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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma manifestacao
causada pelo virus HIV. A zidovudina (3 — azido — 3 — oxidimetilamina) — AZT
foi o primeiro composto anti-hiv aprovado para uso clinico e utilizado para
terapia antirretroviral. O ponto crucial do tratamento anti-hiv € a manutencao
sistémica do farmaco dentro de niveis terapéuticos. O AZT tem curto tempo de
meia-vida, baixa biodisponibilidade em funcéao do efeito de primeira passagem,
por isso sdo necessarias altas doses para manutencao dos niveis terapéuticos.
Com isso, a via transdérmica surge como alternativa para a passagem do
farmaco através das camadas da pele até atingir a corrente sanguinea.
Diversas estratégias tém sido investigadas para promover a penetracao
cutanea do AZT, em funcéo de sua hidrofilia, como a utilizacdo de promotores
fisicos (iontoforese e fonoforese), promotores quimicos (etanol, uréia e
terpenos) e de sistemas microemulsionados / nanoparticulados. O objetivo
deste trabalho foi realizar uma avaliacdo biofarmacotécnica de microemulsées
(ME) de zidovudina a 2.5% em pele de cobra e orelha de porco, na auséncia e
presenca de diferentes promotores quimicos. Para isso, realizaram-se diversas
técnicas de caracterizacao fisico-quimica (caracteristicas macroscépicas, pH,
densidade, potencial zeta, SAXS, comportamento reoldgico, determinacdo do
tamanho de particula), estudos de estabilidade preliminar, permeacdo e
retencdo cutanea, FT-IR em pele de cobra e irritabilidade dérmica acumulada
em camundongos. Além disso, foram desenvolvidos e validados 02 (dois)
métodos analiticos, por espectrofotometria ultravioleta e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE — UV) para avaliacdo do AZT em estudos de
permeacao e retencdo cutanea. Consequentemente, obteve-se microemulsdes
e formulacdo de cristal liquido lamelar (LP), transparentes, isotrépicas com
tamanho de particula < 160 nm e biocompativel com a pele. A formulacdo que
possuiu o melhor desempenho foi composta do terpeno 1,8 cineol como
promotor de permeagdo cutdnea, pois conseguiu alcancar de forma
significativa o compartimento receptor da célula de FRANZ e podera ser um

veiculo promissor para liberacao transdérmica do AZT.

PALAVRAS CHAVES: transdérmico, zidovudina, microemulsao, HIV



ABSTRACT

Acquired immunodeficiency syndrome (SIDA) is a manifestation caused by HIV.
Zidovudine (3 - azido - 3 - oxidimethylamine) - AZT was the first anti-HIV
compound approved for clinical use and antiretroviral therapy. The crux of the
anti-HIV treatment is to maintain the systemic drug within therapeutic levels.
AZT has a short half-life and low bioavailability due to its first pass effect;
therefore higher dosages are required to maintain the therapeutic levels. Thus,
the transdermal route is an alternative for the passage of drug through the skin
layers to reach the bloodstream. Several strategies have been investigated to
promote AZT skin penetration due to its hydrophilicity, the use of physical
promoters (iontophoresis and phonophoresis), chemical promoters (ethanol,
urea and terpenes) and microemulsion systems/nanoparticle. The objective of
this study was the biopharmaceutical evaluation of microemulsions (ME) of
2.5% zidovudine in snake skin and pig ear in the absence and presence of
different chemical promoters. For this, there have been several physical-
chemical techniques of characterization (macroscopic characteristics, pH,
density, zeta potential, SAXS, rheology, particle size determination), preliminary
stability studies, permeation and skin retention, FT-IR snake skin and
accumulated dermal irritability in mice. Moreover, we developed and validated
two (02) analytical methods, ultraviolet spectrophotometry and high
performance liquid chromatography (HPLC - UV) for evaluation of AZT studies
in skin permeation and retention. Consequently, there were microemulsions and
formulation of lamellar liquid crystal (LP), transparent, with isotropic particle size
<160 nm and biocompatible with the skin. The formulation that possessed the
best performance was composed of terpene, 1,8 cineol as promoter of skin
permeation, as managed to reach the receiver compartment of the cell FRANZ

and may be a promising alternative for transdermal delivery of AZT.

KEYWORDS: transdermal, zidovudine, microemulsion, HIV
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1.0 - INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é a manifestacédo
clinica (manifestacdo de sinais, sintomas e/ou resultados laboratoriais que
indiqguem deficiéncia imunoldgica) da infec¢cdo pelo virus HIV que leva, em
meédia, oito anos para se manifestar. No Brasil, desde a identificacdo do
primeiro caso de AIDS, em 1980, até junho de 2006, j& foram identificados
cerca de 430 mil casos da doencga. O pais acumulou cerca de 180 mil ébitos
devido a aids até dezembro de 2005, sendo as taxas de mortalidade
crescentes até meados da década de 90, estabilizando em cerca de 11 mil
Obitos anuais desde 1998. Apds a introduc¢do da politica de acesso universal ao
tratamento anti-retroviral (ARV), que combina drogas com diferentes formas de
acao, tratamento antirretroviral de alta eficiéncia (HAART), observou-se uma
importante queda na mortalidade (BRASIL, 2007).

A Zidovudina, AZT (3 - azido — 3 — oxidimetilamina) foi o primeiro
composto anti-hiv aprovado para uso clinico e utilizado para terapia
antirretroviral, sozinho ou combinado. Durante a terapia antiretroviral, existe um
ponto crucial que é a manutencdo sistémica do farmaco dentro de niveis
terapéuticos no decorrer do tratamento. Além disso, o farmaco, apos a
administracdo oral, tem curto tempo de meia — vida (01 hora), baixa
biodisponibilidade em funcéo do efeito de primeira passagem e geralmente sdo
necessarias altas doses (200mg a cada 4 horas) para manutencao dos niveis
terapéuticos. O pico de concentracdo plasmatica € de 1,2 pg /mL em 0,8h
(SUWANPIDOKKUL, N et al., 2004; PANCHAGNULA & SUNIL, 2004, 2005).

Entretanto, para evitar os efeitos colaterais e reduzir a toxicidade
dose-dependente apés a administragdo oral da zidovudina, surge a
necessidade de administracdo do farmaco por uma via alternativa a oral. Uma
rota alternativa é a via transdérmica de administracdo de farmaco, pois é
indicada nos casos de baixa biodisponibilidade, apds administracao oral, e
consideravel efeito de primeira passagem no figado. O que possibilita

manutencdo de niveis terapéuticos adequados, menos complicacdes e maior



20

adesao dos pacientes ao tratamento, pois ndo necessita de sucessivas doses
deste medicamento durante tratamento diario. Além disso, esta via é
interessante para o transporte de farmacos lipofilicos ou hidrofilicos (SILVA,
2010).

O transporte do AZT pela pele € um grande desafio, pois é uma
molécula hidrofilica e tem dificuldade de ultrapassar a barreira do estrato
corneo naturalmente. Com isso, diversas estratégias tem sido investigadas
para promover a penetracdo cutanea do farmaco, como o uso de iontoforese
(LEE, J.H et al., 1998), de promotores quimicos, como: | - mentol, 1,8 cineol ,
alcool etilico, propilenoglicol e misturas de solventes com é&lcool / miristato de
isopropila, &cido fatilico e terpenos, a utilizacdo de carreadores
microemulsionados e nanoparticulas (CHAGNULA, R & SUNIL, T.K.N, 2003,
2005, RAULT et al., 2010, MAINARDE et al., 2010).

As microemulsdes sao dispersbes isotropicas, transparentes,
termodinamicamente estaveis, usualmente formadas por misturas de quatro
componentes, agua, Oleo, tensoativo e co-tensoativo. Apresentam grande
potencial como sistemas de liberacdo e de direcionamento de farmacos devido
as suas propriedades de solubilizar compostos hidrofilicos em meio lipofilico ou
lipofilicos em meio aquoso e anfifilicos na interface 6leo/agua. Em razdo de sua
alta proporcdo de substancias tensoativas, as microemulsdes podem interagir
com o estrato corneo desestruturando a bicamada lipidica do mesmo, a
permeabilidade cutanea é aumentada e a penetracdo de substancias, que
normalmente ndo passariam através dessa barreira (por exemplo, a
zidovudina), ficaria bastante facilitada (OLIVEIRA, A.G et al., 2004; OLIVEIRA,
2004; KE, 2005; DJORDEVIC, 2004;; CANDAU, 1999; TAHA, 2002; SINTOV,
2004; ESCRIBANO, 2003; MENDONCA, 2003, DAMASCENO et al., 2011).

Frente ao exposto, este trabalho propde a preparacdo e avaliacdo de
diferentes microemulsdes para liberagdo transdérmica de zidovudina, como
alternativa no tratamento anti-hiv, através de uma posologia mais racional do
medicamento. Evitando, assim, as repetidas doses de administracao por via
oral e consequentemente facilitar a adesdo ao tratamento medicamentoso e

melhoria da qualidade de vida dos pacientes portadores do virus hiv.
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Esta tese esta organizada na forma de capitulos. O capitulo | (Reviséao
de literatura obre os temas mais relevantes discutidos na tese), capitulo I
(Artigo | — Avaliacdo de microemulséo e cristal liquido lamelar para liberacao
transdérmica da zidovudina), capitulo Il (Artigo Il - Liberac&o transdérmica de
microemulsdes de zidovudina: efeito de diferentes promotores em pele de
cobra (Boa constrictor) e orelha de porco), Capitulo IV (Artigo Il —
Determinacgdo espectrofotométrica de zidovudina carreada em microemulsdo e
aplicacéo em cinética de liberacéo in vitro) e um Apéndice A (método analitico
por CLAE/UV para quantificacdo de zidovudina em estudos de permeacao e
retencdo cutanea in vitro que foram usados nos estudos com pele de cobra e

orelha de porco).
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2 OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

» O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar preparacdes
microemulsionadas de zidovudina, além de avaliar o desempenho
da retencdo e permeacdo cutanea in vitro para liberacao

transdérmica.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Incorporar AZT em sistemas microemulsionados previamente
desenvolvidos;

» Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas das
microemulsdes na auséncia e presenca de promotores quimicos
e do AZT,

» Investigar a influéncia de diferentes promotores quimicos na
estabilidade preliminar do sistema microemulsionado;

» Investigar o efeito de diferentes promotores quimicos na estrutura
fisica de modelo alternativo de biomembrana de pele de cobra
(Boa constrictor);

» Desenvolver e validar métodos analiticos de quantificacdo da
zidovudina no sistema microemulsionado por espectrofotometria
ultravioleta (UV) e por CLAE-UV.

» Desenvolver método de extracdo para recuperacdo do farmaco
na pele (orelha de porco);

» Avaliar in vivo a irritabilidade dérmica acumulada em
camundongos de microemulséo de AZT.

» Avaliar e estudar os parametros de permeacdo e retencao
cutdnea dos diferentes carreadores coloidais, utilizando células
de difuséo tipo Franz, em diferentes modelos de membranas

bioldgicas (pele de cobra e orelha de porco).
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CAPITULO |
3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) € a manifestacao
clinica (manifestacdo de sinais, sintomas e/ou resultados laboratoriais que
indiquem deficiéncia imunolégica) da infeccdo pelo virus HIV que leva, em
média, oito anos para se manifestar. Mais de 6800 pessoas se tornam
infectadas com o HIV e mais de 5700 pessoas morrem de AIDS por ano,
principalmente pelo acesso inadequado a prevencdo e tratamento.
Intervengcdes como aconselhamento educacional e terapia com farmacos
antirretrovirais tém contribuido para transformar a infeccdo por HIV de fatal a
uma doenca infecciosa cronica controlavel, embora as estatisticas ainda
mostrem que o0 numero de infecgcbes continua inaceitavelmente alto.
Atualmente s@o conhecidos os virus HIV tipos 1 e 2. Devido as caracteristicas
epidemiologicas da AIDS estudos sugerem uma etiologia infecciosa,
transmitida por via sexual, vertical e parenteral (UNAIDS, 2008; BRASIL, 2010).

No Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso de AIDS, em 1980, até
junho de 2006, ja foram identificados cerca de 430 mil casos da doenga. O pais
acumulou cerca de 180 mil 6bitos devido & AIDS até dezembro de 2005, sendo
as taxas de mortalidade crescentes até meados da década de 90, estabilizando
em cerca de 10 mil 6bitos anuais desde 1998. Apés a introducgéo da politica de
acesso universal ao tratamento antirretroviral (TARV), que combina drogas com
diferentes formas de acdo da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART),

observou-se uma importante queda na mortalidade (UNAIDS, 2008).

3.1.1. A Terapia antirretroviral e a zidovudina

Em 1986 surgiu o primeiro antirretroviral, a Zidovudina (AZT) e
gradativamente se foi conhecendo mais sobre a situacédo epidemioldgica e as

medidas preventivas necessérias contra a infec¢do pelo HIV. O ano de 1996
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apresentou um marco, pois nesse periodo foi proposto o tratamento com
associacdo de drogas antirretrovirais, inibidoras de duas enzimas essenciais
para a multiplicagdo viral efetiva no organismo, a transcriptase reversa e a
protease (GIR et al., 2005).

Essa evolugdo do tratamento antirretroviral teve inicio em 1994 quando
foi adotado o padréo terapéutico com terapia dupla, substituindo a monoterapia
utilizada desde o inicio com a zidovudina (AZT). O tratamento antirretroviral
consolidou-se, entdo, a partir de 1996, quando foi adotada a terapia triplice,
através da introducao dos inibidores da protease (BONOLO et al., 2007). Essa
terapia também é conhecida como terapia antirretroviral altamente efetiva ou
terapia antirretroviral (TARV) e desde sua introducao a taxa de falha virolégica
tem diminuido significativamente, aumentando o numero de individuos com

carga viral indetectavel e em recuperacéo imunoldgica (SILVEIRA, 2003).

A TARYV prolonga a vida e impede a progresséo da doenca causada pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A farmacoterapia da infec¢cao pelo
HIV constitui uma area em rapida expansdo. Em 2004, havia 20 agentes
antirretrovirais disponiveis nos EUA. Como o padrao minimo para o tratamento
dessa infeccdo consiste em combinacdes de trés farmacos, 0s agentes
atualmente disponiveis, conforme tabela 1, permitem a elaboracdo de pelo
menos 1.140 esquemas possiveis (BRUNTON et al., 2006; BRASIL, 2010).
Com isso, a TARV aumenta os niveis de linfécitos T CD4, em média de 90
células/mm?®, chegando a 753 células/mm?®, quando o inicio do tratamento é
precoce, e declinio rapido da carga viral em niveis inferiores a 500 copias/mL,
apés seis meses de tratamento, em 72% dos casos (PIERI & LAURENTI,
2012).

A acdo dos inibidores nao-nucleosidicos da transcriptase reversa
(ITRNN) é baseada na indugéo da alteragdo da configuracéo tridimensional da
enzima transcriptase reversa, o que reduz acentuadamente a atividade da
enzima, atuando, dessa forma, como inibidores n&o-competitivos. Os
compostos dessa classe ndo necessitam sofrer fosforilagao intracelular como

no caso dos inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (INTR) para
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serem ativados (BRUNTON et al., 2006). Ja os inibidores da protease (IP)
agem impedindo a maturacao viral através da inibicdo da protease viral, a qual
€ responsavel pela clivagem proteica que da origem as proteinas do core e do
envelope, ou seja, as particulas formadas que sofreram acdo dos IPs serdo

imaturas e sem potencial de infectar novas células.

As outras classes de medicamentos mais recentes para o tratamento
dos pacientes com HIV/AIDS séao os inibidores de fusao (IF) e os inibidores de
integrase. O raltegravir (RAL) € um novo farmaco que pertence a classe dos
inibidores de integrase, enzima que é responsavel pela integracdo do DNA pré-
viral ao DNA da célula humana, impedindo através dessa inibicdo a replicacao
viral. Essa nova classe de farmacos representa uma classe promissora para o
tratamento do HIV/AIDS, sendo importante para o tratamento de pacientes com
virus multirresistentes (TERCARIOLI & ALKMIM, 2010; BRITO, 2011).

A enfuvirtida (T20) é um farmaco que é administrado por via subcutanea
e é o representante dos farmacos IF. Esse medicamento foi desenvolvido no
intuito de reverter a situacdo de falha terapéutica, pois a acao dos IF se da
através da interferéncia na entrada do HIV nas células linfocitarias por inibirem
a fusdo das membranas viral e celular (TORRES& MIRANDA, 2010). E um
medicamento indicado exclusivamente para terapia de resgate, como seu
mecanismo de acdo € distinto dos demais farmacos, ndo ha resisténcia viral
cruzada com os outros antirretrovirais disponiveis (BRASIL, 2008; SOUZA et
al., 2010; BRITO, 2011).

Tabela 01. Principais farmacos utilizados na terapia HAART

Ano de
Classes e Drogas Siglas aprovacao pela
FDA
Inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (INTR)
Zidovudina ZDV 1987
Didanosina ddl 1991

Zalcitabina ddC 1992
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Estavudina daT 1994
Lamivudina 3TC 1995
Abacavir ABC 1998
Tenofovir TDF 2001
Emcitrabina FTC 2004
Inibidores nédo-nucleosidicos da transcriptase reversa (INNTR)
Nevirapina NVP 1996
Delevirdina DLV 1997
Efavirenz EFV 1998
Etravirine ETV 2008
Inibidores da protease (IP)

Saquinavir SQV 1995
Ritonavir RTV 1995
Indinavir IDV 1996
Nelfinavir NFV 1997
Amprenavir AVP 1999
Lopinavir LPV 2000
Atazanavir ATV 2003
Fosamprenavir FSV 2003
Tipranavir TPV 2005
Darunavir DRV 2006
Inibidores da integrase (Il)

Raltegravir RAL 2007
Inibidores de fusao (IF)

Enfuvirtida ENF 2003
Inibidores de entrada (IE)

Maraviroc MRV 2007

Fonte: Adaptado de PERNO et al., 2011.

Em 2012, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou a utilizacéo do
medicamento Truvada® (emtricitabina / tenofovir disoproxil fumarato), o
primeiro farmaco aprovado para reduzir o risco de infeccdo pelo HIV em
individuos néo infectados, que estdo em alto risco de infeccdo pelo HIV e

podem se envolver em atividade sexual com HIV, através de parceiros
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infectados. O Truvada®, tomado diariamente, sera utilizado para a profilaxia
pré-exposicao (PrEP) em combinacdo com a prética de sexo seguro para
reduzir o risco de infeccdo adquirida sexualmente em adultos de alto risco
(FDA, 2012).

Entretanto, apesar da politerapia recomendada pelo Ministério da Saude,
o AZT ainda é bastante utilizado, especialmente, em acidentes ocupacionais
com pacientes soropositivos, na profilaxia de contato sexual ndo consentido, na
transmissao vertical e na administracao pediatrica de progenitoras portadoras
do virus. Entretanto, a terapéutica por vias convencionais traz consigo
dificuldades na adesao ao tratamento medicamentoso, em funcdo da grande
quantidade de comprimidos ingeridos diariamente e de reacbes adversas

inerentes a via de administracao (PADOIN et al., 2012.)
3.1.2 0 AZT

A zidovudina é também conhecida como Retrovir, AZT, ZDV ou 3’-azido-
3’- desoxitimidina. O AZT € um anélogo da timidina que possui um grupamento
3’- azido em lugar de 3’-hidroxila. Possui férmula molecular C,90H13Ns04 € peso
molecular 267,24, é soluvel em etanol e levemente solivel em agua. O AZT é
um sélido cristalino solivel em &gua na proporcdo de 20 mg.mL™. Sua

estrutura quimica esta representada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da zidovudina
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O AZT foi o primeiro antirretroviral para o tratamento da infeccéo por

HIV. Foi bastante utilizado como monoterapia e na atualidade é utilizado em
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combinacdo com outros medicamentos antirretrovirais. Apos administracao
oral, é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e alcanca pico de
concentracdo plasmatica em torno de 01 hora. A biodisponibilidade oral é 65%,
devido ao efeito de primeira passagem e pelo tempo de meia — vida que é de
aproximadamente 1 hora (SILVA, 2006).

Consequentemente, a manutencdo de niveis terapéuticos é associada a
repetidas administragbes do medicamento (200mg / 4horas), as quais
frequentemente alcancam niveis plasmaticos téxicos, causando uma série de
efeitos adversos graves tais como granulocitopenia e anemia (MAINARDES,
2007). Esses efeitos sdo dose - dependente e uma reducdo da dose total
administrada reduziria a severidade desta toxicidade (MANDA & TENJARLA,
1996).

Entretanto, o AZT é uma molécula hidrofilica e tem dificuldade de
ultrapassar a barreira do estrato corneo. Com isso diversas estratégias tem
sido investigadas para promover a penetracdo cutanea do farmaco, como 0 uso
de iontoforese (OH et al., 1998) e de promotores quimicos, como: | - menthol,
1,8 cineol , alcool etilico, propilenoglicol e misturas de solventes com alcool /
miristato de isopropila, &cido fatilico e terpenos (PANCHAGNULA;
NARISHETTY, 2004, 2005).

O fluxo iontoforético de uma solugdo de AZT aumentou de 5 — 40 vezes
o fluxo obtido por difusdo passiva da mesma solucdo (OH et al.,, 1998). A
veiculacdo do AZT em veiculo de etanol / miristato de isopropila (30/70)
contendo 10% de N — metil — 2 - pirrolidona resultou em fluxo in vitro de 215ug /
cm? / h, o que é superior ao fluxo ideal “predito” (208ug/cm?/h) necessario para
manter os niveis plasméticos em humanos (SUANPIDOKKUL et al., 2004).
Diversos carreadores tém sido desenvolvidos como estratégias para viabilizar a
utilizac@o de farmacos hidrofilicos pela via transdérmica.

3.2 Nanotecnologia: carreadores de farmacos

Diversos sistemas nanotecnoldgicos tém sido desenvolvidos para
veicular farmaco pela via cutdnea com o objetivo de atuar localmente nas
camadas da pele ou atingir a corrente sanguinea e servir como nova rota de

farmacos alternativa as vias de administragdo convencionais. Dentre este,
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destacam-se lipossomas, nanoparticulas lipidica solida, nanoesferas,
microparticulas, além dos sistemas nanoemulsionados / microemulsionados e
cristais liquidos que serdo discutidos neste trabalho de tese (SILVA et al.,
2010).

3.2.1. Microemulsodes

Microemulsbées (ME) podem ser definidas como sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos, transparentes, de dois liquidos
imisciveis, usualmente agua e Oleo, estabilizados por um filme de compostos
tensoativos, localizados na interface O6leo/agua. Muitos fatores podem
influenciar na formacdo da ME, como o equilibrio hidrofilo-lipofilo dos
tensoativos, tipos de Oleo, técnica de emulsificacdo, temperatura e etc. A
orientacdo para sistema O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-
guimicas do tensoativo e do 6leo, da relacédo entre as proporcdes de tensoativo
| co-tensoativo e entre a proporcdo agua / 6leo (FORMARIZ et al., 2005,
SILVA, 2009b ; SILVA, 2009a).

Figura 2 — llustracdes de microemulsdao A/O, microemulsdo O/A e estruturas

bicontinuas.

Microemulsio A/O Microemulsio O/A

Agua

Estrutura bicontinua

Fonte : adaptado de Formariz (2005).
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As microemulsdes diferem das emulsdes comuns ndo s6 por serem
transparentes, mas essencialmente pela estabilidade termodinamica. A
utilizacdo de co-tensoativos em microemulsdes ndo € obrigatéria, e sistemas
microemulsionados formados na sua auséncia tém sido descritos na literatura
(LAWRENCE & REES, 2000; AULTON, 2005;). Dados da literatura sugerem
gue microemulsées A/O possam ser usadas para aumentar significativamente

a absorcao de moléculas hidrossolaveis (OLIVEIRA et al., 2004).

As microemulsdes apresentam grande potencial como sistemas de
liberacdo e de direcionamento de farmacos devido as suas propriedades de
solubilizar drogas hidrofilicas em meio lipofilico ou drogas lipofilicas em meio
aguoso, e anfifilicas na interface 6leo/agua. Em raz&o de sua alta propor¢cao de
substancias tensoativas, as nanoemulses podem interagir com o0 estrato
corneo desestruturando a bicamada lipidica do mesmo, a permeabilidade
cutdnea é aumentada e a penetracdo de substancias, que normalmente ndo
passariam através dessa barreira (por exemplo, a zidovudina), ficaria bastante
facilitada (PAOLINO, 2002; TROTA, 2003; ESCRIBANO, 2003; DJORDEVIC,
2004; SINTOV, 2004; KE, 2005; FORMARIZ et al., 2005, RAULT et al., 2010).

3.2.2 Cristal liquido (CL)

Os cristais liquidos designa um estado em que a matéria pode se
apresentar, intermediario entre o estado sdlido cristalino e o estado liquido
isotrépico. S&o constituidos de moléculas anfifilicas e solventes e sé&o
classificados como: termotropicos (variacbes da temperatura podem acarretar
em transic6es — ou transformacfes — de fase no material e os liotropicos (sao
misturas de moléculas anfifilicas e solventes que, em determinadas condicfes
de temperatura, pressdo e concentracbes relativas dos diferentes
componentes, apresentam a formacdo de superestruturas — agregados
moleculares — que se organizam no espaco, exibindo algum grau de ordem
(BECHTOLD, 2005; GUO et al., 2010).
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Atualmente, os cristais liquidos liotropicos, como mesofases lamelares,
cubicas e hexagonais tem suscitado o interesse como sistema de liberacdo
controlada de farmacos. Os cristais termotrépicos sdo menos estaveis, portanto
pouco utilizado como carreadores terapéuticos. A figura 3 demonstra estrutura
dos cristais liquidos liotropicos.

Na fase hexagonal, os agregados sao formados pelo arranjo de cilindros
longos formando estruturas bi ou tridimensionais. Fases cubicas liotropicas, por
sua vez, apresentam estruturas mais complicadas de serem visualizadas,
geralmente de simetria cubica, apesar das fases romboédricas e tetragonais
também serem detectadas em alguns sistemas. A fase lamelar é formada por
camadas paralelas de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de
solvente, formando uma rede uni ou bidimensional (LOPES, 2005; SAULNIER
et al., 2008).

Figura 3 — Estruturas de cristal liquido lamelares (1), cubicos (2) e
hexagonais ( 3).
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FONTE (Adaptado de FORMARIZ et al., 2005; GUO et al., 2010).

A caracterizacao dos sistemas microemulsionados e cristais liquidos podem
ser realizados através da determinacdo do potencial zeta, microscopia de luz
polarizada, Espalhamento de raios - X de baixo angulo (SAXS), determinacdo do
comportamento reoldgico, microscopia de transmissao eletrébnica (MET), andlise
térmica e etc (FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al.,2005).

3.3 A Viatransdérmica e a penetracédo cutanea de farmacos.
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A pele constitui uma via potencial de administracao de farmacos devido
ao facil acesso e a sua grande superficie. Representa um dos 6rgdos mais
extensos do corpo, cobrindo uma superficie de aproximadamente 1,73m?
sendo banhada por 1/3 do sangue, correspondendo a 5% da massa corporal.
Esta localizada na superficie corporal, separando 0Orgaos vitais do meio
exterior, protegendo o organismo de substancias estranhas de natureza
quimica, fisica e microbiologica e impedindo a saida de compostos fisiologicos
como a agua. Ela desempenha também um importante papel na manutencao
da temperatura corporal e na regulacdo da pressdo sanguinea (AULTON,
2005).

Possui alta resisténcia, fator essencial para sua funcédo de protecao e é
constituida por trés camadas, do exterior para o interior: a epiderme, a derme e

o tecido subcutaneo ou hipoderme (Figura 4).

Figura 4. Estrutura das camadas da pele (A) e detalhe especial do processo de

disposicéo dos queratinécitos da epiderme (B)

(A) (B)
Fonte: adaptado de CEVC & VIERL (2010).

A epiderme é recoberta pela camada cérnea e possui espessura entre
0,1 a 0,2 mm. Representa a principal barreira a penetracdo, ndo contém vasos
sanguineos e é formada basicamente por tecido epitelial estratificado,
queratinizado ou ndo. Possui uma pelicula de material emulsificado composto

por complexo de sebo, suor e lamina cérnea descamativa, aléem de uma capa
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gasosa chamada manto gasoso, constituida principalmente por vapores de
agua provenientes da volatilizagdo corporal.

A epiderme é dividida em duas camadas: o0 estrato corneo e a epiderme
viavel. O estrato corneo constitui a camada mais superficial da pele e possui
uma estrutura estratificada, hidréfila-lipdfila, formada por células sem vitalidade
chamadas cornedcitos. Essas células achatadas de formato hexagonal sédo
compostas por gqueratina e agua envolvidas por um envelope proteico e
bicamadas lipidicas sobrepostas, que incorporam agua em sua estrutura,
conforme figura 5. Por isso, este tecido € complexo e forma uma barreira para
muitas substancias (KAUSHIK et al., 2010)

Figura 5. Disposicédo intercalada de envelopes lipidicos e proteicos do estrato

corneo.
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FONTE: adaptado de TASSOPOULOS (2006).

O estrato cérneo desenvolve-se como uma membrana fina, resistente,
relativamente impermeavel que em geral funciona como o passo limitante da
liberacdo transdérmica de farmacos. Toda a camada cOrnea, e ndo apenas
regides especializadas, propicia uma resisténcia difusional. A membrana
impede que os farmacos a atravessem prontamente, mas quase todas as

moléculas de baixa massa molecular a penetram em algum nivel.
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A epiderme viavel é subdividida em quatro partes: estrato Iucido, estrato
granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo. Contém queratinécitos em
varios estagios de diferenciacdo, melandcitos, células de Langerhans
(importante no reconhecimento de antigenos e resposta imune) e células de
Merkel (envolvidas na percepcéo sensorial).

A derme, segunda camada da pele, possui espessura entre 2 a 4 mm,
sendo constituida de uma matriz de proteinas fibrosas imersas num tecido
coloidal amorfo. Apresenta-se rica em capilares sanguineos, canais linfaticos e
terminacdes nervosas, além de conter os segmentos inferiores das glandulas
sebéaceas e foliculos pilosos. A elasticidade da derme é atribuida as fibras
proteicas presentes, incluindo colageno (tipo | e Ill) e elastina.

A derme contém também fibroblastos, macréfagos, mastocitos e
leucdcitos. Ela executa assim, papel de sustentacdo e de nutricdo e divide-se
em duas partes: derme papilar ou tecido conjuntivo frouxo e derme reticular ou
tecido conjuntivo denso (MOSER et al.,, 2001). A hipoderme é formada por
tecido conjuntivo frouxo e contém células adiposas que fabricam e estocam
lipideos, sendo responsavel pelo isolamento térmico e protecdo mecanica
(AULTON, 2005).

A pele contém ainda, dois tipos de 6rgados anexos: as glandulas
sudoriparas, constituidas por um longo tubo que penetra na hipoderme, e o
aparelho pilossebaceo, constituido por uma depressdo cutanea (o foliculo
piloso ou FP), no qual o pélo insere-se, e por uma bainha que o circunda, por
onde escoa o0 sebo secretado pela glandula sebacea, preenchendo os espacos

livres da bainha.

3.3.1 Rotas de permeacéo cutanea de compostos

De uma forma geral, a permeacdo das camadas que formam a pele
ocorre por difusdo passiva através de trés vias: a via transepidérmica, que
compreende a penetracdo transcelular (através das células), a penetracdo
intercelular (entre as células), e a via apéndice (através dos foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas) (Figura 6). Contudo, a via apéndice possui area

superficial bastante pequena, correspondendo a aproximadamente 0,1% da
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superficie da pele e, segundo alguns autores, contribui, de forma insignificante
para a penetracdo das substancias na pele (SUHONEN et al., 1999).

As bicamadas lipidicas da via intercelular sédo consideradas como o
caminho principal para a permeacdo de moléculas na pele e, em geral, a
difusdo é passiva, governada por leis fisico-quimicas, nas quais o transporte

ativo n&o exerce qualquer papel.

Figura 6. Representacdo da membrana do estrato corneo, ilustracdo de duas
possiveis microrrotas de permeacdo (AUTON, 2005).
Via Via
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Fonte: AUTON, 2005.

Na via intercelular, a distancia difusional percorrida pelas moléculas é
muito maior que a espessura do estrato corneo (10-20um) e tem sido estimada
em aproximadamente 500um. Além disso, esse espacgo intercelular contém
lipidios estruturados, por isso o farmaco tem que atravessar uma variedade de
dominios hidrofilicos e lipofilicos antes de alcancar a epiderme viavel
(HADGRAFT, 2004). Por outro lado, na via intracelular, as moléculas
atravessam diretamente o estrato corneo e a barreira limitante € a bicamada
lipidica que também deve ser atravessada.

A via apéndice possui area superficial bastante pequena,
correspondendo a aproximadamente 0,1% da superficie da pele e, segundo

alguns autores, contribui, de forma insignificante para a penetracdo das
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substancias na pele. Contudo, ela sido utilizada para o transporte rapido de
varias moléculas, incluindo principalmente algumas macromoléculas e ions, ja
que os apéndices oferecem poros criando um desvio a barreira do estrato
coérneo (SUHONEN et al., 1999, BARRY, 2004). Desta forma, as trés vias nao
séo utilizadas isoladamente e, a maioria das moléculas, atravessam o estrato
corneo utilizando uma combinacao delas.

Entdo, embora a pele constitua uma barreira muito eficaz, ela pode ser
atravessada por pequenas quantidades de substancias capazes de penetrar
nas camadas corneas e, em alguns casos, chegar a uma absorcéo sistémica.
Nesse processo, 0 estrato cérneo constitui a principal barreira, enquanto a
epiderme e a derme se comportam como um gel aquoso, apresentando assim,
efeito reservatorio.

As doses diarias passiveis de absorcao pela pele sdo bastante baixas, o
que requer a administracao de farmacos de grande poténcia para obtencao do
efeito desejado. Além disso, um bom farmaco para administracdo cutanea deve
possuir baixa massa molecular, boa solubilidade em agua e em 6leo e nao
deve ser irritante ou sensibilizante cutaneo. Contudo, varias estratégias para
promocao da permeacado cutédnea estdo disponiveis, tais como a utilizacdo de
promotores quimicos e sistemas de liberacdo. Por isso, € importante conhecer
exatamente o grau de permeacdo, pois para determinados principios ativos,
uma baixa permeacao pode resultar em ineficacia terapéutica enquanto uma

permeacdo maior pode provocar intoxicagdes (BONNABRY,1999).

3.3.2 Promotores de permeacgao cutanea

Conforme LEONARDO & CHORILLI (2008), as estratégias para
potencializar a passagem do farmaco nas camadas da pele sdo através de
método fisicos, como iontoforese e fonoforese ou através de substancias
quimicas, como terpenos, ureia, etanol, solventes, tensoativos e etc. Os
promotores quimicos sdo substancias presentes nas formulagdes com o
objetivo de aumentar o fluxo de penetracdo cutanea de farmacos (AQIL et al.,

2007). Entretanto, estes componentes ndo podem interferir de forma negativa
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na estabilidade da preparagcdo, com outros componentes da forma
farmacéutica, nas caracteristicas sensoriais, além de possuir baixa capacidade
de causar irritacdo cutanea apds aplicacdes sucessivas. Os principais

mecanismos estao descritos na ilustracdo abaixo (Figura 7):

Figura 7 - Mecanismo de permeacgdo cutanea de diversos promotores com
efeito na bicamada lipidica do estrato cérneo.
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FONTE: adaptado de BARRY, 2004.

Durante a fase de desenvolvimento de produtos dermatoldgicos é
adequado empregar procedimentos de liberacdo in vitro para selecionar
excipientes para as formulacdes que possam proporcionar uma atividade
terapéutica adequada. Pode-se considerar que o0s estudos de liberagéo
medicamentosa proporcionam dados valiosos sobre as particularidades
estruturais do veiculo e a capacidade deste em liberar os farmacos que estdo
sendo carreados (CARVALHO, 2007; LIRA et al., 2008).

O Etanol (CH3 — CH; — OH) é um promotor de permeacdo quimica
utiizado em preparacdes transdérmicas, sendo encontrado em sistemas

adesivos ou com a funcdo de co - solvente com a agua para assegurar as
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condi¢des sink durante estudos de permeacao cutanea in vitro. Este promotor
ja foi utilizado para aumentar o fluxo de permeacéo de diversos farmacos. A
permeacdo de etanol no stratum corneum pode alterar as propriedades de
solubilidade do tecido com uma consequente melhoria para particionamento do
farmaco através da membrana, aumento da atividade termodindmica do
farmaco na formulacdo e promover a a extracdo de fracdes de lipideos em
concentracbes mais elevadas na formulacdo,c onforme a Figura 7(Williams &
Barry, 2004).

Além do etanol, diversos Oleos essenciais, terpenos e terpendides,
também, sdo usados como promotores de permeacdo cutdnea, como por
exemplo: 6leo de eucalipto, ylang-ylang, chenopodium, d-limoneno, 1,8 —
cineol, carvona, geraniol. Sdo promotores de permeacao com baixa toxicidade
e irritabilidade. Estes agentes se particionam e interagem com 0s constituintes
do estrato coérneo e induzem temporariamente e reversilvemente a
permeabilidade na pele (KANG et al., 2007; NOKHODCHI et al., 2007).

A uréia além de ser usada como agente hidratante da pele, CONFORME
também pode ser empregada como promotora de absorcdo cutanea, pois
aumenta a penetragdo de outras substancias ativas incorporadas na mesma
formulacéo. Sabe-se também que a absorcdo da uréia na pele humana normal
e danificada é de 9,5+2,3% e 67,9+5,6%, respectivamente, e que a uréia pode
atravessar facilmente a barreira placentaria. Assim, segundo o FDA, a
concentracdo de uréia nas formulacdes de produtos cosméticos hidratantes

nao deve ultrapassar 10 % uréia.

3.5Ensaios de Permeacédo cutaneain vitro

Os estudos de permeabilidade cuténea in vitro sao realizados através de
camaras de difusdo que mimetizam a aplicacdo de medicamentos na via
cutanea. Estes ensaios sdo importantes para verificar o desempenho de
formulacdes nas diversas camadas da pele, com isso investigar a capacidade
do farmaco de atingir sitios de acgéo local ou alcancar a grande circulacédo
sanguinea. Diversos pontos sdo importantes devem ser levados em

consideracao para a realizacdo adequada destes experimentos. Dentre eles, o
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tipo de membrana, a solucéo receptora, o método de quantificacdo do farmaco

e 0s parametros de permeacédo cutanea (LIRA et al., 2008; PRACA, 2010).

3.4.1 Membranas utilizadas em ensaios de permeacao cutanea in vitro.

A membrana utilizada em experimentos de permeacdo cutanea in vitro
possui a funcéo de interface entre a formulacdo (compartimento doador) e a
solucdo receptora (compartimento receptor). Esta membrana simula a via
cutdnea como rota de utilizacdo de farmacos. Os principais tipos de
membranas sdo as seguintes: artificiais (acetoftalato de celulose, nitrato de
celulose, polissulfona e silicone) ou naturais (pele humana, pele de rato, pele
de cobra, pele de orelha porco, pele de macaco (Rhesus). Quando sé&o
utilizadas membranas sintéticas / artificiais estes ensaios possuem o objetivo
de avaliar a libertacdo do farmaco da forma farmacéutica ou do sistema de
liberacéo, portanto € denominada de cinética de liberacé@o in vitro e objetivam
avaliar parametros cinéticos que possam caracterizar o sistema que esta sendo
avaliado (LEONARDI & CHORILLI, 2008; STORPIRTIS et al., 2009)

A pele de cobra é utilizada quando se investiga a alteracdo biofisica de
formulacbes ou promotores de permeacdo cutanea. Ela é composta uma
camada de beta - queratina mais externa, uma camada de alfa-queratina
intracelular e uma camada lipidica intercelular, que formam uma camada
intermediaria. Existe, ainda, uma terceira e Ultima camada de alfa - queratina
mais interna. A camada intermediaria é subdividida em trés subcamadas de
estrutura multilamelar. Considerando a composicdo, disposicao lipidica e o
fluxo de evaporacdo de agua, o estrato cérneo humano e a pele de cobra
apresentam similaridades importantes que credenciam a pele deste animal
como modelo alternativo de estrato corneo, conforme figura 8. (BABY et al.,
2008).
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Figura 8 - Fotografia de uma pele de cobra de Jibdéia (Boa constrictor)

evidenciando duas regides: (A) porgéo dorsal e (B) porcdo ventral.

Porcao dorsal

Porcao ventral

FONTE: Arquivo pessoal

A pele de diversas espécies de cobra (Crotalus durissus e Boa
constrictor) € utilizada na investigacdo de substancias hidratantes, efeito de
tensoativos e a investigacdo do mecanismo de permeacdo cutanea in vitro.
Associada a ensaio de permeacdo com esta pele, diversas técnicas biofisicas
tém sido utilizadas para elucidacdo de alteracbes nos estratos lipidicos e
proteinas presentes nestas membranas, dentre elas: Infravermelho com
transformada de Fourier — FTIR, andlise térmica (DSC, DTA) e espectroscopia
RAMAN ( NUNES et al., 2005; BABY et al., 2006; BABY et al., 2008).

A elucidacdo do mecanismo de promotores cutaneos podera utilizar FT-
IR como ferramenta para investigar as alteracbes na membrana do estrato
corneo. Estudo espectroscopico vibracionais tem sido utilizado para o
conhecimento de alterac6es em biomoléculas apds minimas perturbacdes nas
membranas bioldgicas. Os lipidos e as proteinas possuem varios grupos
quimicos funcionais que permitem o controle da interaccdo de componentes
associados com o sistema de membrana. Modos vibracionais refletidos, em
geral, no grupo quimico funcional promove alongamento e flexdo movimentos
dasligacbes. Além disso, ligacdes de hidrogénio e outras interagbes entre
proteinas, lipideos, outros componentes da membrana podem ser observados
como efeito a ampliacdo, mudancas de frequéncia de pico e de divisdo de
recursos espectrais (LEE & CHAMPMAN, 1986; SCHULTZ & LEVIN, 2011).
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3.4.2 Célula de difusdo e aspectos relevantes de ensaios de permeacao

cutanea in vitro.

A célula de difusdo € composta da seguinte estrutura: Compartimento
receptor (local onde € inserida a amostra da preparacdo), compartimento
receptor (revestida com banho com temperatura controlada, meio receptor e
coletor de amostra), conforme figura 9. Alguns detalhes devem ser
considerados na realizacdo destes ensaios, como: a escolha adequada da
membrana. VAarios pontos sdo importantes a serem considerados para
avaliacdo in vitro, como a temperatura de 37 = 0,5 °C, a solubilidade do
farmaco no meio receptor (manutencdo das condi¢gdes “sink”), intervalo das
coletas de amostra, método de quantificacdo adequado, agitacdo continua e

etc.

Figura 9 - Estrutura de uma célula de difuséo tipo Franz
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3.4.3 Parametros de permeacéo cutanea

Os parametros de permeacdo cutanea avaliados, em geral, nestes

experimentos sado os seguintes: quantidade liberada ao final do experimento
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(Qfina)); fluxo de liberagcdo na porcéo linear do perfil (ug/cmz/h), tempo de
laténcia (lag time), coeficiente de permeabilidade (Kp) e o modelo cinético
(ordem zero, modelo de higuchi e primeira ordem). Todos estes parametros
sdo obtidos do perfil de permeacdo cutanea que relaciona o tempo de
experimento e a concentracdo permeada no meio receptor da camara de
difusdo, na porcéo linear do perfil apés a obtencdo do estado de equilibrio

(steady state).
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ABSTRACT

This work aimed the investigating of colloidal carrier systems containing AZT for
transdermal administration. Microemulsion (ME) and lamellar liquid crystal
systems (LP) were obtained and selected from pseudoternary diagrams
previously developed. These systems are characterized by determining the
droplet size, zeta potential, pH, rheological behavior and light scattering at small
angle (SAXS). In vitro permeation study (using pig ear skin) and in vivo skin
irritation (using mice) were performed. As a result of the physic and - chemical
characterization of both colloidal carrier systems, we observed the increase in
the diameter of the droplets after the AZT addition; however, they remained
stable, homogeneous and isotropic. In the permeation study, the amount of
permeated drug was higher for ME compared to the control and LP, obtaining
enhanced permeation effect on the order of approximately 2-fold P <0.05. The
microscopic examination suggested few histological changes in the skin of
animals treated with ME compared to the control group (hydrogel). Thus, ME
proved to be adequate with promising effects, being able to promote the drug
permeation without causing apparent skin irritation. On the order hand, LP
functioned as a drug reservoir reducing its partitioning into the skin, thereby

reducing its permeation.

Keywords: microemulsion, lamellar liquid crystal, transdermal administration,

zidovudine, antiretroviral therapy.
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4.1INTRODUCTION

The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) is the clinical
symptoms and/or laboratory results that indicate immune deficiency caused by
infection with the Human Immunodeficiency Virus (HIV), which takes on
average eight years to manifest [1]. Several classes of drugs have been
developed to inhibit the viral replication, such as protease inhibitors, nucleoside
reverse transcriptase inhibitors and non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors. Besides these, most recently the fusion inhibitors that inhibit the HIV
virus fusion in lymphocytic cells for inhibiting fusion of viral and cellular

membranes [2,3]

However, many retroviral agents (ARV) have relatively short half-life
that results in frequent dosages and drug fluctuations in the plasmatic levels.
Furthermore, the long-term use of antiretroviral medications is required, since

the agents currently used are unable to completely remove the HIV virus [3].

Zidovudine (3-azido - 3 - oxidimetilamine) (AZT) was the first anti-HIV
compound approved for clinical use and it is currently widely used for
antiretroviral therapy. However, during therapy, there is a crucial point: the
systemic drug maintenance under the therapeutic levels during the treatment in
order to ensure its effectiveness and safety, once side effects such as
myelosuppression, macrocytic anemia, neutropenia and thrombocytopenia are
usually associated with this molecule. Other rare effects, but important, include
myopathy, hepatomegaly with steatosis and lactic acidosis, in addition to
anaphylaxis [3]. Furthermore, the drug has short half-life (01 hours) and low
bioavailability due to the first-pass effect after oral administration and higher
doses are often required to maintain the therapeutic levels [4, 5,6] . Therefore,
the need for optimization of therapy or drug administration through an
alternative via to the oral administration arises to avoid such effects after oral

administration of zidovudine.

Among the alternatives, the transdermal route is indicated in cases of
low bioavailability after oral administration and considerable first-pass effect in

the liver, allowing the maintenance of therapeutic levels, fewer complications
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and greater patient compliance to the treatment. In addition, transdermal route
can be an alternative administration to children. However, AZT is a hydrophilic
molecule with difficult in overcoming the corneum stratum barrier. Thus,
strategies have been investigated for promoting the skin drug penetration such
as the use of iontophoresis [7] and chemical promoters, such as: | - menthol,
1,8 cineol, ethyl alcohol, propylene glycol and mixtures of solvents with alcohol /
iIsopropyl myristate, fatilic acid and terpenes [5,6]. These alternatives do not use
organized systems and have low skin irritation potential, since they have been

associated with high ethanol concentrations or irritation promoters [8].

Several studies suggest that the colloidal carriers, such as
microemulsions (ME) and Lamellar Liquid Crystals, have potential to increase
the skin penetration of hydrophilic or lipophilic drugs compared to conventional
vehicles [9,10,11]. Microemulsions and lamellar phase systems are used for
dermal or transdermal release of hydrophilic drugs, once due to their nature it
would not have easily to penetrate the skin passively without the aid of physical
or chemical promoters. This penetration can be attributed basically to two
different mechanisms: 1) the high surfactant concentration gradients promoted
by their solubilizing power without, however, increasing the vehicle affinity by
the drug and 2) the potential skin penetration promoter of individual constituents
[12,13].

Therefore, this paper aims to compare the different colloidal carriers
(microemulsion and lamellar liquid crystal) containing AZT for transdermal
application of the standard hydrophilic drug (AZT). The promoting effect of

these systems and skin irritation in vivo were also investigated.

4.2MATERIAL AND METHODS

4.2.1 Material

The zidovudine used (Northeast® batch DY070040, 97.8% content) was
donated by the Pharmaceutical Laboratory of Pernambuco (Brazil - LAFEPE);
Miristrato isopropyl was acquired from Henrifarma (Brazil); PEG-8 capric /
caprylic glyceride (Labrasol®) and polyglyceryl 6-dioleate (Oleic Plurol®) used

in the preparation of microemulsions were donated by Selecthimie / Gattefossé
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(France); all solvents used in HPLC quantification were HPLC grade. Other
solvents and reagents were of analytical grade and obtained from national
suppliers.

4.2.2 Preparation of the microemulsion (ME) and lamellar liquid crystal
(LP)
4.2.2.1 - Preparation of formulations

Formulations were obtained by mixing specific proportions of
surfactant/co-surfactant (Labrosol® and oleic plurol®), the oil phase (miristrato
isopropyl) and the aqueous phase under magnetic stirring at room temperature,
proportions are described in Table 1. The formulations are derived from
pseudoternary diagrams previously developed by our research group and
published in Silva et al. (2009) [12].

TABLE 1 Formulations composition selected for this study.

Components ME ME- AZT LP LP-AZT
(%) (%) (%) (%)
Labrasol® 30.0 30.0 35.3 35.3
Plurol Oleique® 10.0 10.0 17.6 17.6
Isopropyl Myristate 10.0 10.0 5.9 59
Zidovudine 0,0 2.5 0,0 2,5
Water 50.0 47.5 41.2 38.7

The incorporation of zidovudine (2.5%) was performed after forming the
ME and LP. Each formulation remained in equilibrium for 48 hours for further
characterization. Formulations with and without drug were evaluated throughout

this work.

4.2.3 Physicochemical characterization

The formulations were evaluated visually after preparation. The pH of
formulations was evaluated using a digital potentiometer with glass electrode
and Analion AM 608 temperature sensor previously calibrated with buffer
solution at pH 4.0 and 7.0 and 25 °C.
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The isotropic systems without dilutions were submitted for determining
the size / distribution of droplet size using techniques of dynamic light scattering
with the equipment Zetasizer Nano ZS system (Malvern, UK). The samples
were placed in a quartz cell of 1 cm of optical path and measurements were
taken at room temperature (25 °C). Measurements were performed in the
presence and absence of drug, with three (03) authentic repetitions. The
determination of the zeta potential was performed by analysis of dispersion in
the same equipment.

The rheological behavior of the formulations was evaluated using a
rheometer HAAKE brand, model RS1, software Rheowin 3.5 and plate Palca
PP-35Ti geometry, gap 0.2 nm, shear rate of 0-200 and 200-0, time 300 s at 25
°C.

4.2.3.1 SAXS

The scattering of X-rays at small angle (SAXS) was carried out at the
D11-A SAXS measurements station of the Sincontron Light National Laboratory
(LNLS, Campinas, Brazil), equipped with an asymmetrically CUT and bent Si
(111) monochromator (at room temperature). The scattering intensity | (q) was
expressed in arbitrary units and the parasite scattering (scattering of particles in

the system without sample) was subtracted from the total intensity [14].

4.2.4 Skin permeation and retention tests

4.2.4.1 Skin Preparation

The pig ear skin was used as model in the in vitro permeation / retention
studies. Thus, the outer ear skin and cartilage from animals recently sacrificed
at local slaughterhouse was removed with the aid of a scalpel and tweezers,
followed by removal of excess fatty tissue in the skin. The skin sections were

frozen for up to one month prior use in the assay.

4.2.4.2 In vitro Skin Permeation and Retention studies
The in vitro permeation experiments (n = 4) with dorsal skins of pig’'s ears

were performed using modified Franz diffusion cells.
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The pig ear skin was placed in the diffusion cell with the dermis directed
to the receptor solution: buffer phosphate isotonic at pH: 7.4 (0.2 M). About 400
pL of test formulation or AZT in buffer phosphate (control) was placed over the
entire skin area, avoiding the formation of bubbles between the preparation and
skin. The experiments were conducted at 37°C and the receptor solution was
under constant stirring at 300 rpm using a magnetic stirrer [13]. After pre-
determined times of 2, 4, 6, 8, 12 and 24 hours, aliquots of the receptor solution
were collected for zidovudine quantification.

At the end of permeation experiment, the skins were removed from the
diffusion cell for studying the coetaneous retention. The excess formulation in
the skin was removed with distilled water and dried with paper towels. The skins
were then fixed on a flat surface with corneum stratum (EC) facing up, stuck
with pins and covered with "templates”, leaving exposed only the permeation
area. Successive adhesive tapes (15 tapes) were applied to complete removal
of the corneum stratum.

Adhesive tapes containing EC were united and placed in extraction tubes
containing 4.0 ml organic solvent at various proportions and stirred at mixer for
1 minute. They were then left for 30 minutes in ultrasound bath and filtered
through a 0.45 um pore membranes (Millipore®) [15]. The determination of azt
retained in EC was performed by high performance liquid chromatography
coupled with ultraviolet detection (HPLC - UV).

The remaining skin tissue was triturated and after addition of 4.0 mL of
organic solvent was stirred in mixer for 1 minute, similar to that previously
reported. Subsequently, it was subjected to ultrasound bath for 30 minutes for
cell lyses (Lira et al., 2008). The mixture was then filtered through a 0.45 pum
pore membrane (Millipore®) and the antiretroviral concentration determined by
HPLC - UV.

4.2.4.3 Analysis of Data Obtained in Skin Permeation Experiments
The flow values (pg.cm'z.h'l) were calculated from the angular coefficient

of the line equation obtained by the linear portion of plot of permeated drug

amount (ug.cm?@) per time. The ratio for promoting permeation (PR) was
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obtained from the comparison of the total permeated amount of test formulation

with the control.

4.2.5. Analytical Method

4.2.5.1 - High performance liquid chromatography (HPLC)

The analyses were performed by HPLC Perkin Elmer Series 200® device
equipped with pump series 200 and UV / VIS (270 nm) detector, Series 200.
The isocratic chromatographic separation was carried out at controlled room
temperature (25°C) with a C18 column with 4.0 x 12.5 mm and 5 ym patrticle
size. The mobile phase initially composed of methanol and water (30:70, v / v)
being filtered, decarbonated and pumped at a rate of 1.3 ml / min. Under such
conditions, the AZT retention time was 4.6 min. When AZT solutions were
injected, the linearity was achieved over the concentration range from 0.5 to
50.00 ug/mL, with correlation coefficient (r) of 0.999. The coefficient of variation
was less than 5%. These values are considered adequate for an analytical

method.

4.2.6 Dermal Irritation Test

The skin irritation studies were conducted using female mice of
approximately 30 g and aged 6-10 weeks, obtained from the vivarium of the ITP
/ UNIT / SE after approval by the local Ethics Committee. In the vivarium,
animals were kept in individual cages. The environment was conditioned with
air conditioning at 25 °C and exhaust fan connected to every 60 minutes. It was
maintained the day / night cycle, food and water ad libitum, which were changed
every three days. The sawdust was also changed every three days.

The mice had the dorsal region shaved and then animals were divided
into two groups: Group | (control) and Group Il (test). Animals in Group | (N =
05) received daily applications with Natrosol gel (hydrogel) for 4 consecutive
days and the animals in Group Il (N = 05) received daily applications with the
test formulation for 4 consecutive days. 24 hours after the last administration,
animals were euthanized and dorsum skin was removed and handled.
Subsequently, histological sections were obtained, stained and analyzed under
optical microscope, being evaluated the following parameters as characteristic
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events of inflammatory reaction: swelling, thickening of the epidermis and
migration of inflammatory cells in the tissue [16, 17].

For the average thickness of the epidermis of animals under study, cuts
were focused on the optical microscope Olympus CX31 with a 100x
magnification, and images were captured by digital camera (Olympus Imaging
Corp. Digital Camera model no. C-7070 Wide Zoom) and transferred to the
computer where readings were made using image analysis software image J

version 1.4.

4.3RESULTS AND DISCUSSION
4.3.1. Physical and chemical characterization of formulations

Table 2 describes the results obtained in the physical and chemical
characterization of the two formulations with and without drug. All formulations
obtained with and without zidovudine remained clear, translucent and without
the presence of sediments, with mean droplet diameter ranging from 128 to
132nm

There was increase in the mean droplets diameter after AZT addition, as
shown in Table 2. The incorporation of certain drugs on ME carriers systems
may have influence on the diameter and distribution of droplets. A significant
increase in the droplet size and the dispersion index of dispersions previously
obtained after extemporaneous incorporation of drug may be attributed to a

probable interaction between the surfactant and the drug [18].

TABLE 2: Data on the physical and chemical characteristics of formulations

with absence or presence of zidovudine

Without Drug With Drug
Tests
ME LP ME LP
Macroscopic oo _— _— o
aspects Limpid Limpid Limpid Limpid
pH 0570+ 67804003 5.840+0.12 5.900 +0.04

0.13
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Zeta Potential 0.613 + -0.028 + -0.245 +
(MV) 0.07 0.01 0.562£0.03 0.09
*IPD o'g’%sli 0.414+0.04 0.360+0.01 0.233+0.01
. 94.82 + 132.33 +
Droplet size (nm) 450 7477 £6.22 339 1329+1.71

*IPD — Polydispersity index.

Overall, the optimal pH of a formulation is standardized according to the
pH stability of the active components used and the skin’s biological tolerance to
products (5.5 to 8.0) [15]. The formulations obtained in this study were
consistent with the skin pH. However, pH decrease was observed after adding
the drug as shown in Table 2, which may be associated with the AZT acid
character. The zeta potential is a parameter is influenced in particular by the
physical and chemical properties of surfactants present in the lamellar and
microemulsion systems. In this study in particular, non-ionic surfactants are
used and that the zeta potential is positioned around zero regardless of the drug
presence at the different compositions evaluated [19]. The pH of formulations is
related to the zeta potential value of, and according to the literature, the zeta
potential tends to change with the pH [20]. Table 2 shows that the zeta potential
obtained does not have values above those recommended and there was a

slight pH influence on the zeta potential results obtained.
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Fig. 1. Rheological behavior of microemulsion formulations obtained by the
graphs (a) ME without AZT and LP without AZT and (b) LP with AZT and ME
with AZT.

Figure 1 shows the rheological profile of the samples and the correlation
between shear speed and shear rate. According to the plot (Fig.1.), the ME
formulation does not present the thixotropy phenomenon, once there is no
hysteresis area on the ascending and descending curves. Moreover, there is a
linear relationship between the variables of shear, which is characteristic of
materials with Newtonian flow. However, higher viscosity and a non-linear ratio
of shear variable were observed in the LP formulation, being characterized as
non-Newtonian and thixotropic system. This feature is typically found in liquid
crystal.

The SAXS results are shown in Figure 2 suggesting that the LP
formulation has lamellar structure, since the "q" ratio between the first and
second peak is equal to 2. However, the presence of the drug provided a subtle
disruption. The ME formulation showed broad and symmetrical peak
characteristic of a microemulsion system. Its organization and internal structure
remained unchanged after the AZT addition, where only a slight reduction in the
"gq" value was observed and seems to be related to the increased size of
droplets in the presence of the drug. These data corroborate the rheology

results found in this study.
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Fig. 2 SAXS analysis for the microemulsion formulations (ME and ME — AZT)
and lamellar phase (LP and LP-AZT).

4.3.2. In vitro evaluation of Skin Permeation and Retention

Figure 3 shows the cumulative amount of zidovudine in the skin layers
and receiver medium after the experiments for skin permeation. The amount of
drug retained in the corneum stratum was higher in the control treatment. On
the other hand, among the tested formulations, the drug amount in the receptor

medium was much higher for the ME formulation.
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Fig 3. AZT distribution in the pig ear skin layers after 24h (*corneum stratum)
carried out in solution (control), microemulsion (ME) and lamellar liquid crystal
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Fig 4. Zidovudine permeation profile from two tested formulations (ME and LP)
and the Buffer solution (n = 4). Legend: SC (Corneum stratum), EP (Epiderm)
and DE (Derm).
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According to Figure 4 and Table 3, ME showed significant permeation
enhancing effect (PR = 2.2). These results are in agreement with those in the
literature, which suggests that due to their high proportion of surfactants, the
microemulsions could interact with the corneum stratum skin breakdown in lipid
bilayer. Thus, the skin permeability is then increased and the penetration of
substances that usually do not pass through the barrier (eg, AZT), would be
greatly facilitated [20- 26] However, different results were observed for the
lamellar liquid crystal system, LP, which has higher concentration of surfactants
than ME formulation. This could be explained by the higher viscosity and the
relative organization of the LP crystalline formulation, whose lamellar structure
probably results in slow drug release. The LP formulation functioned as a drug
reservoir reducing its partitioning into the skin, thereby reducing its permeation.
Other studies have shown similar results, whose lamellar phase functioned as a

reservoir of selected drugs [26].

TABLE 3
Parameters of transdermal permeation of zidovudine in the pig skin obtained

from different formulations.

Flowss Permeated
Formulations png/Cm?2 RP amount (ug)
(SD)* (SD)
LP - - -
ME 7.45(x 1.12) 2.24 312.98(+91.81)
Control 3.84 (x£1.00) 1.00 139.59(+31.52)

*Values in parenthesis are standard deviation SD (n = 4).

Table 3 shows that the amount of permeated drug and flow were
significantly higher for the ME formulation compared to control, thus promoting
a 2 - fold effect on the skin permeation (P <0.05).

4.3.3 Evaluation of Skin Irritation
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The microemulsion that promoted the transdermal AZT permeation (ME)
was evaluated for skin irritation in mice. Figure 5 shows photomicrographs
illustrating the skin tissue treated with daily applications of 200 yL ME and

hydrogel without drug (control) for 4 consecutive days [17].

Fig 5. Photomicrograph showing the skin treated with Natrosol gel (control) (A),
ME (B). Photo B shows slight increase in the epidermal thickness (C), and mild
inflammatory infiltrate in the deep dermis (D).

Microscopic examination suggested few histological changes in the skin
of animals treated with microemulsion compared to the group treated with
placebo gel (control). All skin layers were identified after treatment with the
tested microemulsion. There is predominance of spindle cells in mice treated
with both placebo gel (control) and microemulsion. Furthermore, there was also
the presence of few inflammatory cells in the dermis not representing an
inflammatory process. Additionally, no swelling or irritation was detected at the
macroscopic visualization throughout the experimental period.

There was increased thickness of the epidermis in animals treated with
the microemulsion compared to the hydrogel treatment (control), as shown in
Figure 4. However, this increase was only 1.4 times, not being very significant,

whereas substances classified as irritating agent (e.g. 10% sodium lauryl
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sulphate in aqueous solution) generally promote removal / shedding of corneum

stratum after successive applications of standard surfactant concentrations.
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Fig 6. Average skin thickness (in pm) after applying the ME-AZT
microemulsion and hidrogel (control) treatments in mice skin in studies on skin

irritability.

These changes in the corneum stratum may be responsible for the

microemulsion effect, through changes in the skin lipids.

4.4 CONCLUSION

According to the results obtained, there was significant AZT permeation
enhancing the effect on the skin when the microemulsion system (Formulation
ME) was used as vehicle. Furthermore, the selected microemulsion did not
promote significant inflammatory response after 4 days of continuous exposure,
showing its topic viability. Thus, it can be concluded that the microemulsion
evaluated can be considered a promising system for transdermal release of
zidovudine or drugs with similar physical and chemical characteristics. The
liquid crystal lamellar systems evaluated retain the drug in the skin layers and

prevent its use as AZT transdermal carrier.
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Capitulo Il

Antigo Il - Liberacdo transdérmica de microemulsdes de zidovudina: efeito de
diferentes promotores em pele de cobra (Boa constrictor) e orelha de porco — a ser
submetido a AAPS Pharmascitech.




66

5. Liberacdo transdérmica de microemulsdes de zidovudina: efeito de
diferentes promotores em pele de cobra (Boa constrictor) e orelha de

porco.

Transdermal delivery of zidovudine - loaded microemulsion: effect of
penetration enhancer in snake skin (Boa constrictor) and pig's ear

A. L. M. Carvalhot’, J. A. Silvaz, A. A. M. Lira?, V. H. V. Sarmento?, L. V. Miura®,
J.R. S. A° Leite, D. P. Santanat

INUcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmeético, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas — UFPE, Av. Professor Moraes Régo s/n, Cidade
Universitaria, Recife, PE, Brasil.

2 Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Farmécia - UEPB, Rua Juvéncio Arruda, s/n, Campus Universitario —
Bodocongd6, 58100-001, Campina Grande, PB, Brasil.

3Laboratério de Desenvolvimento Galénico, Departamento de Fisiologia - UFS,
Cidade Universitaria Prof® Aloisio de Campos, Av. Marechal Rondon s/n,
Jardim Rosa Elze, 49.100.000, Séo Cristovao, SE, Brasil.

“Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia, Departamento de Quimica — UFS,
Campus Alberto Carvalho, Av. Vereador Olimpio Grande s/n, 49.500 — 000,

Iltabaiana,SE, Brasil.

®Laboratério de Biodiversidade e Biotecnologia (Biotec), Universidade Federal
do Piaui (UFPI), campus Ministro Reis Velloso, Av. Sdo Sebastido, 2819 -
64202-020 - Parnaiba, PI, Brasil.

“Corresponding author: Tel: +55 86 32155953 / 33026590; fax: +55 86
3215595233026591. E-mail address: aluismenezes@yahoo.com.br (A.L.M.Cavalho).


mailto:aluismenezes@yahoo.com.br

67

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da presenca de diferentes
promotores quimicos de permeacdo cutanea (uréia, etanol, cineol 1,8 e
geraniol) na estabilidade fisica, quimica e na permeacdo in vitro de
microemulsdes para liberagcdo transdérmica de zidovudina (AZT). As
microemulsbes foram obtidas e selecionadas, a partir dos diagramas
pseudoternarios previamente desenvolvidos, as quais foram caracterizadas
através da analise do tamanho das goticulas, potencial zeta, pH,
comportamento reoldgico, espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS) e
estabilidade preliminar (resisténcia a centrifugacdo e ciclo gelo-degelo). O
efeito no estrato cérneo foi avaliado por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier em ATR (FT- IR) e a permeacdo cutanea em pele de
cobra (Boa constrictor) e orelha de porco. As analises de quantificacao foram
realizadas por HPLC-UV a 266nm. Como resultado da caracterizacdo fisico-
quimica das microemulsdes, pdde-se observar que a presenca dos promotores
ndo alterou significativamente as caracteristicas morfologicas e funcionais da
microemulséo inicial (ME). Com a adicdo dos promotores todas as preparacées
diminuiram o diametro médio e mantiveram-se estaveis, isotropicas e
homogéneas. O 1,8 cineol aumentou significamente & entrada de AZT nas
camadas da pele, com provavel mecanismo de extracdo de lipideos
evidenciada por FT-IR. No estudo de permeacé&o cutanea in vitro, a quantidade
de farmaco permeada foi significativamente maior para microemulsées
acrescidas deste promotor em relacdo ao controle (ME), obtendo um efeito
promotor de permeacao na ordem de aproximadamente duas vezes (p < 0,05).
Desta forma, a formulacdo que possui este terpeno mostrou ter estabilidade
preliminar e capacidade de potencializar a permeacdo do farmaco, tornando-
se, assim, um promissor carreador transdérmico para o AZT ou farmacos

hidrofilicos com caracteristicas semelhantes.

Palavras-chave: microemulsédo, transdérmico, promotores de permeacéao, HIV.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the different
promoters of chemical skin permeation (urea, ethanol, 1.8 cineol and geraniol)
in physical stability, chemical and in vitro permeation of microemulsions for
transdermal delivery of zidovudine (AZT). The microemulsions were obtained
and selected from pseudoternary diagrams previously developed,
characterized by analyzing the droplet size, zeta potential, pH, rheology, low
light scattering angle (SAXS) and primary stability (resistance to centrifugation
and freeze-thaw cycle). The effect on the stratum corneum and permeation in
the snake skin (Boa constrictor) and pig's ear were evaluated by Infrared
Spectroscopy Fourier Transform (ATR FT-IR). The analyses were performed to
quantify by HPLC-UV at 266 nm. As a result of physical-chemical
characterization of microemulsions was observed that the presence of
promoters did not significantly alter the morphological and functional
characteristics of the initial microemulsion (ME). With the addition of promoters
all preparations decreased the average diameter and remained stable,
homogeneous and isotropic. The 1.8 cineole significantly increased the entry of
AZT in the skin layers with the probable mechanism of lipids extraction as
evidenced by the FT-IR. In the skin permeation study in vitro, the amount of
permeated drug was significantly higher for increased microemulsions of this
promoter in the control (EM) compared to control, obtaining a permeation
enhanced effect on the order of approximately 2-fold (P <0.05). Thus, the
formulation has been shown to have this terpene primary stability and promising
effects being able to enhance drug permeation, making it therefore a promising
transdermal carrier for AZT or hydrophilic drugs with similar characteristics.

Keywords: microemulsion, transdermal permeation enhancers, HIV
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5.1 INTRODUCAO

A Zidovudina, AZT (3’- azido -3’- dexotimidina), conforme figura 1, foi o
primeiro composto anti-HIV aprovado para uso clinico e ainda amplamente
utilizado na terapia antirretroviral, sozinho ou combinado com outros agentes
anti-HIV. Durante a terapia antirretroviral existe um ponto crucial que é a
manutencdao sistémica do farmaco dentro de niveis terapéuticos no decorrer do
tratamento. Além disso, o farmaco, apds a administracdo oral, possui curto
tempo de meia — vida (01 hora), baixa biodisponibilidade em funcéo do efeito
de primeira passagem e geralmente sdo necessarias altas doses (200mg a
cada 4 horas) e frequentes administracbes para manutencdo dos niveis
terapéuticos. O pico de concentragao plasmatica e de 1,2 yg / mL em 0,8h
(SUWANPIDOKKUL, et al., 2004; PANCHAGNULA, 2005).

Figura 1 - Férmula estrutural da zidovudina.
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Fonte: (NASCIMENTO, 2004)

Para evitar os efeitos colaterais e reduzir a toxicidade dose-dependente
apos a administracdo oral da zidovudina, surge a necessidade de
administragdo do farmaco por uma via alternativa a oral. A via transdérmica é
uma rota alternativa de administracdo de farmaco indicada nos casos de baixa

biodisponibilidade, apés administracdo oral, e consideravel efeito de primeira
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passagem no figado. A veiculacdo de farmacos por essa via possibilita
manutencao de niveis terapéuticos adequados por um maior periodo de tempo,
menos complicagbes, menor frequéncia de doses e maior adesdo do paciente
ao esquema terapéutico (SILVA et al., 2010).

Entretanto, o AZT é uma molécula hidrofilica e tem dificuldade de
ultrapassar a barreira do estrato corneo, com isso diversas estratégias tém sido
investigadas para promover a penetragido cutdnea do farmaco, como o uso de
iontoforese (OH, et al., 1998) e de promotores quimicos, como: | - menthol, 1,8
cineol, alcool etilico, propilenoglicol e misturas de solventes com alcool /
miristato de isopropila, acido fatidico e terpenos), sistemas microemulsionados
e nanoparticulas (PANCHAGNULA, 2005, MAINARDE et al., 2010). Esses
promotores sao farmacologicamente inativos, mas podem permear ou interagir
com constituintes do estrato cérneo, quando incorporados numa formulacao
transdérmica e, deste modo, diminuir a resisténcia da pele e propiciar a difusdo
do farmaco em camadas mais profundas da pele (MARTINS & VEIGA, 2002).

As microemulsbes sdo dispersdes isotropicas, transparentes,
termodinamicamente estaveis, usualmente formadas por misturas de quatro
componentes, agua, Oleo, tensoativo e co-tensoativo. Apresentam grande
potencial como sistemas de liberacdo e de direcionamento de farmacos devido
as suas propriedades de solubilizar compostos hidrofilicos em meio lipofilico,
ou composto lipofilicos em meio aquoso, e compostos anfifilicos na interface
Oleo/agua. Em razdo de sua alta proporcdo de substancias tensoativas, as
microemulsdes podem interagir com o estrato cOrneo desestruturando a
bicamada lipidica do mesmo, dessa forma, a permeabilidade cutanea é
aumentada e a penetracdo de substancias, que normalmente ndo passariam
através dessa barreira (por exemplo, a zidovudina), ficaria bastante facilitada
(MENDONCA, 2003; DJORDEVIC, 2005; FORMARIZ et al., 2005).

Além da utilizacdo de sistemas microemulsionados, o uso de promotores
de permeacdo tem sido utilizado com a finalidade de reduzir a resisténcia
cutdnea e aumentar o fluxo de penetragdo de moléculas através da pele. A
acdo dos promotores quimicos (exemplo: alcool, ureia, terpenos, acidos
graxos) e promotores fisicos (iontoforese e fonoforese) podem envolver
interacbes nos grupos das cabecas polares dos lipidios e nas cadeias

hidrofébicas da bicamada. Resultando, assim, no incremento da fluidez da
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membrana e a penetracdo de farmaco em uma barreira do estrato corneo
(MARTINS & VEIGA, 2002; CHORILLI et. al., 2011).

Frente a o exposto, este trabalho propbde a avaliagdo da permeacéao
cutdnea de microemulsdes de zidovudina com potencial utilizacdo
transdérmica, acrescidas de promotores quimicos sintéticos e naturais com o
objetivo de aumentar de forma significativa a penetracdo cutdnea de
microemulsdes de AZT. Com isso, evitar as repetidas doses de administracéo
por via oral, facilitar a adesdo ao tratamento medicamentoso e promover a

melhoria da qualidade de vida dos pacientes portadores do virus HIV.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

Foi utilizado o padréo de trabalho Zidovudina (Nordeste® lote DY070040
- Contetudo 97,8%), miristato de isopropila - Henrifarma, lote 0606-195 (fase
oleosa), Labrasol® - Gattefossé (PEG - 8 caprilico / caprico glicerideo), lote 104
250 (tensoativo); Plurol oleico ®-Gattefosse (poligliceril-6 dioleato) lote 101.555
(co - tensoativo) Etanol-Vetec, Trietanolamina, solucbes tampao
(NaOH/H2KPO4) de pH 7,4. Metanol grau HPLC (JT Baker, Philipsburg, PA,
EUA), filtros de membrana de 0,25 pm, terpenos cineol 1-8 e geraniol ( Sigma —
Aldrisch). A é&gua foi purificado utilizando um sistema MilliQ® da Millipore
(Millipore, Séo Paulo, Brasil). HPLC-UV (Shimadzu®), coluna cromatografica
Gemini® C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA) com 12,5 x 40 mm e
tamanho de particula de 5um, Todos os outros reagentes utilizados no estudo

foram grau analitico.

5.2.2 Obtencao das formulagcdes

A obtencéo da formulacao envolveu a elaboracdo de uma microemulsao,
baseada em diagramas de fase desenvolvido previamente (SILVA, 2009A),
contendo AZT como substancia ativa. Composicao quali / quantitativa (p/p) da
microemulsao controle ME - Plurol 10%; Labrasol 30%; Miristato de Isopropila

10%; Agua g.s.p. 100% . Nesta formulac&o foram incorporados O azt A 2,5 %
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e 0s promotores quimicos (etanol, uréia e 1,8 cineol) nas proporc¢des de 1 e 5%
(p/p) e geraniol a 1%. A incorporacao dos promotores ocorreu na fase oleosa
para os terpenos e na fase aquosa para as demais substancias e
posteriormente, apos a formacdo da microemulsédo, o farmaco foi adicionado,

conforme tabela 1.

Tabela 1. Composicao qualitativa / quantitativa de microemulsdes obtidas

com promotores de permeacdo cutanea (etanol, uréia, 1,8 cineol e

geraniol).

ME ME- ME- ME - ME- ME- ME- ME-
Composicao (%) ET1 ET5 UR1 UR5 CIN1 CIN5 GER1

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

AZT - 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Labrasol® 10 10 10 10 10 10 10 10
Plurol® 30 30 30 30 30 30 30 30
Miristato de 10 10 10 10 10 10 10 10
isopropila®
Etanol - 1 5 - - - -
Uréia - - - 1 5 - - -
Cineol 1,8 - - - - - 1 5 -
Geraniol 1 - - - - - - - 1
Agua 100 100 100 100 100 100 100 100
Mili Q g.s.p

5.2.3 Determinacdo do tamanho de particula e potencial zeta (¢) pela
técnica de espalhamento de luz

Os sistemas isotrépicos foram submetidos sem diluicdes a medidas de
espalhamento dindmico de luz utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano
system ZS (Malvern-UK). As amostras foram colocadas em uma cela de
quartzo de 1 cm de caminho Optico e as medicdes foram feitas a temperatura
ambiente (25°C). O equipamento possui um laser de He-Ne de 4 mW operando

num comprimento de onda de 633 nm que realiza as medicfes ndo invasivas
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por “backscatter optics” (NIBS). As medigbes foram feitas num angulo de
deteccdo de 173° e a posicdo da medicdo na cubeta é automaticamente
determinada pelo software do equipamento. O equipamento realiza em média
15 determinacdes para cada andalise. Neste mesmo equipamento foram
realizadas as determinacdes do potencial zeta (¢) e tamanho de particula (nm).
Foram realizadas medicbes com a presenca e auséncia dos promotores de
permeacdo (ALMEIDA et al., 2012).

5.2.4 Espalhamento de raio x de baixo angulo ( SAXS)

O espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) foi realizada no D11-
A estacdo de medicbes SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincontron
(LNLS, Campinas, Brasil), equipado com um CUT asymmetriclly e Si dobrado
(111) monocromador (a temperatura ambiente). A intensidade de
espalhamento | (q) foi expressa em unidades arbitrarias e a dispersdo do
parasita (dispersdo de particulas no sistema sem amostra) foi subtraida da
intensidade total. Foram realizadas medi¢cdes nas microemulsées com a
presenca e auséncia dos diferentes promotores de permeacao incorporados
(FORMARIZ et al., 2007; CHORILLI et al., 2011).

5.2.5 Estudo reoldgico das microemulsdes

A viscosidade de um fluido pode ser definida como sendo a propriedade
que 0 mesmo apresenta em oferecer uma maior ou menor resisténcia a
deformacédo, quando sujeito a esforcos de escorregamento (AULTON, 2005;
CARVALHO, 2007). A viscosidade dos sistemas isotropicos foi avaliada no
Redmetro HAAKE, modelo RS1, registrado em um software Rheowin 3.5. A
geometria utilizada foi placa-placa PP 35Ti, gap 0,2 nm e com taxa de
cisalhamento 0-200 e 200-0, tempo 300 s a temperatura 25 graus. Foram
feitas medi¢cbes na presenca e auséncia dos diferentes promotores de

permeacao utilizados na pesquisa (CHORILLI et al., 2011).

5.2.6 Avaliacdo da estabilidade preliminar (resisténcia a centrifugacéao e

ciclo gelo-degelo)



74

As microemulsbes contendo 0s promotores quimicos de permeacao
cutanea foram acondicionadas em frascos de vidro com tampa. Todas as
amostras foram submetidas, inicialmente, a centrifugacdo durante 30 minutos,
a uma velocidade de 3200 r.p.m. Avaliou-se, também, a resisténcia das
amostras a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento (Ciclos de 24
horas a 45 + 2°C e 24 horas a -5 + 2° C - durante 12 dias: totalizando seis
ciclos). As preparagbes foram analisadas no tempo inicial (To) antes do
estresse térmico e no 12° dia apos teste preliminar (Tciclo) quanto as
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), pH, densidade relativa,
teor. A determinacdo do teor do farmaco foi realizada por espectrofotometria
UV, no comprimento de onda de 266nm, com método desenvolvido e validado
previamente (CARVALHO, 2012).

5.2.7 Ensaios de permeacdao e retencao cutanea
5.2.7.1 Preparo do estrato corneo da membrana de pele de cobra (Boa
constrictor) para FT- IR/ATR

As amostras de biomembranas foram preparadas utilizando-se porcées
dorsais de pele de muda de Jiboia (Boa constrictor), que foram cortadas no
formato de disco de cerca de 1,5 cm?, utilizando tesoura e lavadas com agua
destilada corrente a temperatura ambiente. As amostras de pele foram imersas
em agua destilada por um periodo de 24 horas para hidratacdo. Apos este
periodo, foram secas entre folhas de papel de filtro quantitativo, sob leve
compresséao, e transferidas para beckers onde permaneceram imersas com as
microemulsdes utilizadas nesta pesquisa (auséncia e presenca de promotores),
separadamente, por um periodo de 24 horas. Decorrido o tempo indicado, as
amostras foram retiradas e secas entre papéis de filtro quantitativo. As
amostras foram prensadas entre duas laminas para microscopia e
permaneceram armazenadas em dessecador até o momento do uso.
Posteriormente, as amostras foram utilizadas para os experimentos de
espectroscopia FTIR/ATR (NUNES et al., 2005).

5.2.7.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

com ATR (FTIR-ATR) em amostras de pele de cobra ( Boa constrictor)
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As amostras de pele de cobra foram avaliadas por espectrofotometria no
infravermelho na faixa de 4000 — 400 cm™, utilizando-se um espectrofotdmetro
de Infravermelho com Transformada de Fourier equipado com acessorio de
Refletancia Total Atenuada (ATR), modelo Vertex 70. A analise foi realizada em
atmosfera pobre em agua e CO,. As andlises dos dados dos espectros de
infravermelho foram feitas com o software Opus 6.5. As peles analisadas foram
da ME (controle) e das demais amostras acrescidas de promotores de
permeacédo cutanea (VADDIE et al., 2002; SAPRA et al., 2008).

5.2.7.3 Ensaios de Permeacdo cutanea in vitro em modelo de
biomembrana alternativa (pele de cobra - Boa constrictor) e pele de orelha

de porco.

As permeacdes cutaneas in vitro foram conduzidas utilizando células de
difus&o tipo Franz com éarea difusional de 1,15 cm?, volume de + 12 mL, usando
membranas de pele de cobra Jibdia (Boa constrictor) e pele de orelha de porco
(NUNES et al., 2005). O compartimento receptor foi preenchido com tampéao
fosfato 20 mM em pH = 7,4, num sistema composto de quatro células
individuais conectadas a um banho termostatizado a 37 + 0,5°C, sob agitacéo
constante de 100 rpm em agitador magnético por um periodo de 24 horas. No
compartimento doador, aplicou-se o equivalente a 400 mg (10mg de AZT) da
formulacdo diretamente sobre a pele de cobra previamente hidratada com
tampédo fosfato por 12 horas (overnight). As membranas foram colocadas
cuidadosamente no compartimento doador de forma que ficassem em contato
com a solucado receptora. As amostras da solucdo receptora foram coletadas
nos seguintes tempos: 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas. O volume da fase receptora de
cada célula (03 mL) foi substituido a cada amostragem com tampao fosfato na
mesma temperatura (37 = 0,5 °C) para manutengéo das condigdes “sink”. Os
experimentos de permeacéo in vitro (n = 4) com peles da regido dorsal de
orelhas de porco foram realizados empregando células de difusédo tipo Franz
modificada descrita neste item e seguindo as mesmas condi¢des do ensaio
com a pele de cobra. A quantidade de farmaco liberado no compartimento
receptor foi quantificada por CLAE - UV através do método analitico

desenvolvido e validado previamente (Apéndice A).
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Para avaliacdo da retencdo cutédnea ( apenas na pele de orelha de
porco), as fitas adesivas contendo Extrato Cérneo (EC) foram unidas e
colocadas em tubos de extragdo contendo 4,0 mL de solvente extrator (1:1 -
metanol: agua) e agitadas em mixer por 1 minuto. Em seguida, foram deixadas
por 30 minutos em banho ultrassom e filtradas em membranas poro 0,45 um
(Millipore®). A determinacdo do AZT retido no EC foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta (CLAE —
uv).

O tecido cutaneo restante foi triturado e apés adicdo de 4,0 mL do
solvente extrator foi agitado em mixer por 1 minuto, semelhante ao relatado
anteriormente. Em seguida este foi submetido a banho de ultrassom durante 30
minutos para rompimento das células (LIRA et al., 2008). A mistura foi, entéo,
filtrada em membranas poro 0,45 pm (Millipore®) e a concentracdo do
antirretroviral determinada por CLAE — UV. No estudo com pele de orelha de
porco foram avaliadas formulacdes sem promotores e com a presenca de
promotores em suas maiores concentracdes incorporada nas microemulsao

(cineol 5%, etanol 5%, uréia 5% e geraniol 1%).

5.2.7.4 Condi¢08es analiticas — HPLC

As andlises foram realizadas em HPLC-UV consistindo de duas bombas
(LC ADvp 10), a temperatura ambiente controlada (25°C) (CTO 10AVP),
detector UV/VIS (SPD 10AVvp) e comprimento de onda de 266nm, coletor
automatico (10ADvp SIL) e um sistema controle (SCL 10AVP) todos da
Shimadzu (Kyoto, Japan). A Separagdo cromatografica isocrética foi realizada
a temperatura ambiente controlada (25°C) com uma coluna Gemini® C18
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) com 12,5 x 4,0 mm e tamanho de particula
de 5um. A fase movel constituida inicialmente de metanol e agua (30:70, v/v),
sendo filtrada, degaseificada e bombeada a um fluxo de 1,3 mL/min. O volume
de injecédo de 20 pl.

5.2.7.5. Anélise dos Dados Obtidos nos Experimentos de Permeacéao
Cutanea
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Os valores do fluxo (pg.cm™.h™) foram calculados a partir do coeficiente
angular da equacédo da reta obtido da porcao linear do grafico de quantidade
permeada de farmaco (pg.cm®) por tempo. A razdo da promocdo da
permeacdo (RP) foi obtida a partir da comparagcdo da quantidade total
permeada da formulacéo teste com o controle (solu¢cdo de zidovudina). Todos
0S parametros de permeacdo foram calculados nas duas membranas

biologicas utilizadas no experimento.
5.3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A incorporacdo dos promotores quimicos ao sistema microemulsionado néo
alterou de forma significativa as caracteristicas fisico — quimicas das
microemulsdes obtidas. As formulacbes dispostas na Tabela 2 néo
apresentaram indicativo de instabilidade, como: cremagem, coalescéncias e
separacédo de fase apés a incorporacdo dos promotores utilizados na pesquisa.
Os promotores quimicos foram incorporados na fase aquosa (uréia e etanol)
e/ou na fase oleosa (1,8 cineol e geraniol) para obtencdo das formulacdes
avaliadas nesta pesquisa. Posteriormente, apds a adicdo dos promotores e a
formacdo da microemulséo, adicionou-se o AZT. As amostras mantiveram-se
estaveis com a presenca do farmaco e permaneceram limpidas, conforme
descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico - quimicas de microemulsdes com 2,5 % de AZT

associado a diferentes promotores quimicos ( Etanol 1 e 5% / Uréia 1 e 5% /

Cineol 1 e 5% e Geraniol 1%).

ME ME - ME - ME - ME - ME - ME - ME-

Parametros ET1 ET5 UR1 UR5 CIN1 CIN2 GE1
Caracteristicas
Organolépticas Limpida Limpida Limpida Limpida Limpida Limpida Limpida Limpida
Resisténcia a
Centrifugacéo AP AP AP AP AP AP AP AP
Tamanho
de goticula (nm) 132+3,0 100x9 31,£50 58%+0,95 55+0,41 49+0,49 73+10,0 58+1,2

036+ 03723+ 050+ 0,45+ 0,41+ 0,42 £ 0,52 + 0,4+
PDI 0,01 0,06 0,14 0,04 0,01 0,01 0,09 0,01
Potencial zeta 0,562 £ 051+ 1,74 + 0,07 £ 0,74 £ 0,286 + 031+ 0,36

(mV) 0,035 0,26 0,17 0,05 0,12 0,09 0,06 +0,10
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*PDI — indice de polidispersividade; ** AP — aprovado

Apoés a incorporacdo dos promotores e do farmaco, a faixa de pH das
amostras obtidas variou entre 6 — 7. Portanto, dentro da faixa utilizada para
preparacdes topicas que € considerada aceitavel na faixa de 5 — 8 (SILVA,
2009B).

Os ensaios organolépticos fornecem parametros que permitem avaliar,
de imediato, o estado em que se encontra a amostra em estudo por meio de
analises comparativas, com o objetivo de verificar alteracdes como: separagao
de fases, precipitacdo e turvacdo permitindo reconhecimento primario do
produto. Esse parametro abrange a avaliacdo do aspecto, cor e odor utilizando
a observacdo visual das formulacfes verificando se ocorreram modificacdes
macroscopicas (BRASIL, 2008). As amostras com os diferentes promotores
nao alteraram o aspecto da ME inicial e todas as formula¢cdes permaneceram
transparentes sem a presenca de particulas suspensas e turvacao.

Conforme a Tabela 2, todas as amostras resistiram ao estresse fisico
das amostras na presencga dos diferentes promotores de permeagdo. A forca
da gravidade atua sobre os produtos e sistemas, fazendo com que suas
particulas se movam no seu interior. A centrifugacdo produz estresse na
amostra, simulando um aumento na forca de gravidade, aumentando a
mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades (BRASIL,
2008). Estas poderao ser observadas na forma de precipitacédo, separacao de

fases, formacao de sedimento compacto (caking) e coalescéncia, entre outras.

Em relagdo ao tamanho das goticulas, descritas na Tabela 2, as
microemulsées diminuiram de tamanho apés a incorporacdo dos promotores
em relacdo a formulacdo sem promotores. A reducdo do tamanho de goticula
pode ser atribuida a maior solubilidade do farmaco na ME com a adi¢cdo dos
promotores quimicos. Entretanto, as formulacbes ME e ME - ET1 tiveram
valores de IPD aceitaveis (até 0,3). As demais formula¢des apresentaram IPD
elevado, este fato pode ser atribuido a preparacdo das microemulsdes (tempo
de agitacdo, velocidade de agitagdo das fases, técnica de titulacdo e etc.).

Contudo, as amostras mantiveram-se estaveis, isotropicas e homogéneas,
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mesmo apos condicOes de estresse que foram submetidas posteriormente. A
formulagdo ME-ET5 possui um tamanho de goticula de 31,23 nm, entretanto a
dispersédo de valores nesta amostra € bastante elevada (IPD 0,50) e pode ter
afetado a leitura, considerando que a amostra tem comportamento bimodal
evidenciado em estudos anteriores.

A utilizacdo da técnica de Espalhamento de raios - X a baixo angulo
(SAXS) na caracterizacdo de sistemas é explicada pela possibilidade de se
determinar o tamanho médio e a distancia entre os objetos espalhadores, como
goticulas, micelas ou estruturas cristalinas. Além disso, essa técnica permite
avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo que eles ndo estejam
organizados de forma ordenada (CARVALHO, 2010). Os espectros de SAXS
das amostras de ME e ap0s a incorporacdo dos diferentes promotores

guimicos estdo descritos na figura 2.

Figura. 2. Espectros de SAXS de diferentes formulagdes microemulsionadas

na presenca de diferentes promotores quimicos de permeacao cutanea.
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De acordo com as andlises de SAXS, a incorporacao dos diferentes
promotores de permeacao ndo alterou o tipo de sistema coloidal ME .
Conforme a figura 2, os picos apresentam-se alargados e simétricos, sendo
caracteristicos de um sistema microemulsionado. Sua organizacao e estrutura
interna permaneceram inalteradas apos a adicdo dos promotores na ME. Nao
foram evidenciados outros picos, no intervalo de 0,2 a 0,8 nm™, no perfil de
SAXS que poderiam ser caracteristicos de sistemas, como mesofases
(estrutura de cristal liquido liotrépico, por exemplo). Todas as amostras, com
auséncia ou presenca, de promotores de permeacdo cutanea S&o
microemulsdes e o promotor ndo alterou a capacidade de formacdo da ME
(FORMARIZ et al., 2007; FORMARIZ et al., 2008). Portanto,

A determinacdo do comportamento reolégico da microemulsdo é
fundamental para a definigcdo do fluxo de escoamento de sistemas semissolidos
e liquidos. As propriedades reoldgicas sdo importantes como ferramentas de
avaliacdo da estabilidade e na caracterizacao de fluidez e espalhabilidade de
sistemas que sdo aplicados pela via cutdnea. Algumas microemulsdes
avaliadas neste trabalho possuem comportamento newtoniano (ME, ME-UR1,
ME-UR5, ME-CIN5 e ME-GE1l), pois a velocidade de cisalhamento é
diretamente proporcional a taxa de cisalhamento, além disso, a viscosidade
permanece constante com o aumento da taxa de cisalhamento (conforme a
figura 3) (FORMARIZ, 2005; AULTON, 2005).

Figura 3. Grafico do comportamento reolégico da ME e com ME na presenca
de diferentes promotores de permeacdo cutanea (uréia, etanol, cineol e

geraniol).
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As formulagbes ME-ET1 e ME-ET5 apresentaram caracteristicas néo
newtonianas, pseudoplasticas e com evidente fenémeno tixotropico. As curvas
ascendentes e descendentes da rampa reologica com velocidade de
cisalhamento de 0 — 200 cm™ e 200 — 0 cm™ n&o estdo sobrepostas e existe
uma éarea de histerese evidente. Este fendmeno é caracteristico de sistemas
dispersos, pois diminuir a viscosidade com o cisalhamento do produto na pele,
entretanto a recuperacdo da estrutura é tempo-dependente e permite apés a
administracdo uma eficiente bioadeséo. Tal fato pode ter ocorrido em funcao da
reducdo da viscosidade na presenca do etanol que atua como controlador de
viscosidade em sistemas emulsionados (CARVALHO, 2007; CHORILLI et al.,
2011).

Figura 4 - Avaliacao do teor (a) de AZT e densidade (b) de microemulsdes com
diferentes promotores quimicos (antes e apés ciclo gelo degelo).
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Os resultados da estabilidade preliminar das microemulsées, conforme
os graficos 4 (a) e (b) ndo tiveram alteracdes significativas nos parametro
densidade e doseamento. O que demonstra a compatibilidade da ME e os
diferentes promotores de permeacgdo cutanea. As amostras ndo sofreram
alteracdes significativas ao longo do ciclo e permaneceram com caracteristicas
semelhantes ao inicio do ciclo. As caracteristicas organolépticas foram
mantidas ap0s o ciclo-gelo degelo e os valores de pH permaneceram dentro de
faixa aceitavel para utilizacdo destas formulagbes pela via cutanea (pH entre 5
—8) ( SILVA, 2009B).

Entre as técnicas empregadas para investigar a via de penetracdo e a
modificacdo bioquimica induzida pela permeacdo, a espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é adequada. Nao s6 pode
ser descrita corretamente a composi¢cao bioguimica de tecidos biolégicos, mas
a introspecc¢do na composicao da estrutura secundaria da proteina (queratina)
pode ser adquirida. Entre as configuracdes experimentais disponiveis, a FT- IR
com refletancia total Atenuada (ATR), sonda especificamente as camadas mais
externas da pele. Esses estudos trazem informacfes adicionais sobre as
propriedades do estrato cOrneo, especialmente para a composicdo e
organizacdo de lipidios (VADDI et al., 2002; COTTE, 2004). Os resultados

deste ensaio estao descritos nos graficos da Figura 5.
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Figura 5 Espectros de FT-IR/ATR de diferentes microemulsdes de zidovudina
na auséncia de promotores (ME) e na presenca de etanol 1 e 5% ( ME-ET1 /
ME-ET5 — (A)), de ureia 1 e 5% ( ME-UR1/ME-UR-2 — (B)), de cineol 1 e 5% (
ME-CIN1 / ME-CIN5 — (C)) e geraniol 1% ( ME-GE1 — (D)) no intervalo de

banda de 2800 — 3000 cm .
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A banda de absorcdo de 3000 a 2700 cm™ (visualizada na Figura 5)
provavelmente pode ser atribuida ao movimento de estiramento C - H do grupo
alquil presente em proteinas e lipidios do estrato corneo. O sinal ligado as
proteinas € uma banda larga e um sinal bastante fraco em comparacdo com a
absorcdo dos lipidios, que exibe quatro picos finos em torno de 2850 cm™
(vibracdo simétrica CH,), 2920 cm™ (vibracdo assimétrica CH,), 2870 cm™
(vibracdo simétrica CHs), 2955 cm™ (vibracdo assimétrica CHs). Estas bandas
estreitas podem ser atribuidas a longa cadeia alquil de ceramidas, colesterol e
acidos graxos, que sdo os maiores componentes lipidicos do estrato corneo.
Conforme as Figura 5, todos os promotores de permeacéo cutanea alteraram a
intensidade do espectro de infravermelho no intervalo avaliado.

A reducdo da intensidade de estiramento de pico CH, (2920-2850 cm™)
sem afetar a posicédo dos picos sugere extracdo dos lipideos. Fato evidenciado
de forma mais efetiva na figura 5(a) e (c) com a presenca de etanol e 1,8
cineol. E provavel que o promotor tenha desestruturado o arranjo da camada
lipidica do estrato cérneo, primariamente originada pela cadeia alquil de
lipideos nos espacos intracelular do desta camada da pele (MARJUKKA,
1999). Entretanto, técnicas adicionais sdo necessarias para comprovagcdo do
efeito, por exemplo, através de analises térmicas (DSC).

Adicionalmente, o poder de perturbacdo do 1,8 cineol no estrato corneo
pode ser atribuido a formacao de pontes de hidrogénio preferencialmente com
a cabeca polar das ceramidas presentes no manto lipidico, rompendo assim
uma rede de ligacbes secundéarias presentes nas bicamadas lipidicas e
promovendo a insercado de espacos especialmente importantes para molécula
a permeacdo de moléculas hidrofilicas. Este fenbmeno € competitivo e,
portanto, dependente da concentracdo, além disso a modificacao € transitéria e
revesivel (PANCHAGNULA & NARISHETTY, 2004; SAPRA et al., 2008).

A permeacdo em pele de cobra foi realizada e os resultados estéo
descritos na Figura 6. Os promotores que potencializaram o desempenho da
microemulsdo foram os seguintes, conforme ordem decrescente de efeito
promotor, cineol > etanol > uréia. O terpeno geraniol retardou a permeacao
cutanea da ME tanto na pele de cobra (modelo de estrato c6rneo) como na

membrana bioldgica da orelha de porco. Os resultados apresentados no estudo
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de permeacédo em pele de cobra corroboram com o FT- IR, considerando que
os promotores fortaleceram as alteracdes da pele de cobra apos tratamento

com as microemulsdes acrescidas de promotores quimicos.

Figura 6. Perfil de permeagdo cutédnea in vitro em pele de cobra (Boa

constrictor) com quatro replicatas em cada ponto do ensaio (n = 3).
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O perfil de permeacéo cutanea in vitro em pele (total) de orelha de porco
estd descrito na Figura 7, onde observam-se os distintos comportamentos de
penetracdo cutanea. O farmaco incorporado na formulacdo ME - GE5 alcancou
0 compartimento receptor da célula de Franz em quantidades baixas,
comparando com as demais formulagdes, pois foi detectada zidovudina ao final
de 24 horas de experimento em quantidade menor que a ME controle. A
dificuldade de liberacdo na pele da zidovudina nessa formulagdo pode ser
atribuida a provavel interacdo do promotor com algum componente da
microemulsdo ou ao aumento da afinidade do AZT apos a adicao do terpeno,

fato que podem ter retardado a liberacdo do farmaco. Consequentemente, a
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presenca deste promotor promoveu a retencdo do farmaco no veiculo,
funcionando assim como reservatério e ndo adequado para liberacdo
transdérmicas do AZT.

Figura 7. Perfil de permeacdo cuténea in vitro de diferentes formulagdes
microemulsionadas em pele de orelha de porco na presenca e auséncia de

diferentes promotores de permeac¢ao cutanea , com quatro replicatas ( n=4).
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As formulagbes ME, ME-ET5 e ME-UR tiveram comportamento
semelhante em relacdo ao perfil de permeacdo e promoveram a permeacgao
cutanea de forma semelhante a microemulséo controle. O cineol 1,8 promoveu
maior penetragcdo cutanea in vitro no compartimento receptor, tornando-se um
promotor adequado, pois a sua presenca no sistema microemulsionado nao
alterou o tipo de sistema coloidal e ndo ocasionou o desequilibrio no sistema
pesquisado, além de atuar de forma efetiva, conforme figura 8. Adicionalmente,
a ME — CIN8 promover maior quantidade de farmaco no compartimento
receptor reduziu a retencado de farmaco no estrato cérneo, epiderme viavel e
derme, comparado aos outros promotores utilizados nesta pesquisa. Este
resultado corrobora com NARISHETTY & PANCHAGNULA (2004) que
obtiveram o 1,8 - cineol como melhor promotor de AZT em misturas de

solventes.
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Figura 8. Distribuicdo do AZT retido apés a permecdo com diferentes
microemulsdes no estrato cérneo (SC), epiderme e derme (E + D) e meio
receptor da célula de Franz, 24 horas apds 0 ensaio de permeacédo cutanea in

vitro, através da técnica de tape stripping com quatro replicatas (n=4).
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Os parametros de permeacdo e 0 comportamento cinético dos ensaios
com pele de orelha de porco estdo definidos na tabela 3. As ME-ET5 e ME-
URS5 obtiveram fluxo de permeacao no “steady state” de forma semelhante. O
geraniol possui um fluxo inferior a formulacdo controle e a presenca de 5% de
1,8 cineol duplicou o fluxo da ME controle. O que demonstra a grande
efetividade do terpeno em todos os parametros de permeacdo. A ME-CIN5S
praticamente duplicou o fluxo de permeacao e a quantidade de farmaco apés
24 horas de ensaio em relagdo a ME controle.

O modelo cinético de ordem zero apresentou um maior coeficiente de
correlagcdo (r2 = 0,9725 - 0,9998) para todas as formulacdes durante o
experimento, indicando que o fluxo, neste intervalo, independe da
concentragdo do farmaco. Este modelo cinético é caracteristico de formulacdes

com doses infinitas.

Tabela 3. Parametro de permeacao cutanea para as diferentes microemulsdes
em orelha de porco apds 24 horas de ensaio de permeagdo cutanea, com 0s

diferentes promotores de permeac¢do cutanea, com quatro replicatas (n=4).



88

Amostras Fluxo (ug /cm2. h) Q24 (ug/mL) r2 Ordem
ME 7,59 181,33 0,9998  zero
ME-ET5 10,05 191,35 0,9725  zero
ME-UR5 10,05 201,46 0,9996  zero
ME-CIN5 14,82 290,59 0,9996  zero
ME-GE1 1,614 29,68 0,9859  zero

5.4 CONCLUSAO

De acordo com o exposto, pbde-se verificar que a presenca dos

diferentes promotores de permeacdo alterou as propriedades do modelo

alternativo de estrato corneo, entretanto ndo alteram de forma significativa as

caracteristicas fisico-quimicas da ME controle. As formulagcdes foram

resistentes ao estresse térmico de ensaios de estabilidade preliminar e a

formulacdo ME-CIN5 proporcionou maior penetracdo cutanea da zidovudina

nas duas membranas avaliadas. Portanto, a combinacdo de miristato de

isopropila, labrasol®, plurol® e 5% de cineol 1,8 é um veiculo promissor para

via transdérmica do AZT ou para farmacos com caracteristicas semelhantes.
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Spectrophotometric determination of zidovudine —loaded microemulsion

and application in assay of in vitro release kinetics

Abstract. This work aimed at developing a method for quantification of
zidovudine (AZT) in microemulsion system and samples derived from in vitro
release kinetics. The samples were quantified by UV spectrophotometry at 266
nm wavelength. The method was linear between 4 and 25 ug/mL, the coefficient
of correlation (R2) was 0.9998; it showed coefficient of variation below 5% in
intra-run and inter-run precision. The recovery was obtained with values close
to thel00% of theoretical at three different concentrations using ethanol as
solvent. In vitro release kinetics was evaluated in Franz cell set with pre-
collection set at 6-hour interval. The method is suitable for zidovudine
quantification in samples of microemulsion systems evaluated using relatively

low cost solvents and no complex extraction techniques.

Keywords: HIV, Nanotechnology, Quality Control, Transdermal,
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6.1. Introduction
Zidovudine (3'-azido-2 ', 3'-deoxythymidine, AZT), a nucleoside analogue
active against human immunodeficiency virus (HIV), was the first drug approved
for the treatment of AIDS and HIV infection (1987)*. Currently, AZT is used in
isolation or treatment regimens for the prophylaxis of vertical transmission of
HIV and virus spread in accidental instance®*. However, its prolonged use by
the conventional route of administration may have toxic effects, drug resistance,
influence of first-pass hepatic effects and therapeutic failure *>.
The development of transdermal systems for antiretroviral therapy has
attracted increasing interest in recent decades. Various carriers are designed to
promote controlled and reproducible release for a long period of time in the

systemic circulation®”®,

They also have advantages over conventional
antiretroviral therapy once it may enable the use of hydrophilic drugs with low
oral bioavailability, dose-dependent toxicity, thereby providing the user with
fewer side- effects and increased drug effectiveness in the treatment *2°.
Microemulsions are isotropic, transparent and thermodynamically stable
dispersions, usually consisting of four component mixtures, water, oil, surfactant

and co-surfactant'*'213

. Due to their high proportion of surfactants, these
nanocarriers can interact with the corneum stratum destabilizing its lipid bilayer,
increasing the skin permeability and facilitating the substances penetration,
which usually would not pass through such barrier, for example the AZT*,
Analytical methods for AZT quantification described in official compendia
and literature are based on the high performance liquid chromatography —
HPLC™®, titration'’ and UV Spectrophotometry*’*8. HPLC is a high cost and
longer analysis method for pharmaceutical companies and research centers.
The other reported methods use prior stages of complexation, extractions and
high cost solvents. Overall, titration and UV/VIS spectrophotometry used for
analysis of raw materials and conventional pharmaceutical forms are not
applied to the quantification of this drug transmitted through colloidal carriers,
since these release systems are composed of different types of oils, high
concentrations of surfactants and polymers. Therefore, the objective of this

study was to develop and validate an analytical method for AZT quantification in
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microemulsion system and samples derived from release kinetics in vitro tests.
Thus providing technological development of transdermal nanocarriers of
zidovudine.

6.2. Material and methods

6.2.1. Chemical and reagents

Standard zidovudine was used (Northeast® batch DY070040 - 97.8%
content), isopropyl myristate - Henrifarma, batch 0606-195 (oil phase),
Labrasol®-Gattefosse (PEG-8 caprylic / capric glyceride), batch 104 250
(surfactant); Plurol Oleic®-Gattefosse (polyglyceryl-6 dioleate) batch 101555
(co-surfactant) Ethanol-VETEC, Triethanolamine, buffer solutions
(NaOH/H2KPO4) pH 7.4. Water was purified using a MilliQ system® from
Millipore (Molsheim, France). All other chemicals used were of analytical purity

grade.
6.2.2. Preparation of microemulsions

Samples were obtained by mixing specific proportions of surfactant/co-
surfactant (36% Labrosol® and 9% oleic plurol®) with oil phase (5% isopropyl
myristate) and 47.5% aqueous phase under magnetic stirring at room
temperature. The formulations are derived from pseudoternary diagrams
previously developed by our research group®®. The incorporation of zidovudine
(2.5%) was performed after forming the microemulsion systems ME. Each
formulation has remained in balance for 48 hours to be used in the validation

and in vitro release kinetics experiment.
6.2.3. The analytical method validation

The method validation was obtained by evaluating the parameters linearity,
limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision, specificity,
accuracy and robustness as described in the Resolution - RE n © 899 of 29
May 2003%.
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6.2.3.1. Linearity, limit of quantification (LOQ) and limit of detection
(LOD)

The linearity was performed using the linear regression by the method of
least squares of medium points of three curves with a minimum of five points in
triplicate at concentrations 4.0, 12.0, 16.0, 20.0 and 25.0 pg/mL AZT in ethanol
p.a. under conditions recommended by the National Health Surveillance Agency
- ANVISA? and International Conference on Harmonization - ICH?!, confirmed
by the coefficient of correlation (r*) obtained from the linear regression. The
limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were determined according to
the Resolution 899/2003-ANVISA.

6.2.3.2. Specificity, Precision, Accuracy and Robustness

For specificity, spectrophotometric scans were performed (180 to 360nm)
with samples prepared only with placebo microemulsion in ethanol and others
with microemulsion containing 2.5% AZT in triplicate. The method precision was
evaluated for repeatability and reproducibility. The repeatability is determined by
analyzing six individual samples with the same concentration (16.0 ug/mL) in a
short time interval. In the reproducibility was performed the analysis of six
individual samples with the same concentration (16.0 pg/mL) at different
laboratories and different equipment. Accuracy was assessed based on the
degree of recovery, as percentage of placebo solutions fortified with known
amounts of AZT, in triplicate (n = 3), at concentrations of 80%, 100% and 120%
of the working concentration. The robustness was evaluated under different

laboratory temperatures: 32 °C and 29 °C.

6.2.4. Method application for zidovudine quantification in samples derived

from in vitro release kinetics.

The evaluation of zidovudine amount released from the microemulsion
was performed using four Franz diffusion cells connected to a thermostat bath
at 37 °C = 0.5 arranged individually in magnetic stir plate. An aliquot of 400 mg

of each formulation was applied to the donor compartment (with 1.15 cm?
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diffusion area) separated by a membrane (0.45 uM) of the receiver
compartment (with volume + 6 mL) which was pre-filled with buffer phosphate
(pH 7.4). In the release study was used an artificial membrane of cellulose
acetate (0.45 um). Samples were collected from the receiver solution (2.0 mL)
and analyzed by spectrophotometry at pre-determined intervals (0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 3.0, 4.0 and 6.0 hours). The selectivity for release kinetics was evaluated

by the experiment using a drug-free microemulsion sample.
6.3. Results and Discussion
6.3.1. Method validation

6.3.1.1. Linearity, limit of quantification (LOQ) and limit of detection
(LOD)

The linearity was obtained in the range 4-25 pug/mL, the line equation y =
0.0406x + 0.0029 and its corresponding correlation coefficient was r?= 0.99998.
The absorbance values corresponding to the concentrations analyzed are
described in Table 1.

Tablel. Absorbance results for AZT solutions in ethanol at each concentration
and their respective standard deviation (SD) and coefficient of variation (CV).

Sample ABS ABS ABS Mean SD CV (%)
(ug/mL) 1 2 3
4 0.165 0.168 0.165 0.166 0.001 0.817
12 0.487 0.489 0.495 0.490 0.004 0.856
16 0.650 0.644 0.653 0.6491 0.004 0.672
20 0.817 0.814 0.821 0.8174 0.003 0.44

25 1.020 1.014 1.019 1.0178 0.003 0.329
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Statistical analysis of the curve points (Table 1) showed coefficients of
variation (CV) lower than 5% as recommended by the literature and an
acceptable result was obtained in the range of 95% by the analysis of variance
(ANOVA) at 5% probability,. The Feriicar (4.667) was higher than the Fearculated
(3.708). Moreover, there was no lack of fit in the model. The limits of
quantification and detection calculated were 3.03 pg/mL and 1.99 pg/mL,

respectively?®?+%

6.3.1.2. Specificity, Precision, Accuracy and Robustness

The method specificity is shown in Figure 1, which shows 2.5%
absorption spectra for AZT solution in ethanol and placebo formulation sample
in ethanol. There were peaks related to the AZT absorption separately from the
peaks related to the components of the solvent or formulation. The placebo
formulation absorbance at 266 nm is negligible and does not interfere with the

AZT determination.

(L]
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Absorbance

MICRO-PLACEBD

0.0

160 130 200 220 T 260 Z30 300 320 40 360

Wavelength (nm)

Figure 1. Overlay of the spectra obtained between 180 and 360 nm solution of

AZT and AZT-free placebo formulation.

The repeatability and reproducibility results are shown in Table 2. These
results associated to the coefficient of variation and recovery percentage show
that the method is precise, once the values are lower than 5%. The coefficient
of variation for reproducibility and repeatability was below 5%. Moreover, the
method accuracy was verified, since the limits for recovery were not less than

80% and not superior to 120%%°2%22
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Table 2. Results for repeatability and reproducibility

Samples Repeatability Reproducibility
ABS 1 0.672 0.696
ABS 2 0.675 0.684
ABS 3 0.660 0.677
ABS 4 0.667 0.671
ABS 5 0.678 0.670
ABS 6 0.679 0.670
Mean 0.672 0.678

SD 0.00684 0.010
CV (%) 1.02 1.475

The coefficient of variation (CV) for reproducibility and repeatability were
below 5%. The analysis performed in another laboratory confirmed the method
reproducibility, once (Table 2) after the statistical evaluation (t-student) was found no

significant difference among means obtained at p <0.005.

The method accuracy is shown in Table 3. All concentration values
obtained were very close to the theoretical value. The coefficient of variation

remained below 1% in all samples and met the national health legislation®.

Table 3. Results for accuracy.

Conc. Theoretical Practice Recovery
AZT 1 2 3 Mean SD CVv conc conc. (%)

% (ng/mL)  (ug/mL)
20% 051 051 051 051 0.0015 0.30 12.80 12.40 97.20
25% 064 064 064 0.64 0.0058 0.91 16.00 15.70 98.20

30% 0.75 0.76 0.76 0.76 0.0025 0.33 19.20 18.60 96.90
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The method robustness was evaluated through the analysis performed at
two different temperatures (32 °C and 29 °C). There was no statistically
significant difference among samples at different temperatures, since the F-
calculated (3.197) < F-critical (7.709). Therefore, the method was robust
according to the parameter analyzed®.

6.3.1.3 Method application for AZT measurement on in vitro release
Kinetics.

The in vitro release profiles after 6 hours testing are shown in Figure 2.
These results demonstrated the analytical method application for zidovudine
qguantification on in vitro release experiments derived from samples of

microemulsion system.

—— Micro - AZT
—— Micro - Placebo
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Figure 2. In vitro release profile of AZT-ME (Micro - AZT) and ME (Micro-
placebo). Each point represents the mean = SD of 4 determinations.
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The rate of drug release from the microemulsion system and the
cumulative amount of AZT released after 6 hours (Q6nous) Were respectively,
120.44 + 28.62 pg.cm-2 and 1.544+ 38.67 pg/cm?/h. The release rate was
calculated in the linear portion of the plot for in vitro release kinetics obtained
from the linear regression defined in Figure 24,23,25. The tests proved to be
reproducible and selective, once replicates were obtained with slight standard
deviation from the mean at each sampling point and the test with the micro -
placebo showed no ultraviolet absorption at the wavelength used in the

methodology for AZT quantification during the entire experimental period.

6.4. Conclusion

The method developed for AZT quantification in microemulsion system
by UV spectrophotometry was linear, precise, accurate, specific and applicable
to in vitro release kinetic studies. Furthermore, there were good reproducibility
and specificity using the solvent of relatively low cost, easy access and absence
of prior drug extraction in the formulation. Thus, future research on these
colloidal carriers for transdermal purposes is encouraged through studies of

physiochemical characterization and in vitro release kinetics.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir:

v" A zidovudina foi incorporada por agitacdo mecanica leve e foi possivel
acrescentar 25mg/g do farmaco em um sistema microemulsionado a
base de polietilenoglicol-8 céprico/caprilico glicerideo (Labrasol®) e
poligliceril 6-dioleato (Plurol Oléico®) como tensoativo e co-tensoativo

respectivamente e o miristato de isopropila como fase oleosa;

v' As formulac6es obtidas apresentaram limpidez, isotropia, auséncia de
particulas suspensas e pH compativel com a pele. O tamanho de
particula das preparacbes ndo ultrapassou 200nm, caracteristicas
importantes de sistemas microemulsionados que objetiva a via

transdérmica.

v' Foram desenvolvidos e validados 02 (dois) métodos de quantificacdo da
zidovudina por espectrofotometria UV e por cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificacdo do AZT nas formulacbes e nas
amostras e pele de orelha de porco. Todos os métodos foram lineares,
especificos, repetitivos e reprodutiveis. Além disso, apresentou baixo
limite de quantificacdo (LQ) e tempo de retencdo para o método de
CLAE e para o método de espectrofotometria UV a possibilidade de
qguantificar o azt com solvente de baixo custo (etanol), em relacdo a
outros solventes (metanol e cloroférmio), além da auséncia de técnicas

complexas de extracdo do farmaco na matrix microemulsionada.
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v A formulacdo ME promoveu a penetracdo cutanea da zidovudina e a
formulagé@o LP funcionou como reservatorio, com isso ndo possibilitou a
entrada do farmaco na pele. Inviabilizando este sistema de LP como

matrix de liberacdo transdérmica.

v" A incorporacdo dos promotores ocorreu de forma satisfatoria e as
caracteristicas funcionais da microemulsdo n&do foram alteradas. A
formulacdo ME-CIN5 duplicou a penetracdo do farmaco na pele em
relacdo ao controle ME. Em relac&o ao controle de uma solucdo aquosa,
o fator de promocéo do azt foi de 4,3 vezes maior para a formulacdo
ME-CINS5, tornando-se assim um veiculo promissor para utilizacdo do azt

por esta via ou para farmaco com caracteristicas semelhantes.
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9 Apéndice A

Desenvolvimento e validacdo da Metodologia Analitica por HPLC para

guantificacao da zidovudina.

1.0— Materiais e métodos
Condicbes cromatogréficas.

As analises foram realizadas por CLAE-UV (Perkin Elmer). A
Separacdo cromatogréfica isocratica foi realizada com uma coluna C18 com
12,5 x 4,0 mm e tamanho de particula de 5um. A fase mdvel constituida
inicialmente de metanol e agua (30:70, v/v), sendo filtrada, degaseificada e

bombeada a um fluxo de 1,3 mL/min. O volume de injecao foi de 100 pl .

Para determinar o comprimento de onda (A) onde ocorre maior absorgao
para a zidovudina, realizou-se a leitura na regido UV de 200 a 500nm no
préprio equipamento CLAE-UV. A validacdo da metodologia analitica foi
baseada no método de padronizacdo externa e de acordo com o guia de
validacdo de metodologias analiticas e bioanaliticas da ANVISA (RE n° 899, de

29 de maio de 2003).

Obtencao da curva de calibracdo da zidovudina na regidao UV.

Para a constru¢do da curva analitica, primeiramente preparou-se trés
solugdes-mae de Zidovudina (200ug/mL), e foram realizadas as diluicdes em
fase movel e em solucdo tampdo pH 7,4 para as concentracdes
correspondentes a 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0ug/mL. Os experimentos

foram realizados a temperatura ambiente. Estas amostras foram analisadas por
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CLAE e os resultados obtidos relacionados em um gréafico da concentracdo da

solucéo pela area do pico. A curva analitica foi obtida em triplicata (n=3).

Determinacéo da linearidade da curva analitica.

A avaliacdo da linearidade do método analitico, ou seja, a
proporcionalidade entre a concentracdo e a resposta foi realizada mediante a
obtencdo de uma curva analitica e do célculo do coeficiente de variagdo (CV%)
entre os pontos da curva, do coeficiente de correlagéo linear (R) e da equacéo

da reta. A ferramenta estatistica realizada foi a analise de variancia (ANOVA).

Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentragdo de um analito
presente em uma amostra que pode ser detectada, porém néo
necessariamente quantificada, sob as condicbes experimentais estabelecidas.
O limite de quantificacdo (LQ) inferior e superior € a menor e maior,
respectivamente, quantidade de um analito numa amostra que pode ser
determinada quantitativamente com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
condi¢cOes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Estes parametros, LD
e LQ foram calculados experimentalmente pela andlise das concentracdes

decrescentes.

Estudo de interferentes

A seletividade do método foi verificada pela analise de possiveis

interferentes experimentais. Dessa forma, foram analisadas as solugdes
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obtidas a partir do homogeneizado da pele e do estrato cérneo sem farmaco

(descrita no item 3.5).

Avaliacdo da recuperacado da zidovudina extraida das amostras da pele

A pele da orelha de porco seréa utilizada como modelo nos estudos de
recuperacéo, seletividade (interferentes) e permeacao/retencéo in vitro. Para
tal, a pele da parte externa das orelhas proveniente de animais recentemente
sacrificados em matadouros locais foi retirada da cartilagem com auxilio de
pinca e bisturi, seguindo-se a remogéo do tecido gorduroso remanescente na
pele. As seccbBes de pele foram entdo congeladas por até um més antes de
serem utilizadas nos ensaios.

Para avaliar a recuperacdo da zidovudina nas amostras da pele,
primeiramente o estrato cérneo (EC) foi retirado de uma &area de 1,77cm? da
pele de orelha de porco com o uso de 15 fitas adesivas (tape stripping). As fitas
contendo o estrato corneo foram colocadas em um tubo de ensaio onde foram
adicionados volumes conhecidos (100ul) de uma solugcdo metandlica do
farmaco (concentracbes média, alta e baixa da curva padrdo determinada no

item 3.4.2) conforme tabela 2.

Tabela 2. Quantidades de solucdo metandlica de zidovudina adicionadas nas
fitas adesivas contendo o EC ou na pele sem o EC para estudo de recuperagéo

do farmaco.
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~ Volume da Quantidade Concentracao
Concentracao da ~ . - :
~ 1 solugéo tedrica de tedrica obtida
solucao metandlica o R . .
(ug/mL) adicionada a _zmlovudlna (ng/mL)
pele (uL) adicionado (ug)
2000 100 200 50
1000 100 100 25

O solvente foi evaporado e em seguida adicionado 4 mL de
metanol:dgua (30:70, v:v), utilizado como solvente extrator, para a extragdo do
farmaco das fitas contendo o estrato cérneo. O tubo foi agitado por 2 minutos e
submetido a banho de ultrassom por 30 minutos, seguido de filtracdo e
quantificacdo por CLAE.

O pedaco de pele sem o EC foi picotado e transferido para um tubo
Falcon. A este tubo foi adicionado volumes conhecidos (100uL) de uma
solucéo metandlica do farmaco semelhante ao item anterior e apos evaporacao
do metanol foi adicionado 4 mL do solvente extrator para a extracdo do
farmaco. Em seguida, o tubo foi colocado no homogeneizador de tecidos por 1
min. e em banho de ultrassom por mais 30 minutos, seguido de centrifugacao e
filtracdo utilizando membranas com poro de didmetro 0,45um e quantificacao
por CLAE (n=5).

A recuperacéo (R) sera determinada pela seguinte formula:

R = (concentracdo obtida / concentracéo real) x 100
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Determinacao da solubilidade do farmaco em tampé&o de fosfatos pH 7,4

A solubilidade da zidovudina foi determinada mediante o preparo de

dispersdes contendo excesso de zidovudina. Nesse procedimento, realizado

em triplicata, excesso de zidovudina foi transferido para frascos com tampa.

Em cada frasco foram adicionados 5mL de diferentes solugbes de

tampao fosfato. Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitacéo

magnética a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas e, em seguida,

filtradas em filtro Milipore ®, com auxilio de uma bomba a vacuo e analisado

por CLAE.
Concentragao Area Precisao
(Mg/mL) (CV %)
0,5 17489,82 + 4,9
855,73
1 30425,01 + 1,9
286,95
5 155889 + 0,7
2726,08
10 4,9
327807,8 +
16157,95
4,3
25 856630,8 +
37187
50 1773492 + 4,1

72757,72
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2.0 — Resultados da padronizagdo do método analitico por Cromatografia

Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Validagdo do método analitico de quantificacdo de zidovudina por CLAE-UV

As Figuras 6 e 7 mostram a curva analitica obtida para a zidovudina em
fase movel e em tampédo pH 7,4, respectivamente. As padroniza¢des foram
realizadas partindo-se de quantidades conhecidas do farmaco obtidas a partir
de uma solucdo metandlica estoque na concentracdo de 200 ug/mL
(padronizacao externa).

A metodologia para a andlise da zidovudina mostrou linearidade na
faixa de 0,5 a 50 ug/mL, com coeficiente de correlacéo linear de 0,999 para as
amostras diluidas em fase movel. Para as amostras diluidas em tamp&o, um
coeficiente de correlagdo linear de 0,998. Segundo a ANVISA (Resolugdao RE
n°® 899, de 29 de maio de 2003) o coeficiente de correlagéo linear deve ser

igual ou superior a 0,95. Sendo assim, o valor de R obtido para a andlise

da zidovudina esta dentro dos limites estabelecidos.

2000000 -
1600000 -
1200000 -

3

o 800000 -

< y = 35547x - 15135
400000 - R=0,9996
0 0 10 20 30 40 50 60
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Figura 6. Representacdo da curva analitica da zidovudina em fase moével
obtido por CLAE (0,5 — 50,0 ug/mL). Os resultados apresentados representam

a média + desvio padrdo de trés determinacdes (n = 3).
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Figura 7. Representacdo da curva analitica da zidovudina em solugdo tampéao
pH 7,4 obtido por CLAE (0,5 — 50,0 pug/mL). Os resultados apresentados

representam a meédia + desvio padréo de trés determinacgdes (n = 3).

Os cromatogramas obtidos a partir das condicdes de andlise de
quantificacdo empregadas estdo representados na Figura 8. O tempo de
retencdo foi de aproximadamente 4.6 minutos para a zidovudina para os dois

tipos de solventes utilizados.
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Figura 8. Representacdo do cromatograma da zidovudina obtido por CLAE. (A)
Amostra diluida em fase-movel (25pug/mL). (B) Amostra diluida em tampéao

(10pg/mL).

O coeficiente de variacdo entre os pontos das curvas (CV%) estdo
apresentados nas tabelas 5 e 6. A ANVISA (Resolucédo - RE numero 899, de
29 de maio de 2003) recomenda que o CV% néao deve exceder 5%. Assim, 0S

valores encontrados atendem os limites estabelecidos.

Tabela 6. Dados das curvas analiticas obtidas a partir de amostras diluidas em
fase

movel.
Tabela 7. Dados das curvas analiticas obtidas a partir de amostras diluidas em

tampéo fosfato.
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Concentracao Area Preciséo (CV %)
(Hg/mL)

0,5 15039,11 + 5,0
961,87

1 38744,4 + 3,1
1192,65

5 172395,3 + 0,3
456,19

10 356531,7 + 1.8
6271,66

25 948606,6 + 0,2
1844,34

50 1773690 + 0,4
7241,72

Os parametros de limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) para
o método foram determinados experimentalmente e corresponderam a 0,1
pg/mL e 0,5 pg/mL, respectivamente. Valores importantes, em especial pela
possibilidade de quantificacdo de farmaco mesmo em baixas concentracdes, o

gue viabiliza a realizacéo de cinéticas de liberacdo e permeacédo cutanea.

5.4. Estudo de interferentes:
Nao foram observados interferentes em nenhuma das amostras
analisadas a partir da pele no comprimento de onda utilizado conforme pode

ser observado nas figuras 09 e 10.
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Figura 9. Representacéo dos cromatogramas da analise das amostras da pele
(epiderme + derme) sem farmaco obtido por CLAE (A) e tratada com o farmaco

apos 24 horas do experimento de permeacao cutanea (B).

A B
Zidovudina
l;lll
|\ i i ..
o M Lok |

Figura 10. Representagdo dos cromatogramas da andlise das amostras da
pele (estrato cérneo e fita adesiva obtidos da técnica de tape stripping) sem
farmaco obtido por CLAE (B) e tratada com o farmaco apds 24 horas do

experimento de permeacao cutanea (A).

Zidovudina
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SUMMARY. This work aimed at developing a method for quantification of zidovudine (AZT) in mi-
croemulsion system and samples derived from in vitro release kinetics. The samples were quantified by UV
spectrophotometry at 266 nm wavelength. The method was linear between 4 and 25 pg/mL, the coefficient
of correlation (R2) was 0.9998; it showed coefficient of variation below 5 % in intra-run and inter-run pre-
cision. The recovery was obtained with values close to the100 % of theoretical at three different concentra-
tions using ethanol as solvent. In vitro release kinetics was evaluated in Franz cell set with pre-collection
set at 6 h interval. The method is suitable for zidovudine quantification in samples of microemulsion sys-

tems evaluated using relatively low cost solvents and no complex extraction techniques.

INTRODUCTION

Zidovudine (3'-azido-2’,3’-deoxythymidine,
AZT), a nucleoside analogue active against hu-
man immunodeficiency virus (HIV), was the first
drug approved for the treatment of AIDS and
HIV infection 1. Currently, AZT is used in isola-
tion or treatment regimens for the prophylaxis
of vertical transmission of HIV and virus spread
in accidental instance 23. However, its pro-
longed use by the conventional route of admin-
istration may have toxic effects, drug resistance,
influence of first-pass hepatic effects and thera-
peutic failure 45.

The development of transdermal systems for
antiretroviral therapy has attracted increasing in-
terest in recent decades. Various carriers are de-
signed to promote controlled and reproducible
release for a long period of time in the systemic
circulation 68, They also have advantages over
conventional antiretroviral therapy once it may
enable the use of hydrophilic drugs with low
oral bioavailability, dose-dependent toxicity,
thereby providing the user with fewer side- ef-

fects and increased drug effectiveness in the
treatment %10,

Microemulsions are isotropic, transparent
and thermodynamically stable dispersions, usu-
ally consisting of four component mixtures, wa-
ter, oil, surfactant and co-surfactant 11-13, Due to
their high proportion of surfactants, these
nanocarriers can interact with the corneum stra-
tum destabilizing its lipid bilayer, increasing the
skin permeability and facilitating the substances
penetration, which usually would not pass
through such barrier, for example the AZT 14,

Analytical methods for AZT quantification
described in official compendia and literature
are based on the HPLC 1516, titration 17 and UV
Spectrophotometry 17.18, HPLC is a high cost and
longer analysis method for pharmaceutical com-
panies and research centers. The other reported
methods use prior stages of complexation, ex-
tractions and high cost solvents. Overall, titra-
tion and UV/VIS spectrophotometry used for
analysis of raw materials and conventional phar-
maceutical forms are not applied to the quantifi-
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TRANSDERMAL PERMEATION OF ZIDOVUDINE IN NANOEMULSION SYSTEMS
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Abstract:
The potential of antiretroviral drugs for transdermal administration has been extensively studied.

However, one of the limitations of the transdermal delivery of these drugs is their poor skin
permeation. This study aimed to evaluate nanoemulsion systems containing zidovudine (AZT) for
{ransdermal administration in antiretroviral therapy. The nanoemulsions obtained and selected from
pseudoternary diagrams were characterized by analyzing the droplet size, zeta potential, pH.
rheological behavior, small-angle X-ray scattering (SAXS) and isotropy of these systems (polarized
light microscope). /1 vilro permeation (using pig ear skin) and in vivo skin irritation studies (using
mice) were also performed. As a result of physical-chemical characterization of the nanoemulsions,
the droplet size was determined to be 128 to 132 nm. The droplet size of all nanoemulsions
increased after the addition of AZT: however, these systems remained stable, homogeneous and
isotropic. In the permeation  study. the amount of drug that permeated was higher for the
nanoemulsion when compared with the control, getting a permeation enhancer effect on the order of
approximately 2-fold (P <0.05). Microscopic analysis suggested only a few histopathological
changes in animal skin treated with nanoemulsions, compared with the control group (hydrogel).
Thus, nanoemulsion systems have proved to be stable and promising, able to promote permeation of

the drug without promoting apparent skin irritation. Acknowledgements: MCT/CNPq
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