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RESUMO

A pentoxifilina (PTX) € um derivado sintético das metilxantinas, atua como inibidor da
enzima fosfodiesterase (PDE) e exibe propriedades imunomoduladoras e anti-
inflamatorias que auxiliam no tratamento de diversas doengas dermatoldgicas. A
incorporagao da PTX em microemulsdées (ME) é uma alternativa promissora para o
tratamento topico dessas afecgdes, uma vez que exibiu propriedade anti-inflamatéria
e perfil controlado de liberagao in vitro. O objetivo desse trabalho foi investigar a
toxicidade da ME-PTX através de ensaios in vitro e in vivo. Os estudos in vitro
incluiram ensaios de citotoxicidade, avaliada pelo teste de MTT em células L929
(fibroblastos murinos) e HaCat (queratinécitos humanos), além da analise do potencial
hemolitico das amostras. A avaliagdo da toxicidade dérmica aguda in vivo seguiu as
diretrizes da OECD n° 402. Nas células L929, tanto a ME-PTX quanto a ME-branca
(ME-B, sem farmaco) reduziram significativamente a viabilidade celular na
concentragao de 1000 pg/mL, resultando em uma viabilidade de 10+4% e 6+0,1%,
respectivamente. Em concentragées menores (0,1;1;10;100 ug/mL), as formulagdes
nao promoveram citotoxicidade. Em HaCat, ME-PTX e ME-B reduziram a viabilidade
celular nas concentragdes de 100 e 1000 pg/mL, para 79+2,9% e 79+0,9% em 100
pg/mL, e para 4914,28% e 51+5% em 1000 pg/mL, respectivamente. A PTX isolada
nao demonstrou citotoxicidade significativa em nenhuma linhagem ou concentragao
testada, indicando que a reducao de viabilidade celular associada a ME-PTX se deve
a composicao da formulacédo e ndo ao farmaco. As taxas de hemdlise apresentadas
pela ME-B e ME-PTX indicaram hemocompatibilidade das formulagdes na maioria das
concentragdes testadas. No ensaio de toxicidade dérmica aguda in vivo, os animais
tratados com ME-PTX n&o apresentaram sinais evidentes de toxicidade ou morte,
classificando-a como de baixa toxicidade e pertencente a categoria GHS 5/
inclassificavel. Entretanto, a ME-B induziu irritacdo cutanea entre o 2° e 11° dia de
experimento. Apesar disso, nao foi visto anormalidade nas analises histopatologicas
dos 6rgaos. Portanto, a incorporagao de PTX em uma microemulsao revelou-se uma
alternativa segura para o desenvolvimento de novos estudos voltados ao tratamento
de afecgbes dermatologicas.

Palavras- chave: citotoxicidade; metilxantinas; microemulsado; toxicidade dérmica;
farmacodinamica.



ABSTRACT

Pentoxifylline (PTX) is a synthetic derivative of methylxanthines, acting as an inhibitor
of the phosphodiesterase (PDE) enzyme. It exhibits immunomodulatory and anti-
inflammatory properties, aiding in the treatment of various dermatological conditions.
The incorporation of PTX into microemulsions (ME) is a promising alternative for the
topical treatment of these conditions, as it has demonstrated anti-inflammatory
properties and a controlled release profile in vitro. The aim of this study was to
investigate the toxicity profile of ME-PTX through in vitro and in vivo assays. In vitro
studies included cytotoxicity assays, assessed by the MTT test on L929 cells (murine
fibroblasts) and HaCat cells (human keratinocytes), as well as analysis of the hemolytic
potential of the samples. The evaluation of acute dermal toxicity in vivo followed the
OECD No. 402 guidelines. In L929 cells, both ME-PTX and ME-white (ME-B, without
the drug) significantly reduced cell viability at a concentration of 1000 ug/mL, resulting
in viabilities of 10+4% and 6+0.1%, respectively. At lower concentrations (0.1;1;10;100
pg/mL), the formulations did not induce cytotoxicity. In HaCat cells, ME-PTX and ME-
B reduced cell viability at concentrations of 100 and 1000 pg/mL to 79+2.9% and
791£0.9% at 100 pg/mL, and to 49+4.28% and 51+5% at 1000 ug/mL, respectively. PTX
alone did not show significant cytotoxicity in any tested cell line or concentration,
indicating that the reduction in cell viability associated with ME-PTX is due to the
formulation composition rather than the drug itself. The hemolysis rates exhibited by
ME-B and ME-PTX indicated hemocompatibility of the formulations at most tested
concentrations. In the in vivo acute dermal toxicity assay, animals treated with ME-
PTX showed no obvious signs of toxicity or death, classifying it as low toxicity and
belonging to GHS category 5 / unclassified. However, ME-B induced skin irritation
between the 2nd and 11th day of the experiment. Despite this, no abnormalities were
observed in the histopathological analysis of the organs. Therefore, the incorporation
of PTX into a microemulsion proved to be a safe alternative for the development of
further studies aimed at treating dermatological conditions.

Keywords: cytotoxicity; methylxanthines; microemulsion; dermal toxicity;

pharmacodynamics.
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1 INTRODUGAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano (Sociedade Brasileira de Pediatria,
2024). Dessa maneira, obtém um papel crucial para manutencdo e protecdo do
individuo (Nguyen:; Soulika, 2019). E a pele que faz a principal fungéo de barreira entre
organismos exogenos e endogenos, auxiliando na integridade dos tecidos (Martins;
Reis, 2011). Essa funcdo esta direcionada ao extrato cérneo, onde a formacgéo da
barreira fisica € mediada principalmente por corneécitos em conjunto com outros
componentes. Logo, o comprometimento dos elementos da barreira pode contribuir
para a uma protecdo inadequada, auxiliando no aparecimento de condi¢des
inflamatdrias na pele e consequentemente a presenca de possiveis disturbios nessa
regiao (Nguyen; Soulika, 2019) que podem evoluir para quadros agravados,
ocasionando um problema recorrente na populagao, as dermatopatias.

As doencgas de pele sdo um problema em comum e estdo presentes em todas
o territorio mundial, afetando entre 30% e 70% dos individuos (Hay et al., 2014). No
Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD), as doengas de
pele estdo entre os trés maiores motivos de busca por atendimento em saude (SBD,
2006). Ainda, estudo aponta que entre mil pessoas com idade variada de 18 a 59
anos, 86% tém problemas de pele (Revista da Farmacia, 2022). Esses dados revelam
que as dermatopatias apresentam-se como um significativo problema mundial que
afeta a qualidade de vida das pessoas, principalmente aquelas que a possuem de
forma crénica (SBD et al., 2018).

Logo, faz-se necessaria a busca por novos principios ativos e sistemas de
liberacdo de farmacos que minimizem os danos causados pelas doencas
dermatoldgicas e que superem os problemas das formulagdes convencionais, como a
baixa biodisponibilidade e o aumento das reag¢des adversas (Henrique; Falcare;
Lopes, 2006; Silva, 2010). Afinal, o impacto das condigbes inflamatoérias cutaneas no
bem-estar do paciente é significativo, o que torna crucial a busca por solugdes
terapéuticas eficazes.

Nesse contexto, a Pentoxifilina (PTX) € um anti-inflamatério que participa na
inibicdo de enzimas como a fosfodiesterase (principalmente na isoforma PDE4) e
citocinas que desempenham um papel importante em muitas doengas inflamatdrias
da pele. Inicialmente, sua utilizagao foi direcionada a claudicacao intermitente, que é

um sintoma comum de doencga arterial periférica (DAP), contudo, tem demonstrado
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respostas satisfatorias com seu uso off-label direcionado para doencgas
dermatoldgicas (Balazic et al., 2023; Hassan, et al., 2014).

Dessa maneira, a via de administragcao tépica € uma via promissora para
incorporagao e liberagao da PTX, considerada minimamente invasiva e levando a uma
maior adesao do paciente, além de permitir uma liberagao controlada e anulacéo do
efeito de primeira passagem (Cui et al.; 2021).

O uso da PTX de forma tépica requer a sua incorporagao em formulagcdes que
concedam uma maior estabilidade, eficacia terapéutica, aumento de
biodisponibilidade no tecido e uma administragcao de forma facilitada. Dessa maneira,
a PTX incorporada a sistemas coloidais, como as microemulsées (ME), podem
adquirir essas propriedades desejadas (Ustiindag et al., 2020; Shukla et al.; 2018). As
microemulsdes sdo formadas por uma fase aquosa, uma fase oleosa e uma fase de
tensoativos (um ou uma mistura deles), o que conferem a caracteristica de serem
compativeis tanto com farmacos hidrofilicos, como hidrofébicos. Além disso, elas sao
termodinamicamente estaveis, isotropicas, opticamente transparentes, e com
goticulas na escala nanométrica, o que facilita a sua permeacao na pele, tornando
potencialmente atrativas para incorporagao de farmacos (Paliwal et al., 2019).

Cavalcanti et al. (2016) incorporaram a PTX em uma microemulsdao e 0s
resultados de sua caracterizagdo mostraram que a ME-PTX é um agente promissor,
e em seu estudo in vivo foi possivel observar a sua atividade anti-inflamatéria,
tornando-se potencialmente eficaz para tratar diversas afec¢cées dermatoldgicas.

Contudo, apesar de inicialmente se mostrar promissor, a incorporacdo de
substancias em novos sistemas requer um aprofundamento em seus estudos acerca
do potencial toxico e possivel acdo prejudicial ao organismo humano. Portanto, o
presente trabalho se propde a investigar a toxicidade in vitro e in vivo da ME-PTX, de
maneira a comprovar e garantir a seguranga a essa nova alternativa para o uso da
PTX.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade da ME-PTX através de ensaios in vitro e in vivo visando

sua utilizagdo em afecgdes dermatoldgicas.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a citotoxicidade in vitro da ME-PTX em fibroblastos murinos e
queratinécitos humanos;

e Examinar o perfil de hemocompatibilidade in vitro da ME-PTX através de ensaio
de hemolise;

e \Verificar a toxicidade dérmica aguda in vivo da ME-PTX em ratos Wistar.



16

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Afecgoes dermatolégicas

A pele é a maior barreira de protegao do organismo humano. Esta fungéo a
expde a inumeras agressoes fisicas, quimicas e biolégicas que contribuem para o
aparecimento de diversas afec¢gdes dermatologicas. Entretanto, as causas podem
variar de acordo com seu agente, de origem exdgena ou enddgena, a sua exposigao
prolongada e o préprio sistema imunolégico do individuo (Martins; Reis, 2011).

Vale ressaltar que, as doencas que acometem a pele, podem estar restritas a
ela ou, por vezes, a pele expressa sinais e sintomas como a primeira manifestagao ou
manifestacdo tardia de doencas sistémicas demandando diferentes tipos de
tratamentos, de acordo com a sua procedéncia (Brasil, 2002).

As dermatoses dividem-se principalmente em: eczematosas, de anexos
cuténeos, infecciosas, escamosas e devido a exposi¢céo solar crénica (Wangenheim
et al., 2019). Seus tratamentos convencionais variam de orais a topicos, que muitas
vezes nao exercem, de maneira satisfatoria, o efeito esperado. Assim, faz-se
necessario a inovagao e busca por novos métodos de liberacdo, para que com os
beneficios da aplicacao topica, se tornem promissores para a melhora dos quadros

dérmicos.

3.2 Administragao de farmacos por via tépica

A administracdo de medicamentos através da pele tem se tornado uma
alternativa cada dia mais comum. A utilizagdo dessa via visa a neutralizagdo de
problemas de biodisponibilidade, em comparacdo a administracdo oral de uma
substancia, que seria parcialmente metabolizada antes de chegar a corrente
sanguinea, em um processo natural ocorrido na metabolizagcdo hepatica. (Lucinda;
Evangelista, 2015). Além disso, formulag¢des tépicas também podem adquirir acéo
local, sendo bastante utilizadas para doengas dermatologicas, ja que maximizam a
concentracdo do farmaco e minimizam reagdes em outros sitios de acao.

Contudo, o transporte de farmacos através da pele pode sofrer a interferéncia

de diversos fatores, como a estrutura da pele, o seu tipo de molécula, grau de
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hidratagcdo, concentragao de lipideos e suas propriedades fisico-quimicas (Silva et al.,
2010; Wokovich et al., 2006).

Desse modo, é desejavel uma formulagdo que aumente a permeacido do
farmaco através da pele, melhorando sua eficacia terapéutica, proporcionando uma
melhor adesao e a diminuicao de efeitos adversos, levando uma melhor qualidade de
vida ao paciente (Shukla et al., 2018). Logo, € necessario a otimizagao de um principio
ativo que, em conjunto com a formulagao, seja compativel com a melhora do quadro
das dermatopatias nos individuos. Assim, € nesse contexto que a PTX se enquadra,
caracterizando-se como um anti-inflamatério que abrange varios usos além do que foi
inicialmente proposto e abrigando varias caracteristicas pertinentes para sua

incorporacao.

3.3 Pentoxifilina (PTX)

A PTX é um anti-inflamatério e vasodilatador com origem sintética da
metilxantina (Hassan et al, 2014) que atua como um inibidor da enzima
fosfodiesterase (PDE) (Essayan, 2001). Essa enzima esta diretamente relacionada
com a diminuicio da inflamacgao por consequéncia do aumento de AMPc intracelular,
causando alteracbes na permeabilidade da membrana, provocando abertura dos
canais de calcio e a despolarizacdo celular, ocasionando assim, a ativacdo de
diversos processos metabolicos, como a coagulagdo sanguinea, manutencédo das
membranas celulares, entre outros (Pimentel, 2003; Hassan et al, 2014; Ward, 1987).

Além disso, a PTX participa também da inibicdo de varias citocinas, incluindo
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e as Interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), que
desempenham um papel em muitas doencgas inflamatérias da pele (Balazic et al.,
2023). Inicialmente, sua aplicagao foi indicada pela United States Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de claudicagao intermitente, devido a doenga
arterial oclusiva crénica das extremidades, pela sua capacidade de aumentar os niveis
de glébulos vermelhos, os quais ocasionam a deformidade celular e
consequentemente a diminuigdo da viscosidade do sangue (Hassan et al., 2014;
Ward, 1987). Contudo, diversos estudos também mostraram alternativas off-label

para o uso da PTX, diante as suas propriedades que auxiliam na melhora do quadro
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inflamatdrio, auxiliando no tratamento de diversas doencas de pele (Hassan et al.,,
2014).

Entretanto, a administracdo da PTX & normalmente feita por via oral ou
intravenosa. No entanto, seu uso de forma oral gera limitagbes em sua resposta
farmacoldgica, pois ao ser utilizado dessa forma, sua molécula passara pelo efeito
hepatico de primeira passagem, ocasionando a diminuigdo de sua eficacia e a
necessidade de mais doses para manter a agado farmacologica (Balazic et al., 2023;
Hosny; Ali, 2012) e consequentemente a diminuicdo da adesdo do paciente ao
tratamento, bem como rea¢des adversas por uso exacerbado.

E nesse contexto que, estudos como o de Balazic et al (2023), Cavalcanti et
al. (2016), Hassan et al. (2014), entre outros, demonstram a eficacia e a utilizacdo da
PTX em aplicagdes dermatoldgicas, bem como a sua incorporagdo em sistemas
coloidais, como as ME, corroborando com a ideia de um tratamento ainda mais
promissor do que os ja existentes e mostrando uma nova perspectiva para a area da

dermatologia.

3.4 Microemulsao

As ME sao sistemas coloidais termodinamicamente estaveis, isotropicos,
opticamente transparentes e de facil preparo. Sdo compostas por uma fase oleosa,
uma fase aquosa e um tensoativo (ou a mistura de mais de um deles) e se
apresentam, portanto, na forma de 6leo em agua (O/A), bifasicas ou agua em 6leo
(A/O), sendo capazes de incorporar tanto farmacos hidrofilicos, como lipofilicos. Além
disso, apresentam goticulas entre 10nm e 100nm (Paliwal, 2019; Ustundag, 2020). O
tamanho de suas goticulas em escala nanométrica melhora a permeacéo de varios
farmacos, facilitando a entrada pelo estrato cérneo do que quando comparada a
outras formulagbes topicas convencionais, como emulsdes e géis, pois apresentam
uma taxa de absorg¢do mais rapida (Paliwal, 2019; McCuistion et al., 2014).

Desse modo, as ME se mostram sistemas promissores para incorporacéo de
farmacos, uma vez que as propriedades e componentes dessa formulagao facilitam a
permeac¢ao da molécula ativa, minimizam efeitos adversos provenientes de altas
doses e promovem inumeros beneficios quando comparado a formulacoes

tradicionais, tornando-se favoravel para o avango de estudos e novas pesquisas,
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especialmente quanto ao seu grau de toxicidade, para que seja por fim, considerada

uma alternativa segura e eficaz.

3.5 Avaliagao de toxicidade in vivo e in vitro

A realizacdo de estudos ndo-clinicos é essencial para a caracterizacdo de
novos compostos ou materiais que possam interagir com sistemas bioldgicos
humanos. Esses estudos fornecem uma base importante para entender como
substancias quimicas podem impactar na saude do individuo. Além disso, os estudos
toxicolégicos antecipam os riscos que a substancia em questdo pode causar, o que
pode impactar diretamente na busca por alternativas para minimizagdo destes
problemas (Dorato; Buckley, 2006; Organizagdo Mundial da Saude, 2008).

Nesse contexto, a realizacdo de testes in vitro auxiliam na visualizacdo e
analise de possiveis resultados em bancada, benéficos ou ndo. Estes preconizam os
testes in vivo, que sdo importantes testes realizados em animais a fim de visualizar o
comportamento da substancia testada perante a um modelo animal, com
caracteristicas semelhantes a humanos (Knop; Maria, 2016. Nesse contexto, a
realizacdo desses testes para o estudo do potencial téxico de uma formulacdo é
imprescindivel para a analise e validacdo da segurangca perante ao seu uso,
apontando os seus riscos € mostrando ao pesquisador a necessidade da busca pela

minimizag&o destes problemas.

3.5.1 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade baseia-se na redu¢do do Brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazdlio (MTT), corante amarelo soluvel em agua, em
cristais de formazam, que se apresentam como cristais insoluveis de cor azul-
purpura. Essa reducdo se da pela clivagem do anel de tetrazolio realizada por
desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais presentes em células
metabolicamente ativas. A solubilizagao dos cristais permite sua quantificacéo por
espectrofotometria, sendo a intensidade da cor gerada diretamente proporcional
ao numero de células viaveis (Mosmann, 1983; Kumar et al., 2018), ou seja, quanto

maior a presenga dos cristais de formazan, maior a viabilidade celular e



consequentemente sua atividade metabdlica, estando também relacionadas as
concentracdes testadas. Além da avaliacio de citotoxicidade, outro aspecto crucial
para compreender a seguranga de um composto & seu potencial hemolitico, que
reflete seu impacto direto sobre as células sanguineas

3.5.2 Ensaio de hemélise in vitro

O ensaio de hemocompatibilidade in vitro caracteriza-se como um teste
para avaliar a formulagdo quanto ao seu potencial hemolitico, ou seja, analisar a
sua possivel capacidade de ruptura das hemacias presentes no sangue humano
(Lippi, 2015). A hemolise pode liberar hemoglobina, o que é indicativo de danos as
células sanguineas (ASTM F 756-00, 2013). Esse teste é necessario para que
possiveis interagbes entre o material testado e o material biolégico sejam
previamente visualizadas, avaliando os seus riscos.

Um dos primeiros passos nesses estudos envolve a avaliagdo de
possiveis danos a membrana dos eritrocitos (glébulos vermelhos), verificando se
o0 composto em teste promove a ruptura dessa estrutura celular e a consequente
liberacdo do conteudo interno. Esse tipo de avaliacdo é conduzido pelo ensaio de
hemolise, amplamente utilizado devido a sua simplicidade, baixo custo e facilidade
de execugao. No caso de uma substancia promover a hemdlise, a hemoglobina,
junto com outros componentes intracelulares, € liberada no sobrenadante,
indicando danos as células (Seebg et al., 2023).

Assim, o ensaio de hemodlise desempenha um papel fundamental em
varias areas de pesquisa e desenvolvimento, sendo empregado em diagnosticos
meédicos, no desenvolvimento e avaliacédo de farmacos, no aperfeicoamento de
tecnologias de saude e em pesquisas amplas na ciéncia, contribuindo
significativamente para o avango do conhecimento e da seguranga em produtos
bioldgicos e farmacologicos (Seebg et al.,, 2023; Campen, 2022). Ainda, esses
dados geram robustez para o prosseguimento de estudos in vivo, que por meio
dos testes em animais, reafirmam as respostas visualizadas nos estudos in vitro,

contribuindo para uma perspectiva completa do estudo.
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3.5.3 Ensaio de toxicidade dérmica aguda

Testes in vivo em modelos animais € um importante estudo pré-clinico
realizado para o desenvolvimento tecnolégicos de novos farmacos, obtendo o papel
principal de apontar a confiabilidade do produto, bem como a presenca ou nao de
possiveis reagdes (Andersen et al., s.d.). Dessa maneira, 0 ensaio toxicolégico em
animais tem como objetivo avaliar a seguranga através da caracterizagcédo dos efeitos
toxicos nos o6rgéos-alvo, da relagdo dose-resposta e, quando adequado, da
reversibilidade de determinado efeito (Lavandeira, 2014).

Desse modo, o teste de toxicidade dérmica aguda baseia-se na exposicao
unica de um animal a uma substancia para uso tépico por um periodo de 24 horas
seguida da sua remogao (OECD, 2017). Segundo Klaassen (2019), a resposta da
exposicao aguda a agentes pode ser de forma imediata ou retardada, podendo ou n&o
ser semelhantes aos efeitos toxicos da exposi¢ao crénica. Contudo, a realizagao do
teste de exposi¢cdo aguda torna-se necessaria para classificar as substancias de
acordo com normas de seguranga globais, como a classificagdo no Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificagcdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS), que visam garantir a seguranca dos individuos e estabelecer o potencial risco

dos produtos testados (Wallau, 2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local da pesquisa

Os protocolos experimentais de preparacdo da formulacdo e ensaio de
hemocompatibilidade foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB) coordenado pelo Prof. Bolivar Ponciano. O ensaio de citotoxicidade
por sua vez, foi realizado no Laboratério de Oncofarmacologia do Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), localizado na Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e coordenado pela Profa. Marianna Vieira. Além disso, 0 ensaio de
toxicidade in vivo foi realizado Biotério Professor Eduardo Barbosa Beserra da UEPB
e, por fim, o estudo histopatolégico foi realizado na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

4.2 Obtengao da microemulsao contendo pentoxifilina (ME-PTX)

O desenvolvimento do diagrama de fases pseudoternario, bem como a
obtencdo da ME-PTX foram previamente descritos no trabalho de Cavalcanti et al.
(2016). De maneira sucinta, os triglicerideos do acido caprico e caprilico (TACC) foram
utilizados como fase oleosa, o Tween® 80 e o Brij®52 foram usados como tensoativos
e a agua como fase aquosa. Os diagramas de fases pseudoternarios foram
construidos variando as propor¢des de tensoativos e fase oleosa, seguidos de
titulacdo com fase aquosa, homogeneizagéao ultrassénica e repouso. Apds equilibrio,
as misturas foram analisadas visualmente e classificadas de acordo com o sistema
obtido.

A ME obtida caracterizou-se por ser uma microemulsdo do tipo A/O, com
composicao percentual de 5% de fase aquosa, 51% de fase oleosa e 44% da mistura
de tensoativos na proporgéo de 9:1 (Tween® 80 e o Brij®52, respectivamente). Como
a PTX possui caracteristicas hidrofilicas, foi dissolvida na fase aquosa antes da adi¢ao
dos outros componentes e sua concentragdo final foi de 1% (p/p). A ME-PTX foi
preparada através da técnica de emulsificagao por ultrassom, por meio de 3 ciclos de
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homogeneizagao ultrassénica por 1,5 minuto, seguido da remogao de bolhas de ar em

banho de ultrassom por 1 minuto.

4.3 Citotoxicidade

4.3.1 Linhagens celulares e cultivo in vitro

As linhagens celulares utilizadas no teste de citotoxicidade foram L929
(fibroblastos murino) e HaCat (queratindcitos sadios humanos imortalizados). As
linhagens celulares foram provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ,
Rio de Janeiro, Brasil). As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute) (Nutricell®, Brasil), respectivamente, ambos suplementados
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO®, Grand Island, NY, EUA) e 1% de
solugdo de antibidtico (contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina) (Sigma-Aldrich®). As células foram cultivadas em estufa (CytoGROW

GLP Panasonic®) a 37 °C, em uma atmosfera com 5% de COs..

4.3.2 Avaliagao da atividade citotoxica in vitro

A avaliagao da atividade citotéxica foi realizada por meio do ensaio de reducao
do Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazélio (MTT). Esse método
permite quantificar a viabilidade e a proliferacao celular. Para tanto, 100 pL de células
foram semeadas, em placas de 96 pocgos, a uma concentragao de 3 x 10° células/mL.
Apoés 24 horas, as amostras de ME-PTX, ME-branca (ME-B, sem farmaco) e PTX
foram diluidas em meio de cultura em diferentes concentragées (0,1, 1, 10, 100 ou
1000 pg/mL). As células foram tratadas e incubadas por 24 horas em uma estufa com
5% de CO2 a 37 °C.

Apo6s o periodo de incubacéo, 110 uL do sobrenadante foi removido, e 10 pyL
da solugdo de MTT (5 mg/mL em PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
adicionada. As placas foram incubadas por 4 horas, e entdao 100 pL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) a 10% foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan durante
a noite. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (leitor de microplacas
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BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570
nm. Foram realizados até dois experimentos independentes, cada um em
quadruplicata. Os dados estdo expressos como média + EPM. A analise dos dados
foi feita utilizando analise de variancia (ANOVA) One-way, seguida pelo teste de

Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

4.4 Ensaio de Hemolise

Para avaliagao do potencial hemolitico da ME-PTX e da ME-B, uma coleta de
amostra de sangue O+ de um doador humano saudavel foi realizada utilizando tubos
contendo acido etileno diamino tetracético (EDTA) a 10% (v) na proporg¢ao de 1mg/mL
de sangue. Apos a coleta, as amostras foram submetidas a centrifugagédo a 4000 rpm
por 5 minutos a 4°C, para a obtencdo de um precipitado de hemacias. O plasma e a
camada de leucdcitos foram removidos e o pellet de hemacias obtidos foi lavado trés
vezes com solucao de NaCl a 0,9%. As hemacias purificadas foram ressuspensas em
salina gelada e diluidas para uma suspensao a 10% de sua concentragéo inicial.

Em seguida, a ME-PTX, ME-B e a PTX foram diluidas em solugao salina para
atingir concentragdes de 10, 25, 100, 200, 400 e 800uL/mL.). Essas concentragdes,
bem como a metodologia seguida, foram definidas com base no trabalho de Gharbavi
et al. (2019) e Rhyaf et al. (2023) com modificagdes.

Assim, 2mL da suspensao de eritrécitos foi incubado com 2mL das
respectivas ME e da PTX por 4 horas a 37°C, em banho-maria. Apés a incubacéao, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente e
o sobrenadante foi removido (Rhyaf, 2023). A hemoglobina presente no sobrenadante
foi avaliada através de espectrofotometria, utilizando o comprimento de onda de 540
nm. Uma solugéo de Turk a 1% e solugao salina 0,9% foram utilizados como controle
positivo e negativo, respectivamente (Oliveira et al., 2018). A analise foi realizada em
triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem de potencial hemolitico
calculado de acordo com a Equagéao 1 (Saebg et al., 2023):

. sy Absorbancia da amostra testada—Absor ancia do controle negativo
Potencial hemolitico (%) = g x 100

Absorbancia do controle positivo—Absorbancia do controle negativo

(1)
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4.5 Protocolo experimental in vivo

4.5.1 Animais

Todos os animais foram provenientes do Biotério Professor Eduardo Barbosa
Beserra. Foram selecionados ratos Wistar (Ratus norvegicus) 1GS (do inglés,
International Genetic Standardization), adultos jovens contendo de 9 a 10 semanas
com a pele intacta e sendo fémeas nuliparas e ndo gravidas. Esses animais foram
alojados em caixas de polipropileno e submetidos a dieta balanceada a base de ragéo
padronizada tipo pellets (Quimtia ® irradiada com raios gama, Colombo, PR, Brasil) e
acesso a agua ad libitum. Além disso, os animais foram mantidos em salas com
ventilagdo e temperatura (22 + 2 °C) controladas e submetidos diariamente a um ciclo
claro-escuro de 12 horas. A escolha da idade, maturidade sexual, sexo, e outras
caracteristicas dos animais foi baseada nas recomendagbes da Organizagdo de
Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OECD) e na curva de desenvolvimento
ponderal do Laboratério Charles River e do Biotério da UEPB.

Os protocolos experimentais tiveram inicio apenas apds a aprovagao pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEPB e seguiram rigorosamente
todas as normas e principios éticos de experimentagdo em animais de laboratorio
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), sob aprovacao CEUA de numero 050/2024 (Anexo 1).

4.5.2 Avaliagao da toxicidade dérmica aguda

A toxicidade aguda seguiu o “Guideline for testing of chemicals” n°® 402
fornecido pela Organizagcéo de Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD)
para o procedimento do método de dose fixa com algumas modificagdes (OECD,
2017).

Antes do inicio dos procedimentos, os animais (fémeas) foram aclimatados
por pelo menos cinco dias, divididos randomicamente em grupos (n=3) e
adequadamente identificados. No dia anterior ao experimento, pelo menos 10% da
regidao dorsal dos animais foram depiladas (linha mediana cervical) de maneira que
ndo causasse nenhum dano a pele. Os anestésicos cetamina (75 mg/Kg) e xilazina
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(5mg/Kg) foram utilizados para auxiliar no manejo dos animais € minimizar o estresse.
Alguns parametros foram levados em consideragdo para decidir a area depilada,
como: 0 peso dos animais, as dimensdes da cobertura com os tratamentos e as doses
dos anestésicos. Além disso, todos os animais foram pesados antes do inicio dos
tratamentos e, semanalmente, também houve o monitoramento do consumo alimentar
e do peso até a conclusido dos devidos experimentos.

Para os estudos de toxicidade dérmica aguda, as formulag¢des topicas ME-B
e ME-PTX foram aplicadas em doses unicas, com periodo de exposi¢cao de 24 horas,
seguido de monitorizagao dos animais por 14 dias consecutivos. Dada a falta de dados
relacionados a toxicidade dérmica das ME-PTX, os animais foram submetidos a um
estudo para determinagdo de alcance, onde a dose inicial de teste foi de 200 mg/kg
de peso corporal, seguindo as recomendagdes da OECD. O tratamento dos animais
com a proxima dose foi aprazada até que a sobrevivéncia dos animais previamente
tratados fosse confirmada. O estudo principal foi realizado apés a finalizacdo do
estudo para determinagéo de alcance, utilizando a dose de 2000mg/kg.

As formulagdes foram aplicadas de maneira uniforme sobre a area exposta da
pele dorsal e permaneceram em contato com a pele, através do auxilio de uma gaze
porosa, durante todo o periodo de exposi¢ao. O local da aplicagao foi coberto de
maneira adequada de forma que reteve as formulagbes topicas em estudo, e os
animais foram separados em caixas individuais a fim de evitar a ingestao oral das
formulagdes por outros animais que também estivessem alocados na mesma caixa.

A mortalidade e os sinais de toxicidade geral foram cuidadosamente avaliados
nos intervalos de 0, 15, 30, 60, 120, 240, 360 minutos e diariamente, uma vez ao dia,
durante estes 14 dias. Os parametros observados incluiram, além da mortalidade, a
avaliagdo do aspecto da pele e pelos, olhos, membranas mucosas, salivacao,
presenca de tremores, convulsdes, hiperatividade, irritabilidade, agressividade, entre
outros (Almeida et al., 1999; OECD 402). Ao final do periodo de exposi¢ao (24 horas),
os residuos das formulag¢des foram removidos utilizando solugdo salina. Os animais
foram realocados ao alojamento coletivo nas caixas.

A partir do periodo de 24 horas apoés aplicacido das ME, os animais foram
avaliados conforme os Critérios de Draize (1944) a fim de indicar o indice primario de
irritacdo. A obtencdo desse resultado consiste na analise dos animais no periodo de
24, 48 e 72 horas apdés o contato tépico das formulagdes para caracterizar, conforme
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a pontuacao indicada por Draize, a presenca de edema e eritema. A pontuacao
consiste em uma escala de 0-4, onde o O representa a auséncia do parametro e 4
representa a severidade. Dada a pontuacao, foi realizada a média das pontuacdes do
grupo de animais. Essa média foi avaliada como: Média < 2 — levemente irritantes;
média de 2 a 5 — moderadamente irritantes; média = 6 — severamente irritantes
(Draize, 1959).

Apds o décimo quarto dia, os animais sobreviventes foram eutanasiados,
através de overdose de anestésicos (cetamina — 300 mg/Kg e xilazina — 30 mg/Kg) e
as mortes foram confirmadas apds a verificagao dos sinais vitais. Todos os animais
testados tiveram seus orgaos (figado, bacgo, rins e pele) pesados apés a total remogao
do tecido adiposo e conjuntivo para o calculo do indice relativo dos 6rgaos. Para o
calculo do indice dos orgaos foi utilizada a equagao 2 (Rolim et al; 2017):

peso do 6rgio (mg)

(2)

indice relativo dos 6rgaos = peso do animal (g)

Os o¢rgdos dos animais também foram avaliados conforme analise
macroscopica, comparando-os com o grupo controle. Os resultados obtidos de
toxicidade e mortalidade foram utilizados para definir a classificagado da substancia de
acordo com o GSH (Globally Harmonised Classification System for Chemical
Substances and Mixtures). A mortalidade também foi utilizada para estimar a DLso,
dose unica derivada estatisticamente capaz de provocar a morte de 50% dos animais

experimentais

4.5.3 Andlise histopatolégica

Os principais 6rgaos, incluindo a pele, o figado, bago e rim, foram preservados
em formalina tamponada neutra a 10% para analise subsequente. Apés a fixagao, as
amostras de tecido foram processadas em blocos de parafina. Esses blocos de
parafina foram entdo seccionados (5um) e montados em laminas de vidro e
visualizadas em microscopio Motic BA200 acoplado a uma camera digital. Exames
microscopicos foram realizados em todas as se¢des de tecido apds coloracdo com

hematoxilina e eosina.
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade de ME-PTX, ME-B e PTX foi avaliada nas linhagens HaCaT e
L929 nas concentragbes de 0,1, 1, 10, 100 e 1000 pg/mL. Os resultados sao
expressos na tabela 1 e nas figuras 1 e 2 que mostram a porcentagem de viabilidade
celular apés 24 horas de tratamento.

Tabela 1 - Percentual de viabilidade celular em HaCaT e L929 apds o tratamento com
ME-PTX, ME-B e PTX por 24 horas, utilizando o ensaio do MTT.

Concentragao Viabilidade celular (%)
IS (ng/mL) HaCaT L929
0,1 104+3,9 104+9,6
ME-PTX 1 9743,9 86x0,3
10 94£3,2 85+8,8
100 79+2,9 86+7,9
1000 49428 104
0,1 9615,3 1109
ME-B 1 9513,2 90+3,4
10 101+4,7 86+2,7
100 79+0,9 86+3,5
1000 5145 60,1
0,1 96+5,6 10811
PTX 1 92+4 4 1015, 1
10 94147 9748
100 100+4,4 9047,9
1000 9843,2 87+4

Os dados foram obtidos através de até dois experimentos independentes realizados em quadruplicata
e apresentados como a média + EPM. ME-PTX: Microemulsdo com Pentoxifilina; ME-B: Microemulsao
branca (sem farmaco); PTX: Pentoxifilina.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Através da analise da tabela 1 e figura 1, podemos observar que na linhagem
celular L929, tanto o tratamento com ME-PTX quanto com a ME-B demonstraram

efeitos citotdxicos estatisticamente significativos nas concentragdes mais altas de
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ambas as amostras, em relagao ao grupo controle. Na concentragao de 1000 ug/mL,
a ME-PTX resultou em uma viabilidade celular de 10 + 4%, ja a ME-B ocasionou uma
viabilidade ainda menor, de 6 * 0,1%. Nas demais concentra¢des (0,1;1;10;100
pg/mL), as formulagdes ndo induziram citotoxicidade.

Figura 1 - Percentual de viabilidade celular na linhagem L929 apds o tratamento com
ME-PTX, ME-B e PTX, por 24h, através do ensaio de MTT.
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Os dados foram obtidos através de até dois experimentos independentes realizados em quadruplicata
e sao apresentados como percentual de viabilidade celular + EPM, sendo comparados por Analise de
Varidncia (ANOVA), seguida do pés-teste de Tukey. *p<0,0001, comparado ao grupo controle. ME-
PTX: Microemulsdo com Pentoxifilina; ME-B: Microemulsao branca (sem farmaco); PTX: Pentoxifilina.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Em células HaCat, a partir da concentracdo de 100ug/mL, ja é possivel
observar redugdes estatisticamente significativas na viabilidade celular, porém de
forma menos pronunciada em relag&o a linhagem L929 (Figura 2). Na concentragao
de 100 pg/mL, as células tratadas com ME-PTX e ME-B apresentaram viabilidades
reduzidas para 79 £ 2,9% e 79 + 0,9%, respectivamente. Para a concentracdo mais
alta de 1000 pg/mL, a viabilidade celular caiu para 49 + 4,28% e 51 + 5% com os
tratamentos de ME-PTX e ME-B, respectivamente.
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Figura 2 - Percentual de viabilidade celular na linhagem HaCaT apds o tratamento
com ME-PTX, ME-B e PTX, por 24h, através do ensaio do MTT.
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Os dados foram obtidos através de até dois experimentos independentes realizados em quadruplicata
e sao apresentados como percentual de viabilidade celular + EPM, sendo comparados por Analise de
Varidncia (ANOVA), seguida do pos-teste de Tukey. *p<0,05, comparado ao grupo controle. ME-PTX:
Microemulsdo com Pentoxifilina; ME-B: Microemuls&o branca (sem farmaco); PTX: Pentoxifilina.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Por outro lado, a PTX isolada ndo demonstrou citotoxicidade significativa em
nenhuma linhagem ou concentragéo testada, mantendo a viabilidade celular sempre
acima dos 83%. Esse resultado indica que o farmaco isolado ndo apresenta efeito
citotdxico relevante e que a reducao de viabilidade celular associada a ME-PTX esta

relacionada a composicédo da formulagao e nao ao farmaco.

5.2 Ensaio de hemodlise

O teste de hemdlise foi utilizado para determinar a compatibilidade das
amostras ME-PTX e ME-B com o sangue humano. De acordo com a ASTM F756-13
(2013) a razédo de hemdlise é definida da seguinte maneira: <2%: ndao hemolitico, 2—
5%: levemente hemolitico e >5%: material hemolitico.

As taxas de hemodlise das amostras podem ser verificadas na Tabela 2, bem

como na Figura 3.
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Tabela 2 - Percentual hemolitico das formulagdées de ME-PTX e ME-B.

Amostras Concentragao (ug/mL) Percentual de Hemolise (%)
10 0,33+0,07
25 1,0810,21
50 0,59+0,02
ME-PTX 100 1,17+0,06
200 2,11+0,14
400 4,27+1,24
800 7,91+1,26
10 0,50+0,07
25 0,76+0,18
50 0,86+0,16
ME-B 100 1,58+0,36
200 2,56+0,79
400 3,72+1,28
800 5,27+0,16

Os dados foram obtidos em ftriplicata, apresentados como percentual de hemodlise + EPM, sendo
comparados por Analise de Variancia (ANOVA), seguida do pds-teste de Tukey. *p<0,05, comparado
ao grupo controle. ME-PTX: Microemulsdo com Pentoxifilina; ME-B: Microemulsdo sem farmaco.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 3 — Percentual de hemdlise induzida por ME-B e ME-PTX em diferentes

concentragoes.
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Porcentagem de hemdlise induzida por ME-PTX e ME-B em varias concentracdo a 37°C. O teste foi
realizado em triplicata e os dados foram representados como média * desvio padréo (n=3). Diferencas

estatisticamente significativas indicadas como *p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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A partir da analise dos dados, podemos observar que as amostras testadas
apresentaram percentual de hemdlise gradativo, proporcional as concentragdes
testadas. Os resultados sugerem que a ME-PTX e ME-B nas concentragdes de 10,
25, 50 e 100ug/mL nao se apresentaram como hemoliticas, obtendo uma taxa abaixo
de 2%. Ademais, as concentragdes de 200 e 400ug/mL de ambas permaneceram na
faixa de percentual que as classifica como levemente hemoliticas. Contudo, na
concentragdo de 800ug/mL, ambas as formulagbes se apresentaram como
hemoliticas, possuindo uma taxa de hemdlise superior a 5%. Quando comparadas
entre si, ME-PTX e ME-B, ndo apresentaram diferencgas estatisticamente significativas

em nenhumas das concentragoes testadas.

5.3 Avaliagao da toxicidade dérmica aguda

O estudo de toxicidade dérmica aguda foi iniciado com um teste de
determinacao de faixa (Range-Finding Study), uma vez que nao havia informacgdes
prévias suficientes sobre a toxicidade da ME-PTX. Neste teste, foi utilizada uma dose
inicial de 200 mg/kg, seguindo o fluxograma estipulado nas diretrizes. Nenhum dos
animais expostos a aplicagcdo de ME-PTX nas doses de 200, 1000 e 2000 mg/kg
desenvolveram sinais de toxicidade significativos ou evoluiram para morte. Dessa
forma, a dose de 2000 mg/kg foi considerada a de escolha para o teste principal.

O estudo principal consistiu na exposicdo aguda dos animais a dose de
2000mg/kg tanto da ME-PTX, bem como da ME-B, seguido de um periodo de
avaliagao de 14 dias consecutivos. Os efeitos da aplicagdo das formulacdes podem

ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeitos da administracao topica de dose unica de ME-B e ME-PTX em
ratos.

(continua)
Efeitos comportamentais
Grupo M/T

60 90 120 180 240 360
min min min min min min

ME-B .

Animal
(2000 1 0/3 Nenhum efeito foi observado
mg-kg)
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(continuagao)

Efeitos comportamentais
Grupo M/T
60 90 120 180 240 360
min min min min min min
Animal Quadro de . .
2 irritabilidade Nenhum efeito foi observado
Animal C Nenhum efeito foi
3 Quadro de irritabilidade observado
Animal .Quad.rc_) de Nenhum efeito foi observado
1 hiperatividade
ME-PTX Animal
(2000 5 0/3 Nenhum efeito foi observado
mg-kg)
Am:;nal Nenhum efeito foi observado
An|1mal Nenhum efeito foi observado
Controle An|2mal - Nenhum efeito foi observado
Am:;nal Nenhum efeito foi observado

M/T: Nimero de animais mortos/nimero de animais tratados; ME-PTX: Microemulsdo com
Pentoxifilina; ME-B: Microemulsdo sem farmaco.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

De acordo com a tabela podemos observar que nos animais do grupo controle,
nao foram observados sinais de toxicidade associados a alteragdes no sistema
nervoso central (SNC) ou sistema nervoso auténomo (SNA), nem houve registros de
morte, tanto nas primeiras horas de observacado quanto nos 14 dias seguintes. Ja em
relagdo aos animais expostos tanto a ME-PTX quanto a ME-B, foi observado que nos
primeiros 60 minutos ocorreram algumas alteragdes consideradas inespecificas, com

a presengca de efeitos caracteristicos de acgdo excitatoria (hiperatividade e
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irritabilidade), quando comparado ao grupo controle. Entretanto, esses sinais foram
completamente revertidos ja na avaliagdo de 90 minutos, ndo apresentando nenhum
outro efeito adicional ao longo do tempo de avaliagéo.

Ademais, os animais também foram avaliados de acordo com a escala
numeérica de Draize (1944). Assim, os animais foram avaliados por um periodo de 24,
48 e 72 horas apo6s a exposicao e foi possivel constatar que nenhum dos animais
apresentou um quadro de edema.

No entanto, dois animais, um do grupo ME-PTX e um do grupo ME-B,
desenvolveram uma reagao irritativa com presencga de eritema e descamacao apoés
48 horas de exposicdo a respectiva formulagcdo (Figura 4). Contudo, quando
caracterizados de acordo com o indice de irritacdo primaria (determinado pela
combinagdo e média das pontuagdes), as formulagdes foram consideradas como
levemente irritantes (Draize, 1959) (Tabela 4). O animal que recebeu ME-PTX teve
reversao do quadro apods o quarto dia, enquanto o animal exposto a ME-B apresentou
reversao apenas no nono dia apdés o surgimento da reagdo. Vale salientar que a
reacao ocasionada pelo tratamento com ME-PTX foi visualmente menor e de
resolugcao mais rapida em relagdo a obtida nos animais tratados com ME-B, sugerindo
que a incorporacdo de PTX no sistema auxiliou na prevencao ou reduziu o

desenvolvimento de um processo irritativo maior.

Figura 4 — Registro do 4° dia apds aplicagao topica de dose unica de ME-B e ME-
PTX.

(a) ME-B; (b) ME-B.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Tabela 4 - indice de irritagdo primaria conforme parametros de Draize.

Grupo Eritema Edema
ME-B 2,00+ 2,00 0,0+0,0
ME-PTX 1,33+1,53 0,0+0,0

Resultados obtidos a partir da média das pontuagdes registradas (n=3) + Desvio
padrdao. ME-B: Microemulsdo sem farmaco; ME-PTX: Microemulsdao contendo
pentoxifilina.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Ao longo dos dias subsequentes, todos os animais mantiveram-se saudaveis
e sem sinais significativos de toxicidade como incapacidade de acesso a comida e
agua, perda excessiva de peso, convulsdes, tremores, automutilagdes, mudanga na
pelagem, em mucosas, respiragao, alteragdo comportamental ou morte. Todos os
grupos mostraram aumento de peso e os resultados foram expressos como média do
grupo * desvio padrao. Os animais do grupo controle e os grupos tratados com a ME-
B e ME-PTX obtiveram um ganho de 15,22+6,85, 20,09+8,31 e 16,51+3,71,
respectivamente. Além disso, os animais exibiram um comportamento caracteristico
da espécie. Portanto, os dados indicam que a aplicagao tépica aguda de ME-PTX
ocasionou apenas irritagdo na pele, sem impactar os parametros fisiologicos
sistémicos.

As avaliagbes macroscopicas realizadas nos 6rgéos dos animais tratados
revelaram que nao houve alteragdes significativas em termos de aparéncia, cor ou
consisténcia em nenhum dos grupos experimentais em relagado ao controle. Também
nao houve alteragbes estatisticamente significativas com relagdo ao tamanho dos
orgaos, confirmado por meio do calculo do indice de érgéos (Tabela 5). Além disso,
com base na andlise da letalidade foi possivel qualificar a ME-PTX na categoria
5/Inclassificavel da classificacdo do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacao e Rotulagem de Produtos Quimicos (GSH) da diretriz da OECD.
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Tabela 5 — indice de érgaos dos animais tratados com a ME-PTX e ME-B comparados

ao grupo controle

Grupos Figado (mg/g) Rins (mg/g) Bacgo (mg/g)
Controle 53,76+1,8 9,8040,2 2,4310,1
ME-BRANCA 52,3246,3 10,2240,6 2,60+0,3
ME-PTX 55,23+2,6 10,43+0,4 2,70+0,2

Os dados representam a média + o erro padrdo da média (n=3/grupo). Diferenca estatisticamente
significativa indicada como *p < 0,05. ME-PTX: Microemulsdo com Pentoxifilina; ME-B: Microemulsao
sem farmaco.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Portanto, esses dados sugerem que o tratamento com ME-PTX na dose de
2000 mg/Kg nao desenvolve potenciais riscos toxicologicos sistémicos, no entanto a

alta dose promove quadro de irritacdo dérmica reversivel.

5.5 Analise histopatolégica

Apods analise das amostras, o exame histopatolégico revelou que os animais
dos grupos controle e ME-B apresentaram arquitetura de pele normal, espessura
média da epiderme queratinizada bem formada e estrutura dérmica normal. O
tratamento com ME-PTX, revelou arquitetura normal da pele, espessura aumentada
de queratina bem formada na epiderme (setas pretas), estrutura normal da derme. Na
avaliacao histopatolégica dos 6rgaos, os figados dos animais nos grupos Controle,
ME-B e ME-PTX exibiram uma rede vascular composta de veias centrolobulares de
calibres variados sem congest&o e parénquima bem desenvolvido e hepatocitos sem
alteracdes. Os rins apresentaram capsula externa fibrosa e regides medulares e
corticais bem delimitadas. Os glomérulos eram bem desenvolvidos, com uma capsula
de Bowman e espaco capsular bem definidos. O bacgo tinha uma arquitetura normal,
e uma capsula composta de tecido conjuntivo denso ndo modelado e as polpas branca

vermelha estavam inalteradas sem sinais de hiperestimulagao.
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Figura 5 — Fotomicrografias dos 6rgaos dos animais do grupo controle, ME-B e ME-
PTX.

PELE

FIGADO

RIM

BAGO

Avaliagao histopatoldgica dos érgédos dos animais que obtiveram contato com as formulagdes testadas.
As segdes foram coradas com hematoxilina e eosina, ampliagéo x400. Setas pretas: epiderme; Derme:
derme; CV: veia centrolobular; GR: glomérulos renais.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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6 DISCUSSAO

Em seu estudo, Cavalcanti et al. (2016) demonstraram que a incorporagéo da
PTX em uma ME poderia representar uma associagao bastante vantajosa para o
tratamento de doencas de pele. O sistema desenvolvido mostrou-se estavel e exibiu
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uma formulacido de uso topico. Além
disso, os testes in vivo indicaram atividade anti-inflamatadria significativa, reforgando o
potencial terapéutico da ME-PTX.

Entretanto, este estudo n&o possui ainda uma avaliagdo dos aspectos de
seguranga, como 0s ensaios de toxicidade, que sao fundamentais para a viabilidade
do uso clinico dessa formulagdo. Com base nessa lacuna, o presente trabalho
complementa esse estudo, realizando a avaliagdo da capacidade toxicolégica da ME-
PTX, tendo em vista que para a implementacdo de um novo medicamento no
mercado, € necessario a comprovagao da sua seguranga.

No estudo citotoxico com a linhagem HaCat, os dados indicaram uma
diminuicdo da viabilidade celular nas maiores concentragbées de ME-PTX e ME-B
testadas (100 e 1000 ug/mL), enquanto para as células L929, a viabilidade celular foi
reduzida apenas na concentragao de 1000 pg/mL. Diante desses resultados, uma vez
que apenas as microemulsdes apresentaram citotoxicidade e a PTX ndo promoveu o
aumento da morte celular, podemos sugerir que as redugdes na viabilidade celular
apresentadas pelas formulagdes ocorreram devido a composicdo das ME, em que o0s
tensoativos podem adquirir um maior potencial toxico a depender da sua
concentracao.

O efeito toxico dos tensoativos esta ligado a sua estrutura anfifilica e a sua
atividade de superficie. As partes hidrofilicas e lipofilicas dos tensoativos interagem,
respectivamente, com os grupos de cabega polar e as caudas lipofilicas da bicamada
lipidica, resultando na ruptura da membrana plasmatica (Partearroyo et al., 1990;
Effendy; Maybach, 1995).

A toxicidade dos tensoativos n&o ibnicos foi também relatada como
inversamente proporcional ao comprimento da cadeia hidrofilica e proporcional ao
tamanho da parte lipofilica (Ernst; Arditti, 1980). Cadeias hidrofilicas longas poderiam
evitar a desestabilizacdo da membrana celular por meio de repulsado estérica,

restringindo a penetragdo do tensoativo na bicamada lipidica e, assim, manter a
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integridade celular. Em contrapartida, a parte hidrofébica teria o efeito contrario,
favorecendo a ruptura da membrana (Maupas et al., 2011).

Os tensoativos utilizados na ME-PTX e ME-B foram o Tween 80® e o Brij 52°,
que possuem cadeias hidrofilicas PEGiladas curtas, com aproximadamente 20 e 10
unidades, respectivamente (Maupas et al., 2011). Adicionalmente, a parte hidrofébica
do Tween 80® é mais longa que a do Brij 52®. Portanto, em concentragdes mais
elevadas (1000 pg/mL), a toxicidade das formulagdes pode ser atribuida as cadeias
hidrofobicas do Tween 80%, tendo em vista que ele é o tensoativo prevalente da
formulagao, além da menor repulsio elétrica das cadeias hidrofilicas de ambos os
tensoativos. Contudo, a utilizacdo desses tensoativos na ME-PTX nao inviabiliza o seu
uso, pois em baixas concentragdes, a formulagado pode ser considerada segura para
uso.

A hemocompatibilidade das formulagdes ME-PTX e ME-B foi verificada através
do estudo de hemdlise. Esse teste revela a toxicidade da amostra sobre as hemacias
e indica se seu uso é favoravel para uma administragéo intravenosa ou aplicacédo em
contato com o sangue. A porcentagem de hemolise indicada para que uma amostra
seja considerada hemocompativel € de no maximo 5% (Anastacio et al., 2014; Sahiner
et al., 2023).

A microemulsdo de pentoxifilina (ME-PTX), quando utilizada em altas
concentragbes como 800 pg/mL, demonstra potencial hemolitico. Embora a
pentoxifilina possua propriedades que influenciam a hemdlise, a resposta hemolitica
também pode variar devido a fatores individuais, incluindo predisposi¢cdes genéticas e
caracteristicas metabdlicas do paciente (Hadjesfandiari, 2021).

Essa atividade hemolitica induzida pelas formulagbes pode ser diretamente
influenciada pela presenca e quantidade de tensoativos. Esses agentes, que atuam
na estabilizacdo do sistema, possuem propriedades que, em concentracbes mais
elevadas, aumentam a taxa de hemdlise, ou seja, promovem a ruptura das
membranas das hemacias. Esse efeito ocorre porque os tensoativos interagem com
a bicamada lipidica dos glébulos vermelhos, desestabilizando-os. Assim, a elevagéo
na quantidade de tensoativo na amostra esta associada a um maior potencial
hemolitico do sistema, impactando sua compatibilidade com células sanguineas
(Durgadas et al., 2009). Contudo, apesar da resposta apresentada pela maior
concentragdo, as concentracdes de 10 a 400 pg/mL testadas se mostraram
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hemocompativeis, apontando a seguranca da formulagcdo para sua utilizagdo em
baixas concentracgdes.

O ensaio de toxicidade dérmica aguda in vivo se caracteriza como um teste
realizado para avaliar os efeitos toxicos de uma substancia quando aplicada de
maneira unica sobre a pele dos animais, permitindo a identificacdo de varios aspectos,
incluindo alteragdes sistémicas, mudangas comportamentais, dano aos 6rgaos, além
de alteracbes a nivel local, identificando reacbes adversas na pele, além da
classificagdo dentro das categorias de risco do GSH. Esse conjunto de dados é
essencial para determinar se uma substancia pode ser usada com seguranga em
contato com a pele.

Na dose experimental utilizada, a ME-PTX n&o induziu nenhuma morte e nem
sinais sistémicos aparentes de toxicidade. As alteracdes sistémicas apresentadas na
primeira hora ndo possuem relevancia toxicolégica, uma vez que nado podem ser
analisadas de forma isolada, necessitando da associacdo a outros sinais sistémicos
que poderiam exigir um monitoramento adicional do animal. Além disso, essas
alteragdes foram completamente revertidas 90 minutos ap6s a administragdo da
formulacao.

Entretanto, a ME-PTX induziu uma reacdo local na pele, revelando a
necessidade do uso de doses mais baixas. Embora as ME precisem ser
termodinamicamente estaveis, é essencial limitar a quantidade de tensoativos em sua
formulacdo, tendo em vista que o risco de irritagdo na pele aumenta
proporcionalmente ao aumento da concentracao de tensoativos utilizados no preparo
da ME (Neubert, 2001). Portanto, conforme mencionado nos demais resultados, a
irritacdo dérmica induzida pela ME-PTX pode estar associada as propriedades, bem
como quantidade dos tensoativos presentes na formulagao.

Essa sugestao pode ser corroborada pelo quadro irritativo visualmente mais
exacerbado induzido pela ME-B, formulagdo que contém apenas as fases aquosa,
oleosa e a combinacdo de tensoativos, demonstrando que o farmaco nao tem
envolvimento no processo irritativo, pelo contrario, a incorporagédo da PTX no sistema
reduziu a reacéo local induzida pela ME-PTX, uma vez que a PTX possui alto potencial
anti-inflamatério e imunomodulador, demonstrando um efeito inibitério na reagao que

foi obtida pelos tensoativos (Neuner, 1994; Hassan et al., 2014; Ghate et al., 2019).
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Tendo em vista que a utilizacdo de uma determinada combinacao de
tensoativos na formulagao pode refletir em um efeito indesejado na pele de alguns
individuos mais sensiveis, o uso de doses menores de ME-PTX promoveria uma
minimizac&o dessa reagao indesejada.

Ainda que animais da ME-B e ME-PTX tenham apresentado reacdes
dérmicas, ambas formulagdes foram consideradas levemente irritantes (Draize, 1959),
pois, apesar de um animal de cada formulagao ter apresentado reacao, esse resultado
nao foi expresso nos demais animais do grupo, tendo em vista que cada animal possui
sua individualidade, podendo ou nao apresentar uma sensibilidade maior as ME.
Desse modo, a irritagcdo ndo € um parametro comum a todos.

Este estudo fornece os primeiros dados acerca do potencial toxicolégico da
ME-PTX, classificando-a na categoria 5/Inclassificavel. Essa categorizagédo é
importante, pois indica que a formulagdo apresenta baixa toxicidade aguda,
especialmente em doses mais baixas, reforcando a seguranga do seu uso.

As avaliagbes histopatologicas dos orgaos substanciam a auséncia de
alteracdes no figado, baco e rins demonstrando a auséncia da toxicidade advinda das
formulacbes testadas. Além disso, estudos como os de Satapathy et al. (2006),
Genovés et al. (2014) e Alkhatib et al. (2023) elucidam os beneficios da PTX em
doencas relacionadas a 6rgaos como figado e rins, reforcando a perspectiva de
beneficio e seguranga do uso da ME-PTX.

Em relagéo a analise da pele, podemos observar que, embora o grupo tratado
com a ME-B tenha apresentado um quadro mais persistente de irritagdo, nao foi
evidenciada nenhuma alteracdo na pele coletada apds os 14 dias. Esse resultado
pode estar associado ao fato de que a coleta do material foi realizada apenas ao final
do experimento, permitindo a reversao completa do quadro de irritacéo.

Ja o animal tratado com a ME-PTX apresentou um processo de
hiperqueratose. O aumento na camada de queratina da pele apds uma irritacdo
cutanea, devido a ativagado dos queratinécitos, indica uma resposta de defesa do
organismo com a finalidade de formar uma barreira protetora adicional (Shamilov et
al., 2021). Essa resposta pode ser temporaria ou ndo. A ME-PTX pode ter induzido
uma irritagdo que, embora menos intensa que a causada pela ME-B, foi suficiente
para desencadear uma resposta compensatoéria da pele com aumento na camada de

queratina. Isso indica que o efeito de irritacdo da ME-PTX, ainda que menor, pode ter
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produzido um impacto mais duradouro na estrutura celular da pele, influenciando uma
adaptacao dérmica caracterizada pela hiperqueratose. A ME-B pode ter causado uma
irritagcdo mais visivel, mas transitoria, sem induzir a hiperqueratose.

Vale destacar que a PTX ndo € conhecida por estimular diretamente a
producdo de queratinécitos, mas, exerce efeitos anti-inflamatérios e melhora a
microcirculacao, assim, podendo indiretamente promover um ambiente mais saudavel
para o crescimento e a regeneragao da pele (Redondo et al., 1997; Gilhar et al., 1996).

Por fim, esses dados contribuiram para o avang¢o da caracterizacdo desse
sistema, possibilitando uma melhor compreensdo de sua seguranga e ampliando o

interesse para estudos experimentais subsequentes.
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7 CONCLUSAO

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

o O estudo citotéxico das linhagens celulares testadas se mostrou eficaz,
permitindo o conhecimento do perfil citotéxico da ME-PTX quando utilizadas

em baixas e em altas concentracdes.

o Os ensaios hemoliticos corroboraram com os resultados citotdxicos,
mostrando que a ME-PTX em altas concentragdes manifesta um certo grau

de toxicidade.

o O estudo de toxicidade dérmica aguda permitiu a visualizagdo in vivo dos
possiveis efeitos que a ME-PTX pode acarretar. Além disso, a avaliagao
histopatologica dos 6rgaos dos animais possibilitou comprovar a auséncia de
alteracgodes, evidenciando a confiabilidade no uso da ME-PTX.

o A ME-PTX é uma formulacao favoravel para uso topico, entretanto, ainda ha
a necessidade de estudos mais avancados para conhecimento de doses

concisas que garantam a segurancga do individuo.

o Portanto, o presente estudo possibilita a abertura de novos estudos voltados
a aplicacdo da ME-PTX para que, de fato, seja aplicado no tratamento

terapéutico em quadros dermatoldgicos
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