Fourier (ATR-FTIR) a amostra é
colocada em contato direto com o cristal de ATR, que possui alto indice de refracao
e em seguida é obtido o espectro de absorcdo (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
Por meio do espectro de ATR-FTIR da LFQM117, apresentado na Figura 9, pode-se
observar a presenca de bandas relativas aos estiramentos e deformacdes de
ligagOes presentes nos grupos funcionais. As bandas localizadas nos comprimentos
de onda de 2872 e 2963 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos simétricos e
assimétricos (C-H sp®). Aquelas localizadas nos comprimentos de onda de 2855 e
2924 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos simétricos e assimétricos (C-H sp2).
Uma deformacao assimétrica C-H pbéde ser observada no comprimento de onda de
1375 cm'1l. Um estiramento C=0 pdde ser observado em baixas frequéncias (1624
cm™) devido ao efeito de conjugacdo C=C de anéis aromaticos. As duplas ligacdes
C=C aromaticas foram observadas em 1443 cm™. Um estiramento n&o-planar de
benzenos foi observado em 789, 752 e 700 cm™, e um estiramento C-O foi
observado em 1107 cm™. Esses resultados estdo de acordo com o trabalho
realizado por Rezende et al. (2013).

Ja a técnica de ATR-FTIR acoplada ao modulo “hot stage” permite tanto a
caracterizacdo como a avaliacdo da estabilidade térmica da molécula, na faixa de
temperatura selecionada. Quando se comparam as Figuras 9 e 10, pode-se
perceber alteragbes como diminuicdo e desaparecimento de bandas no espectro,
proximas aos comprimentos de onda de 1000, 800 e 750 cm™, quando a
temperatura excede os 85°C (Figura 10), indicando algum efeito térmico fisico,
provavelmente a fusdo da substancia.

As andlises térmicas consistem em um grupo de técnicas de grande
interesse na area farmacéutica, permitindo a caracterizagdo do comportamento

térmico de farmacos e insumos farmacéuticos e a obtencdo de informacdes
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importantes para o desenvolvimento de novos produtos (BAZZO; SILVA, 2005). A
aplicacéo de técnicas de analise térmica fornece um indicativo da estabilidade de um
produto nas etapas de pré-formulacdo (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Observou-se na curva termogravimeétrica, representada na Figura 11, que a
LFQM117 praticamente ndo apresentou perda de massa até 200°C. Entretando,
apos 200°C houve um decaimento rapido de massa até atingir 300°C. A partir de
300°C, praticamente nado foi detectada massa de LFQM117, indicando a
possibilidade de decomposicdo térmica da substancia a partir dessa temperatura.
Quando observa-se a curva DTA, pode-se perceber dois eventos principais, o
primeiro em torno de 100°C, indicativo de fusdo e confirma a hipotese de ocorréncia
de evento fisico mencionada anteriormente, e o segundo em torno de 300°C,
indicativo de decomposicéo térmica da LFQM117.

A determinacdo dos coeficientes de solubilidade para um farmaco é de
extrema importdncia quando s&o incluidos testes de permeacdo e retencao
cutaneas, uma vez que o farmaco deve ter a capacidade de se solubilizar no meio
receptor para garantir as “condigées sink”, ou seja, a concentracao do farmaco no
meio durante os estudos ndo deve alcancar valores maiores que 10 % da sua
concentracéo de saturacdo. Os resultados apresentados na Tabela 7 demonstraram
que a LFQM117 apresentou uma baixa solubilidade em agua e também em tampéao
pH 5,0 e pH 7,4. Um aumento de solubilidade foi observado com a adicdo de
diferentes tipos de tensoativos, como Tween 20®, Tween 80°%, Laurilsulfato de sédio,
Pluronic® e Cremophor®. No entanto, somente a adicdo de Cremophor ® a 10% no
tampéo fosfato pH 7.4 mostrou um aumento de solubilidade adequado para garantir
as condic¢des sink nos estudos de permeacéao cutanea in vitro.

A hidro e lipossolubilidade de um farmaco sdo as duas principais
caracteristicas que determinam sua absorcéo através da pele por difusdo passiva. O
coeficiente de particdo mede a quantidade de farmaco que se difunde de um veiculo
liquido, semi-solido ou sélido para uma fase adjacente, com a finalidade de se
estabelecer o equilibrio entre elas (BARRY, 1983). Os veiculos que conseguem
aumentar a partilha do farmaco no estrato corneo podem levar a um aumento da
permeabilidade do mesmo (TOJO et al.,1987). Quando a membrana promove
resisténcia a difusdo, ou seja, € 0 passo limitante no processo de permeacgao, 0S
valores do coeficiente de partilha sdo muito importantes. O coeficiente de particao

(log P) é o valor utilizado para caracterizar a lipofilia e pode ser obtido por medicédo
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direta (técnica experimental shake flask) ou indireta (como os métodos
experimentais cromatograficos ou os tedricos computacionais). A determinacédo da
lipofilia por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa também € uma
técnica indireta mas, no entanto, experimental, que se destaca pela determinacao de
um parametro cromatografico correlacionado ao log P, o fator de retencéo (k). Uma
vez que o método direto para a medicdo do log P através da técnica shake flask é
limitado para valores entre -2 e 4, pode revelar-se bastante moroso e complexo
devido aos processos de separacao e determinacdo da concentracdo em cada uma
das fases e, também pelo fato de ser bastante sensivel & presenca de impurezas,
torna-se importante ter uma forma de mensuracdo da lipofilia de forma rapida e
pratica (MINICK et al., 1988; TAVARES, 2004). O valor encontrado para log P foi de
4,8, valor que indica que a molécula possui caracteristicas lipofilicas. Esse valor foi
comparado com o obtido pelo método computacional por meio do programa ACD/I-
Lab (Verséao 6.0 para Microsoft Windows), cujo valor obtido foi log P = 5,5. Péde-se
observar que os valores sdo proximos, comprovando que o método experimental
indireto adotado € seguro e confiavel.

O estudo de degradacao forcada é uma ferramenta importante que permite
obter informacdes importantes sobre a estabilidade intrinseca do farmaco. O
conhecimento da estabilidade intrinseca da molécula €& importante no
desenvolvimento de novas formulacdes de modo a garantir a estabilidade destas
preparacdes farmacéuticas. Durante a producdo e armazenamento da formulacéo, o
farmaco pode estar susceptivel a variacdes de temperatura, hidrélise, oxidacdo ou
outras reacbes quimicas que podem comprometer a estabilidade do produto
farmacéutico. Interacdes fisicas ou até mesmo reacdes quimicas com componentes
da formulacdo ou materiais de embalagem podem alterar a formulagéo,
comprometendo sua eficacia e seguranca. Este método emprega condi¢des bruscas
de estresse e sdo Uteis para avaliar a estabilidade da molécula a curto tempo.
Observando-se os dados da Tabela 8 sugere-se que a LFQM117 apresenta uma boa
estabilidade quimica nas condi¢des estudadas.

A eficacia de formulagbes dermatologicas é influenciada pelo grau de
penetracdo do farmaco na pele, que pode ser aumentado pelo uso adequado de
formulagbes topicas. Neste sentido, o desenvolvimento das formulacdes para
aplicacédo topica de LFQM117 levou em consideracgdo dois fatores: a incorporacéo do

farmaco no veiculo e 0 uso de excipientes ou sistemas capazes de promover uma
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maior penetragédo e retengao cutanea. Desta forma, cada formulagdo desenvolvida
foi submetida aos ensaios de permeacdo e retencdo cutdnea, e as Tabelas 8 e 9
trazem os resultados de permeacao e retengcdo cutanea, respectivamente.

Inicialmente avaliou-se a permeacédo e retencdo cutanea in vitro da
LFQM117 a partir de um veiculo oleoso simples (6leo mineral) e a influéncia da
adicdo de promotor de absorcéo cutanea (acido oléico). A adicdo de promotores de
absorcdo cutanea em formulagcbes de uso tépico e transdérmico é uma estratégia
bastante empregada para aumentar a permeacao e retencao cutanea de farmacos.
Os promotores de permeacdo sdo compostos quimicos, farmacologicamente inertes
que podem permear ou interagir com constituintes do estrato corneo, quando
incorporados numa formulacéo, e, deste modo, diminuir a resisténcia da pele a
difusdo do farmaco (MARTINS, 2002). O acido oléico € um acido graxo de cadeia
longa (18 carbonos) monoinsaturado, muito estudado e empregado como promotor
de absorgédo cutanea (KASLIWAL et al., 2008; PIERRE et al., 2006). Como podemos
observar na Tabela 9, a adi¢cdo de acido oléico aumentou significativamente (p<0,05)
a permeacao da LFQM117 (mais de 20 vezes apos 6 horas de aplicacdo e cerca de
5 vezes apo6s 9 horas de aplicacao), porém nao houve diferenca significativa entre
as formulagbes contendo 5 ou 10% de &cido oléico (p>0,05). Em rela¢éo a retencéo,
a adicdo de &cido oléico ndo alterou significativamente a quantidade de farmaco
retida (p>0,05), independente da concentracdo utilizada, conforme observado na
Tabela 10.

As microemulsdes (ME) s&o sistemas termodinamicamente estaveis,
isotropicos, transparentes de dois liquidos imisciveis estabilizados por um
tensoativo, uma mistura desses ou ainda pela combinagcédo de um tensoativo com um
co-tensoativo. As ME se formam espontaneamente e geralmente sao caracterizados
como agregados esféricos com diametro muito pequeno, na faixa de 5 a 140 nm.
Esses sistemas podem ser classificados como agua em oleo (a/o), bicontinuo ou
6leo em agua (o/a) o que depende de suas microestruturas e de seus componentes.
Sistemas microemulsionados sdo muito empregados devido a sua capacidade de
solubilizar farmacos com dificuldade de solubilidade, além dos tensoativos e co-
tensoativos empregados nestes sistemas poderem atuar como promotores de
absorcdo cutanea (FANUN, 2012; LAWRENCE; RESS, 2000). Nesse sentido, outra
estratégia avaliada para aumentar a penetragdo e retengcdo do farmaco foi um

sistema microemulsionado (formulacdo D). E como observado nas Tabelas 9 e 10,
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houve aumento significativo (cerca de 3 vezes apés 9 horas de aplicagédo) tanto na
permeacdo quanto na retencdo cutanea do farmaco a partir deste sistema (p<0,05).
No entanto, numa terapia topica da pele, € desejavel que haja penetracdo cutanea,
porém com uma alta taxa de retencéo e uma baixa taxa de permeacao, uma vez que
o sitio de acéo do farmaco sdo as camadas da pele (estrato corneo, epiderme viavel
ou derme), e uma alta permeagédo, com consequente absorgcédo sistémica, pode
resultar em efeitos adversos indesejados.

Sistemas contendo monoleina, acido oléico, propilenoglicol e agua foram
obtidos e avaliados quanto ao efeito na permeacdo e retencdo cutanea da
LFQM117. Como observado nas Tabelas 9 e 10, todos os sistemas de monoleina
levaram a um aumento na retengéo do farmaco (p<0,05), sem, no entanto, promover
permeacédo cutanea. Como ja abordado anteriormente, diferentes concentracdes de
tensoativos e agua, acarretam a formacao de diferentes fases liquido-cristalinas, as
quais favorecem de modo distinto a penetracdo e a retencdo. A adicdo de agua
acarreta o entumescimento dos lipideos, aumentando a viscosidade da formulacgéo.

Algumas proporc¢des monoleina:adgua foram testadas com o objetivo de obter
uma formulacdo de viscosidade adequada, mantendo permeacdo e retencao
desejaveis. A adicdo de NaOH a formulacéo (formulacdo G) ocorreu a fim de verificar
a influéncia do pH tanto na solubilidade, quanto no comportamento do farmaco retido
e permeado. E pbde-se concluir que a alteracdo de pH ndo influenciou no
comportamento do farmaco, para ambos os aspectos.

A mistura de agua e propilenoglicol na formulacdo H possibilitou que a
viscosidade ficasse adequada para ser utilizada topicamente. Além disso, essa
formulacdo apresentou retencdo cutanea significativa sem, entretando, apresentar
permeacdo. Lopes et al. (2006) demonstraram que uma dispersdao de monoleina
com acido oléico, poloxamer e 4gua aumentou a retengcdo cutanea in vitro de
Ciclosporina A em pele de orelha de porco, sem, entretanto, aumentar a permeacao.

Também foi avaliado o aumento da concentragdo do farmaco na formulacéao
(formulacéo I) que eleva a atividade termodindmica do sistema e consequentemente
aumenta-se o fluxo através da pele (ALEXANDER et al, 2012). No entanto, o
aumento na concentracdo de LFQM117 para 10% na formulagdo | ndo aumentou
significativamente a retenc¢do total do farmaco quando comparada a formulagdo com
1% de farmaco (formulacdo H), demonstrando que as interacdes farmaco-veiculo-

pele se sobrepuseram ao efeito da concentracdo na liberagéo do farmaco.
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Com base nos resultados obtidos, a formulacdo que melhor se adequou aos
objetivos propostos foi aquela composta por monoleina (65%), acido oléico (5%),
LFQM117 (1%), propilenoglicol (19%) e agua (10%) — formulacdo H. Foi entédo
realizado o estudo da cinética de retencdo cutanea in vitro da LFQM117 a partir
desta formulacdo (Figura 12), que demonstrou um aumento na retencdo cutanea in
vitro da LFQM117 (p<0,05) em pele de orelha de porco até 12 horas apds a
aplicacao, demonstrando que a formulacdo esta sustentando a liberacéo do farmaco
por este periodo de tempo. E vale mencionar que durante estes estudos ndo houve
permeacdo do farmaco até 12 horas. De fato, formulacdes liquido-cristalinas
funcionam como sistemas de liberagdo controlada de farmacos (BENDER et al.,
2005; FORMARIZ et al., 2005; LOPES et al., 2006; MILAK et al., 2015; PEREIRA et
al., 2002; VICENTINI et al., 2013). Segundo Herai et al. (2007), em estudos in vitro,
formulagbes que apresentaram concentracfes de monoleina maiores que 5%
conseguiram aumentar o tempo de liberacado do farmaco na pele, comprovando que
esses sistemas realmente controlam a liberacdo de farmacos.

A formulacdo H foi caracterizada quanto a mesofase formada através de
microscopia de luz polarizada. A microscopia de luz polarizada fundamenta-se em
um campo elétrico de raio luminoso polarizado que uma substancia birrefringente é
capaz de provocar. O comportamento de uma substancia em relagéo ao efeito que
causa na luz polarizada pode ser classificado como anisotropico ou isotropico
(ABRAMOWITZ et al., 2005). Se a substancia permitir a passagem da luz polarizada
sem modificagdo da sua propagacdo, tem-se o fendbmeno de isotropia, exemplo
desses sistemas sdo os micelares, as microemulsées. O arranjo cubico também
possui isotropia e em microscopia de luz polarizada apresenta-se como campo
escuro, somente sendo detectado através de outras técnicas de analise, como
espalhamento de raios-X de baixo angulo. O arranjo hexagonal apresenta uma
forma chapada tipica (estruturas parecidas com fibras), com os agregados de
tensoativo organizados em cilindros. J& o arranjo lamelar apresenta-se com varias
camadas (lamelas) sobrepostas, formando estruturas denominadas “cruzes-de-
malta” e também ocorre formagao das “raias oleosas” (Oily Streaks) (CLOGSTON et
al., 2000; FORMARIZ et al., 2005; FUJII et al., 2012; MILAK et al., 2015; MULLER-
GOYMANN, 2004). Conforme observado na Figura 13, as fotomicrografias da
formulacdo H exibem a presenca de raias oleosas (indicadas por setas), sugerindo

que o cristal liquido encontra-se na fase lamelar. Os cristais liquidos também sao
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caracterizados por serem formulacfes estaveis (SANTOS, 2007). A estabilidade da
formulagéo foi avaliada por meio das fotomicrografias realizadas no dia de preparo
da formulacdo e apdés 30 dias da preparacdo e observou-se que a formulacdo
manteve-se estavel durante o periodo avaliado, conforme pode ser visualizado na
Figura 13.

Mudancas de fase ocorrem quando hé& alteracdo na concentracdo das fases
aguosa/oleosa e de tensoativos da formulacdo (FORMARIZ et al., 2005; RIDELL et
al., 2003). De acordo com Martino e Kaler (1995), quando ocorre adi¢cdo de agua em
dispersbes de monoleina contendo propilenoglicol, hA& um aumento na forca
eletrostatica repulsiva gerada por ligacdes de hidrogénio que a adgua estabelece com
o surfactante, tornando o sistema mais viscoso e compacto. Assim, foi avaliada a
mudanca de fase da formulacdo apos a adicdo de agua, uma vez que, observou-se
gue durante os estudos de retencdo cutanea in vitro ocorria uma absorcédo de agua
pela formulagdo, que a tornava mais viscosa. De fato, a incorporacdo de agua na
formulacédo alterou o arranjo liquido-cristalino, como pode ser visualizado na Figura
14. E possivel a visualizacdo de fibras ou estrias que caracterizam a formulacéo
como cristal liquido de fase hexagonal.

Os estudos pré-clinicos de retencao cutdnea usando modelos animais tém
como objetivo a determinacédo da concentracdo do analito nas diferentes camadas
da pele, e devem ser realizados anteriormente aos estudos clinicos envolvendo
voluntarios humanos. Entre os modelos animais, os roedores s8o0 0S mais
empregados. Na maioria das vezes utilizam-se ratos dos tipos hairless, Wistar ou
Srague-Dawley, sendo a formulacdo aplicada na regido dorsal ou abdominal dos
animais (JUNG et al., 2013; KIM et al., 2001; NISHIDA et al., 2010; YANG et al.,
2012).

Desta forma, deve-se assumir a importancia dos estudos de retencao
cutanea in vivo para avaliacdo de formulacdes topicas e transdérmicas, em que sao
consideradas diferentes variaveis que ndo podem ser facilmente reproduzidas in
vitro durante ensaios de permeacdo cutadnea usando células de difusdo, como
metabolismo e circulagdo sanguinea. Apesar disto, é fundamental considerar que 0s
resultados dos estudos empregando modelos animais ndo podem ser extrapolados
para humanos, principalmente ao se considerar que a permeabilidade da pele de
cada animal pode ser significativamente diferente da pele humana, da mesma forma

gue outras variaveis como o metabolismo e a eliminacdo do farmaco (CHOI et al.,
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2012; JUNG et al., 2013; LOPES et al., 2006). Os resultados referentes ao estudo de
retencdo cutanea in vivo podem ser visualizados na Figura 15.

Os experimentos realizados in vivo revelaram que a aplicagdo do cristal
liquido contendo LFQM117 (formulacdo H) no dorso de ratos Wistar promoveu uma
retencdo cutdnea em ambas as camadas de pele avaliadas e a quantidade de
LFQM117 retida na pele foi maior, comparado com os resultados in vitro. Uma
hip6tese sugerida € que, durante os testes in vitro, tenha ocorrido uma modificacéo
de fase da formulagéo, passando de lamelar a hexagonal. Como a fase hexagonal é
mais viscosa, ocorre uma diminui¢do da liberacdo do farmaco e consequentemente
uma menor retencdo cutanea. Outra hipétese esta relacionada com o tipo de pele
utilizada nos experimentos in vitro e in vivo. A pele de rato utilizada nos estudos in
vivo é mais fina e permeavel do que a pele de orelha de porco utilizada nos
experimentos in vitro (LANGER; WISE, 1984). Assim, a penetracdo cutanea tende a
ser maior em pele de ratos. Apesar disto, 0s resultados obtidos in vivo confirmaram
o observado in vitro, que formulagdes liquido-cristalinas de monoleina promoveram
uma penetracdo cutanea da LFQM117.

O processo inflamatério agudo pode ser definido como um conjunto de
alteracdes bioquimicas e celulares que ocorrem em resposta a estimulos
inespecificos, tais como infecgcbes ou danos teciduais (HANSSON, 2005). A
inflamacdo é uma resposta complexa do tecido vivo e vascularizado, envolvendo
eventos como retracdo de células endoteliais, aumento da permeabilidade vascular
e do fluxo sanguineo local, aumento da migracdo de granuldcitos e células
mononucleares, assim como proliferacéo de tecido ganulomatoso (ARRUDA, 2008).

Pode-se avaliar o efeito de substancias capazes de reduzir o edema por
meio de varios modelos farmacoldgicos. O teste do edema de orelha induzido por
Oleo de croton € um deles (OLIVEIRA et al., 2013). Esse teste permite avaliar a
diminuicdo do edema por meio da diferenca de peso entre a orelha inflamada e a
orelha n&o inflamada.

Os resultados apresentados na Figura 16 referem-se a formacdo de edema
apos aplicacdo do 6leo de créton e diminuicdo do mesmo apos aplicacdo de
formulacdes distintas.

A diferenca entre os pesos das orelhas direita e esquerda dos animais
representa a formagdo de edema apds aplicagdo do 6leo de créton na orelha direita

do animal, com ou sem aplicacdo de formulac&o, apds 30 minutos da aplicacdo do



75

6leo, conforme descrito no item 4.2.3.4.2. Pode-se observar que a aplicacdo do 6leo
de créton (controle positivo) realmente ocasiona a formacao de edema e que este é
diminuido apos a aplicacdo das formula¢gdes. Observa-se ainda, que a aplicacdo da
formulacdo contendo LFQM117 ocasionou uma diminuicdo do edema em maior
proporcdo que as demais formulagbes avaliadas (controles: veiculo e gel de
cetoprofeno), com diminuicdo de edema na ordem de 20% em relacdo ao tecido
inflamado (p<0,05).

Outro teste que pode ser realizado para avaliagdo do efeito anti-inflamatério
de uma substancia é o teste da ativididade clorinante da enzima mieloperoxidase. A
mieloperoxidase (MPO) € uma enzima da familia das peroxidases que produz acido
hipocloroso (HOCI) na presenca de peroxido de hidrogénio (H,O,) e cloreto (CI"). Os
neutréfilos armazenam MPO no interior de seus granulos e em processos
inflamatorios ocorre a liberacdo de MPO no meio extracelular, causando um acumulo
de acido hipocloroso e espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, a MPO é
considerada um marcador de infiltracdo de células (principalmente neutréfilos) na
inflamacé&o. Muitos autores estdo estudando sua inibicdo, focando tanto na cascata
de formacédo de espécies reativas de oxigénio quanto na direta inibicdo da sintese de
HOCI. O efeito inibidor da sintese de HOCI por farmacos anti-inflamatérios vém
sendo bastante investigado, e consiste na quantificacdo desse acido para
determinacao indireta da MPO, por meio do teste da ativididade clorinante da
mieloperoxidase (ANTWERPEN et al., 2007).

A Figura 17 ilustra a formacdo de &acido hipocloroso apos inflamacéo
induzida por 6leo de croton, conforme descrito na metodologia referente ao teste de
edema de orelha, com ou sem tratamento posterior a inflamacéao.

O tratamento péds-inflamacdo realizado com a formulagcdo contendo
LFQM117 e com o gel contendo cetoprofeno inibiram a formacdo de &acido
hipocloroso em proporcdes estatisticamente semelhantes (em torno de 59% de
inibicdo) (p>0,05). O tratamento com o veiculo causou uma inibicAo menor da
inflamacgéo (em torno de 33%), comparado com as formulac¢des (p<0,05). Essa
atividade anti-inflamatdria do veiculo pode ser atribuida aos seus componentes
como a monoleina e o acido oléico, que promovem uma hidragdo da pele e facilitam
0 processo de reparo e cicatrizagao tecidual. No grupo controle (orelhas esquerdas
em que ndo houve inflamagéo) a formagéo de acido hipocloroso ocorreu em niveis

basais. No grupo Azida ocorreu a formacéo de niveis baixos de acido hipocloroso,
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confirmando que o produto formado € o acido hipocloroso, pois a azida € um inibidor
seletivo desse acido. No caso das analises realizadas sem a amostra, apenas com
0S reagentes participantes da reacao, ndo houve quantificacdo do acido hipocloroso,
ratificando a confiabilidade do método analitico adotado.

Com base nos resultados dos estudos de atividade anti-inflamatoria, pode-se
sugerir que a LFQM117 atua por inibicdo da migracao de neutrdéfilos para o local da
inflamacé&o. A inducado de E-selectina na superficie do endotélio por Interleucina (IL-
1) e Fator de necrose tumoral (TNFa) promove a migragdo precoce de neutrdfilos.
Esta inducdo dura de 4 a 12 horas e a expressado desaparece apos 24 horas. Como
o teste da ativididade clorinante da mieloperoxidase foi realizado apés 6 horas e
trinta minutos decorridos da aplicacdo do 6leo de croton, pode-se dizer que a
LFQM117 atua na fase aguda e inicial da inflamacdo e foi capaz de diminuir a
extensdo do edema formado, bem como a migracdo de neutréfilos para o local da

inflamacé&o.
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7 CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados neste trabalho pode-se concluir que o método
desenvolvido para determinacdo analitica de LFQM117 por CLAE em estudos de
liberacdo e permeacdo cutanea in vitro mostrou-se seletivo, sensivel, exato e
preciso; a partir da determinacdo da solubilidade e do coeficiente de particdo
octanol/agua (log P) foi possivel concluir que a LFQM117 apresenta baixa
solubilidade em agua e carater lipofilico, a LFQM117 mostrou-se estavel nas
condicBes de estresse avaliadas; a LFQM117 ndo apresentou penetracdo cutanea in
vitro satisfatéria, quando presente num veiculo simples, o que condiz com sua
estrutura altamente lipofilica; sistemas contendo monoleina foram capazes de
aumentar significativamente a retencéo cutanea in vitro e in vivo da LFQM117, sem
provocar um aumento na permeacao cutanea, o que € desejavel para um produto de
aplicacdo topica; a atividade anti-inflamatoria in vivo da LFQM117 a partir de um
sistema contendo monoleina (formulacédo H) foi demonstrada através dos ensaios de
avaliacdo de edema de orelhas e de determinacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase; o sistema contendo monoleina (formulacdo H) mostrou-se
promissor para administracao da benzofenona LFQM117, como um anti-inflamatorio

tépico.
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