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RESUMO

A pentoxifilina (PTX) é um farmaco derivado do grupo das metilxantinas e inibidor
ndo-seletivo de fosfodiesterases, sendo capaz de inibir a producdo de algumas citocinas pro-
inflamatdrias. Contudo, esse farmaco apresenta uma baixa biodisponibilidade quando
administrado sob formas farmacéuticas orais, limitando o tratamento cutaneo. Além disso, a
absorcéo cutanea é possivelmente limitada pela principal barreira da pele, o estrato cdrneo,
que dificulta o fornecimento de quantidades necessérias deste farmaco para as camadas mais
profundas deste Orgdo. Nesse contexto, as microemulsdes (MES) apresentam-se como
nanocarreadores promissores para entrega do referido farmaco, permitindo possivelmente
uma maior permeagdo cutdnea, e consequentemente, promovendo uma maior
biodisponibilidade. Este trabalho formulou, caracterizou e avaliou a atividade bioldgica da
PTX incorporada a um sistema microemulsionado para aplicacdo topica. Os componentes
utilizados na formulacdo foram selecionados considerando as propriedades da pele e tipo
estrutural de ME desejado. Obteve-se um diagrama de fases pseudoternario (DFPT) utilizando
4gua deionizada, Tween 80® e Brij 52® como mistura de tensoativos e os triglicérides do
acido céprico e caprilico (TACC) como fase oleosa. A partir do DFPT foi selecionado um
ponto de possivel formacdo de ME do tipo A/O e a PTX foi incorporada a 1%. As MEs foram
avaliadas quanto aos parametros fisico-quimicos de pH, condutividade e indice de refragdo,
revelando-se adequado para a via topica e sugerindo um sistema A/O. Os ensaios bioldgicos
realizados através da inducéo do edema de pata por carragenina constataram a potencializacdo
da acdo do farmaco quando incorporado em MEs, dados estes em concordancia com as
analises histologicas. Nesta perspectiva, este sistema nanotecnol6gico pode propiciar uma
nova estratégia para o tratamento de afeccdes dermatoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Microemulsdo. Pentoxifilina. Inflamacéo Cutanea. Fosfodiesterases.



ABSTRACT

Pentoxiphylline (PTX) is a drug derived from the group of methylxanthines and it is a
non-selective inhibitor of phosphodiesterases, being able to inhibit the production of some
pro-inflammatory cytokines. However, this drug has a low bioavailability when administered
by oral pharmaceutical forms, thus limiting the cutaneous treatment. Moreover, the cutaneous
absorption is possibly limited by the primary skin barrier, the stratum corneum, which hinders
the provision of required quantities of this drug into the deeper layers of this organ. In this
context, microemulsions (MEs) present as promising nanocarriers for delivery of the related
drug, possibly allowing a greater cutaneous permeation, and therefore promoting a higher
bioavailability. This work formulated, characterized and evaluated the biological activity of
PTX incorporated into a microemulsion system for topical application. The components used
in the formulation were selected based on the properties of the skin and the desired structural
type of ME. A pseudoternary phase diagram (DFPT) was obtained using deionized water,
Tween 80 and Brij 52 as a mixture of surfactant and triglycerides of caprylic and capric acid
(TACC) as the oil phase. From the DFPT was selected a point of possible formation of W/O
microemulsion and PTX was incorporated at 1%. The MEs were evaluated for
physicochemical parameters of pH, conductivity and refractive index, revealing suitable for
topical use and suggesting a W/O system. The biological assays obtained by carrageenan-
induced paw edema showed the empowerment of drug action when incorporated into MEs.
These datas are in accordance with the histological analyzes. In this perspective, this
nanotechnological system can provide a new strategy for the treatment of dermatological
diseases.

KEYWORDS: Microemulsion. Pentoxifylline. Cutaneous Inflammation. Phosphodiesterases.
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1. INTRODUCAO

A inflamac&o cutanea é uma das consequéncias associadas as inimeras patologias que
envolvem a pele, tendo em vista que esse 6rgdo forma uma barreira fisico-quimica entre o
meio ambiente e 0 organismo e, portanto, esta suscetivel a estimulos nocivos. Sendo assim, o
processo inflamatério atua de modo a proteger 0s organismos contra invasores patogénicos e
traumas fisicos, evitando danos teciduais mais prejudiciais. Na maioria dos casos, a
inflamacédo cutanea representa um processo benéfico e de protecdo ap6s a lesdo ou infeccéo.
Entretanto, quando a pele é submetida a respostas inflamatdrias excessivas, podera resultar
em inflamacdo cronica e autoimunidade (WAGENER et al., 2013; ALESSANDRI et al.,
2013).

O processo inflamatorio caracteriza-se por ser iniciado por uma cascata molecular de
eventos, sendo estes controlados especificamente por mediadores quimicos enddgenos. Essas
substancias quimicas especificas, produzidas através da ativacdo de células especializadas do
sistema imune, sdo responsaveis pelas principais consequéncias da inflamacdo, tais como a
vasodilatacdo, aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos, recrutamento de leucécitos e
eliminag&o de patdgenos ou estimulos lesivos. Como consequéncia, estas alteragdes produzem
0s sinais clinicos classicos da inflamagdo como dor, calor, eritrema, edema e perda funcional.
Cabe ressaltar ainda que a forca e a duracdo da resposta inflamatéria dependem de estimulo e
do contexto imunoldgico do individuo (PAWELEC et al., 2013).

Uma das moléculas-chaves no processo inflamatorio sdo as fosfodiesterases (PDES),
enzimas que degradam monofosfatos ciclicos (AMPc e GMPc), sendo estes segundos
mensageiros imprescindiveis, tendo em vista que sdo integrantes das vias de transducdo de
sinais celulares, influenciando em processos fisioldgicos essenciais para as células. Um desses
processos fisioldgicos é a inflamacdo, onde os monofosfatos ciclicos atuam inibindo a
producdo de citocinas importantes para o processo inflamatério. Sendo assim, caso essas
moléculas sejam degradadas por fosfodiesterases, ocorrera o aumento nos niveis de
substancias pré-inflamatorias [citocinas] e, consequentemente, uma resposta inflamatoria
exacerbada. Como as fosfodiesterases sdo responsaveis por regular a resposta inflamatoria em
muitas células do sistema imunologico, tais como monaocitos, linfocitos, mastocitos e
neutrofilos, modular a atividade dessas enzimas seria uma estratégia farmacéutica para tentar
evitar a amplificacdo do processo inflamatério (MEHATS, et al., 2002; PIETROWSKA-
BOREK; NUC, 2013; UNDERWOOD et al., 2014).
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A pentoxifilina (PTX) é um farmaco derivado do grupo das metilxantinas e inibidor de
fosfodiesterases, sendo capaz de inibir as citocinas pro-inflamatorias, principalmente, do
TNF-o (Fator de Necrose Tumoral Alfa). O TNF-a amplia a expressdo de outras citocinas
(como a IL-6, por exemplo), aumentando o processo inflamatorio. A PTX, originalmente, era
usada como um farmaco hemorreolégico. No entanto, ao ser constatado o seu potencial
antiinflamatdrio, passou a ser também clinicamente utilizada para tratar um amplo espectro de
patologias inflamatorias, incluindo hepatite, esteatose hepatica, doenca renal e artrite
reumatoide. Como efeitos anti-inflamatorios, a PTX atua no alivio de dor inflamatoria
experimental, na prevencdo da migracdo de neutrofilos e na redugdo do estresse oxidativo
(SUNIL et al., 2014; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2013; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).

Desse modo, a PTX pode ser uma alternativa farmacologica para o tratamento de
patologias inflamatorias cutaneas. No entanto, quando a PTX encontra-se inserida em formas
farmacéuticas convencionais, como no caso dos comprimidos, esta sofre uma grande
degradacdo durante o metabolismo de primeira passagem, resultando em uma pequena
guantidade de metabolitos ativos, caracterizando a baixa biodisponibilidade desse farmaco
(em torno de 20-30%), o que, de certa forma, limita o tratamento de afec¢Ges dermatoldgicas.
Nesse contexto, a aplicacdo tdpica seria um método atraente de entrega de agentes
terapéuticos para o tratamento de desordens da pele devido a grande &rea de superficie
disponivel e facil acessibilidade, degradacdo enzimatica relativamente baixa e a reducdo do
risco de efeitos secundarios sistémicos. No entanto, a permeacdo transdérmica da PTX,
possivelmente limitada pela principal barreira hidrofébica da pele, o estrato corneo (EC),
dificulta o fornecimento de quantidades necessarias deste farmaco para as camadas mais
profundas deste 6rgdo, ja que o farmaco possui propriedades predominantemente hidrofilicas
(GROEN et al., 2014; NOTMAN; ANWAR, 2013; DESAI et al., 2013; BOLZINGER et al.,
2012).

Nesse contexto, como estratégia para sanar 0s problemas supracitados da PTX,
viabilizando sua atividade anti-inflamatéria cutanea efetiva, as microemulsdes (MES)
apresentam-se como nanocarreadores promissores para veiculacdo do referido farmaco e
devido aos seus componentes quimicos estruturais, esse sistema nanocarreador interage com o
EC da pele, desestruturando os seus lipideos constituintes, permitindo possivelmente uma
maior permeacdo do farmaco carreado. Alem disso, esse sistema nanoestruturado, pelo fato de
provavelmente aumentar a permeabilidade do farmaco na pele, pode ampliar por
consequéncia a sua biodisponibilidade (ZHAO, 2014; PROW et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2004; CADDEO et al., 2013).
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Desse modo, o presente estudo torna-se promissor, apoiando a hipétese de que a PTX,
se carreada em um sistema microemulsionado, provavelmente minimizard os efeitos do
processo inflamatério de modo mais efetivo. O sucesso desta metodologia sera de grande

interesse para as industrias farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Formular um sistema microemulsionado para veiculacdo da PTX para uso topico

como anti-inflamatorio.

2.2. Objetivos Especificos

Selecionar 0s componentes adequados para compor O sistema
microemulsionado;

Desenvolver um diagrama de fases pseudoternario para obtencdo de um
sistema microemulsionado do tipo agua/6leo (A/O);

Selecionar o ponto de ME para incorporar a PTX;

Caracterizar as microemulsfes quanto aos aspectos fisico-quimicos
(Condutividade, pH e indice de refracio);

Testar as formulacdes desenvolvidas em um sistema bioldgico através do
modelo de edema de pata induzido por carragenina;

Realizar a analise histol6gica da regido edematosa.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Inflamacéo Cutanea

A pele é o maior érgdo do corpo humano, correspondendo aproximadamente a 16% do
peso total do mesmo, e serve de barreira fisica na interface entre o corpo e 0 meio, atuando
principalmente como um meio de retencdo de agua e contra a penetracdo de agentes externos,
tendo em vista que abriga uma microbiota complexa em sua superficie que pode ser composta
por bactérias, virus, fungos e/ou microartropodes. Em contrapartida, a pele proporciona
muitos nichos em que grandes populacBes de micrébios sdo submetidos a pressdes ambientais
varidveis, incluindo a umidade, temperatura, pH, e a composicdo de peptideos
antimicrobianos e lipideos que dificultam o crescimento exacerbado destes organismos
(WICKETT; VISSCHER, 2006; BOLZINGER et al., 2012; SCHOMMER; GALLO, 2013;
PLASENCIA et al., 2007).

A pele apresenta uma estrutura bastante complexa, sendo dividida em trés camadas
histologicas bem diferenciadas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1). A epiderme € um
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, com espessura variavel dependendo da
regido corporal, onde o principal tipo celular sdo os queratindcitos, responsaveis pela sintese
de queratina, uma proteina fibrosa que auxilia na arquitetura da pele, e citocinas em resposta a
lesbes. Os melandcitos compdem 5-10% da populacdo de células desta camada e sdo
responsaveis pela producdo de melanina, pigmento que da cor ao referido 6rgédo e respectivos
anexos (GODIN; TOUITOU, 2007; SMEDEN et al., 2014).

A epiderme pode ser ainda subdividida em quatro camadas, sendo elas: o estrato
basal, composto por células prismaticas ou cuboides que repousam sob a membrana basal. E
uma camada rica em células-tronco (Stem cells) epidérmicas e apresenta, consequentemente,
uma alta taxa mitdtica. A camada subsequente é o estrato espinhoso formado por células
cuboides ou achatadas com curtas expansdes citoplasmaticas que contem feixes de filamentos
de queratina — o0s desmossomos. Nesta camada, podem-se identificar as células de
Langerhans, que atuam na captura e processamento de antigenos e sua posterior apresentagdo
a linfocitos T, adquirindo assim uma grande importancia no desenvolvimento de reacGes
imunitarias cutaneas. Em imediato, encontra-se o estrato granuloso, onde os queratindcitos
existentes contém granulos intracelulares de querato-hialina, sendo esta expelida para formar
uma barreira impermeabilizante, conferindo coeséo intercelular. Por fim, ocorre a camada

cornea (ou EC), sendo esta a mais externa da epiderme. E composta por células mortas,
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achatadas e anucleadas, ricas em queratina em embebidas numa matriz lipidica (LAI-
CHEONG; McGRATH, 2013; MENON et al., 2012).

A derme é o tecido conjuntivo delimitado externamente por sua juncdo com a
epiderme e internamente pela gordura subcutanea. Apresenta uma espessura variavel, sendo
resistente e conferindo protecdo ao corpo contra lesbes mecénicas. Sendo um tecido
conjuntivo, apresenta grande quantidade matriz extracelular (MEC) composta por fibras
(colagenas, elasticas e reticulares), substancia amorfa (macromoléculas de proteoglicanos) e
células, sendo as principais os fibroblastos e células do sistema imune, tais como macréfagos,
mastdcitos, plasmacitos, dentre outros (VENUS et al., 2011).

A hipoderme é formada por tecido conjuntivo frouxo que une a derme aos 6rgdos
subjacentes. Além disso, apresenta uma camada de tecido adiposo constituido por adipdcitos,
que sdo simplesmente depdsitos de triglicerideos. Assim, as goticulas de gorduras
armazenadas intracelularmente sdo hidrolisadas quando necessario, atuando como reserva

energética e isolante térmico (SOULA et al., 2015).

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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Fonte: KENDALL; NICOLAQOU, 2013

A pele € um importante componente do sistema imune, tendo como principal
mecanismo de defesa 0 desencadeamento da inflamacéo, uma resposta natural do organismo

contra uma infeccdo ou lesdo, com o objetivo de destruir os agentes agressores (ABBAS et
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al., 2011). Este processo participa de mecanismos fisiol6gicos que medeiam a cicatrizagao da
pele e reparo de lesdes, embora seja uma caracteristica central em um numero de dermatoses e
no desenvolvimento do cancer. Um equilibrio delicado entre os sinais pré e anti-inflamatorios
¢ critico na manutencdo das funcbes fisioldgicas da pele. Para desencadear uma resposta
inflamatoria, a pele conta com células especializadas, incluindo queratindcitos epidérmicos,
os melandcitos, e as células de Langerhans, bem como os fibroblastos dérmicos, mastdcitos e
leucdcitos de infiltracdo. Além disso, faz uso de substancias que atuam nas funcdes celulares
e atracdo dessas celulas, as citocinas e quimiocinas (NICOLAQU, 2013; YOSHIZUMI et al.,
2008).

As citocinas sdo mediadores que atuam na emissdo de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes, incluindo a iniciacdo ou influéncia de numerosos
processos biolégicos como a inflamacéo, sepse e cicatrizacdo de feridas. As quimiocinas séo
citocinas que representam um grande grupo de pequenas proteinas quimiotéticas (com
tamanho de 8-11 kDa) e orientam 0 movimento de leucocitos para locais de inflamacéo (LEE;
HWANG, 2012). Para isso, 0s leucocitos ativam seus receptores de quimiocinas da superficie
celular, gque pertencem geralmente a familia de receptores acoplados a proteina G. A acdo em
concentracfes minimas, rapida estimulacdo e curta duracdo de atividade, caracteriza a
regulacdo autocrina/paracrina desses peptideos (GRELLNER et al., 2000). Elas s&o
produzidas por uma variedade de tipos celulares como macréfagos, trombdcitos e
queratindcitos, e essa producdo pode depender de fatores externos. Por exemplo, o pH acido
da pele influencia a atividade de proteases (tais como as calicreinas 5 e 7) envolvidas na
ativacdo de citocinas (WITTMANN et al., 2014; PRIMO et al., 2012).

Quando ocorre alguma injaria a pele, tais como trauma fisico, irradiacdo ultravioleta
ou produtos bacterianos, estas células secretam citocinas que permitem-lhes regular o seu
préprio comportamento e recrutar células inflamatérias. As citocinas secretadas pelos
queratindcitos, em resposta a lesdo, sdo consideradas como 0s principais mediadores da
resposta inflamatoria cutanea. Dentre os fatores liberados por estas células em resposta a
varios estimulos, incluem TNF-a, IL-1a, IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TGF-0, TGF-B, IFN-y
e MCP-1, entre outros (KIM et al., 2013; RICH; KUPPER, 2001).

A producéo local de citocinas por queratinocitos tem multiplas consequéncias locais e
sistémicas, tais como migracdo de células inflamatorias, a ativacdo de resposta imunologica,
alteracfes nos processos de proliferacdo e diferenciacdo de queratinécitos e de fibroblastos e
acdo autocrina para 0s queratindcitos. Dois fatores autdcrinos proeminentes para

queratinécitos, TNF-a e IL-1a, sdo denominados citocinas primarias porque ativam a via do
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NFKkB (Fator de transcricdo nuclear kappa-B) (Figura 2), estimulando transcricdo de um
namero de outras citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, moléculas de adesdo e outros
efetores de muitos tipos celulares. O TNF-o secretado por queratindcitos, por exemplo,
estimula o acumulo de células inflamatorias através da inducdo da expressao de moléculas de
adesdo, tais como o ICAM-1 (Molécula de Adesédo Intercelular 1), sobre células endoteliais
vizinhas. Além disso, 0 TNF-a pode induzir a produgdo de citocinas secundarias resultando
na expansao das reacGes imunitarias/ inflamatérias (KADOSHIMA-YAMAOKA et al.,
2009).

Figura 2 - Ativacdo da via NFkB através do TNF-a.
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Fonte: INGARAMO, et al., 2013.

Nota: O TNF-a estimula a célula através de sua ligagdo com um receptor especifico (TNFR1), o que acarreta a
fosforilagdo do complexo IKp cinase (IKK). Esse complexo quando ativado, por sua acéo cinase, fosforila o
inibidor kB (1kB) que esta ligado ao NFkB, inativando-o. Com a referida fosforilagéo, o 1kB desprende-se do
NFkB, seguindo a via de ubiquitinacdo para posterior protedlise. J4 o NFkB, é ativado e direcionado ao nicleo
celular, para atuar como fator de transcri¢ao de citocinas e outras moléculas pro-inflamatdrias.

As citocinas liberadas pelos queratindcitos também ativam as células dendriticas

(CDs), sendo estas um grupo heterogéneo de células apresentadoras de antigenos e ativadores
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de células T, que sdo importantes tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. Estas estdo
presentes na derme e na epiderme, sendo denominadas de células de Langerhans (LC), neste
ultimo caso (Figura 3) (HALPERN, 2012). As CDs sdo grandes produtoras de IL-20, iNOS
(Oxido Nitrico Sintase Induzida), bem como de IL-23 e TNF-0, que por sua vez, atuam
estimulando a producdo de queratindcitos, promovendo a vasodilatacdo, proliferacdo de
linfocitos Th27 e producdo de IL-8, IP-10 e IL-1, respectivamente. Ao ativar os linfécitos T,
estes migram para a pele através da ligacdo entre as moléculas de adesdo expressas na sua
membrana plasmatica (CLA e LFA-1) e as moléculas de adesdo presentes ha membrana da
célula endotelial cutanea ativada (E-selectina e ICAM-1) (SANCHEZ, 2010). Na derme, 0s
linfocitos T se encontram e interagem com as CDs e macrofagos, formando novas interagdes
imunoldgicas, levando a producdo de varias citocinas, e consequentemente amplificando o
processo inflamatério (GRAGNANI et al., 2014).

Figura 3 - Sinalizacdo celular e molecular da pele em resposta a danos fisicos, quimicos ou

bioldgicos.
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Muitas patologias dermatoldgicas sdo caracterizadas pela presenca do processo
inflamatdrio cutaneo. Dentre elas, destacam-se a psoriase, a dermatite atépica e a furunculose
recorrente. A psoriase € uma condi¢do inflamatdria cronica da pele, caracterizada por um

aumento na proliferacdo e diferenciagdo de queratinocitos. Isso gera aspectos clinicos como
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lesbes avermelhadas na pele, cobertas com uma camada branco-prateada e descamativa,
pequenas manchas vermelhas, pele seca com facilidade para sangramentos e alergias, bem
como queimaduras e irritagdes na pele (PINHEIRO et al., 2014).

Afeta aproximadamente 2% da populacdo mundial, tendo sua etiologia ainda
pobremente compreendida, embora saiba-se que a mesma parece ter predisposicdo genética e
ser imuno-mediada. A pele com lesBes psoridticas mostram um aumento significativo em
células T ativadas, CDs e macrofagos, que produzem diferentes mediadores pro-inflamatorios.
Macrofagos ativados, por exemplo, aumentam a producdo de mediadores pré-inflamatorios,
tais como TNF-a, que promove angiogénese (também através da via NF-kB) dirigida por
neutréfilos por causa de alteragdes na MEC, aumento da secrecdo de VEGF (Fator de
Crescimento Endotelial Vascular) e proliferacdo de células endoteliais vasculares (KIM et al.,
2011). Assim, as lesbes caracteristicas dessa doenca mostram propriedades altamente
angiogénicas, sendo estes eventos estreitamente ligados, ao nivel molecular, a uma maior
producdo de Vvérias citocinas e expressdo dos VEGF, MMPs (Metaloproteinase de Matriz),
entre outros (KUMAR et al., 2011).

Uma outra doenca caracterizada por inflamacdo cutanea é a dermatite atopica (DA),
uma doenga cronica, reincidente, fortemente pruriginosa, que geralmente desenvolve-se na
primeira infancia e tem uma distribuicdo idade-dependente caracteristica. AD ¢é relativamente
comum, afeta 10% a 20% das criancas e persiste durante a vida adulta em 1% a 3% dos casos.
O prurido € caracteristico nos portadores de AD, além de areas de liquenificacdo e nodulos
fibrosos, muitas vezes acompanhados por lesGes agudas (LYONS et al., 2015).

Nesta patologia, ocorre a ativagcdo do sistema imunitario, com expansdo de células
Th2, aumento nos niveis séricos de IgE, além de hiperplasia e apoptose de queratindcitos na
fase cronica (YOKOUCHI et al., 2014). As causas da dermatite atdpica ainda ndo sdo bem
entendidas, embora a predisposi¢do genética e fatores ambientais atuem de modo critico. A
inflamacdo da pele, neste caso, pode persistir durante varias semanas e o quadro clinico
agrava-se ainda mais caso haja infec¢fes secundarias (Staphylococcus aureus, por exemplo),
que contribuem para a ativagdo da resposta imune inata via NF-KB em queratinocitos
(LYONS et al., 2015; SMEDEN et al., 2014).

Como moléculas ativadoras desta via, pode-se citar a proteina CARD10 (Familia com
Dominio de Recrutamento de Caspase-10), que contém o dominio de recrutamento da caspase
10. Essa proteina é ativada através de um receptor acoplado a proteina G e medeia a
degradacdo do IkB, e assim, ativa NFkB (REBANE et al., 2014). A fase crbnica da
inflamacdo da pele em AD ¢ afetada também pela IL-22, produzida principalmente por
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celulas Th22, e pelo IFN-y produzido por células do tipo Thl. O IFN-y é o principal fator
responsavel pela apoptose dos queratindcitos, o que intensifica a inflamacdo através da
regulacdo positiva de numerosos genes pro-inflamatérios da pele. No que se refere as
quimiocinas, ocorrem algumas induzidas por IFN-y em queratindcitos, a CCL5, CCLS,
CCL11, CCL17, CCL22, CCL26, CCL27 e CX3CL1, que atraem celulas T, macréfagos e
eosindfilos (GASPAR et al., 2013).

Cabe destacar ainda a furunculose recorrente, um tipo de foliculite profunda gerada
por uma infeccdo estafilococica da unidade pilo-sebacea, que desencadeia uma reacéo
inflamatoria, formando uma cole¢do purulenta e necrose central. Os furinculos comegcam
como nodulos firmes, avermelhados e dolorosos e posteriormente tornam-se flutuantes e se
rompem eliminando tecido necrotico. A duracgdo e curso de furunculose sdo variaveis, tendo
em vista que alguns doentes podem apresentar apenas um episodio, enquanto que outros
desenvolvem recorréncias por meses ou mesmo anos (TIVERS et al, 2008).

Atanaskova e Tomecki (2010) demonstraram o aumento dos niveis de expressdo de
IL-2 e de mRNA de IFN-y em comparacdo com lesdes de outras foliculites em tecidos
controles. A expressdo destas citocinas no tecido doente indica a presenca de células T
ativadas e sugere que essa patologia € associada com a inflamagdo mediada por estas células.
No entanto, respostas imunitarias humorais a bactéria causadora podem ser responsaveis por
dirigir a resposta de células T em tecidos afetados, ndo sendo isso atributo apenas das
citocinas em questao.

Desse modo, faz-se necessario modular os eventos que ocorrem durante 0 processo
inflamatorio para minimizar os possiveis danos ao organismo acometido pelas patologias que
desencadeiam a inflamacdo. Diante disso, as vias de transducdo de sinais inflamatérias sdo
alvos de farmacos que atuam através de mecanismos de acao variados, propiciando um efeito
terapéutico eficiente. Nesse contexto, destaca-se a PTX como uma alternativa farmacolégica

para o tratamento de patologias inflamatdrias cutaneas.

3.2. Pentoxifilina (PTX)

A pentoxifilina (3,7-dimetil-1-(5-oxohexil) purina-2,6-diona) é um derivado do grupo
das metilxantinas, com formula e peso molecular de Ci3HigN4sO; e 278.30702 g/mol,
respectivamente (Figura 4). As xantinas (teobromina, cafeina, teofilina) sdo alcaldides obtidos

de diferentes classes de vegetais, amplamente distribuidos.
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Figura 3 - Estrutura quimica da pentoxifilina (PTX).
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A PTX caracteriza-se por ser um inibidor ndo-seletivo de fosfodiesterases (PDES). As
PDEs sdo uma classe de enzimas-chave dentro da cascata de transducéo de sinal intracelular,
inclusive no processo inflamatério, que seguem a ativacdo de varios tipos de receptores
ligados a membranas. PDEs degradam AMPc ou GMPc por meio de hidrolise de ligacdes
fosfodiéster. As isoformas das PDEs compartilham uma organizacdo estrutural comum
(Figura 5), com um dominio catalitico conservado (cerca de 250-300 aminoé&cidos) na por¢éo
C-terminal, seguido de uma curta cauda C-terminal hidréfila e precedida por uma regido
reguladora do terminal N. Esses dominios cataliticos contém sequéncias especificas que
determinam as diferencas nas afinidades de substrato, propriedades cataliticas, e sensibilidade
para efeitos e inibidores especificos. A concentracdo intracelular dos monofosfatos ciclicos é
dependente da taxa de sintese através da ativacdao das enzimas adenilato e guanilato ciclase e
também da sua degradacdo através da PDE. A inibicdo de PDEs foi considerada como uma
nova estratégia terapéutica para restaurar os niveis de nucleotideos ciclicos (SHARMA et al.,
2013).

Figura 4 - Organizacao estrutural das fosfodiesterases.
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Fonte: SHARMA et al., 2013 (adaptado).
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Os monofosfatos ciclicos sdo segundos mensageiros, ou seja, importantes moléculas
sinalizadoras, que vem sendo estudadas ao longo das ultimas décadas e sdo integrantes
essenciais para a transducao de sinais em ambos 0s organismos eucaridticos e procarioticos
(PIETROWSKA-BOREK; NUC, 2013; UNDERWOOD et al., 2014). A producdo dessas
moléculas estd associada a atividade enzimética de ciclases, como a guanilato ciclase e
adenilato ciclase que, quando ativadas, convertem trifosfatos de guanosina e adenosina em
estrutura ciclica com apenas um grupo fosfato, GMPc e AMPc, respectivamente.

Os monofosfatos ciclicos modulam uma variedade de enzimas envolvidas em
processos fisioldgicos essenciais para as células, entre elas as proteinas quinases dependentes
de AMPc (PKA) e de GMPc (PKG). O aumento na concentracdo do AMPc estimula a PKA,
resultando na fosforilagdo de um nimero de proteinas reguladoras, incluindo a proteina CREB
que pode inibir o NF«kB, inibindo consequentemente a producédo de varias citocinas, tendo em
vista que o NFkB é um fator de transcricdo envolvido na transcrigdo dessas substancias (WEI
et al., 2009). Além disso, a via de sinalizacio AMPc/PKA também regula o metabolismo,
bem como o crescimento e divisdo celular, a diferenciacdo celular e o funcionamento dos
canais ionicos (HANSSON et al., 2000). Embora acreditasse inicialmente que as PKAs
fossem o Unico efetor de AMPc, novos alvos de AMPc foram posteriormente descritos
(BUFFONE et al., 2014).

Por sua vez, 0 GMPc regula processos fisioldgicos fundamentais no miocérdio, como
relaxamento e contragdo muscular, além de crescimento celular e apoptose nas demais células
por meio de trés grupos principais de moléculas alvo: PKGs, canais de cations dependentes de
GMPc e fosfodiesterases (PDE) (KUKREJA et al., 2012).

Figura 5 - Producdo dos monofosfatos ciclicos e acdo das fosfodiesterases sobre 0s mesmos.
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Nota: Com um estimulo externo aos receptores acoplados a proteina G (GPCRS), ocorre a ativagdo da proteina
G acoplada e a consequente dissociagdo da subunidade a da mesma. Esta subunidade modula a atividade de
enzimas produtoras de monofosfatos ciclicos, ativando a adenilato ciclase e guanilato ciclase, culminando na
producdo de AMPc e GMPc, respectivamente. Esses monofosfatos ciclicos modulam a atividade de enzimas
envolvidas em processos fisiolégicos essenciais para as células (PKA e PKG), inclusive no processo
inflamatério. No entanto, os monofosfatos ciclicos podem ser alvos de fosfodiesterases (PDES), enzimas que
degradam essas moléculas.

A PTX atua inibindo a acéo das fosfodiesterases e isto tem uma série de consequéncias
moleculares. Apresenta propriedades reologicas, tendo estabelecido seus efeitos
hemorreoldgicos em células vermelhas, leucocitos e plaquetas, resultando no aumento da
deformabilidade e menor viscosidade do sangue.

A PTX e seus metabdlitos podem inibir a adesdo de neutréfilos a células endoteliais.
Entretanto, esse efeito € muito controverso, tendo em vista que em alguns experimentos foi
demonstrado o contrario. Isso pode ser justificado pelo fato de que a PTX pode ter diferentes
efeitos na migracéo, dependendo da sua concentracdo. Em baixas concentragdes, provoca um
aumento da migracdo aleatoria, através da quimiocinética. Em concentra¢cBes mais elevadas,
provoca uma inibicdo da quimiotaxia devido ao aumento de FMLP (formil-metionil-leucil-
fenilalanina). Estas observacGes podem conciliar os resultados aparentemente contraditorios
na literatura (ELFERINK et al., 1997). Além disso, o tratamento de neutrofilos com PTX,
impede a degranulagdo da mieloperoxidase e lisozima, enzimas envolvidas na apoptose e
conducdo do processo inflamatorio e antibacteriano, respectivamente (SAMLASKA,;
WINFIELD, 1994).

A PTX estimula o endotélio vascular para libertar prostaciclina (PGH), que inibe a
adesdo e agregacdo das plaquetas. Magnusson et al. (2008) mostraram que tanto a
pentoxifilina, quanto o M4 e a mistura racémica do M1 inibem significativamente a agregacédo
plaquetaria in vitro, de um modo dependente da concentracao.

Como jé referido, a PTX tem uma acdo anticitocinas devido a sua atividade inibitoria
para fosfodiesterases. Estudos demonstram que o tratamento com PTX diminuiu os niveis de
TNF-a, IL-6, IL-10, INF-y e IL-12 e outras citocinas in vitro (MARCINKIEWICZ et al.,
2000; DEMIR et al., 2006). Além disso, Peterson et al. (2011) mostraram que a pentoxifilina
inibiu a producédo de IL-18, TNF-a, e produziu niveis mais baixos de IL-12 em modelo de
colite. Em estudos in vitro com humanos, as células tém mostrado que a pentoxifilina pode
inibir a apoptose em diferentes linhagens de células e diminuir a liberacéo de IL-1, IL-6, IL-8
e TNF-a (FERNANDES et al., 2008).
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Em fibroblastos, a presenca da PTX aumenta a atividade da colagenase, causando uma
diminuicdo na quantidade de colageno, glicosaminoglicanos, e fibronectina. Além disso, inibe
seletivamente a expressdao de TNF-a (mas ndo o interféron-y) por células de Langerhans
epidérmicas humanas in vitro (SAMLASKA; WINFIELD, 1994).

Em macréfagos alveolares, alguns estudos demonstraram o efeito da PTX sobre a
expressdo de IL-1. O farmaco ndo diminuiu a expressdo do RNAm de IL-1a, mas houve uma
reducdo da expressdo de RNAm de IL-1b em aproximadamente 30% quando comparado com
o nivel observado em macrofagos expostos a LPS (MYERS et al., 2002).

Contudo, altas doses de PTX pode ter um efeito contrario, ou seja, induzir a
inflamacdo. Isso se deve ao fato de que ha alguns mecanismos moleculares pelos quais o
AMPc regula positivamente a expressdo do gene iNOS, que atua na producao de oxido nitrico
(um importante marcador inflamatério) em diferentes tipos celulares (KIM et al., 2002).
Sendo assim, entender as caracteristicas farmacocinéticas da PTX na via de administracao
utilizada é imprescindivel para uma terapéutica eficaz.

O farmaco pode ser administrado através das vias oral ou intravenosa. No caso da via
oral, os efeitos colaterais gastrointestinais sdo minimizados com a utilizacdo de liberacao
controlada, através de capsulas revestidas. A absorcao intestinal € rapida, com concentracbes
plasméticas maximas obtidas em 3,2 horas, ndo sendo extensa a reciclagem entero-hepética
dos metabdlitos. As preparacGes orais tém uma biodisponibilidade de apenas 20% a 30%,
devido a uma elevada depuracdo de primeira passagem. TransformacGes metabdlicas extensas
sdo responsaveis pela biodisponibilidade baixa e variavel do farmaco (SAMLASKA;
WINFIELD, 1994).

A atividade metabdlica gera sete metabdlitos de PTX, sendo a HPTX (ou M1), 1-(5-
hydroxyhexyl)-3,7-dimethylxanthine, o mais ativo. Além deste, ha metabdlitos carboxilados,
como M5 [1 (carboxipropil) -3,7-dimetilxantina) e M4 (1-(4-carboxybutyl)-3,7-
dimethylxanthine) que também sdo metabdlitos circulantes, presentes em seres humanos
(Figura 6). Apesar da falta de conhecimento sobre os exatos alvos moleculares, uma utilizagéo
terapéutica de M4 e M5, em certas condi¢fes patoldgicas, € concebivel (FANTIN et al.,
2006). Em particular, o M5 mantem os efeitos moduladores da PTX na deformabilidade de
eritrocitos, na agregacdo de plaquetas e funcdo de neutrdfilos, mas sem atividade inibidora
substancial para a producdo de TNF-a, como o principal metaboélito ativo. Assim, merece
maior avaliagdo pré-clinica para o seu potencial terapéutico como um agente hemorreoldgico
e anti-inflamatdrio. Estudos sugerem que ambos os metabolitos carboxilados podem ser

inibidores de fosfodiesterases do AMPc, poréem sendo mais fracos que o farmaco original e o
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MZ1; Outras experiéncias demonstraram que a PTX e M1, mas ndo M4 e M5, reduziram a
proliferacdo e/ou a viabilidade celular (WINDMEIER; GRESSNER, 1997).

Figura 6 - Estrutura quimica da pentoxifilina e seus principais metabolitos.
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Fonte: FATIN et al., 2006.

Mais de 90% da PTX absorvida é excretada na urina na forma dos seus respectivos
produtos metabolicos. Apresenta uma meia-vida de eliminacdo de 3,4 horas, embora alguns
estudos afirmem que em voluntarios saudaveis, a PTX é eliminada da circulacdo com uma
meia-vida de eliminacdo de cerca de 0,9 horas depois da administracéo oral e cercade 1 a 1,6
horas ap6s a administracdo intravenosa (SAMLASKA; WINFIELD, 1994). Estudos
realizados para analisar a degradacdo da PTX sob estresse oxidativo mostraram que este
farmaco foi altamente susceptivel a oxida¢do com perdxido de hidrogénio e foi degradado
completamente em produtos altamente polares dentro de 19 h, a 80 'C (MONE;
CHANDRASEKHAR, 2010).

A dosagem recomendada de PTX oral para adultos (comprimido com formulacéo de
liberacdo controlada) é de 400 mg, trés vezes ao dia com as refei¢cGes. Esta dose pode ser
reduzida se ocorrer efeitos colaterais. A constante administracdo intravenosa de PTX em
individuos saudaveis mostrou que o efeito adverso predominante de infusdo do farmaco foi
dependente da dose e caracterizou-se por nauseas e vomitos. Doses muito elevadas como
2200 mg por dia (por via intravenosa e oral em uma terapia combinada) tem sido bem
tolerada em pacientes com doenca vascular periférica grave (WINDMEIER; GRESSNER,
1997).
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Conforme ja descrito, embora a PTX tenha propriedades anti-inflamatorias
consideraveis, esse farmaco é susceptivel a intensa degradacdo metabdlica, quando
administrado através das formas farmacéuticas orais, gerando uma pequena quantidade de
metabolitos ativos. Nesse contexto, a via de administracdo topica seria uma alternativa viavel,
porém, a pele atua como uma barreira fisica, o que dificulta a difusdo do farmaco pelo
referido 6rgdo. Assim, a utilizacdo de um nanocarreador que possivelmente permita uma
melhor permeacdo da PTX através da pele, e consequentemente, uma maior

biodisponibilidade desse farmaco, provavelmente melhoraria o efeito terapéutico da mesma.

3.3. Microemulsdo (ME)

Microemulsdes (MEs) sdo uma mistura monofasica, transparente e
termodinamicamente estavel composta de 6leo, agua e estabilizada com tensoativo e/ou co-
tensoativo (ZHAO, 2014). As MEs diferem-se das emulsfes tendo em vista que apresentam
uma tensdo interfacial muito baixa, propiciando assim uma formacdo espontanea e um
pequeno tamanho de goticulas, sendo, por consequéncia, opticamente limpidas. Em contraste,
as emulsdes sdo dispersdes opticamente turvas e leitosas, com alta tensdo interfacial e
goticulas de tamanho até 100 vezes maiores que as das MEs, tornando-as
termodinamicamente instaveis (DAMASCENO et al., 2011).

A demonstracdo mais comumente utilizada para representar 0s sistemas
microemulsionados é o diagrama de fases pseudoternario (DFPT) (Figura 7). Este descreve
em que condicdo experimental é possivel obter MEs e as regides limites de transicdo entre
emulsdes, fases separadas e os diferentes tipos estruturais das MEs, onde a fase aquosa, fase
oleosa e mistura de tensoativo/co-tensoativo sdo representadas nos veértices de um triangulo. O
DFPT é definido para cada relagdo tensoativo/co-tensoativo. Assim, podem-se preparar
misturas dos componentes correspondentes a cada lado do triangulo e realizar a titulagdo com
0 outro componente. Os pontos da titulacdo referem-se as modificagdes verificadas no
sistema, tais como, separacdo de fases, sistema transparente liquido, sistema transparente gel,
sistema opaco, entre outros (OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 7 - Diagrama de Fases Pseudoternério
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Fonte: SCHMIDTS et al., 2009

Winsor (1948) criou um sistema de classificacdo que define os varios equilibrios
existentes entre a microemulsédo e as fases aquosa e oleosa. Foram estabelecidos quatro tipos
de sistemas: 1) Winsor | — representado pelo equilibrio entre a fase emulsionada com a fase
oleosa em excesso, onde a emulsdo posiciona-se abaixo do 6leo devido a sua maior
densidade. 2) Winsor Il - Representado pelo equilibrio entre a fase emulsionada e a fase
aquosa em excesso, onde a emulsdo posiciona-se na por¢ao superior a agua, devido a sua
menor densidade se comparada a mesma. 3) Winsor Il — representado quando ocorrem trés
fases em equilibrio, 6leo, emulsdo e &gua, onde o 6leo é a fase superior, a emulsdo a fase
intermediaria e a agua, a fase inferior, sendo essa localizacdo reflexo da densidade dos
componentes em questdo. 4) Winsor 1V- representado por um sistema no qual ocorre apenas a
fase de microemulsdo, ou seja, um sistema visualmente monofasico (SANTOS, 2010; LI;
KUNIEDA, 2003; FORMARIZ et al., 2005).

O sistema Winsor IV (sistema de MEs) pode apresentar-se de diferentes formas
estruturais, sendo isto dependente da composi¢do quimica e da quantidade dos componentes
do sistema (Figura 8). As MEs podem ser do tipo agua em 6leo (A/O), 6leo em agua (O/A) ou
estruturas bicontinuas. Nas MEs do tipo A/O, o componente hidrofilico é disperso na forma
de goticulas coloidais no componente lipofilico. Contrariamente, nas ME do tipo O/A, o
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componente lipofilico é disperso na forma de goticulas coloidais no componente hidrofilico,
sendo que ambas microestruturas sdo suscetiveis a inversdo (de A/O para O/A ou vice-versa)
caso ocorra Vvariagdes nas condicdes de emulsificacdo. J& a estrutura bicontinua é
caracterizada por seus componentes hidrofilicos e lipofilicos formarem canais adjacentes
alongados, como uma rede de tubos aquosos em matriz oleosa ou rede de tubos oleosos em
matriz aquosa e contendo volumes relativos aproximadamente iguais entre a fase aquosa e
oleosa (FORMARIZ et al., 2005).

Cabe ressaltar ainda que as moléculas tensoativas encontram-se organizadas de modo
que suas cabecas polares estejam voltadas para 0 meio aquoso e suas caudas hidrofobicas para
0 meio oleoso. Além disso, as propriedades quimicas desses componentes influenciam
diretamente na microestrutrura dos sistemas microemulsionados, sendo que tensoativos mais
hidrofobicos propiciam a formacdo de MEs do tipo A/O e os mais hidrofilicos, MEs do tipo
O/A (FANUN, 2012).

Figura 8 - Estrutura das MEs.
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Fonte: FORMARIZ et al., 2005.

O desenvolvimento de novas formulacGes para o carreamento de farmacos, em
particular as MEs, tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores, devido a sua estabilidade
termodinamica, solubilidade potencialmente elevada, biocompatibilidade e alta capacidade
para melhorar a biodisponibilidade de drogas (FORMARIZ et al., 2010). Estes agregados tém
dominios hidrofilicos e lipofilicos distintos, permitindo a dissolucdo de drogas sollveis e
insolUveis em agua. A principio, as MEs podem ser utilizadas para entregar drogas aos
pacientes atraves de varias rotas, mas a aplicacdo topica de MEs ganha cada vez mais
interesse (GE et al., 2014).
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Como um sistema de liberagdo dérmico promissor, as MEs podem aumentar a
permeacao e retencdo da droga na pele. Trés mecanismos principais tém sido propostos para
explicar suas vantagens. Em primeiro lugar, o potencial de alta solubilidade para drogas hidro,
lipo e anfifilicas em sistemas de MEs. Em segundo lugar, os tensoativos das MEs que atuam
como promotores de permeacdo podem desestabilizar a estrutura do EC e aumentar a
permeacao de farmaco através da pele. Em terceiro lugar, a taxa de permeacdo da droga em
ME pode ser aumentada, uma vez que a afinidade de um farmaco para a fase interna na ME
pode ser facilmente modificado para favorecer o particionamento da micela (OKUR et al.,
2011; BUTANI et al., 2014).

Sendo assim, as MEs sdo bastante interessantes para o &mbito farmacéutico, inclusive
para a utilizacdo tdpica, ja que possivelmente melhora acdo de farmacos convencionais, que
apresentam limitacdes nas suas propriedades farmacocinéticas, biologicas, dentre outras,

como a PTX.
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4. MATERIAL E METODOS
4. 1 Sele¢éo dos Componentes da Formulacéo

Para selecionar os componentes a serem utilizados na constituicdo das formulacgdes,
utilizou-se a revisdo da literatura para escolher componentes que fossem largamente adotados
na area farmacéutica e cosmética, apresentando caracteristicas tais como ndo-irritacéo, dificil

oxidacdo e utilizacdo em sistemas topicos.

4.2 Diagrama de Fases Pseudoternario (DFPT)

O preparo e o aperfeicoamento das formulagdes foram realizados no Laboratdrio de
Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

Com o proposito de conseguir as proporcdes ideais dos componentes que constituiriam
a area correspondente a sistemas transparentes e/ou translicidos, os DFPTs foram obtidos por
meio do método de titulacdo da fase aquosa a temperatura ambiente (25 °C), com imediata
averiguacdo visual do resultado da mistura dos componentes (CHEN et al, 2004). Quatro
DFPT foram construidos mediante a preparacdo de misturas iniciais de tensoativos nas
proporcOes 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. A fase oleosa foi acrescentada a essa mistura nas proporgoes
que variaram de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1, respectivamente. A fase aquosa foi
titulada por meio de uma pipeta automatica em cada uma das proporc¢des obtidas entre éleo e
tensoativos. Posteriormente a cada titulacdo, a homogeneizagéo foi realizada em um desruptor
de células ultrassonico (Unique, Brasil) por 1,5 minutos na poténcia de 250 Watts, seguido de
retirada de possiveis bolhas em banho de ultrassom (Unique, Brasil) por 1 minuto e um
periodo de repouso de 2 minutos antes da observacdo final do seu respectivo aspecto.

Apos o periodo de equilibrio, todas as alteracdes no aspecto visual das misturas foram
analisadas contra um fundo escuro e classificadas em: sistema transparente (ST), sistema
semissolido opaco (SSSO), sistema semissélido leitoso (SSSL), sistema liquido opaco (SLO),
sistema liquido leitoso (SLL) e separacdo de fases (SF). Os resultados obtidos foram plotados
em um triangulo equilatero com o auxilio do software Origin Pro® 8.0, no qual cada ponto da

superficie corresponde a proporc¢éo definida dos componentes da mistura.

4. 3 Selec¢éo da formulacéo e Incorporacgéo da Pentoxifilina
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Com a construcdo do DFPT, analisaram-se as regides correspondentes a formacéo dos
sistemas transparentes e, posteriormente, selecionaram-se as propor¢des dos componentes que
iriam compor o sistema carreador, acarretando na escolha da formulacéo a ser testada. Esta foi
preparada através de 3 ciclos de homogeneizagdo ultrassdnica por 1,5 minuto, com imediata
retirada de excesso de possiveis bolhas de ar em banho de ultrassom por 1 minuto.

O farmaco PTX, por possuir caracteristicas predominantemente hidrofilicas, foi
dissolvido na fase aquosa antes da adi¢do dos outros componentes e sua concentracdo final
em cada formulagéo foi de 1% (m/m). Todas as formulacdes foram preparadas 48 horas antes
da realizacdo dos testes de caracterizacdo fisico-quimica para que permitisse a sua

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

4.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica

4.4.1 pH

O pH da formulacdo escolhida foi determinado através de um pHmetro digital
(Tecnopon, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente com
solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C. As medidas foram realizadas

em triplicata, imergindo o eletrodo diretamente em diluicdes aquosas na proporc¢éo de 1:10.

4.4.2 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica das formulacdes foi medida utilizando o condutivimetro
digital (Tecnopon, Brasil), previamente calibrado com solugdo padrio 146,9 pS/cm a
temperatura de 25 °C e as medidas foram feitas submergindo a célula de platina do
condutivimetro diretamente na amostra. Os resultados foram expressos como a média e 0

desvio padrao em triplicata.

4.4.3 Indice de Refracéo

O indice de refracdo (IR) foi determinado utilizando-se Refratbmetro de Abbé, Carl

Zeiss-Jena (Biobrix, Brasil), aferido com &gua destilada (indice de refracdo 1,3325) a
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temperatura de 25 = 0,5 °C. O experimento foi realizado em triplicata. A refringéncia de cada

amostra foi medida conforme a escala interna do equipamento.

4.5 Atividade anti-inflamatdria de ME-PTX utilizando o modelo de edema de pata

induzido por carragenina

4.5.1 Animais

Utilizaram-se ratos Wistar (Rattus norvegicus var. albinus) machos, com idade entre 3
e 5 meses, pesando entre 200-250 g, sendo estes fornecidos pelo Biotério Thomas George do
Centro de Biotecnologia (CBIOTEC) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus
de Jodo Pessoa. Os animais foram mantidos a temperatura de 22 + 3°C, sob ciclo claro-escuro
de 12 horas, alimentados com racdo Purina® tipo pellets e com livre acesso & agua. O referido
estudo foi realizado mediante aprovacao prévia, por escrito, da Comisséo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/CESED - PB (Anexo A).

4.5.2 Inducédo do edema de pata por carragenina

O teste de edema de pata, além de ser um modelo de facil manipulacdo, também é
efetivo para testar substancias com potencial anti-inflamatorio. Os animais a serem
submetidos ao teste foram mantidos em jejum, embora com livre acesso & agua, por um
periodo de 24 horas e posteriormente receberam uma injecdo subplantar de 100 puL de uma
suspensdo de carragenina a 1% (p/v) (WINTER, 1962). O volume (mL) atingido pela pata foi
medido por meio de um hidropletismdmetro imediatamente antes da injecdao subplantar e em

1, 2, 3 e 4 horas ap0s este procedimento.

4.5.3 Tratamentos

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n= 7), onde receberam 0s
seguintes tratamentos: solucdo de PTX na concentragdo de 36 mg.kg™, solucdo de PTX na
concentracdo de 72 mg.kg™, PTX incorporada na ME na concentragdo de 36 mg.kg™, PTX
incorporada na ME na concentracdo de 72 mg.kg™, ME sem farmaco incorporado e o Gltimo

grupo nao recebeu tratamento (controle negativo). Todos os grupos foram tratados 30 minutos
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antes da administracdo da suspensdo de carragenina, exceto 0 grupo que recebeu apenas a
injecdo do agente inflamatorio. Os grupos relativos ao referido farmaco foram tratados via
intraperitoneal com solucdo de PTX (ABDEL-SALAM et al., 2003) e os grupos tratados com
a ME branca e a ME-PTX receberam seus respectivos tratamentos por via tpica.

O resultado foi dado como aumento do volume (mL) em fungéo do tempo (t), sendo o
volume calculado como a variacdo do volume da pata no tempo t quando comparado ao valor
obtido antes da injecdo do agente inflamatério (SADEGHI et al., 2011). Além disso, o
percentual de inibicdo do edema (OLAJIDE et al., 1999) induzido pela carragenina foi
calculado em cada hora do ensaio utilizando a Equagéo 1:

Percentual de Lﬂlblgﬁﬂ(%j — (Ct—Colcontrole—(Ct—Coltratado (1)

(Ct—Colcontrole

Sendo C;, 0 volume da pata em x horas ap6s a injecédo de carragenina e C,, 0 volume da pata

antes da injecdo de carragenina.
4.5.4 Calculo da Dose

A dose a ser administrada nos ratos por via tépica foi calculada baseada no peso
corporal dos animais em concordancia com a razdo da area de superficie corporal. A partir
disto, para um rato de 200 g esta razdo corresponde a 5, e, para um homem de 70 Kg,
corresponde a 56 (GHOSH, 2005). Para converter a dose oral para uma dose
topica/transdérmica em um rato, a dose humana foi utilizada. A dose oral de PTX indicada
para o tratamento de vérias doencas varia entre 400 — 1200 mg/dia. Contudo, as doses mais
utilizadas sdo as de 400 e 800 mg/dia. Sendo assim, estas foram as selecionadas para servirem
de base na conversao.

A dose oral para ratos (mg/Kg) foi calculada com base na Equacéo 2 (ABOOD et al.,
2013):

5
Dose oral para rato = Dose oral humana x = 2

Considerando a baixa biodisponibilidade oral da PTX (20-30%), a dose
topica/transdérmica para este farmaco em ratos foi calculada utilizando a Equagdo 3 (ABOOD
etal., 2013):
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Bicdisponibilidade oral de farmaceo
100

Daose para aplicacio topica = Dose oral para ratos x

(©)
4.5.6 Anélise Histoldgica

Ap0s a ultima medida das patas, os animais foram devidamente eutanasiados segundo
a metodologia proposta para roedores e outros pequenos mamiferos contida na Resolugcdo n°
1000 de 11 de maio de 2012. Amostras de pele de patas de cada grupo (n=3) foram retiradas,
sendo estes fragmentos fixados por imersdo em uma solucdo de formaldeido (10%) por 12
horas. Posteriormente, os tecidos fixados foram desidratados em séries crescentes de etanol,
tratados com xilol e embebidos em parafina. Sec¢bes de 4-5 um foram preparadas e coradas

com hematoxilina-eosina (HE) para analise sob microscopia éptica (SADEGHI et al., 2013).
4.5.7 Andlise Estatistica do Estudo in vivo

Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo e foram submetidos a analise
de varidncia (ANOVA) seguido do pds-teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia
minimo considerado de 0,05 (p < 0,05). Os resultados obtidos foram plotados no programa
GraphPad Prism® verséo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecdo dos Componentes

A utilizacdo de MEs para aplicacdo farmacéutica requer a selecdo de componentes
adequados a via de administracdo. Assim, essa escolha deve ser bastante criteriosa e deve
atender alguns requisitos como nao-toxicidade, nédo-irritabilidade, capacidade de formar o
sistema desejado, bem como a capacidade de solubilizacdo do farmaco a ser incorporado no
sistema (FORMARIZ et al., 2005).

Misturas binérias de agentes tensoativos convencionais tém sido estudadas, tendo em
vista que quando diferentes tipos de surfactantes sdo misturados, ocorre um equilibrio
complexo do resultado de forcas diferentes na formacao de micelas (KABIR-UD-DIN et al.,
2011).

Nesse contexto, destacam-se 0s tensoativos ndo-idnicos, que s&o tipicamente mais
hidrofobicos do que os tensoativos idnicos e ndo se dissociam em ions (FRANGE; GARCIA,
2009). Assim, sd8o menos sensiveis a precipitacdo na presenca de altas concentracdes de
eletrolitos ou de cétions polivalentes. Geralmente sdo mais especificos, podendo ser usados
em conjunto com outros surfactantes (ESTEPHAN, 2012).

Essa classe de tensoativos constitui um grupo que apresenta baixa toxicidade, menores
problemas de compatibilidade com outros materiais, menor sensibilidade a mudancas de pH e
forca ibnica e ainda contornam problemas de toxicidade, tendo uma melhor tolerancia
dérmica (LEITE-SILVA et al., 2013). Dessa forma, sdo mais aceitaveis em formulacGes
microemulsionadas para aplicacbes farmacéuticas (FORMARIZ et al., 2005). Assim, para
reduzir a tensio interfacial do sistema, foram selecionados os tensoativos ndo-ionicos Tween®
80 e 0 Brij® 52.

Como fase oleosa, utilizou-se o 6leo sintético Triglicérides do Acido Céprico e
Caprilico (TACC). Estes sdo classificados como triglicérides de cadeia média, sendo Uteis
como fonte nutricional, solvente, meio estabilizador de administracéo oral, topica ou produtos
parenterais, devido a caracteristicas como baixa viscosidade, grande miscibilidade e
solubilidade, compatibilidade com a pele, ndo é facilmente oxidado e tem uma boa
espalhabilidade. Eles podem ser utilizados para o tratamento, bem como a prevencdo de
dermatite amoniacal e Ulceras de pressdo, formando uma barreira protetora sobre a pele e

impedindo maceracdo, além de ser importante nos processos de inflamacdo celular,
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proporcionando alivio apds a primeira aplicacdo e aumentando a nutri¢éo celular local, além a
ter uma grande capacidade de regeneracdo de tecidos (FERREIRA et al., 2012).

Nessa perspectiva, para compor as formulacfes a serem produzidas, caracterizadas e
testadas neste estudo, foram selecionados os tensoativos ndo-iénicos Tween® 80 e o Brij® 52,

0 6leo TACC como fase oleosa e Agua deionizada como fase aquosa.

5.2. Diagrama de Fases Pseudoternario

A construcdo do DFPT é uma ferramenta ideal para caracterizar o dominio das regides
de ME, e a partir disso, escolher a formulacdo mais apropriada para o farmaco ser incorporado
(DAMASCENO et al., 2011).

Os DFPTs sdo geralmente construidos em duas dimensdes a partir de dados obtidos
pela preparacdo de um amplo nimero de amostras de diferentes composi¢des ou por titulacao,
a fase aquosa é adicionada, titulando com a mistura de 6leo e emulsificante até a isotropia.
Esta juntamente com a homogeneidade do sistema multi-componente é determinada
visualmente (SCHMIDTS et al., 2009). A importancia da construcdo deste tipo de ferramenta
é determinar a &rea microemulsionada e assim obter MEs mais facilmente, tendo em vista que
as proporc¢des adequadas ja podem ser escolhidas previamente, sendo mais viavel do ponto de
vista econdmico (BERA et al., 2014).

Abaixo, esta representado o DFPT obtido na propor¢do 9:1 para a mistura de
tensoativos (Figura 9), sendo esta proporc¢édo escolhida, tendo em vista que entre os diagramas
obtidos, este apresentou uma maior area de sistema limpido transparente, indicativo de ME
(Area Hachurada). A partir da construcdo do mesmo, foi selecionado um ponto para a

caracterizacdo fisico-quimica e ensaio bioldgico.
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Figura 9 - Diagrama de Fases Pseudoternério obtido
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Separacdo de Fases (SF), SLL (Sistema Liquido Leitoso), SLO (Sistema Liquido
Opaco), SSSO (Sistema Semi-so6lido Opaco), SSST (Sistema Semi-Sélido Transparente) e
SLT (Sistema Limpido Transparente), Ponto Vermelho (Formulagdo 1).

5.3. Sele¢édo da Formulagéo

Apobs a obtengdo do DFPT, foi selecionado um ponto da regido SLT, sendo seus
respectivos percentuais de composicdo indicados na Tabela 1. A escolha adequada e as
concentracBes desses componentes tornam-se extremamente importantes para a orientacdo
desses sistemas (FORMARIZ et al., 2005).

A formulacdo selecionada foi composta por 5% de agua, 51% de 6leo e 44% da
mistura de tensoativos. A regido dos SLT escolhida para a sele¢do do ponto localizou-se mais
a direita do diagrama, sendo justificado pelo fato de que esta regido, pelas proporces dos
componentes da formulacdo, possui caracteristicas que possivelmente propiciam a formacao
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de microemulsdes do tipo A/O, ideal para a incorporacdo do farmaco PTX, por este possuir
propriedades predominantemente hidrofilicas.

Tabela 1 - Composicédo percentual (m/m) da formulacdo selecionada.

Componentes
Composicéo Percentual (%)
Formulacéo 1
Fase Aquosa 5,0
Fase Oleosa 51,0
Tween® 80 /Brij® 52 44,0
(9:1)

Fonte: Dados da Pesquisa.

5.4. Caracterizacgao Fisico-Quimica

Na tabela abaixo, encontram-se os valores referentes a condutividade, indice de

refracéo e pH das MEs.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes obtidas.

Microemulsoes pH Condutividade (uS.cm™) | Indice de Refracéo
ME;-Branca 7,79 £ 0,07 2,19+0,11 1,452 + 0,001
ME;-PTX 7,80 £ 0,01 1,79+£0,15 1,453+ 0,001

Fonte: Dados da Pesquisa

O potencial hidrogenionico (pH) é um dos pardmetros utilizados na caracterizacdo
fisico-quimica na area farmacéutica, tendo em vista que cada regido corporal tem um pH
definido e sua manutencdo é importante para a homeostase do organismo. Assim, a
determinacdo e o controle do pH cutaneo, sob 0 ponto de vista cosmético e/ou dermatoldgico,
sdo de extrema utilidade para evitar o uso de produtos topicos inadequados (LEONARDI et
al., 2002).

De forma geral, o pH ideal de uma formulac&o € padronizado de acordo com o pH de

estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de tolerancia bioldgica para produtos
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cutaneos (5,5 a 8,0) (SILVA et al., 2009). O valor de pH encontrado para a ME;-branca foi de
7,79 = 0,07, enquanto a ME;-PTX obteve valor de 7,80 £ 0,01 (Tabela 2). Assim, ambos os
valores de pH sdo biologicamente adequados para a pele. Além disso, a incorporacédo da PTX
ndo alterou significativamente o pH das formulacgdes.

A condutividade elétrica se mostra como um pardmetro muito sensivel quanto a
determinacédo das transicOes de fase em microemulsfes, sendo a alteracdo na condutividade
elétrica desses nanossistemas geralmente correlacionada com a alteracdo da sua
microestrutura, gerada por drasticas mudancas nos mecanismos de transporte elétrico no
material (ARAUJO, 2009). Desse modo, a condutividade é uma propriedade frequentemente
utilizada para investigar a estrutura das microemulsées, bem como altera¢cbes na mesma (MO;
LI, 2007; ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2011).

O valor de condutividade elétrica encontrado para a ME;-branca foi de 2,19 + 0,11
uS.cm® e para a ME;-PTX obteve-se valor de 1,79 # 0,15 pS.cm™ (Tabela 2). A
condutividade elétrica aumenta substancialmente com o aumento da fracdo de volume da fase
aquosa. Assim, uma quantidade pequena de agua, provavelmente forma uma microestrutura
do tipo A/O, com a fase oleosa continua, resultando em uma baixa condutividade no sistema
(GE et al., 2014). Caso contrario, ME com altas condutividades, sugerem um sistema O/A, ou
seja, goticulas de dleo dispersas em uma fase aquosa continua (SAHOO et al., 2014). Desse
modo, os valores de condutividade obtidos corroboram com o fato de o sistema
microemulsionado utilizado nesse estudo ser A/O.

As MEs apresentam-se como sistemas isotrépicos. No entanto, durante o processo de
inversdo de fases os agregados se tornam anisotropicos, ou seja, apresentam dupla refragédo
descrita pela variacdo do indice de refracdo do meio como funcéo da direcdo de propagacao
da luz, ou seja, a birrefringéncia. Dessa forma, podemos relacionar a existéncia de
birrefringéncia na amostra com a presenca de uma fase bicontinua que antecede uma inversao
de fase em microemulsdes (ARAUJO, 2009).

Os valores do IR encontrados para a ME;- branca e a ME;-PTX foram considerados
como constantes e Unicos, mantendo-se aproximados, 1,452 + 0,001 para a branca e 1,453+
0,001 para a ME;-PTX (Tabela 2). Assim, o IR das formulages ndo se alterou com a

incorporacdo do farmaco, apresentando-se limpidas e transparentes (SAHOO et al., 2014).
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5.5. Atividade Anti-inflamatéria da PTX

5.5.1. Modelo de edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema de pata induzido por carragenina é muito utilizado para testar a
atividade anti-inflamatéria de diversos farmacos, inclusive a PTX. Abdel-Salam et al. (2003)
avaliaram os efeitos anti-inflamatorios da PTX em modelo de edema de pata induzido por
carragenina. Para isso, utilizou as concentracdes 36 e 72 mg.kg™ de solugdo de PTX, sendo
estas correspondentes as concentragfes presentes nas foras farmacéuticas disponiveis no
mercado (400 e 800 mg, respectivamente). Dessa forma, o experimento foi reproduzido
objetivando-se comparar o efeito anti-inflamatorio da solucdo de PTX (nas concentracdes

supracitadas), ou seja, do farmaco livre e da PTX encapsulada em ME.

Figura 10 - Efeito anti-inflamatério da PTX nos diferentes grupos experimentais apds uma

hora de inducdo do edema de pata pela carragenina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Os resultados estdo demonstrados como média * desvio padréo de 7 animais por
grupo. (*)-p<0,05(**)-p<0,01 (***)-p<0,001.

Na primeira hora apds a indugdo do edema (Figura 10), o grupo que recebeu apenas a

carragenina obteve um aumento do volume da pata de 0,35 = 0,13 mL. O grupo que recebeu 0
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tratamento com a solugdo de PTX na concentracdo de 36 mg.kg™ obteve uma diminuicdo do
edema em 42,85% (correspondente a um volume de pata de 0,20 £ 0,05 mL), enquanto o
grupo que recebeu a solucdo de PTX da concentracdo de 72 mg.kg™ obteve uma reducéo do
edema em 51, 42% (Tabela 3), explicado pela maior concentragcdo do farmaco disponivel no
local de acdo. Observa-se que o tratamento com solucdo de PTX em 36 mg.kg™ propiciou
uma reducdo no edema significativa, diferindo do que foi observado por Abdel-Salam et al.
(2003), onde essa dose ndo apresentou reducdo significativa do edema nesta etapa do
experimento. JA a concentracdo de 72 mg.kg’ obteve um resultado correspondente ao
observado no referido estudo, tendo em vista que obteve uma atividade significativa na
diminuigédo no edema.

A ME branca ndo apresentou atividade significativa, bem como a ME com a PTX
incorporada na concentracdo de 36 mg.kg™. Esse Gltimo resultado pode ser explicado pelo
fato de que o farmaco estd encapsulado em um nanocarreador, sendo portanto, liberado
gradativamente e de modo mais lento, se comparado com o farmaco livre. A acumulacgéo e o
efeito do farmaco nas camadas mais profundas da pele sdo ligeiramente adiados para a droga
nanoencapsulada em comparacdo a droga livre apds periodos de incubagdo mais curtos. Apds
periodos de incubacdo mais longos, o transporte do farmaco é aprimorado para o farmaco
nanoencapsulado em comparagdo com o farmaco livre (GUTERRES et al., 2007).

A ME com a PTX incorporada na concentracio de 72 mg.kg™ apresentou uma reducéo
do edema em 45, 71% (correspondente a um volume de pata de 0,19 + 0,05 mL), podendo isto
ser explicado pela maior concentracdo do farmaco na formulacdo. Observa-se que a inibicdo
do edema de pata nos grupos tratados com a PTX nessa concentra¢do foi maior no grupo
tratado com o farmaco nanoencapsulado, se comparado com o farmaco livre, destacando
assim uma maior efetividade do sistema microemulsionado.

Na Figura 11, observam-se os resultados obtidos pelos grupos com seus respectivos
tratamentos ap6s duas horas do edema induzido por carragenina. O grupo que recebeu apenas
a carragenina para a inducdo do edema apresentou um volume da pata de 0,66 + 0,28. O
grupo que recebeu o tratamento com a solucéo de PTX na concentracdo de 36 kg.mg™ obteve
uma reducdo do edema de 68,14% (correspondente a um volume de 0,21 £ 0,12 mL). Ja o
grupo que recebeu o tratamento com a solucéo de PTX na concentracéo de 72 kg.mg™ obteve
uma reducdo do edema de 78,78% (correspondente a um volume de 0,14 + 0,07 mL). Esse
comportamento corrobora os dados obtidos por Abdel-Salam et al. (2003), sendo que a
inibicdo encontrada neste estudo foi ainda maior, se comparado aos resultados do mesmo
(18,9% - 17,4%).
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Figura 11 - Efeito anti-inflamatdrio da PTX nos diferentes grupos experimentais apds duas
horas de inducdo do edema de pata pela carragenina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Os resultados estdo demonstrados como média + desvio padréo de 7 animais por
grupo. (*)-p<0,05(**)—-p<0,01 (***)—p<0,001.

O grupo tratado com a ME branca obteve uma reducdo significativa no volume do
edema, correspondendo a uma diminuicdo em 42,42% (correspondendo a um volume de pata
de 0,38 + 0,14). Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que um dos componentes
utilizados para compor o sistema microemulsionado, o dleo TACC, apresenta atividade
antiedematogénica, ja descrita na literatura (NABAS, 2009). Além disso, estudos com o
referido 6leo relatam sua atividade anti-inflamatoria, ja que 0 mesmo inibe a producéo de 1L-8
em monocitos THPL1 e interrompe a transducdo de sinais através da via NF-kB, uma
importante via de propagacdo de sinais anti-inflamatorios (HUANG et al., 2014). Outros
estudos relatam ainda sua acdo anti-inflamatéria em infecgbes bacterianas cutaneas
(SKRIVANOVA et al., 2008; SKRIVANOVA; MAROUNEK, 2006). Assim, a formulagéo
atua de modo sinérgico com o referido farmaco incorporado.

O grupo tratado com a ME-PTX na concentragdo de 36 kg. mg™ obteve uma reducéo

do volume do edema em 48,48%, enquanto o grupo tratado com a ME com a PTX
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incorporada na concentracio de 72 kg. mg™ obteve uma reducéo do volume do edema em 77,
27% (correspondente a um volume de pata de 0,34 + 0,11 e 0,15 £ 0,13, respectivamente).
Assim, a ME-PTX (36 kg. mg™) que ndo havia apresentado atividade anti-inflamatéria na
primeira hora apés a inducdo do edema, passa a apresentar atividade apos duas horas, e a ME-
PTX (72 kg. mg') aumenta significativamente a inibicdo do edema nesta etapa do
experimento.

A Figura 12 exibe os resultados obtidos nos respectivos grupos de animais 3 horas
apos a inducdo do edema por carragenina. O volume da pata apresentado pelo grupo que
recebeu apenas a carragenina foi de 0,78 £ 0,25 (Tabela 3). O grupo tratado com a solucgéo de
PTX na concentracdo de 36 kg.mg™ obteve uma reducéo do edema em 58, 97% e o grupo
tratado com a solugdo de PTX na concentracéo de 72 kg.mg™ obteve uma reducéo do edema
em 58,97%, em concordancia, mais uma vez, com o0s resultados obtidos por Abdel-Salam et
al. (2003), onde as duas referidas doses apresentaram atividade antiedematogénica
significativa.

Figura 12 - Efeito anti-inflamatdrio da PTX nos diferentes grupos experimentais apds trés
horas de inducdo do edema de pata pela carragenina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Os resultados estdo demonstrados como média + desvio padrdo de 7 animais por
grupo. (*)-p<0,05(**)—-p<0,01 (***)-p<0,001.
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Os grupos tratados com a ME-branca e a ME-PTX (36 mg. kg™) ndo obtiveram
atividade anti-inflamatoria significativa apds trés horas da inducdo do edema. Tal evento pode
ser justificado por um menor crescimento do edema de pata induzido por carragenina, se
comparado proporcionalmente com as etapas anteriores. Nota-se, de modo semelhante, uma
diminuicdo do perfil de inibicdo do edema das solugdes de PTX nas duas concentragdes, se
comparado a inibi¢do propiciada por estes tratamentos nas etapas anteriores do experimento.
Assim, embora ndo tenha sido uma inibicéo significativa estatisticamente, ndo se pode afirmar
que as referidas formulagdes (ME-branca e a ME-PTX/ 36 mg. kg™) ndo apresentaram
atividade anti-inflamatoria.

J4 0 grupo que recebeu o tratamento com o farmaco na concentracéo de 72 mg. kg™
incorporado ao sistema microemulsionado obteve uma reducdo no edema da pata em 62, 82%
(correspondente a um volume de 0,29 + 0,22), diminui¢cdo esta menor que etapa anterior do
experimento, podendo ser reflexo da reducdo proporcional do crescimento do edema no grupo
controle positivo.

A Figura 13 mostra os resultados obtidos apos a quarta hora da inducdo do edema. O
grupo de animais que recebeu apenas a carragenina obteve um volume de pata de 0,92 + 0,32.
O grupo que foi tratado com a solucdo de PTX na concentracdo de 36 mg. kg™ apresentou
uma reducdo no edema de pata em 55, 43%, enquanto que grupo que foi tratado com a
solucdo de PTX na concentracdo de 72 mg. kg™ apresentou uma reduc&o no edema de pata em
65,21% (que corresponde a um volume de 0,41 £ 0,07 e 0,32 + 0,11, respectivamente). Esses
valores continuam corroborando os resultados do estudo realizado por Abdel-Salam et al.
(2003), onde também foi constatado uma diminuicdo significativa do edema nesta etapa do
experimento para as duas doses supracitadas.
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Figura 13 - Efeito anti-inflamatério da PTX nos diferentes grupos experimentais ap6s quatro
horas de indugdo do edema de pata pela carragenina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: Os resultados estdo demonstrados como média + desvio padrdo de 7 animais por
grupo. (*)-p<0,05(**)—-p<0,01 (***)—p<0,001.

O grupo tratado com a ME-branca obteve uma reducdo de 47,82% no edema da pata
(correspondente a um volume de 0,48 + 0,15), sendo isso atribuido as propriedades
antiedematogénica do TACC ja citadas. Ja o grupo tratado com a PTX incorporada ao sistema
microemulsionado na concentracdo de 36 mg. kg™ apresentou uma diminuicio de 54,34% do
edema (o correspondente a um volume de 0,42 + 0,11) , enquanto gque o grupo tratado com a
PTX incorporada ao sistema microemulsionado na concentracdo de 72 mg. kg™ apresentou
uma diminuicéo de 81,52 % do edema (o correspondente a um volume de 0,17 £ 0,09).

Esses resultados demonstraram que a PTX quando incorporada ao sistema
microemulsionado foi eficaz na reducdo do edema, apresentando um desempenho
(confirmado em percentual) semelhante ao farmaco em solugdo, se compararmos as
concentracdes de 36 mg. kg™ e 72 mg. kg™ livres. Salienta-se ainda que os componentes do
sistema microemulsionado atuam de modo sinérgico para a atividade anti-inflamatéria do
referido farmaco.

A tabela abaixo sumariza os percentuais obtidos durante o experimento de avaliagéo
da atividade anti-inflamatoria da PTX (em solucdo e em sistema microemulsionado) em

modelo de edema de pata induzido por carragenina.
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Tabela 3 - Percentual de inibi¢cdo do edema na pata dos grupos experimentais.

Horas apos Percentual de inibigéo do edema na pata dos grupos experimentais
a indugéo Grupo Sol- Grupo Sol- ME-Branca | ME-PTX (36 | ME-PTX
doedema | pTx (36 mg. | PTX (72 mg. mg. kg?) | (72 mg. kg"
kg™) kg™) )
1h 42,85% 51,42% Né&o Néo 45,71%
significativo | significativo
2h 68,18% 78,78% 42,42% 48,48% 77,27%
3h 58,97% 58,97% Né&o N&o 62,82%
significativo | significativo
4h 55,43% 65,21% 47,82% 54,34% 81,52%

Fonte: Dados da Pesquisa.
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5.5.2. Andlise Histoldgica

Figura 14 - Microscopia Optica da regido edematosa da pata dos animais experimentais sob aumento na objetiva de 10x.

Fonte: Dados da Pesquisa.
Legenda: (A) Grupo Carragenina; (B) Grupo solucéo PTX-36 mg. kg™; (C) Grupo solugdo PTX-72 mg. kg™; (D) Grupo ME-branca; (E) Grupo
ME PTX- 36 mg. kg™; (F) Grupo ME PTX-72 mg. kg™*. As setas indicam a desestruturacio das camadas da pele.
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A andlise histolégica auxiliou para explorar ainda mais a eficicia da atividade anti-
inflamatoria da PTX incorporada ao sistema microemulsionado. Na figura 14A, observa-se
gue no grupo que recebeu apenas a carragenina ocorre a presenca intensa do infiltrado
epidérmico, ou seja, a invaginacdo da epiderme desorganizando a estrutura cutanea. Tal
evento € caracteristico do processo inflamatorio da pele, sendo um critério analisado no
ambito histologico. Além disso, destaca-se ainda a presenca de um grande infiltrado de
neutrofilos, sendo estas células a primeira linha de defesa celular contra algum fator invasor
exogeno (ABBAS et al., 2011).

O grupo que foi tratado com a solugdo de PTX na concentracéo de 36 mg. kg™* (Figura
14B) apresentou uma menor desestruturagdo cutanea e um menor numero de neutrofilos
recrutados, corroborando o percentual de inibicdo do edema superior a 42,85% propiciado
pelo farmaco em solugdo. Quanto ao grupo tratado com a solucdo de PTX na concentracédo de
72 mg. kg™ (Figura 14C), este corrobora histologicamente o percentual de inibicdo do edema
analisado (superior a 51, 42%) ainda maior que o grupo tratado com o farmaco na
concentracdo de 36 mg. kg™. Observa-se que, neste grupo, além de haver um menor niimero
de neutrdfilos, existe uma maior organizacdo das camadas da pele, sendo explicado pela
maior concentracdo da PTX (se compararmos com a imagem 14B).

O grupo tratado com a ME branca (Figura 14D) apresentou um maior nimero de
neutrdfilos recrutados, se comparado com 0s grupos tratados com o farmaco em solucéo,
embora tenha apresentado atividade anti-inflamatoria em dois intervalos de tempo do
experimento (Tabela 4). Isso se justifica pelo fato de que a atividade anti-inflamatéria do 6leo
TACC, componente da formulacéo, é apenas um fator sinérgico, ndo sendo mais eficaz que o
farmaco testado.

O grupo tratado com a PTX incorporada ao sistema microemulsionado na
concentracdo de 36 mg. kg™ (Figura 14E) apresentou uma maior reducdo na quantidade de
neutrdfilos e uma maior estruturagcdo das camadas cutaneas se comparado ao grupo que foi
tratado com a solucdo de PTX na mesma concentracdo (14B), embora tenha obtido um menor
percentual de inibicdo do edema. Assim, histologicamente, percebe-se que o sistema de ME
obteve uma maior eficacia na inibicdo do recrutamento neutrofilico. O grupo tratado com a
PTX incorporada ao sistema microemulsionado na concentracéo de 72 mg. kg™ (Figura 14F)
apresentou, histologicamente, 0 menor numero de neutréfilos observados, além de recuperar a
organizacao estrutural das camadas da pele. O resultado da microscopia dptica para este grupo

esta em concordancia com os dados percentuais de redugdo do edema, tendo em vista que esse
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tratamento apresentou o maior percentual de inibicdo do mesmo, chegando a 81,52% na
quarta hora ap6s a inducdo do edema pela carragenina.

A Figura 15 demonstra um corte histologico da regido da pata edematosa dos animais
experimentais sob um aumento da objetiva de 400x. Observa-se com mais exatiddo a
distribuicdo dos neutréfilos pelo tecido seccionado. Estas células, como ja referido, sdo a
primeira linha de defesa contra uma injuria na pele.

Os neutréfilos desempenham um papel importante na imunidade inata, exercendo
influéncia sobre uma variedade de células, quer do sistema imunitario ou de outras células,
por exemplo, epiteliais ou musculares e antimicrobiana, ou seja, contra patégenos. Essa
funcdo é desempenhada devido a producéo de uma ampla gama de citocinas e de mediadores
inflamatérios, tais como 1L-9, TNF-a, IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y, entre outros
(CIEPIELA et al., 2014).

Desse modo, uma menor quantidade de neutrdfilos indica um menor quadro
inflamatorio, sendo estas células marcadores importantes nas analises histoldgicas. Em suma,
os dados obtidos tanto no experimento do edema de pata induzido por carragenina, quanto na
analise histologica dessa regido edematosa indicam que a PTX é um potencial farmaco anti-
inflamatério para o tratamento de patologias inflamatérias cutdneas e que o sistema
microemulsionado potencializa a acdo do farmaco, sendo eficaz na entrega tecidual do

mesmo.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Legenda: (A) Grupo Carragenina; (B) Grupo solucéo PTX-36 mg. kg™; (C) Grupo solugdo PTX-72 mg. kg™; (D) Grupo ME-branca; (E) Grupo
ME PTX- 36 mg. kg™; (F) Grupo ME PTX-72 mg. kg™*. *Fendmenos de infiltrado celular ou edema local. As setas indicam os neutréfilos.
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6. CONCLUSAO

» Os componentes selecionados foram capazes de formar sistemas liquidos e
transparentes, caracteristicos de MEs;

» O DFPT mostrou ser uma ferramenta reprodutivel para a obtencdo de MEs, alem de
possibilitar a formacdo de provaveis sistemas A/O, ideais para a incorporagdo do
farmaco hidrofilico;

» Os parametros fisico-quimicos encontrados mostraram-se compativeis com a pele e
indicativo de ME A/O;

» A PTX incorporada em sistema microemulsionado exerce potente atividade anti-
inflamatoria em longo prazo, devido a propriedade de liberagdo modificada do
farmaco;

» A formulacdo desenvolvida é inovadora e pode ser um nanocarreador promissor

para uso topico da PTX.
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