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(57) Resumo: FORMULACAO
FARMACEUTICA E USO DA FORMULACAO
FARMACEUTICA A presente invencédo descreve
uma formulagéo farmacéutica aprimorada, bem
como o uso da mesma na preparac¢do de um
medicamento, uma composicdo cosmética ou
uma composi¢do hutracéutica. Mais
especificamente, a presente invencéo descreve
uma formulagdo farmacéutica composta por pelo
menos um insumo farmaceuticamente ativo
selecionado do grupo consistindo de lapachol,
anélogos do lapachol, derivados do lapachol ou
combinagBes dos mesmos, pelo menos um
componente hidrofilico, pelo menos um
componente lipofilico, e pelo menos um
componente anfifilico. A presente invencao se
situa nos campos da farmacia e quimica.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencao

FORMULACAO FARMACEUTICA E USO DA FORMULACAO FARMACEUTICA

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo descreve uma formulacdo farmacéutica
aprimorada contendo lapachol, analogos do lapachol, derivados do lapachol ou
combinagdes dos mesmos, bem como 0 uso da mesma na preparagdo de um
medicamento, uma composi¢cao cosmética ou uma composi¢cao nutracéutica. A
presente invencao se situa nos campos da farmacia e da quimica.

Antecedentes da Invencao

[0002] As plantas sao importantes fontes de produtos biologicamente ativos e
sao consideradas via para a descoberta de novos farmacos, devido ao facil
acesso e ao custo relativamente baixo (RIMBACH et al., 2009). Dessa forma,
os produtos naturais tém contribuido significativamente para o desenvolvimento
de medicamentos utilizados clinicamente na medicina tradicional (GAUTAM et
al., 2011; OSPINA et al., 2011).

[0003] Esse fato ressalta a importancia do desenvolvimento de fitoterapicos
com eficacia e seguranga comprovadas, proporcionando, dessa forma, uma
ampliacao do acesso a medicamentos e oferecendo novas opgdes terapéuticas
(BALUNAS & KINGHORN, 2005; LIMA et al., 2011).

[0004] A Tabebuia avellanedae, também conhecido como "ipé", € uma das
varias espécies de plantas testada enquanto substancia quimica. Nos anos 60
e 70, houve um significativo investimento em estudos de substancias extraidas
a partir desta planta, especialmente o lapachol e a B-lapachona, que passou a
ser comercializado para utilizacdo em quimioterapia adjuvante para o
tratamento da leucemia (HIGA et al., 2011).

[0005] O lapachol (4-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)-naftaleno-1,2-diona) é uma
quinona natural que pode ser isolada a partir de muitas espécies de
Bignoniaceae encontradas no Brasil (da SILVA JUNIOR et al., 2011). Uma

série de estudos tem examinado seu potencial farmacolégico, incluindo a sua
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acao anticancerigena, antiviral, antimicrobiana, antimalaria, bem como sua
significativa atividade anti-inflamatdria (EYONG et al., 2008; LIRA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2010).

[0006] Acredita-se que o lapachol age inibindo tanto a libera¢éo de histamina
das células, quanto o crescimento da linhagem celular de queratindcitos
humanos (HaCaT), o que consequentemente conduz a efeitos anti-
inflamatérios (MULLER et al., 1999; HUSSAIN et al.,, 2007). Porém, sua
relatada toxicidade (anorexia, nausea e vOmitos) tem limitado seu uso por via
oral (SANTANA et al., 1968; MORRISON et al., 1970; OLESON et al.; 1968,
ALMEIDA et al.; 1988).

[0007] A terapia anti-inflamatéria em curso visa o controle dos sinais cardinais
da inflamacao, antagonizando ou bloqueando principais mediadores pré-
inflamatérios que sao libertados no inicio de uma resposta inflamatéria aguda
(SERHAN et al., 2007). Os anti-inflamatérios nao esterdides (AINE) agem
tipicamente no alivio da inflamagdo através da inibicdo da enzima
cicloxigenase, envolvida na produgao de prostaglandinas. Esta enzima existe
em duas isoformas (COX-1 e COX-2), codificadas por genes distintos em
cromossomas diferentes (LIMA et al., 2011). Os compostos que inibem as
enzimas COX poderia, portanto, serem considerados como potenciais
farmacos anti-inflamatérios. No entanto, muitos dos agentes anti-inflamatérios
utilizados séo cada vez menos aceitaveis devido as reag¢6es adversas graves,
tais como a intoleréncia gastrica, depresséo da medula 6ssea e de retencao de
agua e sal, resultante de uma utilizagao prolongada (LIMA et al., 2011). Neste
contexto, € de importancia fundamental pesquisar substancias e/ou vias que
podem promover a resolugédo da inflamacido de maneira eficaz e tolerada pelo
organismo (XIAO et al., 2005).

[0008] Os fundamentos de uma formulacdo farmacéutica de sucesso sao:
permitir a entrega da substancia ativa para o 6rgdoc-alvo em niveis
terapeuticamente relevantes e, com desconforto e efeitos colaterais

insignificantes para o paciente. A este respeito, a via de administracdo é de
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grande influéncia. Em comparag@o com as rotas tradicionais, a administracao
topica oferece diversas atragdes; a liberagdo transdérmica ou dérmica do
farmaco para a circulagdo sistémica destaca-se pela auséncia do efeito de
primeira passagem hepatica, pelo potencial de liberacdo controlada de longo
prazo, evitando picos plasmaticos, frequentes em regimentos tipicos de
dosagem, facilidade de administragcao e possibilidade de interrup¢do imediata
do tratamento (KREILGAARD et al., 2002).

[0009] No entanto, apesar do potencial de liberagdo transdérmico e dérmico,
apenas poucos farmacos estdo comercialmente disponiveis como formulagées
topicas. A principal limitacao reside na funcdo de barreira da pele, que é
considerada um dos epitélios mais impermeavel do corpo humano para as
substancias exogenas. Por conseguinte, o maior desafio para formulagdes
topicas € de fornecer um aumento suficiente na permeacgido cutdnea de
farmacos, sem induzir alteragdes irreversiveis na pele (SILVA et al., 2009).
[0010] Segundo Almeida e colaboradores (1990), foi realizado a avaliagao da
atividade antiedematogénica de suspensdes de lapachol (composto por agua,
0,1% Tween 80 e 0,5% etanol) em ratos (Wistar). Como resultado, foram
encontrados inibigdes maximas de 76% a 85% para doses de 100 a 500mg/Kg
por via oral, apds a indugéo de edema de pata por carragenina 1%. Na dose de
150mg/Kg, houve uma inibicdo de 57% no peso de abscesso induzido, em
relagéo a 48% de inibicao apresentada pela fenilbutazona.

[0011] Em estudo realizado por Lira et al. (2008), foi avaliado formulagbes
gelificadas compostas de lapachol (0,5%), carbopol ultrex (0,5%),
metilparabeno (0,15%), Tween 80 (0,025%), etanol (14%), glicerina (6%) e
agua (78,825%) em ratos Wistar. Foi observado uma significativa reducao do
edema da pata de ratos induzido por carragenina, apresentando uma atividade
antiedematogénica (inibicao) maxima de 50,16% em quarto horas apods a
administracado da suspenséao de 1% de carragenina.

[0012] Varios estudos tem sugerido que veiculos microemuisionados tem o

potencial de aumentar a liberagao cutdnea de farmacos hidrofilicos e lipofilicos
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em comparagao com os veiculos convencionais (BOLTRI et al., 1997; BONINA
et al, 1995; DELGADO- CHARRO et al.,, 1997, DREHER et al, 1997,
KREILGAARD, PEDERSEN & JAROSZEWSKI, 2000; KRIWET & MULLER-
GOYMANN, 1995; TROTTA et al.,, 1994; TROTTA, MOREL & GASCO, 1994).
Com isso, a investigacdo e o emprego das microemulsdes para liberagdo de
farmacos tem sido crescente (SOLIMAN et al., 2010). Contudo, a correlagéao
entre os componentes, composi¢des e estrutura das microemulsdes e o
aumento da taxa de liberagdo do farmaco ndo esta ainda completamente
elucidado (KREILGAARD et al., 2002).

[0013] Dessa forma, ha na técnica a necessidade de desenvolver formulagbes
otimizadas que permitam o aumento e controle da taxa de liberagdo de
farmacos hidrofilicos e lipofilicos, como por exemplo lapachol, e por diversas
vias de administragéo, como por exemplo administragéo tépica por via cutanea.
[0014] Mais especificamente, € possivel visualizar a necessidade de
desenvolver formulagbes aprimoradas que permitam a administracdo em
individuos do farmaco lapachol por vias alternativas mais eficientes sem que
hajam os inconvenientes inerentes da administracdo do lapachol por outras
vias ja estudadas, como por exemplo por via oral em um individuo a qual pode
gerar anorexia, nausea e vomitos devido a sua toxicidade.

[0015] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invengao, de forma que a solu¢do aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao

[0016] Dessa forma, a presente invencdo tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir de formulagbes topicas
microemulsionadas otimizadas, desenvolvidas com base em diagramas de fase
pseudoternarios, compostas por pelo menos um componente anfifilico (e.g.
tensoativos como Cremophor EL e Tween 20), pelo menos uma fase oleosa

(e.g. Acido Oléico), pelo menos uma fase aquosa (e.g. Agua) e pelo menos um
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insumo farmaceuticamente ativo (e.g. lapachol, analogos do lapachol,
derivados do lapachol).
[0017] Em um primeiro objeto, a presente invengao apresenta uma formulacao
farmacéutica compreendida por:

l. Pelo menos um insumo farmacéutico ativo selecionado do grupo

consistindo de lapachol, analogos do lapachol, derivados do lapachol ou

combinagdes dos mesmos;

I Pelo menos um componente hidrofilico;

Hi. Pelo menos um componente lipofilico;

IV.  Pelo menos um componente anfifilico.
[0018] Em um segundo objeto, & apresentado um uso da formulagéo
farmacéutica, conforme definida na presente invengéo, na preparagdo de um
medicamento para ftratar disturbios e doencas selecionadas do grupo
consistindo de: condi¢des inflamatérias, cancerigenas, virais, microbianas,
malaria ou combinagdes das mesmas.
[0019] Em um terceiro objeto, & apresentado um uso da formulagéo
farmacéutica, conforme definida na presente invencéo, na preparagao de
composi¢cdes cosméticas ou nutracéuticas.
[0020] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reproducgao na descrigao a seguir.

Breve Descricio das Figuras

[0021] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o contelido do presente
pedido de patente, é apresentado as presente figuras:

[0022] A figura 1 mostra um diagrama de fase pseudoternario para o sistema
Cremophor EL/Tween 20, acido oléico e agua para proporgdes T:CO 1:1.
[0023] A figura 2 mostra um diagrama de fase pseudoternario para o sistema
Cremophor EL /Tween 20, acido oléico e agua para proporgdes T:CO 2:1.

[0024] A figura 3 mostra um diagrama de fase pseudoternario para o sistema
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Cremophor EL /Tween 20, acido oléico e agua para propor¢des T:CO 5:1.
[0025] A figura 4 mostra um diagrama de fase pseudoternario para o sistema
Cremophor EL /Tween 20, acido oléico e agua para proporgdes T:CO 7:3.
[0026] A figura 5 mostra um diagrama de fase pseudoternario para o sistema
Cremophor EL /Tween 20, acido oléico e agua para propor¢des T:CO 1:5.
[0027] A figura 6 mostra a curva da Regressao Linear obtida da média de trés
curvas de calibragao auténticas.

[0028] A figura 7 mostra o gréfico: viscosidade x taxa de cisalhamento das
MEs

[0029] A figura 8 mostra grafico. tensdo de cisalhamento x taxa de
cisalhamento das MEs.

[0030] A figura 9 mostra a fotomicrografia ao microscopio 6ptico com luz
polarizada da formulagado (A) ME 1, (B) ME 2, (C) ME 3, (D) ME 4 e (E) ME 5.
[0031] A figura 10 mostra o espectro de SAXS das formulagées ME 1, ME 2,
ME 3, ME 4 e ME 5 na presenca (LAP) e auséncia do farmaco (placebo).
[0032] A figura 11 mostra o efeito de formulagdes contendo lapachol sobre a
formacgao do edema de orelha em camundongos

[0033] A figura 12 mostra os cortes transversais de orelhas de camundongos.
Biopsias coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 200x) apos a aplicagéo
de oleo de croton. (A) animal tratado com veiculo (acetona), (B) Oleo de
Créton, (C) Oleo de Créton + ME 1, (D) Oleo de Créton + ME 2, (E) Oleo de
Croton + ME 3, (F) Oleo de Créton + ME 4, (g) Oleo de Créton + ME 5 e (H)
Oleo de Croton + GEL.

[0034] A figura 13 mostra o decurso temporal da resposta antiedematogénica
em pata de camundongos, induzida por diferentes formulagbes contendo
lapachol.

Descricao Detalhada da Invenciao

[0035] As microemulsbes sao dispersdes isotropicas, transparentes,
termodinamicamente estaveis, usualmente formadas por misturas de quatro

componentes, agua, 6leo, tensoativo e cotensoativo. Apresentam grande
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potencial como sistemas de liberagdo devido a sua capacidade de solubilizar
farmacos hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos. Além disso, estes sistemas
apresentam capacidade de se formarem espontaneamente e atuam como
promotores de permeacdo de varios farmacos, devido ao reduzido tamanho
das goticulas formadas e ao seu alto conteudo de tensoativo, que desorganiza
os lipideos da pele.

[0036] A caracterizacdo de um sistema microemulsionado pode ser feita por
diversos métodos, mas para a elucidacéo da sua microestrutura e para se obter
informacdes sobre sua dinamica, devem-se levar em consideracdo o0s
resultados de mais de um método. Entre as técnicas mais difundidas tem-se a
microscopia de luz polarizada para verificar a isotropia do sistema, o
espalhamento de luz para medir o didametro da goticula ou fase dispersa e o
espalhamento de Raios X a baixo angulo (SAXS). Métodos mais tradicionais,
como densidade, viscosidade (n), indice de refracdo (IR) e condutividade
elétrica (0) sdo importantes para determinar o tipo de microemulsédo e
caracteriza-la fisicamente.

[0037] As microemulsées possuem varias vantagens, entre elas: maior
capacidade de solubilizacdo de farmacos lipofilicos devido a coexisténcia de
6leo e tensoativos, quando comparados a formas farmacéuticas convencionais;
estabilidade termodinamica (proporciona um prazo de validade prolongado a
formulacdo); melhor biodisponibilidade; facilidade de fabricagdo pois sua
formacéo é espontanea; maior estabilidade dos IFA pois o encapsulamento do
farmaco nas estruturas das microemulsées pode melhorar a estabilidade
quimica, fotoquimica e enzimatica dos agentes terapéuticos.

[0038] Ademais, a relatada toxicidade do lapachol, quando administrado
oralmente, Ilimita sua utilizagdo para fins terapéuticos. Portanto, o
desenvolvimento de formas farmacéuticas topicas que diminuam os efeitos
adversos causados pela administracao esse farmaco e que permita, a entrega
mais seletiva da substancia ativa para o 6rgao-alvo em niveis terapeuticamente

relevantes, torna-se de suma importancia.
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[0039] Em um primeiro objeto, a presente invengdo apresenta uma formulagao
farmacéutica compreendida por:

1. Pelo menos um insumo farmacéutico ativo selecionado do grupo

consistindo de Lapachol, analogos do lapachol, derivados do lapachol ou

combinag¢bes dos mesmos;

Il Pelo menos um componente hidrofilico;

. Pelo menos um componente lipofilico;

IV.  Pelo menos um componente anfifilico.
[0040] Em uma concretizacdo da presente invencéo, o insumo farmacéutico
ativo selecionado do grupo consistindo de lapachol, analogos do lapachol,
derivados do lapachol ou combinagbes dos mesmos, estd em uma
concentracao entre 0,1% a 5%.
[0041] Em uma concretizacdo, a formulagdo é microemulsionada ou
nanoemulsionada.
[0042] Em uma concretizagdo, o componente hidrofilico € a agua, em que a
concentragcdo maxima do componente hidrofilico é de 60% em relagao ao peso
da composigao.
[0043] Em uma concretizagdo, o componente lipofilico é selecionado do grupo
consistindo de: miristato de isopropila, acido oleico, 6leo de oliva, 6leo de
babacu ou combina¢des dos mesmos.
[0044] Em uma concretizacao, o componente anfifilico € composto n&o idnico.
[0045] Em uma concretizagdo, o componente anfifilico compreende pelo
menos um tensoativo selecionado do grupo consistindo de: polioxietilados,
oleatos de poligricerol, polissorbatos, polietilenoglicois, oleatos de sorbitano ou
combinag¢bes dos mesmos.
[0046] Em uma concretizagdo, o componente anfifilico esta presente com
concentragdo minima de 30% em relagdo ao peso da composicao.
[0047] Em uma concretizagdo, o componente anfifilico é formado pela
combinacdo do tensoativo polioxietilado e o tensoativo polissorbato; em que o

tensoativo polioxietilado & selecionado do grupo consistindo de 6leo de ricinio
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polioxietilado, macrogolglicerol ricinoleato, 6leo de castor potioxil 35 ou
combinactes dos mesmos; em que o tensoativo polissorbato € selecionado do
grupo consistindo de Polissorbato 20, Tween 20 ou combinag¢bes dos mesmos,
e em que a propor¢cao do tensoativo polioxietilado e o tensoativo polissorbato
esta entre 1.5 a 5:1 (p/p).

[0048] Em um segundo objeto, a presente invengao apresenta o uso da
formulagao farmacéutica, conforme definida anteriormente, na preparacao de
um medicamento para tratar disturbios e doencas selecionadas do grupo
consistindo de: condigbes inflamatérias, cancerigenas, virais, microbianas,
malaria ou combinagbes das mesmas.

[0049] Em uma concretizacdo, os disturbios e doencas sdo condi¢cdes
inflamatérias.

[0050] Em uma concretizacao, as condigbes inflamatérias sédo selecionadas do
grupo consistindo: psoriase, otite, bursite, tendinite, sinusite ou combinac¢des
das mesmas.

[0051] Em uma concretizacdo, o medicamento € para administragcdo por via
dérmica ou transdérmica.

[0052] Em um terceiro objeto, a presente invencado apresenta o uso da
formulacdo farmacéutica, conforme definida anteriormente, na preparagéao de
composicoes cosméticas ou nutracéuticas.

Cotensoativo

[0053] No contexto da presente invengao, o termo ‘cotensoativo’ pode ser
entendido como uma molécula ndo-ibnica que se associa ao tensoativo
auxiliando na estabilizacdo das emulsdes.

Microemulsionada

[0054] No contexto da presente invencao, o termo ‘microemulsionada’ pode
ser entendido como sistemas emulsionados constituidos de dois ou mais
liquidos imisciveis em escala micrométrica.

Nanoemulsionada

[0055] No contexto da presente invencao, o termo ‘nanoemulsionada’ pode ser
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entendido como sistemas emulsionados constituidos de dois ou mais liquidos
imisciveis em escala nanometrica.

Administracio via topica

[0056] No contexto da presente invencgdo, o termo ‘administracdo via topica’
deve ser entendida como a administracao por um ponto particular da superficie
externa do corpo de um individuo, como por exemplo administragdo por via
dérmica ou transdérmica.

Administracio por via dérmica ou transdérmica

[0057] No contexto da presente invencado, o termo ‘administragao por via
dérmica ou transdérmica’ pode ser entendido como o0 meio de administracéo e
liberacdo da formulacdo farmacéutica a um individuo através da camada
dérmica.

Exemplos
[0058] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar
uma das inumeras maneiras de se realizar a invencao, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.
Exemplo |
[0059] O insumo farmaceuticamente ativo testado foi o lapachol (0o qual foi
cedido pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco), Miristato de Isopropila - VETEC, lote 1000361; Plurol oleico
Gattefosse (poligliceril-6 dioleato) lote 134929; Cremophor EL —-SIGMA, lote
#BCBH6743V; Tween 20 — VETEC, lot 1108351; Polietilenoglicol 400 —
VETEC, lote 1108694; Span 80 PA50101; Acido Oléico — NUCLEAR, lote
10121568; Oleo de Babacu — CRODA, lote 338248; Oleo de Oliva — SIGMA,
lote #BZBF7133V. Metanol grau HPLC (JT Baker, Philipsburg, PA, EUA), filtros
de membrana de 0,25 micrébmeros.
[0060] A agua foi purificada utilizando um sistema Milli Q da Millipore
(Millipore, Sao Paulo, Brasil). Todos os solventes e reagentes utilizados nas
analises foram de grau analitico e as vidrarias previamente calibradas. Os

versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e poderao
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reproduzir a invengao nas modalidades apresentadas e em outras variantes,
abrangidas no escopo das reivindicages.

Solubilidade do lapachol em tensoativos, cotensoativos e 6leos

[0061] A solubilidade do lapachol foi determinada mediante o preparo de
dispersdes contendo excesso do farmaco (400 mg). Nesse procedimento,
excesso de lapachol foi transferido para frascos com tampa. Em cada frasco
foram adicionados S5mL de diferentes tensoativos (Cremophor EL, Plurol
Oleique, Tween 20, PEG400, Span 80) e 6leos (Miristato de Isopropila, Acido
Olgico, Oleo de Babacu, Oleo de Oliva) .

[0062] Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitagdo a
temperatura controlada (25 + 2°C), por um periodo de 24 horas e, em seguida,
centrifugadas (2500 g ~ 3000 rpm) por 30 minutos, retirou-se uma aliquota do
sobrenadante e filtrou-se em filtro de membrana (0,45 pym). A concentracao do
lapachol foi determinada, por meio de espectrofotometria de UV (278 nm),
utilizando solvente e curva de calibragdo adequada para cada 6leo e para cada
tensoativo.

[0063] O desenvolvimento de formulagdes microemulsionadas depende,
primordialmente, das propriedades fisico-quimicas do farmaco. Farmacos
lipofilicos sao, preferencialmente, encapsulados na fase oleosa de sistemas
O/A, enquanto que farmacos hidrofilicos na fase aquosa de sistemas A/O.
[0064] Como o lapachol € um farmaco lipofilico, conhecer sua solubilidade
em solventes oleosos é de suma importancia. Dessa forma, sua solubilidade
em diferentes oleos, tensoativos e cotensoativos foi determinada (Tabela 1).
A solubilidade encontrada do lapachol foi maior para o acido oleico (15,33
mg mL™"), quando comparado com os outros 6leos. Sabe-se que o Aacido
oleico, além de considerado pouco irritante para a pele, pois nao desnatura
as proteinas, é bastante utilizado como promotor de permeacao e atua

desestabilizando os lipidios da pele através da formacao de poros.
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Componentes Solubilidade (mg mL™")
Tensoativos e Cotensoativos
Cremophor EL® 29,48
Tween 20® 42,21
PEG 400 30,39
Span 80® 11,80
Plurol Oleique® 423
Oleos

Miristato de Isopropila 8,55
Acido Olgico 15,33
Oleo de Oliva 6,63
Oleo de babagu 10,50

Tabela 1- Solubilidade do lapachol em diferentes dleos, tensoativos e
cotensoativos.

[0065] O problema mais critico relacionado com o desenvolvimento de
sistemas microemulsionados & a toxicidade dos tensoativos. Grande
quantidade de tensoativos pode causar irritagcdo na pele quando
administrados por via tépica. Portanto, é importante determinar corretamente
a concentracéo dos tensoativos e utiliza-los na sua concentragdo minima.
[0066] Nesse estudo, cinco tensoativos néo idnicos (Cremophor EL, Plurol
Oleique, Tween 20, PEG400, Span 80) foram analisados. O Cremophor EL,
o PEG 400 e o Tween 20 (EHL = 14, 11.6 e 16.7, respectivamente) foram os
gue apresentaram maior solubilidade frente ao lapachol.

[0067] O valor do EHL (Equilibrio Hidrofilo Lipdéfilo) pode indicar a extensao
da preferéncia de migragao na interface entre fases oleosas e aquosas. Isso
parece ser importante no papel dos tensoativos de formarem
microemulsdes, pois eles diminuem a tensao interfacial para valores mais
baixos (DAMASCENO et al.,, 2011). O predominante carater hidrofilico ou

lipofilico do tensoativo determina suas caracteristicas especificas, para que



13/35

se tenha acao emulsionante para microemulsées do tipo O/A, devem possuir
um EHL na faixa entre 80 - 18,0. Levando em consideracao a
hidrofobicidade do lapachol, a escolha de um tensoativo com valor de EHL
alto (carater hidrofilico), tenderia a formagao de sistemas O/A. Dessa forma,
os tensoativo escolhidos foram o Cremophor EL (tensoativo) e o Tween 20
(cotensoativo).

Obtengao das microemulsées através de diagrama de fase
pseudoternario

[0068] Para obtencdo dos diagramas de fase, foi utilizado o método de
titulacdo com agua onde, inicialmente, o tensoativo (Cremophor EL) foi
misturado com o cotensoativo (Tween 20) nas seguintes propor¢des (p/p): 1:1,
2:1, 5:1, 7:3 e 1:5. A esta mistura de T/CO, foi adicionado acido oléico (fase
oleosa) nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 64, 7:3, 82 e 9:1. As
titulagées foram feitas com agua purificada tipo Milli-Q, utilizando uma pipeta
automatica ajustada 1000 plL, adicionando gota a gota, a temperatura
ambiente. Durante a titulagdo, a mistura foi homogeneizada por agitador
magnético, por 3 minutos, e as mudangas do aspecto visual contra um fundo
preto foram observadas. Considerando-se as proporgdes dos componentes
(T/CO, fase oleosa e fase aquosa) apds as titulagbes agquosas plotou-se os
pontos em que se deu a transicdo de sistema opticamente transparente ou
transltcido liquido ou gel ou de ME para sistema opaco liquido ou semissélido.

Efeito da proporgao de massa do tensoativo e do cotensoativo na
formacgao das microemulsdes

[0069] Quando se modifica progressivamente a composicdo de uma mistura
de solventes imisciveis, as mudangas que produzirdo nas dispersdes podem
ser traduzidas por importantes variagdes nas propriedades termodinamicas
dos compostos que a compdem. A construgdo de diagramas de fase pode
ser uma ferramenta fundamental para caracterizar em quais condi¢oes
experimentais as microemulsdes sao formadas.

[0070] A técnica empregada para a determinagao dos diagramas de fase,
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destes sistemas, mostrou-se bastante simples e reprodutivel. Apds as
titulagbes, foi possivel definir as regides opticamente transparentes
microemulsionadas, como representada nas Figuras 1, 2, 3, 4 e 5. Observa-
se uma larga faixa do lado de cima de cada diagrama, cujos destaques séo
as regides de ME, para qualquer propor¢ao de tensoativo/cotensoativo. A
partir dessas regides, foram selecionadas cinco formulagbes para o estudo
de caracterizacao. Além disso, foi verificado também, que a incorporacéo do
lapachol nao interferiu ou alterou as regides de ME do sistema, ou seja, elas
permanecem isotropicas e opticamente transparentes.

[0071] Apds a construcdo dos diagramas de fase, pode-se perceber que o
aumento da relagcdo T/CO acarreta numa maior area de sistemas
microemulsionados. Dessa forma, foram selecionadas cinco formulagoes,
cujas composicoes centesimais estdo descrita na Tabela 2, sendo quatro
(ME 1, ME 2, ME 3 e ME 5) do diagrama 5:1 (diagrama com maior area de
ME) e uma do diagrama 1:5 (ME 3). Todas as formula¢des selecionadas
apresentaram-se como sistemas homogéneos, aspecto limpido e transltcido
caracteristico de microemulsées.

[0072] Adicionalmente, podemos constatar que a utilizacdo de tensoativos
com valores mais elevados de EHL, proporciona uma maior polaridade ao
meio, favorecendo a incorporacéao de fase aquosa ao sistema. Dessa forma,
a diminuicdo da tensdo interfacial sera mais intensa, favorecendo a
estabilidade termodindmica do sistema. Isso se deve ao aumento da
curvatura do filme interfacial, possibilitando a formacdo de goticulas
menores, como as das microemulsées. Assim, a combinagao adequada dos
tensoativos, vai permitir que a energia livre do sistema se aproxime de zero,

proporcionando a melhor estabilidade do sistema.
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Composicao (%) | ME1 | ME2 ME3 | ME4 | ME 5

Cremophor 2711416 | 84 | 416 |28.75

Tween 20 54 | 84 | 416 | 84 | 575
Acido Oléico | 31.9 [ 245|245 | 12.0 | 12.0
Lapachol 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Agua 35.1 | 25.0 | 25.0 | 37.5 | 53.0

Tabela 2 - Composicdo centesimal das ME obtidas nos diagramas
pseudoternario.

Preparacgao de formulagdoes microemulsionadas contendo lapachol
[0073] Apbs a construcdo dos diagramas de fases, diferentes formulagdes
foram selecionadas, a partir das regides onde sistemas micoemulsionados
foram obtidos. Para a incorporagéo do lapachol na fase oleosa. 0,5% (p/p) de
lapachol foram dissolvidos na fase oleosa (acido oléico) de todas as
formulacdes selecionadas. Em seguida, a quantidade selecionada da mistura
T/CO foi adicionada na solugdo oleosa do farmaco e agitada por 3 min. A fase
aquosa foi adicionada lentamente com agitagéo continua, durante 3 minutos, a
temperatura ambiente.

[0074] Cinco formula¢des, como pode ser visto na tabela abaixo, foram
selecionadas a partir do diagrama de fases pseudoternario com a proporgéao
51 e 1:5 (Cremophor EL:Tween 20). Para preparacdo das formulacdes
selecionadas, primeiramente, 0,5% de lapachol foi incorporado na fase oleosa
(acido oleico). Em seguida, os demais componentes das microemulsdes foram

adicionados.
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Composicao ME1 ME2 ME3 ME4 MES
(%) Placebo | ME Placebo | ME Placebo | ME Placebo | ME Placebo | ME

LAP LAP LAP LAP LAP

Cremophor® 27.1 271 416 416 8.4 8.4 41.6 416 | 28.75 | 28.75

Tween 20® 5.4 54 8.4 8.4 416 416 8.4 8.4 5.75 5.75

Acido oleico 324 31.9 25.0 245 25.0 245 12.5 12.0 12.5 12.0

Lapachol - 05 - 0.5 - 0.5 - 0.5 - 0.5

Agua 35.1 351 25.0 250 25.0 250 375 375 53.0 53.0

"Tabela 3 ~-Composicao centesimal das MEs contendo lapachol obtidas nos
diagramas pseudoternario

Validagao espectrofotométrica para quantificagao do lapachol

[0075] As analises foram realizadas em espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo
UV mini 1240, em 278nm. Os ensaios para determinacao dos parametros de
validagao foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela RE
899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As amostras foram
preparadas em metanol. Todas as solugdes foram previamente filtradas em
filtros de 0,45 um antes da leitura.

[0076] O estudo da linearidade foi realizado nas concentragbes de 2,0; 3,0;
5,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 15,0 ug mL™" pela transferéncia de aliquotas de solugao
estoque de lapachol SQR 100 pg mL™" (preparada em metanol). As diluicées
foram preparadas em trés réplicas e empregadas na construgdo da curva
analitica (concentracéo vs area do pico). A equacgao de reta e o coeficiente de
correlagao linear (r) foram calculados.

[0077] A partir da curva analitica foram estimados o limite de detecc¢do (LCD) e

o limite de quantificacao (LQ), através das formulas:

DPa x 10
LQ = I
e
LD = DPa x 3
C
Onde:

DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y, médio das trés
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curvas e IC é a inclinagao da curva de calibragao.

[0078] A precisao foi avaliada com base na repetibilidade, isto €, a correlagéo
entre os resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo, utilizando a
mesma instrumentagcdo e o mesmo analista. Seis solugbes de analise da
amostra foram utilizadas na concentracéo de trabalho (10 ug mL™" = 100% de
concentracao tebrica). A precisdo intradias foi avaliada analisando-se solugdes
padrao (n=3) nas concentracoes de 10 uyg mL". As solugdes foram analisadas
e a seguir o coeficiente de variagdo (CV%) foi calculado. A preciséo interdias
foi avaliada da mesma forma em dois dias consecutivos.

[0079] No estudo da exatidao, foram utilizadas amostras em ftriplicata, em
concentracdes equivalentes a 5,0; 10,0 e 15,0 ug mL™, o que corresponde a
50%, 100% e 150% da concentragao tedrica do farmaco testado, lapachol.
[0080] A robustez foi avaliada através da variacdo do fabricante de metanol.
Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), o desvio
padrao relativo ou coeficiente de variacao e teste t de Student.

[0081] A curva de calibragdo do lapachol foi linear (y = 0,0649x - 0,0024)
com um coeficiente de correlacao (r) de 0,9997. Segundo a ANVISA (Brasil,
2003), o coeficiente de correlacdo linear deve ser igual ou superior a 0,99.
Sendo assim, o valor de r° obtido na analise do lapachol pelo método
espectroscopia UV desenvolvido obedece aos limites estabelecidos (Figura
B8).

[0082] Atraves da analise de varidncia (ANOVA), podemos testar a
linearidade do método e a significAncia estatistica da curva ajustada.
Utilizando a razao entre a média quadratica devido a falta de ajuste e a
média quadratica devido ao erro puro foi possivel verificar se houve falta de
ajuste. Esta relacdo apresentou um F calculado de 0,99 abaixo do valor
critico tabelado 3,55; onde podemos afirmar no nivel de 95% de confianca
gue o modelo linear esta bem ajustado na faixa de concentracédo estudada.
[0083] O método mostrou repetibilidade nas seis amostras padrao, com um

coeficiente de variacao (CV) de 1,80%, menor que o maximo estabelecido
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pela RE 899/2003 (5,0%). O método também demonstrou ser preciso
quando testado em diferentes dias por diferentes analistas; ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os resultados obtidos por
diferentes analistas e em dias diferentes, utilizando o teste t de Student com
95% de confianga (Tabela 4).

t calculado |t tabelado (p < 0,05)

1° dia - Analista1e 2 0,11

2° dia - Analista1e 2 0,18
Analista 1 - 1° e 2° dias 0,05 42
Analista 2 - 1° e 2° dias 0,55

Tabela 4 - Tratamento estatistico da precisao intermediaria do método.
[0084] Os resultados para exatiddo foram préximos a 100%, com
coeficientes de variacdo (CVs) de 0,77%, 0,32% e 0,32% para as
concentracdes teéricas de 50%, 100% e 150%, respectivamente, de acordo
com a tabela 5.

Determinacgées| 5,0 yggmL™" | % [10,0 pg mL "% 15,0 ygmL™"| %

1 4,09 |99,66 9,86 (98,67 | 1516 |101.11
2 506  [10120] 985 9852 1526 |101,73
3 501 |100,27| 9,91 99,13 | 15,24 |101,64

Tabela 5 - Resultados da exatidao em 3 concentragées (5,0; 10,0 e 15,0 ug
mL™") em triplicata, correspondendo a 50%, 100% e 150%, de acordo com a
RE 899/03.

[0085] No teste de robustez (Tabela 6), quando o fabricante do metanol foi
modificado, o valor de t calculado foi (0,42) foi menor que o valor do ¢
tabelado (4,30). Assim, nao ha diferenga estatisticamente significativa (Teste
t de Student) com 95% de confianga e, portanto, o método pode ser

considerado robusto.
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Parametros Concentragdes (ug mL™)

Amostra 1|Amostra 2|Amostra 3| Média | DPR (%)
Metanol A 9,92 9,86 9,95 9,91 0,47
Metanol B 9,88 9,89 9,83 9,87 0,32

Tabela 6 - Resultados da robustez para os parametros avaliados: fabricante
do metanol e proporgao da fase mével.

[0086] A metodologia proposta para a determinacao do lapachol
demonstrou ser um método simples, rapido e barato, atendendo as
exigéncias quanto a especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e
robustez. Os modelos estatisticos empregados nos dados dos diferentes
parametros avaliados permitiram uma maior confiabilidade nos resultados.
Dessa forma, os resultados foram considerados satisfatérios e o método
provou ser adequado para quantificar o lapachol.

Caracterizagao das Microemulsdes - Centrifugagao

[0087] As ME foram centrifugadas em centrifuga (Centribio 80 - 2B), durante
30 min a 2500 g ~ 3000 rpm e no final foi observado a ocorréncia ou néo de
separacao de fases.

[0088] As ME selecionadas foram caracterizadas 48 horas apos a
fabricagdo com avaliagdo dos seguintes parametros: aspecto macroscoépico,
pH, condutividade elétrica, microscopia de luz polarizada, potencial zeta e
SAXS. Na Tabela 7 encontram-se os resultados da caracterizacéo realizada

nos cinco sistemas isotropicos.
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ME 1 ME 2 ME 3 ME 4 ME 5
Placebo | ME . LAP* | Placebo | ME - LAP* | Placebo | ME - LAP* | Placebo | ME . LAP* | Placebo | ME - LAP*
Aspecto | . sida| Limpida | Limpida| Limpida |Limpida| Limpida | Limpida| Limpida | Limpida| Limpida
Macroscopico P P P P p p P P P P
Condutividade |6, 4,001 419+01 [65320,1] 351201 |52,6£0.1] 217201 |53,0:0,1| 412£01 |70.220,1| 48,6201
elétrica (uScmY
pH 41201 | 49201 | 41201 | 46201 |42:01| 45201 | 43201 | 46201 | 41201 | 45201
p"‘e'(‘;‘s;“‘a 346:0.4| 303:05 |28.820.4| 28307 (32,9203 33,4204 307205 31,1204 |297:0.4| 296207
Microscopiade | ygu | nge | oNgr | NB™ | NB* | NB™ | NB* | NBe | NB™ | NB*
luz polarizada
V's‘(:;’:’:fde 695 | 091 3.03 226 | 071 068 | 3908 | 246 | 474 27.2

*ME - LAP = Microemulsdo contendo 0,5% de lapachol

** NB = Ndobirmrefrigente

Ge/oc
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de luz dinamico (DLS - Dinamic Light Scattering). Quando as goticulas
presentes no sistema sdo iluminadas por um feixe de luz, ocorre o
espalhamento da luz, sendo que a intensidade da luz espalhada varia numa
taxa dependente da velocidade de difusdo das goticulas, as quais, por sua
vez, sdo governadas pelo seu tamanho.

[0090] Nao foi possivel medir o exato intervalo de tamanho de goticulas por
esse método, fato este que pode estar relacionado a viscosidade
apresentada pelas formulagdes microemulsionadas estudadas. A literatura
relata que quando o sistema é concentrado ou viscoso, a analise torna-se
imprecisa em razéo das interagdes existentes entre as goticulas.

[0091] Microemulsées, quando diluidas, podem perder sua estabilidade
termodindmica, uma vez que a concentragdo dos tensoativos se torna
insuficiente para manter a baixa tensao interfacial, podendo ocorrer
mudancgas drasticas no tamanho das goticulas. Devido a caracteristica
intrinseca das microemulsées estudadas, presumimos que a técnica DLS
ndo seria eficiente devido a impossibilidade de realizagdo de leituras
confiaveis e reprodutiveis nas amostras sem diluigao.

Determinagao da condutividade elétrica

[0092] Para a determinagcédo do tipo do sistema (O/A ou A/O), avaliou-se,
primeiramente, a condutividade do solvente aquoso e do solvente oleoso. Em
seguida, realizou-se a medida de condutividade da amostra. Quando a
condutividade da amostra foi proxima da condutividade da fase aquosa, a
formulacao foi designada O/A, se proxima a do oleo, ela é caracterizada como
A/O.

[0093] A condutividade elétrica foi determinada em condutivimetro modelo CG
2200 (GEHAKA) calibrado com uma solugao padrao de KCl de 1412 p,S/cm, a
temperatura ambiente. As andlises foram realizadas em triplicata.

[0094] Foi previamente demonstrado que existe uma forte correlacao entre
a estrutura de uma microemulsao e o seu comportamento eletrocondutor. O

estudo da condutividade elétrica &, portanto, um ferramenta util que permite
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avaliar alguns aspectos das microemulsdes.

[0095] No chamado modelo de percolacdo, a condutividade permanece
baixa até certa fracdo de volume de agua (FANUN, 2008). Se uma drastica
alteragcao na condutividade, a determinada fragcdo de volume de agua, é
registrada, entdo, sugere-se uma inversdo de fase das micelas invertidas
(A/O), para micelas normais (O/A). Esta transicdo € explicada pelo
surgimento de estruturas bicontinuas que possuem tensao interfacial
ultrabaixa.

[0096] O lapachol apresenta um pKa de 6,15 e quando disperso em um
meio cujo pH €& mais baixo do que o seu valor de pKa ele tende a
permanecer inserido no sistema na forma molecular, a qual vai formar
combinagdes moleculares com a fase aquosa do sistema, causando, desta
forma, uma diminuicdo na condutividade elétrica como pode ser visualizado
nos dados da Tabela 7.

Determinacgao do pH

[0097] O pH das formulagdes foi determinado através de pHmetro modelo PG
1800 (GEHAKA), previamente calibrado com as solugdes tampéao pH 7,0 e pH
4,0, a temperatura ambiente.

[0098] O pH cutédneo € normalmente acido, oscilando, em valores de pH,
entre 4-6. Essa faixa de pH é mantida por um sistema tampéao de acido
lactico/lactato, pelos acidos dicarboxilicos do suor, acidos graxos das
glandulas sebaceas e pelos elementos acidos da queratina. O pH ideal de
uma formulagcdo é padronizado de acordo com o pH de estabilidade dos
componentes ativos utilizados e o de tolerdncia da pele. No caso das ME
desenvolvidas nesta pesquisa, os pHs encontraram-se na faixa de 4,1 a 4,9,
evidenciando que este pardmetro nao foi afetado significativamente com a
incorporacao do lapachol nas ME (Tabela 7).

Determinacao do potencial zeta

[0099] O potencial Zeta € medido usando uma combinacgao das técnicas de

eletroforese e o efeito Doppler. Essa combinacao também é conhecida como
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Eletroforese Laser Doppler. Este método mede a velocidade com que as
particulas se movem em um liquido quando um campo elétrico é aplicado.
[0100] As medidas do potencial zeta foram determinadas com auxilio do
ZetaSizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments). As formulagbdes (0,1 mL) foram
dispersas em 10 mL de agua destilada num baldo volumétrico e misturados
cuidadosamente com agita¢ao vigorosa.

[0101] O potencial Zeta das amostras atua como uma importante indicacao
da estabilidade potencial dos sistemas coloidais estudados. E estabelecido
que as linhas de divisdo entre estabilidade e instabilidade sdo tomadas em -
30 mV e +30 mV. Valores de potencial Zeta de -30 mV a +30 mV
caracterizam a instabilidade de solug¢bes coloidais.

[0102] E possivel verificar que os valores de potencial zeta se apresentam
na ordem de - 30mV entre os diferentes grupos de microemulsdes,
sugerindo que todos esses grupos de MEs apresentam-se estaveis e com as
mesmas propriedades eletrostaticas entre si. Este valor de potencial zeta
negativo resulta do fato destas MEs serem formadas por dois acidos fracos,
o lapachol (pKa 6,15) e o acido oleico (pKa 7,6), que, apesar de estarem
predominantemente na sua forma molecular, em pHs abaixo do seu pKa
parte estaria ionizada negativamente.

Comportamento reolégico

[0103] O comportamento reologico e valores de viscosidades de todas as
formulagdes microemulsionadas foram visualizados usando reémetro rotacional
de cilindros concéntricos tipo Searle, MCR 301 (Anton Paar) e os dados foram
plotados através do software Rheoplus (Anton Paar).

[0104] A viscosidade descreve as interagbes entre as microestruturas das
microemulsdes. As viscosidades das MEs tenderam a aumentar quando a
quantidade de agua na formulagdo aumentou (Figura 7). Espera-se que as
cadeias hidrofilicas dos tensoativos nao-ibnicos estejam fortemente
hidratadas e interagindo com as ligagcdées de hidrogénio, permitindo, assim,
uma forte interacdo (PODLOGAR et al., 2004; BOONME et al.,, 2006). No
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caso das formulagées ME 2 e ME 3, quando a quantidade de agua foi fixada
em 25%, a viscosidade da formulagao diminuiu a medida que a quantidade
do tensoativo mais hidrofilico (Tween 20 - EHL = 16.7) foi aumentada.

[0105] Espera-se que, com uma elevada quantidade de tensoativo
hidrofilico e uma limitada quantidade de agua, a cadeia hidrofilica do
tensoativo nao pode ser fortemente hidratada. Entretanto, quando a
gquantidade de tensoativo é diminuida e a razao agual/tensoativos
aumentada, a cadeia hidrofilica do tensoativo foi mais hidratada e a
viscosidade, entdo, aumentou.

[0106] As microemulsdes contendo lapachol tiveram suas viscosidades
diminuidas, quando comparadas aos respectivos placebos. A estrutura
quimica do lapachol possui um largo dominio lipofilico (apolar), este,
portanto, podera agir como um cotensoativo. Possivelmente, o lapachol nao
ira ser incorporado exclusivamente na fase oleosa (acido oleico), mas
podera também se encontrar no filme interfacial, impedindo a formacgao de
cadeias fortemente hidratadas e a interacéo das liga¢cdes de hidrogénio dos
tensoativos nao-iénicos nas formulagdes com elevada quantidade de agua.
[0107] O estudo das propriedades reoldgicas e da viscosidade podem
fornecer informagdes sobre a microestrutura das microemulsdes. Tanto
microemulsdes o/a quanto a/o apresentam fluxo newtoniano, onde nao ha
nenhuma mudang¢a na tensao de cisalhamento com a variacdo da taxa de
cisalhamento. Formulacdes bicontinua podem apresentar um
comportamento de fluxos n&o-newtoniano e plasticidade, o que pode ser
bastante complexo.

[0108] Na analise do comportamento reolégico (Figura 8) pode-se observar
que a tensado de cisalhamento é diretamente proporcional a taxa de
cisalhamento, ou seja, a viscosidade relativa & constante e independe da
forca aplicada a formulagdo. Com isso, as formulagdes sdo consideradas
Newtonianas e n&o apresentam efeito tixotropico. A tixotropia esta

relacionada com a diminuicdo da viscosidade para uma taxa de
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cisalhamento constante, o que n&o foi observado nos sistemas em estudo.
Microscopia de luz polarizada

[0109] Cada formulacao foi avaliada através da Microscopia de Luz Polarizada
(DM 750P - Leica) para avaliar a isotropia ou nao dos sistemas.

[0110] As microemulsbes sao isotropicas e podem ser diferenciadas dos
sistemas liquido-cristalinos, que sao anisotropicos e birrefringentes. Os
materiais isotropicos tém propriedades opticas, independente da direcao da
luz incidente, enquanto que as propriedades opticas dos materiais
anisotropicos variam com a dire¢ao da luz incidente. Para observar os
efeitos da birrefringéncia e isotropia, € necessaria uma luz polarizada linear.
[0111] As MEs estudadas (Figura 9) nao apresentaram nenhum desvio ou
vibragdo da luz polarizada, as quais se apresentaram com as mesmas
propriedades 6pticas em todas as direcées. Nota-se que a incorporagao do
lapachol nesses sistemas nao altera o comportamento isotropico, ou seja,
sob o plano de luz polarizado nao desvia luz, confirmando a manutengao do
sistema microemulsionado.

Espalhamento de Raio-X de Baixo Angulo (SAXS)

[0112] As medidas foram realizadas na estacdo de medidas D11- SAXS 1 do
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS) em Campinas, que € equipado
com um monocromador (X= 1,608A), uma camara de ionizagao, um detector
de raios-X vertical e um analisador multicanal que foram utilizados para
registrar a intensidade do espalhamento, /(Q,) como uma funcédo do médulo do
espalhamento do vetor q. O espalhamento das particulas existentes no sistema
foi subtraido da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as
amostras foram medidas em unidades relativas, mas para uma comparacgéo
quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas condi¢cbes
experimentais.

[0113] A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) é
muito sensivel do ponto de vista estrutural local, permitindo obter

informagées da ordem de nandmetros, impossivel de serem obtidas por
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reologia. Assim, para uma analise mais criteriosa dos sistemas selecionados
foi realizado um estudo de SAXS.

[0114] A Figura 10 mostra as curvas das intensidades de espalhamento I(q)
em fungao do vetor de espalhamento (q) das formulagdes ME 1, ME 2, ME
3, ME 4 e ME 5 apresentadas, anteriormente, na Tabela 1. Para todas as
amostras, na presenca e auséncia do lapachol, as curvas sao caracteristicas
de sistemas microemulsionados. Houve um leve deslocamento das bandas
para menores valores de ¢, 0 que indica um leve aumento no tamanho das
goticulas com a incorporacédo do farmaco. Nao foram evidenciados outros
picos, no intervalo de 0,1 a 1,5 nm™", no perfil de SAXS que poderiam ser
caracteristicos como mesofases (estrutura de cristal liquido liotropico, por
exemplo).

Avaliagcao da atividade antiedematogénica

[0115] Uma série de estudos tem examinado o potencial farmacoldgicodo
Lapachol, incluindo a sua agdo anticancerigena, antiviral, antimicrobiana,
antimalaria, bem como sua significativa atividade anti-inflamatéria.

[0116] Com relacéo a atividade anti-inflamatéria, foram realizados ensaios que
comprovaram que os sistemas desenvolvidos possuem efetiva atividade anti-
edematogénica, podendo ser utilizados em tratamentos de disturbios ou
doencas inflamatoérias, sejam topicas ou sistémicas. Portanto esses sistemas
poderdo vir a ser utilizados no tratamentos de doengas como a psoriase, a
otite, a bursite, a tendinite, a sinusite, dentre outras.

Animais e manutenc¢ao

[0117] Foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus musculus), com
massa corporea entre 25-35 g. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da Universidade Regional do Cariri e foram mantidos no Laboratério de
Farmacologia e Quimica Medicinal até a realizacdo dos experimentos, em
conformidade com as normas e procedimentos de biosseguranga para biotérios
e bioéticas. Os animais foram mantidos sob temperatura controlada de 23+2°C

e ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e ragdo (Labina, Purina) a vontade.
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O protocolo para estes experimentos foi aprovado pelo Comité de Etica Animal
da URCA.

Edema de orelha induzido pela aplicagao topica do éleo de croton

[0118] O edema foi induzido através da aplicacao de 20 pL de oleo de créton
(200 pg) diluido em solugao de acetona/agua (7:3) na face interna da orelha
direita (D) dos camundongos de cada grupo (n=6). Na orelha esquerda (E) foi
aplicado (20 pL) somente o veiculo utilizado para dissolu¢do das formulagdes
(acetona). Ap6s 15 minutos da injecdo do agente flogistico, nos grupos de
animais tratados, foi aplicado 20 pL de cada formulagdo na orelha direita.
Como controle negativo foi utilizado foi utilizado apenas o 6leo de créton (20
pL/orelha). Apdés 6 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, e as orelhas foram seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de
diametro e pesadas (mg) em balanga analitica (Metler Toledo AB204).

[0119] A extensdo do edema (peso do edema) foi expressa como a diferenca
entre o peso (em mg) da secg¢ao removida da orelha direita (a qual recebeu o
agente irritante) e o peso (em mg) da secgado removida da esquerda orelha
(que recebeu veiculo utilizado para diluir o agente irritante). A porcentagem de

inibicdo do edema foi determinada pela férmula:
A x 100
5
[0120] Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria topica, o uso do 6leo de

Percentagem de inibi¢do (%) = 100 — (

créton como agente flogistico induziu processo inflamatério local
caracterizado pela formacdo de edema tecidual. Este modelo permite
identificar compostos que possam ser potencialmente Uteis no tratamento de
doengas inflamatérias que acometem a pele, pois promovem condi¢gdées que
se assemelham com alguns tipos de dermatites observadas em humanos. A
aplicagado unica de o6leo de croton fornece dados quanto a atividade
antiedematogénica de uma substancia num processo inflamatério agudo.

[0121] A inflamagdo aguda induzida pela administracédo topica do 6leo de
croton aumenta a permeabilidade vascular e a vasodilatagdo, estimulando a

migracao de leucdcitos polimorfonucleares (principalmente os neutréfilos), a
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liberagdo de histamina e serotonina, e a sintese moderada de eicosandides.
[0122] O dleo de créton também pode induzir a inflamacéo a partir da
ativacao da proteina quina C (PKC), desencadeando, consequentemente, a
producdo de eicosanodides inflamatorios por meio das enzimas
ciclooxigenase (COX) ou lipoxigenase (LIX).

[0123] Os resultados mostram que todas as formulagbdes contendo lapachol,
quando comparadas com o controle negativo, reduziram significativamente o
edema, indicando uma possivel atividade anti-inflamatéria topica (figura 11 e
tabela 8).

[0124] Dentre as formulacdes testadas, a que apresentou uma maior
redugdo do edema foi a ME 4 (inibicao de 93,85%). Entretanto, apoés
tratamento estatistico dos dados (ANOVA, 1 fator, seguindo pelo teste de
comparagdes multiplas de Newman-Keuls, utilizando P < 0,05 como nivel de
significancia), observa-se que todas a formulagdes microemulsionadas
comportaram-se estatisticamente semelhantes (P > 0,05) (tabela 9).

[0125] Através de testes in vivo, é possivel observar a reagdo do
metabolismo cutdneo e da presenca da circulagdo sanguinea durante o
transporte de farmacos até a derme. Esses parametros nao podem ser

observados nos testes de permeacao cutanea ex vivo.

Grupos| Edema (AP mg) |Inibicdo (%)
CN 1,11 £ 0,41 -
ME 1 0,31 +£0,16 72,28
ME 2 0,08 + 0,06 92,06
ME 3 0,49 + 0,22 54,95
ME 4 0,06 £ 0,01 93,85
ME 5 0,27 £ 0,17 74,80
GEL 0,66 £ 0,29 40,03

Tabela 8 - Atividade anti-inflamatéria de formulagées contendo lapachol pela

técnica de edema de orelha induzida por 6leo de créton
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Significancia (P <
Formulacoes 0,05)
ME 1 vs ME 2 ns
ME 1 vs ME 3 ns
ME 1vs ME 4 ns
ME 1 vs ME 5 ns
ME 1 vs GEL ns
ME 1 vs CN *”
ME 2 vs ME 3 ns
ME 2 vs ME 4 ns
ME 2 vs ME 5 ns
ME 2 vs GEL ’
ME 2 vs CN o
ME 3 vs ME 4 ns
ME 3 vs ME 6 ns
ME 3 vs GEL ns
ME 3 vs CN *
ME 4vs ME 5 ns
ME 4 vs GEL *
ME 4 vs CN e
ME 5 vs GEL x
ME 5 vs CN o
GEL vs CN *

CN: Controle Negativo (6leo de créton)

ns: nao ha diferencga estatisticamente semelhante (P>0.05);

*. diferenca significativa (P<0.01)

**. existe diferenca significativa (P<0.001)

***. existe diferenca significativa (P<0.0001)

Tabela 9 - Tratamento estatistico (ANOVA, 1 fator, comparagdes multiplas
de Newman-Keuls) dos resultados da redugdo do edema de orelha de

camundongos.
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[0126] Ademais, os inibidores de COX e os corticoides sao altamente
eficazes contra a inflamacgao induzida pelo 6leo de créton, embora os seus
mecanismos de agdo sejam diferentes. Todas as formulagbes contendo
lapachol mostraram possuir um forte efeito inibidor. Isto pode indicar que o
mecanismo de acdo anti-inflamatéria do lapachol aja tanto através da
inibicdo da fosfolipase A, (PLA) e impedindo a producao de fatores
vasoativos e quimiotaxicos (efeito antiedematogénico de anti-inflamatérios
esterdidais), quanto impedindo a sintese de intermediarios de
prostaglandinas via inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 (efeito
antiedematogénico de anti-inflamatérios nao- esterdidais).

Analise histolégica

[0127] Foram realizados estudos histoldgicos a fim de avaliar a modificacao
estrutural e também celular da pele causada pelas formulagdes contendo
lapachol. As amostras de orelhas, coletadas dos camundongos submetidos ao
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton, foram fixadas em
solucdo de Alfac (85% alcool 80° GL, 10% formaldeido 40% e 5% acido
acético) por 16 h. As orelhas foram posteriormente desidratadas, emblocadas
em parafina, seccionadas em cortes de 5 um e coradas com hematoxilina e
eosina. Para avaliagdo da espessura da epiderme foi utilizada lente ocular
graduada. A infiltragao celular (leucécitos) foi avaliada em areas
representativas utilizando aumento de 200 e/ou 400 X, sendo fotografadas para
avaliacao histopatolégica.

[0128] A analise por microscépica optica das orelhas, apds a aplicagao do
oleo de créton, revelou o aparecimento de infiltracao de células
inflamatérias, associadas com os vasos sanguineos dilatados. Todos os
eventos foram reduzidos apo6s a aplicagao topica das formulagdes contendo
lapachol. Os resultados apresentados na figura 12 mostram que a aplicacao
de oleo de créton causa aumento na espessura total da orelha (B) e é
possivel notar o aumento na concentracdo de neutréfilos (pontos mais

escuros). O tratamento com o veiculo ndo causou alteracao significativa no
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tecido (A).
[0129] Ainda na figura 12, as imagens C, D, E, F, G e H comprovam que a
aplicacdo de formulagdes contendo lapachol foi capaz de reduzir
expressivamente o edema e a quantidade de células no tecido das orelhas
causado pelo Oleo de croton. Mais uma vez, ressalta-se a significativa
atividade das microemulsées ME 2 e ME 4, onde, apds tratamento, as
orelhas (imagens D e F, respectivamente) apresentaram apenas discreto
edema e infiltrado neutrolinfocitario.
Edema de pata induzido pela aplicagao tépica de carragenina
[0130] A atividade antiedematogénico foi avaliada pelo teste do edema da pata
de camundongo de acordo com um método descrito por Winter et al., 1962, no
qual se utilizou, para a indugao do edema, injecao de carragenina na pata dos
camundongos. Foram analisados dois grupos - controle (negativo) e tratado.
[0131] Os camundongos (n = 6) foram randomizados e atribuidos aos grupos
experimentais. As formulagbes contendo lapachol (15 mg/kg) foram aplicadas a
pele dorsal raspada de camundongos e o local de aplicacdo gentilmente
massageado, de modo a permitir uma boa distribuicdo e penetracdo do
farmaco na pele. Apds o tratamento, os animais foram alojados individualmente
e, 30 minutos mais tarde, 100 de uma suspensao de carragenina em solucéo
salina (1% p/v) foi injetada na superficie plantar da pata direita. As patas
esquerdas receberam 100 pL de solugdo salina e serviram como controle
negativo. O volume das patas foi medido em sextuplicata, nos tempos 1, 2, 3, 4
e 5 horas ap6ds a injegao do agente flogistico, utilizando do hidroplestismoégrafo.
O aumento percentual das patas foi calculado através da expressao:
E(%) = —(va_l, "D ¢ 100

Onde:

E(%) = aumento percentual do volume da prata

Vi= Volume inicial

Vs = volume final

[0132] O edema médio da pata no grupo de camundongos tratados com
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formulacdes contendo lapachol foi comparado com o dos camundongos
tratados com salina (controle negativo) e a percentagem de inibicao na
formacao do edema foi determinada utilizando a seguinte equacéo:

[0133] O teste de edema de pata carragenina-induzido € uma técnica
largamente utilizada nos estudos de farmacos anti-inflamatérios, tanto
esterdidais, como nao- esteroidais. Este tipo de teste induz uma reacédo anti-
inflamatoria em duas diferentes fases. A fase inicial, que ocorre entre 0 e 2,5
horas depois da injecdo do agente flogistico, tem sido relacionada a
liberagdo de histamina e serotinina. O volume do edema atinge o seu
maximo cerca de 3 horas pés-tratamento e, em seguida, comecga a declinar.
A fase final tem sido atribuida a inflitracdo de neutréfilos e a producgdo de
radicais livres. O edema produzido entre essas duas fases provavelmente é
devido a liberagéo de bradicinina, que mais tarde ira induzir a biossintese de
prostagladinas, que sao responsaveis pela formagdo do exudato
inflamatorio. Sabe-se, também, que a expressdo da COX-1 e COX-2 é
maxima na fase inicial e na fase final, respectivamente, do edema de pata
induzido por carragenina.

[0134] A tabela 10 e a figura 13 mostram o efeito da administracdo 15
mg/Kg de lapachol por peso do animal, a partir de diferentes formulagoes,
além de solugao salina como controle negativo. Nelas, pode-se observar que
no grupo controle (salina) o edema na pata causado pela administracéo de
carragenina aumentou durante as 5 horas de observagao. Além disso, pode-
se verificar que nas formulagdées ME 1, ME 2, Gel e Emulgel, o lapachol
exerceu uma significativa reducdo do edema a partir da segunda hora de
experimento e esta acdo foi mantida ao longo do tempo. As demais
formulagcbes apresentaram este mesmo comportamento a partir de
decorridas 3 horas de experimento.

[0135] As formulacbes ME 1 e ME 2 apresentaram uma inibicdo maxima do
edema na terceira hora de experimento (63.27 e 74.52%, respectivamente).

Entretanto, ambas as formulagcdes ja apresentaram atividade significativa
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[0136] A formulacao gelificada,

de ensaio
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(inibicoes

de 61.53%

e 65.68%,

quando comparada com as demais

formulagbes em estudo, foi a que exibiu uma maior inibicao do edema

(77,73%), entretanto esse pico s6 foi alcangado apos 4 horas de ensaio. As

demais formulagbes (ME 3, ME 4, ME 5 e emulgel) atingiram pico maximo

de inibicao ao final do experimento, ou seja, apdés 5 horas de inicio do
experimento (58.86, 51.24, 75.59 e 62.4%, respectivamente).

Aumento do volume da pata (AV mL)

Grupos
ih 2h 3h ah 5h
CN | 027014 | 0464012 | 058%024 | 0622022 | 053021
0,170,117 | 0,21 £0,007* | 0,33 0,14~ | 0.21% 0,12
ME1 | 0,12+ 0,09
(61,53%) (63,27%) (46,92%) (60,62%)
0,15% 0,07 | 0,14£ 0,07 | 0,23 0,12 | 0,20 £ 0,08"*
ME2 | 0,11+0,07
(65,68%) (74,52%) (63,01%) (61,99%)
032%0,13* | 0,32£0,17~ | 022 %0,05°
ME3 | 025013 | 032021
(44,11%) (48,23%) (58,86%)
0,31%0,13* | 0,33£021~ | 0,26%0,12"
ME4 | 012+008 | 028012
(46,06%) (47,15%) (51,24%)
0,35+0,13* Ao *k
ME 5 0,210,009 | 0,33+0,16 ’ ’ 0,26 £0,17 0,13+ 0,08
(39,25%) (57,65%) (75,59%)
GEL | o015:005 | O 100 | 0234008 | 0134000 | 0,16 £ 0,08
(62,69%) (60,50%) (77,73%) (69,45%)
EMULGEL | 019006 | 02 907" | 0312012 | 0,2520,13 | 020+ 0,08
(60,09%) (48,16%) (58,93%) (62,40%)

Valor entre parénteses significa a percentagem de inibicao.

Valores sdo expressos como media + Desvio Padrao.

CN: Controle Negativo (salina).

*: diferenga significativa (P<0.05), quando comparado com

controle.

**. existe diferenca significativa (P<0.01),

respectivo controle.

o respectivo

quando comparado com o
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***. existe diferenga significativa (P<0.001), quando comparado com o
respectivo controle.

Tabela 10 - Atividade anti-inflamatéria de formulagdes contendo lapachol
pela técnica de edema de pata induzida por carragenina 1%.

[0137] Estudos anteriores, demonstraram a acao antiedematogénica do
lapachol com inibigdes maximas de 76% e 85% para as doses de 100 e 500
mg/kg administrada por via oral em ratos Wistar, respectivamente, 4 h apés
a injecdo de carragenina 1%. Lira e colaboradores (2008) avaliaram a
atividade anti- inflamatéria da mesma formulacao gelificada presente neste
estudo (lapachol 15 mg/kg), a inibicado maxima encontrada foi 50,16% em 4
horas, apds a administragédo da carragenina.

[0138] Além disso, é importante observar que as formulagées ME 1, ME 2,
gel e emulgel contendo lapachol inibiram o edema a partir da segunda hora,
agindo, assim, nas duas diferentes fases do processo inflamatério. Isto
indica que estas formulagdes podem inibir diferentes mediadores quimicos
da inflamacéo (histamina, serotonina, bradicinina, prostagladinas), além
disso, pode-se sugerir que o lapachol tenha efeitos inibitérios tanto da COX-
1, quanto da COX-2. A maioria dos efeitos adversos associado a terapia
com AINES, como lesbes gastricas, dispepsia, nausea e vomitos, acredita-
se ser devido a inibicdo da COX-1. Assim, considera-se que os principais
beneficios da terapia com AINES s&o, principalmente, relacionados a
inibicao da enzima COX-2 no local da inflamacao.

Analise estatistica

[0139] Todos os dados foram tratados estatisticamente por ANOVA
(GraphPad Prism versdo 5.0 Software). As diferengcas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05 e o nivel de confianca
utilizado foi de 95%.

[0140] Os dados apresentados sao expressos em media + erro-padrado da
média (E.P.M.). Para o ensaio de edema de orelha, as diferengas obtidas

entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) de uma
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via, seguindo-se do teste de Student-Newman-Keuls. Para o ensaio de
edema de pata, as diferengas entre os grupos foram submetidas a ANOVA
de duas vias, com medidas repetidas, seguindo-se do teste de Bonferroni.

[0141] Conforme mencionado acima, os versados na arte valorizarao os
conhecimentos aqui apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas
modalidades apresentadas e em outras variantes, abrangidas no escopo das

reivindicagbes anexas.
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Reivindicacoes

FORMULACAO FARMACEUTICA E USO DA FORMULAGAO FARMACEUTICA

1. Formulagao farmacéutica caracterizada por compreender:
I Pelo menos um insumo farmacéutico ativo selecionado do grupo
consistindo de lapachol, analogos do lapachol, derivados do lapachol ou
combinacbes dos mesmos;
1. Pelo menos um componente hidrofilico;
. Pelo menos um componente lipofilico;
IV.  Pelo menos um componente anfifilico.
2. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo
insumo farmacéutico ativo estar em uma concentracao entre 0,1% a 5%.
3. Formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser
microemulsionada ou nanoemulsionada para administracao por via tépica.
4. Formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo
componente hidrofilico ser a agua, em que a concentracdo maxima do
componente hidrofilico &€ de 60% em relagao ao peso da formulagéo.
5. Formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo
componente lipofilico ser selecionado do grupo consistindo de miristato de
isopropila, acido oleico, 6leo de oliva, éleo de babacu ou combina¢des dos
mesmos.
6. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelos
componentes anfifilicos serem compostos nao idnicos.
7. Formulacgao, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 6, caracterizada pelo
componente anfifilico compreender pelo menos um tensoativo selecionado do
grupo consistindo de: polioxietilados, oleatos de poliglicerol, polissorbatos,
polietilenoglicéis, oleatos de sorbitano ou combinagdes dos mesmos.
8. Formulagao, de acordo com a reivindicacdao 1, caracterizada pelo
componente anfifilico estar presente com concentracdo minima de 30% em

relacao ao peso da formulagao.
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9. Formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada pelo
componente anfifilico ser formado pela combinacdo de um tensoativo
polioxietilado e um tensoativo polissorbato; em que o tensoativo polioxietilado &
selecionado do grupo consistindo de o6leo de ricinio polioxietilado,
macrogolglicerol ricinoleato, 6leo de castor potioxil 35 ou combinacbes dos
mesmos; em que o tensoativo polissorbato é selecionado do grupo consistindo
de Polissorbato 20, Tween 20 ou combinagbdes dos mesmos; e em que a
proporgao de tensoativo polioxietilado e tensoativo polissorbato esta entre 1:5 a
5:1 (p/p).

10. Uso da formulagao farmacéutica conforme definida em qualquer uma
das reivindicacdes de 1 a 9, caracterizado por ser na preparagdo de um
medicamento para tratar disturbios e doengas selecionadas do grupo
consistindo de: condigbes inflamatérias, cancerigenas, virais, microbianas,
malaria ou combinagdes das mesmas.

11.  Uso, de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pelos disturbios e
doengas serem condi¢oes inflamatorias.

12.  Uso da formulagdo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelas condi¢gdes inflamatdrias serem selecionados do grupo consistindo de:
psoriase, otite, bursite, tendinite, sinusite ou combinac¢des das mesmas.

13. Uso da formulagdo, de acordo com a reivindicagado 10, caracterizado
pelo medicamento ser para administragao via dérmica ou transdérmica.

14. Uso da formulagdo farmacéutica conforme definida em qualquer uma
das reivindicacbdes de 1 a 9, caracterizado por ser na preparagao de uma

composicao cosmética ou nutracéutica.
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Resumo

FORMULACAO FARMACEUTICA E USO DA FORMULACAO FARMACEUTICA

A presente invencdo descreve uma formulagdo farmacéutica
aprimorada, bem como o uso da mesma na preparagéo de um medicamento,
uma composicdo cosmética ou uma composicdo nutracéutica. Mais
especificamente, a presente invengdo descreve uma formulagdo farmacéutica
composta por pelo menos um insumo farmaceuticamente ativo selecionado do
grupo consistindo de lapachol, analogos do lapachol, derivados do lapachol ou
combinagdes dos mesmos, pelo menos um componente hidrofilico, pelo menos
um componente lipofilico, e pelo menos um componente anfifilico. A presente

invencao se situa nos campos da farmacia e quimica.
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