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RESUMO

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que tem avancado rapidamente nos
ultimos anos. Um dos setores da nanotecnologia com maior potencial de aplicacdo sdo os sistemas
de carreamento e liberagéo de drogas (farmacos e vacinas) para melhorar a sua eficacia terapéutica,
apresentando varias vantagens frente aos sistemas convencionais. O Naproxeno (NPX) é anti-
inflamatério ndo-esteroidal (AINES), utilizado no tratamento de dor de moderada a severa intensidade,
eficaz para uso clinico de diversas patologias. Embora apresente ampla utilizacdo clinica, sua
biodisponibilidade tépica ainda € um fator limitante para a eficicia terapéutica adequada no local de
administracdo. Os poloxamers (PL) sdo copolimeros tribloco de poli(6xido de etileno) e poli(6xido de
propileno) e tém gerado grande interesse como sistema para liberacdo de farmacos devido a sua
propriedade de gelificacdo em temperaturas corporais e baixa toxicidade. O uso de PL com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas € interessante na investigacdo das propriedades de sistemas binéarios
como carreadores para liberacdo modificada de AINEs, usando o NPX como farmaco modelo. Assim,
objetivou-se a preparacao e a caracterizacdo de formulagdes para liberacdo tdépica de NPX disperso
em hidrogéis a base de PL 407 e de seus sistemas binarios contendo PL 403. Os resultados de tubo
invertido mostraram que a temperatura da pele, todas as formulagdes apresentam-se no estado gel, o
gue reduz a possibilidade de escoamento rapido e de reducao da area de contato da formulagéo com
a pele. Os valores de coeficiente de particdo, dados em log K, do NPX nas formula¢cbes séo
semelhantes ao encontrado na literatura (2,55 £ 0,08). O naproxeno teve sua solubilidade aumentada
nas formulacbes devido a sua incorporacdo nesses sistemas. Foram realizados ensaios de
permeacao in vitro, nos quais se pode verificar que a inser¢cdo de PL 403 no sistema diminuiu pela
metade a velocidade de permeacdo do NPX, sugerindo a libera¢do controlada do mesmo e a possivel

maior permanéncia deste no local de inflamacéo.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é um fenémeno fisiolégico em resposta a ocorréncia de uma leséo tecidual ou
celular. Contudo, essa resposta fisiolégica, quando persistente, pode estar associada ao
desenvolvimento de patologias como reumatismo, artrites e artroses, arteriosclerose, doencas
degenerativas ou até mesmo cancer (MURAKANI e OHIGASHI, 2007).

O processo inflamatério envolve muitos mediadores, sendo essas moléculas sintetizadas e
secretadas mediante um estimulo (lesdo tecidual/celular). Com a lesdo da membrana celular, a
enzima fosfolipase A2 (PLA2) é ativada clivando os fosfolipidios de membrana em acido araquidénico
(AA), um 4cido graxo insaturado (CALICH e VAZ, 2001). Posteriormente, o 4cido araquidbnico sofre
acdo das ciclooxigenases (COX) e das lipooxigenases (LOX), dando origem a prostaglandinas (PG),
leucotrienos (LT), lipoxinas e outras quimiotaxinas (SMITH et al., 2000; BURDAN et al., 2006; VERRI
JR et al., 2008).

Entre os farmacos mais utilizados no tratamento da dor de origem inflamatéria encontram-se
os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES), administrados como terapia Unica ou em associacdes
farmacoterapéuticas por meio das mais diversas vias (parenteral, oral, tdépica), cujo mecanismo de
acdo envolve a inibicao reversivel da atividade das enzimas COX1 e COX2 com consequente
reducdo da biossintese e liberacdo de prostaglandinas e outros mediadores da inflamacao
(BOTTING, 2006).

1.1. Propriedades da Pele e Aplicagdo Tdpica de Farmacos

A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, da mais externa para a
mais profunda, respectivamente (Fig. 2) e é um 6rgdo de grande importancia, pois visa manter um
equilibrio com o meio externo, no sentido de manutencédo vital do meio interior (AZULAY e AZULAY,
1999; DANGELO e FATTINI, 2005). Ela atua como barreira protetora contra ataques fisicos,
guimicos, microbioldgicos e de raios ultravioletas; além de manter a temperatura corporal, impedir a

perda de agua e possuir fun¢des sensoriais (calor, frio, pressao, dor e tato).
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Figura 2. Representacdo da pele e suas camadas.

A epiderme é a camada mais externa da pele. Suas células ndo sdo todas iguais: a camada
mais superficial € o estrato cérneo ou camada cOrnea. Mais abaixo se encontram as camadas
granulosa, espinhosa e basal. As diferentes camadas mostram as fases pelas quais passam as
células, que, produzidas nos estratos mais profundos, sofrem processo de cornificagdo a medida que
atingem os estratos mais superficiais (DANGELO e FATTINI, 2005).

O estrato corneo (EC) é a camada mais superficial, composta de células mortas, secas,
alongadas, chamadas de cornedcitos, produto final da diferenciagdo das células produzidas na
epiderme viavel (ZATZ, 1993). Com uma espessura de até 15 uym, o estrato cérneo € a principal
barreira fisica a entrada da maioria das substancias na pele e a perda de agua (ELIAS, 1983;
BOMMANNAN et al., 1990; POTTS e FRANCOLEN, 1991), embora seja levemente permeavel a
agua. A queratina, depositada nos cornedcitos, confere resisténcia quimica e fisica ao tecido (ZATZ,
1993).

O espacgo entre as células é preenchido com lipidios, de forma que é possivel observar na
barreira da pele dois componentes: o componente hidrofilico (a queratina) e o componente
hidrofébico (os lipidios) (BEMVINDO, 2006).

Os lipideos encontrados no EC sao: acidos graxos, colesterol e esfingolipideos, como a
ceramida (HADGRAFT, 2001). Eles sdo os responsaveis pela fungdo de barreira a perda de agua e

entrada de substancias do EC (ELIAS, 1983; BOMMANNAN et al., 1990).
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A derme é constituida por tecido conjuntivo (fibras coldgenas e elasticas envoltas por
substancia fundamental), vasos sanguineos e linfaticos, nervos e termina¢des nervosas (AZULAY e
AZULAY, 1999). As fibras colagenas conferem capacidade de distensdo a pele (DANGELO e
FATTINI, 2005).

A hipoderme, também chamada de tecido celular subcutaneo, é constituida de lébulos de
lipécitos delimitados por septos de colageno com vasos sanguineos. Os lipécitos sdo arredondados e
grandes. A estrutura da hipoderme fornece protecao contra traumas fisicos, além de ser um depdsito
de calorias (AZULAY e AZULAY, 1999).

Os produtos farmacéuticos aplicados na pele podem ser subdivididos em duas categorias: (i)
sistemas transdérmicos, que tém como objetivo a absor¢do dos farmacos pela circulagcdo sanguinea
para tratamento de doencas sistémicas e (ii) formulagfes dermatoldgicas, como cremes, pomadas,
geles; para o tratamento local de doengas na pele (BEMVINDO, 2006). Apesar de possuirem
caracteristicas e objetivos distintos, a efichcia de ambos dependerd da liberagdo do farmaco da
formulacdo que o contém e de sua penetracdo/difusdo pelas camadas da pele (SHAH et al., 1991).

Produtos dermatoldgicos sdo comumente relacionados com formulacdes semisoélidas, como
pomadas, cremes e locdes, e tratam de doengas nas diferentes camadas da pele ou em apéndices
cutaneos; logo, sua eficacia dependera da concentragéo do farmaco nesses locais (PERSHING et al.,
1994). O farmaco deve vencer a barreira do EC para atingir as camadas mais profundas, sem que
haja permeacdo e absorcdo sanguinea. Essas preparagfes incluem antibidticos, antifingicos,
agentes anti-inflamatoérios, anestésicos locais e outros (ANSEL, 1999).

1.2. Anti-inflamatérios N&o-Esteroidais: Naproxeno

O Naproxeno (NPX) (Fig. 1) é um AINE utilizado para tratar a dor inflamatéria de moderada a
severa intensidade, sendo mais seletivo para inibicdo da COX2 do que da COX1 e mostrando-se
eficaz para uso clinico em patologias reumatoldgicas, periarticulares, odontologicas e
musculoesqueléticas (bursites, tendinites, distensGes etc.) além de estar incluido no esquema
terapéutico e profildtico da migranea (BOTTING, 2006, FITZGERALD e WALTERS, 2007;

JANSSENS et al., 2008).
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A nomenclatura oficial do NPX é &cido (2S)-2-(6-metdxi-2-naftil) propanoico, apresentando-se
como um pé cristalino branco ou quase branco, com sabor amargo e inodoro; praticamente insoltvel
em agua (15,9 mg/L); solavel em alcool, metanol e cloroférmio; valor de pK, de 4,2 (a 25°C), ponto
de fusdo entre 154 e 158 °C e coeficiente de particdo micela-agua (K,) igual a 355 (Merck Index,

1989; Martindale de Extra Pharmacopeia, 1993, SHARMA e BHATIA, 2004).

CHs

OH

HsC 0

Figura 1. Estrutura quimica do naproxeno.

A biotransformacdo do NPX é hepética (via subfamilia CYP 450 1A2), e aproximadamente
95% da concentracdo absorvida € excretada pela urina primariamente como farmaco inalterado
(<1%), como 6-o-dimetilnaproxeno (<1%) ou seus conjugados com glicuronideo e glicina (66-92%),
sendo a taxa de excrecdo dos seus produtos de biotransformacdo (metabdlitos) e conjugados
proporcional a taxa de eliminacdo do farmaco no plasma (TODD e CLISSOLD, 1990; SHARMA e
BHATIA, 2004).

Além das vias de administracdo oral e retal, o NPX também tem sido bastante utilizado em
formas de aplicacdo cutanea, apresentando-se, de um modo geral, bem tolerado pela pele humana.
No entanto, apesar da sua elevada lipofilicidade, o NPX apresenta uma baixa biodisponibilidade apds
aplicacéo topica como resultado de sua alta interagdo e permanéncia excessiva nas camadas mais
externas da pele, como o estrato corneo (ZACHER et al., 2008).

Dessa forma, a biodisponibilidade tépica do naproxeno ainda € um fator limitante para sua
eficacia terapéutica adequada no local de administracéo e, por isso, diferentes formulacdes tém sido
desenvolvidas com o objetivo de promover o aumento da absor¢cdo e da velocidade de permeacéo
desse farmaco através da pele.

Atualmente, as formulagbes comercialmente disponiveis (por exemplo, Reuxen® e

Momendol®) incluem géis & base de polimeros de &cido acrilico (como o Carbopol 940%) e de
9
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hidroxietilcelulose contendo NPX (10%) associado a diferentes promotores de absorcao (substancias
guimicas incorporadas as formulacdes farmacéuticas com o objetivo de desestabilizar a organizacao
lipidica do estrato corneo e aumentar a velocidade de permeagédo de solutos através da pele) como
mentol, glicerina e alcool isopropilico. No entanto, estudos na literatura propdem novas estratégias ou
pré-formulagBes como, por exemplo, o uso de carreadores micelares (poloxamers, SUH e JUN, 1996;
ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2005; TIONG e ELKORDY, 2009).

1.3. Copolimeros de Poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno): Poloxamers

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que tem avancado rapidamente nos
dltimos anos, encontrando aplicagbes nas mais diversas areas (DURAN, 2006). O principio é de que
0S materiais na escala nanométrica podem apresentar propriedades quimicas, fisico-quimicas e
comportamentais diferentes daquelas apresentadas em escalas maiores.

Um dos setores da nanotecnhologia com maior potencial de aplicagdo sdo os sistemas de
carreamento e liberagdo de drogas (farmacos e vacinas) para melhorar a sua eficicia terapéutica
(SHAFFER, 2005). As vantagens apresentadas pelos diversos sistemas de liberacéo controlada de
farmacos (lipossomas, ciclodextrinas e nanoparticulas poliméricas) em relagdo aos convencionais
sdo: a) maior controle da liberacdo do principio ativo, diminuindo o aparecimento de doses tdxicas e
subterapéuticas; b) utilizacdo de menor quantidade do principio ativo, resultando em menor custo; c)
maior intervalo de administracéo; e) melhor aceitacdo do tratamento pelo paciente; f) possibilidade de
direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico.

Pluronic® F127 e Pluronic® P123 s&o dois membros de uma familia de copolimeros tri-bloco
de poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno) (PPO)-poli(6xido de etileno) (PEO), genericamente
chamados de polaxamers (Fig. 3) (SCHMOLKA, 1972) com tamanho > 100 nm. O segmento PPO é
relativamente hidrofébico comparado aos segmentos de PEO circundantes. Gragcas a relativa
diferenca de hidrofobicidade entre o PEO e o PPO, esse copolimero rapidamente configura-se em
micelas quando em &agua, acima de certa concentragdo denominada concentracdo micelar critica

(CMC).

10
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Figura 3. Estrutura quimica Poloxamers.

Os poloxamers (PL) exibem uma propriedade de transicdo sol-gel termorreversivel em
resposta a mudancgas na temperatura (Fig. 4), favorecendo a aplicacéo tdpica desses sistemas, uma
vez que o contato com a pele promove a formacao de um gel ndo-oclusivo, ou seja, sem alteracéo da
perda de &agua transepidermal; em solvente aquoso a temperaturas proximas a corporal
(DUMORTIER et al., 2006); além da sua relativa baixa toxicidade. Por isso, tém gerado grande
interesse como um novo método para a liberacado de drogas através de uma liberacédo controlada e,
assim, diferentes composic¢des de géis e pomadas contendo PL foram desenvolvidas relatando que a
incorporagéo de farmacos como cetoprofeno (CHI e JUN, 1991; El Kattan et al., 2000), flurbiprofeno

(EL GENDY et al., 2002) nesses sistemas, aumentaram a biodisponibilidade topica e o efeito anti-

inflamatorio.

PO bloco

S %%

// T aumenta T aumenta
L ——
- »
// micelizagio b%q gelificacio

EO bloco

Figura 4. Representagdo do mecanismo de formacgdo das micelas de polaxamers em agua.

Especificamente para o NPX, os estudos iniciais de Suh e Jun (1996) relataram a
caracterizagdo fisico-quimica da interagcdo com copolimeros termorreversiveis da classe dos PL (PL
407) bem como o efeito do pH da formulagdo na cinética de liberagdo do NPX. Posteriormente,
Escobar-Chavez e colbs. (2005) finalizaram os estudos com a avaliagdo in vivo da influéncia de

promotores de absor¢do como azona e transcutol na permeacgdo do NPX através da pele humana.

11
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Essas formulacdes, no entanto, foram delineadas para observar os efeitos da incorporacdo de
promotores de absorc¢éo utilizando apenas um Unico tipo de PL (PL 407). Porém, ndo ha relatos sobre
a utilizacédo de sistemas binarios de PL (associacdo entre diferentes tipos de PL como PL 407 e PL
403, por exemplo), para a liberagdo de NPX através da pele.

Dessa forma, o uso de PL com diferentes caracteristicas fisico-quimicas (sendo o PL 407
mais hidrofilico do que o PL 403, Tabela 1) é interessante no sentido de investigar as propriedades de
sistemas binarios como carreadores para liberacdo modificada de AINEs utilizando o NPX como
farmaco modelo, uma vez que mudancas na constituicdo e na proporcao desses copolimeros, em
solucédo, alteram tanto a concentragdo micelar critica quanto a temperatura de gelificac@o (transicdo
sol-gel) e, consequentemente, a estrutura micelar, as propriedades reoldgicas e a razéo de liberacao
do farmaco.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos copolimeros utilizados neste trabalho.

Massa Unidades de Unidades de Balanco Relacéo de
Copolimero Molar oxido de oxido de hidrofilico- unidades
etileno propileno lipofilico (HLB) OE: OP
Poloxamer 407 _
(Pluronic® F127) 12600 200,5 65,2 22 3:1
Poloxamer 403 o4 39,2 69,4 8 1:1,75
(Pluronic
P 123)

(adapatado de: Chiapetta e Sosnik, 2007)

2. OBJETIVOS

Dessa forma, considerando-se as propriedades particulares dos carreadores micelares da
classe dos poloxamers, este projeto teve por objetivos gerais a preparagdo e a caracterizacdo de
formulag8es para liberacéo tdpica de naproxeno disperso em hidrogéis a base de poloxamer 407 e de
seus sistemas binéarios contendo poloxamer 403.

2.1. Objetivos Especificos

e Preparar formulacbes em gel-base de poloxamer 407 e de poloxamer 403 (carreadores

micelares) contendo naproxeno;

12
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e Caracterizar a interacdo farmaco-micela por estudos de solubilidade e determinagédo do
coeficiente de particao;
e Realizar ensaios de permeacdo in vitro e determinar os pardmetros de permeacéo (tempo

para inicio de liberacao ou time lag, fluxo) do farmaco.

3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

Os instrumentos e materiais utilizados no projeto foram: Naproxeno - Nutrifarm, Cloreto de
sédio — Vetec Quimica Fina, Hepes - Sigma-Aldrich Chem.Co, Miristato de isopropila — Lab. Synth,
Poloxamer 407 (Pluronic® F-127) - Sigma-Aldrich Chem.Co, Poloxamer 403 (Pluronic® P-123) -
Sigma-Aldrich Chem.Co, Agitador Magnético - Sppencer®, Balanca - Shimadzu®, células de difusdo
vertical do tipo Franz (area de permeacao de 1,76 sz) (sistema Microette Plus, Hanson Research®),
Centrifuga Micro Processada - Quimis®, Espectrofotdmetro UV-VIS (Thermo Sci.), Membrana VM em
Nitrato de Celulose (0,05 um de poro; 25mm de diametro) MiIIipore®, Micropipetas — Gilson, Seringas
(ImL) — Injex®, Tubos Falcon — Global Trade®, Vértex - IKA®, Tubos de ensaio, Banho

Ultratermostatico - Quimis®, Solucdo do banho ultratermostatico 0,9% EtOH + 0,2% Glicerina.

3.2. Caracterizacéo Espectrofotométrica do Naproxeno (NPX)

Primeiramente, preparou-se uma solucao estoque 400 uM de NPX em solu¢céo tampao Hepes
20 mM/NaCl 154mM pH 7,4. Em seguida, foram realizadas diluicbes sucessivas em intervalos de 50
MM. As concentragBes foram feitas em triplicata (n=3).

Para a determinacéo da constante de absortividade molar (€) do NPX, construiu-se uma curva
de calibracdo utilizando concentracdes de farmaco na faixa de 25 a 350 pM. Os valores de
absorbancia (Abs) foram medidos na forma scan (200 a 500 nm) para uma das amostras, e em
comprimento de onda fixo para as outras duas, para cada concentracdo. Todos os valores foram
obtidos no comprimento de absorcdo maxima do farmaco (A = 331 nm). Os valores de absorbancia
das solu¢cbes de NPX foram medidos uma vez por semana durante trés semanas de forma a verificar

algum tipo de modificagé@o no sistema.

13
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3.3. Preparacéo e Caracterizacdo dos Hidrogéis Poliméricos Contendo Naproxeno

Solucdes de Poloxamer (PL) 407 foram preparadas em concentra¢gfes de 30% isoladamente,
e em sistemas binarios adicionando-se PL 403 na concentracdo de 5 ou 10 % de forma que a
concentracgao final de polimero em solucao fosse de 30%. Para tanto, pesou-se a massa de polimero
referente a cada concentracdo descrita para um volume de 10 mL de gel. Entdo, em cada uma das
concentragdes, adicionou-se 10 mL de H,O milliQ. Enfim, as solu¢bes foram armazenadas durante 24
horas em agitacdo constante e em banho de gelo, para a formagéo do gel.

Os sistemas poloxamer-naproxeno foram preparados por dispersdo direta do farmaco (na
concentracdo de 25 mg/g de gel) nas solugbes de PL 407 isolado e nos sistemas binarios contendo
PL 403, mantidos a 4°C, sob agitacdo (100 rpm) por pelo menos 6 horas (SCHOMOLKA, 1972) até
ocorrer a total solubilizagdo do farmaco. ApGs a preparagdo, as amostras foram armazenadas a 4°C
até posterior uso. O pH permaneceu por volta de 5,0 em todas as formulagdes.

Posteriormente, as formulagbes a 30%, 20:10% e 25:5% foram caracterizadas quanto a
transicdo sol-gel pelo método de inversdo dos tubos, que consiste na determinacdo da temperatura
de transi¢céo sol-gel da solucdo de PL 407 e de seus sistemas binarios contendo PL 403 na presenca
e na auséncia de naproxeno. Amostras de 1 mL foram incubadas em banho de agua a 0°C por 20
minutos; em seguida, a temperatura era aumentada em 2°C, gradualmente, até 50°C. A cada
variagdo de temperatura, as amostras foram retiradas do banho (por no maximo 30 segundos, para
prevenir alteracbes no resultado decorrentes da temperatura ambiente) e analisadas visualmente,
sendo classificadas em trés categorias:

- Liquida: inversao completa da amostra no sentido da gravidade;

- Liquido-viscosa ou soft-gel: inversédo lenta da amostra no sentido da gravidade, onde parte
permanece no fundo do tubo e;

- Semi-sodlida ou hard-gel: a amostra permanece completamente posicionada no fundo do

tubo, mesmo apos sua inversao.
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3.4. Determinac&o do Coeficiente de Parti¢cdo Micela-Agua (Kmw)

Para a determinacdo do coeficiente de particdo, 0,5 g de todas as formulacdes foram
pesadas em tubos falcon onde foram acrescentados 5 mL de solucdo tamp&o Hepes/NaCl, seguido
de agitacdo vigorosa em vortex por 5 min, até completa dissolugéo do gel. O sistema foi deixado em
repouso por 24 horas ao abrigo de luz. Apéds isso, as amostras foram centrifugadas durante 5 min a
3500 rpm. Retirou-se, entdo, uma aliquota de 1 mL da porcdo sobrenadante e filtrou-se em
dispositivo de filtracdo por seringa. O filtrado foi novamente centrifugado durante 10 min em 13500 x
g. Em seguida, 100 uL do filtrado foi diluido em tampdo Hepes/NaCl na proporcdo 1:20. Enfim, as
amostras foram agitadas no vértex de modo que o0 naproxeno presente na fase aquosa fosse
quantificado por espectroscopia UV-Vis (A = 331 nm). O coeficiente de particdo (K nmiceasagua) fOi
determinado a partir da equacéo abaixo (1) (HARRIS, 1991):

_ [NPX]micelar

B [NPX]aquosa @)

mw

onde [NPX]micelar € @ concentragdo de NPX na fase hidrofobica (nlcleo micelar) e [NPX]aguosa € @
concentragcdo de NPX na fase hidrofilica (i.e., no solvente aquoso). As determina¢des foram feitas em

triplicata para cada concentracéo.
3.5. Ensaios de Permeacdo in vitro

Para os ensaios de permeacdo in vitro foram utilizadas células de difuséo vertical do tipo Franz
com area de permeacdo de 1,76 cm? usando sistema Microette Plus (Fig. 5), e como modelo de
barreira, uma membrana de nitrocelulose com poro de 0,05 pm (MiIIipore®) impregnada com 100 pL
de isopropilmiristato (IPM) (JANTHARAPRAPAP E STAGNI, 2007). Em cada ensaio, realizado em
triplicata para cada formulagdo, o compartimento doador da célula era preenchido com 1,0 g de cada
formulacdo de gel - NPX em PL 407 30% ou nos sistemas binarios: PL 407 25% + PL 403 5% e PL
407 20% + PL 403 10% -, enquanto que o compartimento receptor era preenchido com 4 mL de

solucéo tampédo Hepes 20mM/NaCl 154 mM.
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Compartimento Disco de
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Barra Braco para
magnética e T reposi¢éo
hélice da SR

Figura 5. Representacédo da célula de difuséo vertical do tipo Franz. Fonte: Adaptado de BEMVINDO,
Carolina Soares, 2006.

Os ensaios de permeacédo foram realizados durante um periodo de seis horas, a 32,5°C e sob
agitacao constante (350 rpm). Em intervalos pré-estabelecidos, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL
da solucéo receptora e estas analisadas por espectrofotometria UV-Vis a 331 nm. A cada retirada de
aliquota, 0 mesmo volume era reposto com solucéo tampao 20 mM Hepes/154 mM NaCl.

Os dados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo (n = 3) das quantidades
cumulativas de NPX permeado em funcdo do tempo e analisados utilizando o programa Origin 6.0

(Microcal™ Software, Inc., Northampton, MA, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacado Espectrofotométrica do Naproxeno, NPX.

Os valores de absorbéncia obtidos ao longo das trés semanas foram relativamente préoximos,
possibilitando a construcdo da curva padrdo para o NPX (Fig. 6). O NPX apresentou espectro de

absorc¢éo na regido do ultravioleta, com comprimento de onda de absor¢cdo maxima em 331 nm.
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Figura 6. Curva de calibracdo para o Naproxeno, NPX.
A partir da equacao da reta obtida descrita na Fig. 6, pode-se calcular a absortividade molar
(¢) em 331 nm do NPX em solucdo tampédo, por meio da Lei de Lambert-Beer, uma vez que o

coeficiente angular da reta é igual ao produto da absortividade com o caminho éptico da cubeta

utilizada. Desta forma, £ = 1810 mol™ L cm™,
4.2, Caracterizagao dos Hidrogéis Contendo Naproxeno

O estudo do comportamento de gelificacdo das formulagdes contendo os copolimeros
carreadores de drogas € interessante no sentido de estabelecer parametros para a aplicacdo das
mesmas, uma vez que a transicdo sol-gel é extremamente dependente de uma temperatura
especifica. A temperatura na qual o gel é formado costuma ser referida como temperatura de
transicdo sol-gel, T sq.ge. EmM temperaturas mais elevadas, solugGes de poloxamers se liqguefazem
novamente, sendo referidas como temperatura de transi¢éo gel-sol, T ge.s0 (DUMORTIER, 2006).

O mecanismo de formacéo do gel em PL 407 tem sido discutido por diversos autores e ainda
€ um tema em debate na literatura. Fisicamente, a formacdo do gel deve estar relacionada ao
empacotamento micelar e a fragéo de volume. A medida que a temperatura é aumentada acima da

temperatura micelar critica, micelas sao formadas, inevitavelmente aumentando a fracao de volume
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ocupada pelos grupos constituintes das micelas. Um novo aumento na temperatura tem mostrado
aumentar a fracdo de volume micelar, até que se atinja um valor critico (SONG et al., 2000). Os
pesquisadores atribuem a gelificagdo a desidratacdo dos grupos PPO no nucleo micelar (WANKA et
al., 1994), a variacéo do volume micelar (SONG et al., 2000) ou a uma diminui¢gdo na concentragéo
micelar critica € um aumento no numero de agregagdo (BOHORQUEZ et al., 1999).

Ja para a transi¢do gel-sol, sugere-se que a razdo de sua ocorréncia seja gragas a interacao
desfavoravel entre a agua e o grupo PEO a temperaturas mais elevadas, resultando na desidratacao
e encolhimento das coroas micelares (SONG et al., 2000). Isto iria efetivamente diminuir o volume
micelar e reduzir a fracdo de volume total para um valor inferior ao valor critico (SHARMA e BHATIA,
2004). Neste trabalho, avaliou-se apenas a transi¢ao sol-gel ja que a temperatura na qual a transicao
gel-sol ocorre é bem acima daquele de interesse farmacéutico (32,5°C, considerada a temperatura da
superficie da pele).

Assim, a temperatura de transicdo sol-gel do PL 407 isolado e de seus sistemas binarios
contendo PL 403, com e sem NPX, foi caracterizada. O efeito dos sistemas binarios e da adicédo de
NPX é mostrado na Tabela 2.

O método mostrou que quanto maior a concentracdo de PL 407 existente na formulacéo,
menor € a temperatura relativa a gelificacdo. Assim, com um aumento na concentragdo de PL 407,
menor a T g.qe € Maior a T 4e.501, OU S€ja, maior é o intervalo em que as formulagdes se encontram na
fase gel, o que pode ser utilizado para fazer inferéncias a respeito da estabilidade desses sistemas
frente as variacdes de temperatura (em caso de armazenamento ou transporte das formulagdes).

Na temperatura de aplicacdo na pele (32,5°C), todas as formulacdes apresentaram-se na
forma de gel tanto para aquelas com NPX quanto para as sem; o que é vantajoso na aplicacdo do
gel, evitando escoamento da formulacdo e a possivel perda da &rea de aplicacdo, e indicando
estabilidade da estrutura gel também em temperaturas elevadas.

Além disso, a insercdo de PL 403 nas formulagbes analisadas ndo alterou de forma
significativa as T su.qe (Tabela 2). Dessa forma, a associa¢éo com copolimeros mais hidrofobicos,
como o PL 403, favoreceu a gelificagdo, sendo possivel a utilizacdo de menores concentracdes de PL
407 e a futura reducéo da toxicidade da formulacgéo.
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Os valores de T ¢q.40 para a formulagéo de PL 407 isolado - contendo ou néo NPX -, diferem
daqgueles descritos por Sharma e Bhatia (2004). Enquanto neste trabalho encontrou-se uma T gg.gel
média de 19°C, a descrita na literatura encontra-se por volta de 12°C. Essa diferenca pode ser
devida, por exemplo, a forma de aplicagdo da formulagdo, sendo para uso tépico neste trabalho e
parenteral na literatura. JA o comportamento sol-gel é vdélido para todas as formulagGes
independentemente do farmaco, inclusive para sistemas contendo outros farmacos que apresentam
baixa solubilidade aquosa.

Tabela 2. Temperaturas de gelificagdo das formulagdes (Tsq.ge ) CcOntendo polaxamer (PL) 407 e seus
sistemas binarios com PL 403.

Formulaces (w/w%) T soigel (°C)

PL 407 PL 403 sem NPX com NPX
30 0 20,7 18,0
25 5 20,7 18,7
20 10 21,3 18,7

Nota: A menor temperatura na qual as amostras foram classificadas como hard-gel foi definida como
sendo a temperatura de transicéo sol-gel, T so.q0. AS amostras foram feitas em triplicata para cada
formulacéo (n=3/formulac¢éo).

De acordo com a Tabela 2, nota-se que a insercdo de NPX na formulacdo causou uma
pequena mudanga de aproximadamente 2°C na temperatura de gelificacéo, T sq.ge. O efeito da
adigio de um farmaco hidrofébico nas formulacGes mudou as T sq.qel Para temperaturas mais baixas.

Os resultados encontrados para as formulagBes contendo NPX assemelham-se aqueles
descritos por Sharma et al. (2008) para formulagbes envolvendo PL 407 contendo diferentes
farmacos (dibucaina, tetracaina e lidocaina). Neste caso, o comportamento pode ser devido a varias
razdes: i) os farmacos analisados eram hidrofébicos e, portanto, estariam em grande parte
localizados no interior do nicleo micelar, em oposicdo a coroa; e, uma vez que tais moléculas
hidrofébicas teriam interagbes desfavoraveis com as moléculas de agua no interior dos nudcleos de
PPO, sua presenca nas micelas poderia ter resultado em um maior grau de desidratacdo dos nucleos
micelares (0 que se sugere como sendo uma das principais causas da gelificacdo nestes sistemas
(WANKA e HOFFMANN, 1994); i) Solutos hidrofébicos muito provavelmente promoveriam a

estruturacdo da agua do lado de fora das micelas e causariam a agregacao do polimero (KWON et
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al., 2001; MALMSTEN e LINDMAN, 1992), levando a um aumento na fra¢&o total de volume micelar e
permitindo que a transi¢cdo sol-gel ocorra em temperaturas mais baixas (SHARMA e BHATIA, 2004).

4.3. Determinacado do Coeficiente de Particdo, Ky

Sistemas a base de polaxamers exigem conhecimento da solubilidade e da particdo das
moléculas de farmaco para o interior das micelas dos copolimeros. Esses valores tém sido estimados
por meio do calculo do coeficiente de particdo, K, das moléculas incorporadas aos sistemas
(SHARMA e BHATIA, 2004). Ademais, a hidrofobicidade de um farmaco pode ser quantificada pelo K,
o qual é um indicador fisico-quimico da capacidade com a qual o farmaco atravessara as membranas
celulares e como ele podera exercer seu mecanismo de acdo (PATRICK, 1995).

A concentracdo total de NPX foi dada considerando a concentracéo de farmaco (2,5 %)
presente em 0,5 mL de gel (pois 1g de gel é equivalente é 1 mL). A partir da equacgéo da reta, Fig. 5,
pode-se calcular os valores de concentracdo de NPX na fase aquosa. A concentracdo de NPX
presente na fase micelar é a diferenca entre essas duas concentra¢cdes. Portanto, de acordo com a
equacdo 1 (Item 3.4. Determinacdo do coeficiente de particdo farmaco-micela), calculou-se o
coeficiente de particdo micela-agua do NPX descrito na Tabela 3 (dado em log Kw).

Uma vez calculadas as concentracbes de NPX na fase micelar de todas as formulagdes,
verificou-se sua solubilidade no sistema PL-NPX. Os resultados de solubilidade encontram-se
apresentados também na Tabela 3.

Tabela 3. Valores do coeficiente de particdo médio do naproxeno, dado em log K, para todas as
formulacdes preparadas (n=3).

Formulag¢8es de Poloxamer (w/w %) 30 20:10 255
Log Knw 2,20+ 0,05 2,72+0,14 3,06 +0,13
Solubilidade nas formula¢fes (mg/mL) 1,10 £ 0,09 1,26 + 0,20 1,32+0,13

Nota: 20:10 e 25:5 correspondem as concentracfes de PL 407:PL 403 nos sistemas binarios.

Farmacos hidrofébicos, como o NPX, que séo dificeis de dissolver em solventes aquosos
podem ser solubilizados em grande extensdo com a adicdo dos copolimeros. Os valores de
solubilidade encontrados descritos na Tabela 3 mostram um aumento de aproximadamente 100

vezes na solubilidade do NPX nesses sistemas em comparacdo a sua solubilidade aquosa (15,6
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pg/mL); mostrando uma vantagem do sistema PL-NPX pois, assim, uma menor quantidade de
farmaco seré necessaria nas formula¢des administradas.

O valor de log K, descrito por Sharma e Bhatia (2004) (2,55 + 0,08) se aproxima dos valores
encontrados para os sistemas desenvolvidos nesse trabalho. Além disso, ndo ha diferenga estatistica
nos valores de log K,,, Ademais, a insercéo de PL 403 na formulac&o néo altera de forma significativa
o valor de log K., indicando que os resultados encontrados sdo satisfatérios e os sistemas
desenvolvidos apresentam possibilidade de implementacao como pré-formulacées.

Considerando conceitos de farmacocinética, uma molécula hidrofilica tem maior probabilidade
de ser, mais eficientemente, removida por meio dos processos de biotransformacéo e excre¢do. Por
outro lado, moléculas hidrofébicas também s&o suscetiveis a isso, embora a maioria delas necessite
de dois diferentes processos de biotransformacao para elimina-las, sendo: reacbes de Fase |
(oxidagao/reducdo/hidrolise) pelas oxidases, redutases e esterases, e reagfes de Fase |l
(conjugacao). Os metabdlitos resultantes séo altamente polares, o que facilita a eliminagdo dessas
moléculas do organismo. Dessa forma, uma boa particio nos polaxamers pode proteger tais
moléculas hidrofébicas destes e outros processos de degradacao; além da protecédo de elas serem,
preferencialmente, absorvidas ou armazenadas no tecido adiposo subcutineo, no caso de
administracdo na pele (SHARMA e BHATIA, 2004).

A inclusdo de moléculas hidrofébicas nas micelas visa o aumento da solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade das drogas. Assim, os valores relativamente altos de Kp,,
encontrados mostram que, possivelmente, o NPX possui boa particdo no nacleo micelar, indicando os
PL como novos sistemas de liberacdo de NPX.

4.4, Ensaios de Permeacdao in vitro

A penetragdo cutdnea envolve a transferéncia do farmaco da superficie da pele através do
estrato cérneo (EC), regida, entre outros fatores, pela diferenca de concentracdo. O farmaco pode
entdo atravessar a epiderme, chegar a derme e ser absorvido pelos vasos sanguineos presentes
nessa camada. A denominacdo permeacao cutanea € utilizada quando todos esses processos sao

realizados (BEMVINDO, 2006).
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A difusdo em sistemas com multicamadas como a pele tem como etapa limitante a camada
com maior resisténcia a difusdo, sendo que a principal resisténcia a passagem de compostos através
da pele esta na estrutura compacta do EC (BEMVINDO, 2006).

Experimentos de permeacdo in vitro sdo um complemento valioso no estudo in vivo de
absorgéo percutanea, e fornecem meios convenientes para avaliar as caracteristicas de permeacao
das drogas (BRONAUGH e MAIBACH, 1991).

Uma membrana de nitrocelulose foi utilizada para simular as camadas da pele, enquanto que
a impregnacdo da mesma com miristato de isopropila (IPM) foi realizada para simular as
propriedades hidrofébicas do EC (JANTHARAPRAPAP e STAGNI, 2007).

Os ensaios de permeacao - usados para avaliar os indicadores cinéticos de cada formulagao
- utilizando células de Franz em sistema Microette também foram realizados sem a aplicagdo de IPM
para que fosse possivel comparar os perfis de permeacdo do fa&rmaco no sistema com e sem a
simulagédo do EC. Apds a adicdo de IPM, observou-se que os valores de concentracdo de farmaco
permeado sdo menores, confirmando a utilidade deste composto na simulacdo das propriedades

hidrofébicas do estrato cérneo (Figura 7).
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Figura 7. Perfis de permeac&o do Naproxeno (NPX) a partir de uma das diferentes
formulac8es de poloxamer 407 (PL 407-30 %), obtido apds testes em Microette com e sem IPM.
Os parametros que podem influenciar na taxa de liberacéo in vitro séo as caracteristicas da

membrana sintética empregada e a composi¢éo da solucdo receptora (SHAH et al., 1999). O gréfico
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de quantidade de farmaco no meio receptor em funcéo do tempo fornece o perfil de permeacéo, e o
fluxo de passagem do farmaco a partir da formulacdo para a solucdo receptora € dado pelo
coeficiente angular das retas obtidas no gréafico. Os perfis de permeacédo obtidos com IPM (Fig. 8)
permitiram a determinac&o do fluxo (ou velocidade de permeac¢&o) do NPX para todas as formulacdes
(Tabela 4).

Tabela 4. Dados obtidos por meio do perfil de permeacdo do naproxeno (NPX) nas diferentes
formulac6es de poloxamer (PL).

Formulacdes R2 Velocidade de permeacdo (mM.cm™?.min™)
PL 407 30% 0,9845 14,80 x 10 + 9,958 x 10
PL 407 20% + PL 403 10% 0,99325 7,788 x 10 + 3,439 x 10°°
PL 407 25% + PL 403 5% 0,99797 7,789 x 10%+ 1,879 x 10°"

Nota: * p < 0,05 e *** p < 0,01 — One way ANOVA com teste posterior de Tukey-Kramer
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Figura 8. Perfis de permeacédo do naproxeno (NPX) a partir de diferentes formulacbes
de poloxamer (PL), obtido apés testes em Microette.

As formulacBes contendo PL 407 associado ao PL 403 apresentaram menores valores de

fluxo (7,788 x 10™ + 3,439 x 10° mM.cm®min™® e 7,789 x 10™ + 1,879 x 10° mM.cm™?.min™) em
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relacdo a formulacdo contendo PL 407 isolado (14,80 x 10™ + 9,958 x 10° mM.cm™?.min™) com p <
0,05 e p < 0,01, respectivamente, mostrando que a inser¢do de PL 403, um copolimero mais
hidrofébico (HLB=8) que o PL 407 (HLB=22) (DUMORTIER et al, 2006), diminuiu a velocidade de
permeacdo do NPX.

O fluxo expresso pelas formulagbes de PL 407 associado ao PL 403 mostra um possivel grau
penetracdo satisfatério através da pele. Houve uma reducdo na velocidade de permeacdo do
naproxeno a partir das formulacfes contendo a associacdo PL 407 e PL 403, resultado relevante para
a possivel utilizacdo desta como um sistema para liberacao através da pele.

Clinicamente, esse é um aspecto relevante na potencializacdo do efeito anti-inflamatério
induzido pelo NPX, ja que o gel, e, portanto o farmaco, encontrar-se-a por mais tempo no local da
inflamacgéo; resultando em uma liberacdo controlada e continua e, possivelmente, utilizando uma

menor concentragdo do principio ativo na formulagéo.

5. CONCLUSOES

O uso de sistemas binarios dos copolimeros mostrou-se uma alternativa interessante,
apresentando resultados satisfatorios para a possivel implementacdo desses carreadores micelares
em formula¢des farmacéuticas, principalmente nas que contenham farmacos mais hidrofébicos, como
o naproxeno (NPX). N&o houve diferencas significativas na temperatura de transicdo sol-gel entre as
formulag6es contendo poloxamer 407 isolado ou seus sistemas binarios com poloxamer 403, sendo
gue a temperatura da pele, todas as formulacdes apresentavam-se no estado gel; o NPX teve sua
solubilidade aumentada nas formula¢bes devido a sua incorporagdo nesses sistemas. Além disso, 0s
resultados mostraram uma reducdo na velocidade de permeacdo do NPX a partir de formulacdes
contendo a associacdo PL 407 e PL 403, sendo relevante para a possivel utilizacdo desta como um
sistema para liberagdo através da pele. Assim, a difusdo de farmacos através das micelas é
consideravelmente mais lenta, resultando em uma liberacdo controlada e continuada. Este
comportamento tem mostrado ser vantajoso na aplicacdo para liberagdo de farmacos que induzem
efeitos colaterais indesejados e/ou que apresentam baixa eficacia terapéutica por limitacbes de

biodisponibilidade tépica.
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