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RESUMO
A anfotericina B (AnB) ¢ um antibidtico macrolideo derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus, de reconhecida atividade antifingica e leishmanicida. No entanto, tem seu uso
limitado em razdo da elevada toxicidade. Para tentar reduzir essa toxicidade na forma
convencional tem se estimulado o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo. A via
topica oferece algumas vantagens, todavia a eficacia topica s6 ¢ obtida quando o farmaco
apresenta adequado grau de penetracao na pele. As microemulsdoes (MEs) sdo uma proposta
interessante para a veiculagdo por via topica da AnB, pois atuam como promotores de
permeagdo, devido ao reduzido tamanho das goticulas formadas, assim como pelo seu alto
conteudo de tensoativos, que desorganiza os lipideos da pele. Além disso, as MEs podem
proporcionar uma modificagdo na biodisponibilidade e na diminuicdo da toxicidade dos
farmacos, visto que esses sistemas apresentam-se como reservatorios capazes de liberar e
direcionar os fAirmacos para tecidos e células especificas do organismo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi desenvolver e comparar as caracteristicas biofarmacéuticas e potencial
irritante de MEs e sistemas convencionais (SCs) contendo 6leo de Syagrus cearensis para
administracdo topica de AnB. Diagramas de fase pseudo-terndrios foram construidos
utilizando o método de titulacdo de dgua para desenvolver as MEs e os SCs foram preparados
de acordo com a técnica classica de inversdo de fase. No estudo de permeacgdo e retengdo
cutanea, pele de porco dermatomizada sem estrato corneo foi utilizada como um modelo de
biomembrana lesionado. O potencial de irritagdo foi avaliado utilizando trés métodos
alternativos, os ensaios da membrana corioalantéide (HET-CAM e CAM-TBS) e o teste de
opacidade e permeabilidade em coérnea bovina (BCOP). A formulagdo otimizada (ME02)
consistiu em Anfotericina B a 0,1% (p/p), 6leo catolé 9,1% (p/p), Smix (1:1, Tween 20 e
Kolliphor EL) 81%, tamanho de goticula de 31,02 + 0,9 nm, potencial zeta de -23,4 mV e
viscosidade 0,63 £ 0,1 Pa.s. A ME(O2 exibiu maior retengdo de AnB nas camadas de pele
(84,79 + 2,08 pg.cm™) do que todas as outras formulagdes. Em geral, as MEs apresentaram
maior liberagdo e reten¢do do farmaco do que os SCs e todas as formulagdes mostraram maior
retentividade que permeabilidade. Apenas as MEs desenvolvidas usando Labrasol/Plurol
(L/PO) como par de tensoativos exibiram um potencial de irritagdo moderado, todas as outras
formulagdes foram classificadas como nao-irritantes ou levemente irritantes. Os resultados
indicam que as formulagdes contendo 6leo de S. cearensis sdo alternativas promissoras para a

administracao topica da AnB visando o tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chaves: Anfotericina B. Administracdo topica. Técnicas in vitro.



ABSTRACT

Amphotericin B is a macrolide antibiotic derived from a strain of Streptomyces nodosus,
known for its antifungal and antileishmanial activity. However, it has limited use due to the
high toxicity. In order to reduce the toxicity in the conventional way, the development of new
delivery systems has been stimulated. Topical administration of active drugs is a route that
offers certain advantages, however, topical efficacy is only obtained from drugs with a
suitable degree of penetration into the skin. Microemulsions are an interesting proposal for
topical administration of Amphotericin B, because they act as permeation enhancers, due to
the small size of the droplets formed, as well as to its high content of surfactants, which
disrupts the skin lipids. Moreover, the MEs can also provide a change in bioavailability and
by decreasing the toxicity of drugs, since such systems are presented as reservoirs capable of
releasing drugs and targeting tissues and specific cells of the organism. Therefore, the aim of
this study was to compare the biopharmaceutical characteristics and irritation potentials of
microemulsions (MEs) and conventional systems (CSs) containing oil from Syagrus cearensis
for intradermal delivery of Amphotericin B (AmB). Pseudo-ternary phase diagrams were
constructed using a water titration method to develop the MEs, and the CSs were prepared
according to the classical technique of phase inversion. In the skin permeation and retention
study, dermatomed pig skin without stratum corneum was used as an alternative disturbed
skin model. The irritation potential was evaluated using three different methods,
chorioallantoic membrane assays (HET-CAM and CAM-TBS), and bovine corneal opacity
and permeability test (BCOP). The optimized formulation (ME02) consisting of 0.1% (w/w)
Ampbhotericin B, 9.1% (w/w) catolé oil, 81% (w/w) Smix (1:1, Tween 20 and Kolliphor EL)
possessed droplet size of 31.02 £+ 0.9 nm, zeta potential of -23.4 mV and viscosity 0.63 £ 0.1
Pa.s. MEO2 exhibited greater retention of AmB in to skin layers (84.79 + 2.08 pg.cm™) than
all the others formulations. In general, MEs showed higher drug release and retention than
CSs and all of the formulations showed greater retentivity than permeability. Only MEs
developed using Labrasol/Plurol Oleique (L/PO) as the surfactant and co-surfactant exhibited
a moderate irritation potential, all other MEs and CSs were classified as non-irritants or slight
irritants. The results indicate that formulations containing oil from S. cearensis are promising

alternatives for the delivery of AmB targeting the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Amphotericin B. Topical administration. /n Vitro techniques.
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1 INTRODUCAO

A Anfotericina B ¢ um antibidtico macrolideo derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus (CARVALHO et al., 2013; CHUDZIK et al., 2013), que possui atividade antifingica
e leishmanicida. A Leishmania e os fungos possuem ergosterol como principal esterdide na
membrana plasmatica, logo, a anfotericina liga-se ao ergosterol levando a formacao de poros
através das membranas lipidicas. A alteracdo da permeabilidade celular permite o escape de
pequenos ions e metabolitos, principalmente ions potéssio, levando a morte da célula (LIMA

et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2010).

Seu uso na forma convencional ¢ limitado pelos efeitos adversos, dentre eles, ndusea,
vomito, febre, hipotensdo e, principalmente, pela nefrotoxicidade (CABRALES-VARGAS;
LANIADO-LABORIN, 2009). A Anfotericina B (AnB) lipossomal é incorporada pelo
macréfago onde se abriga o parasito, praticamente ndo reagindo com o colesterol das células
do hospedeiro, aumentando a efic4cia e tolerabilidade do farmaco. Assim, as formulac¢des
lipidicas da AnB tém baixa nefrotoxicidade e podem ser utilizadas em doses altas por curto

tempo (MARTINEZ, 2006).

A baixa solubilidade da AnB em meio aquoso, sua alta toxicidade nas dispersoes
convencionais ¢ a baixa taxa de absorc¢ao por via oral tem estimulado o desenvolvimento de
novos sistemas de administracdo deste farmaco (CABRALES-VARGAS; LANIADO-
LABORIN, 2009).

A via tdpica, por sua vez, tem sido considerada uma alternativa de interesse para a
administracdo de farmacos, uma vez que oferece diversas vantagens, como a auséncia de
efeito de primeira passagem, o fato de ser indolor e a facilidade de aplicag¢do, além de

apresentar alta adesdo por parte dos pacientes (WILLIAMS, 2003).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doencga infecciosa que afeta a pele e
membranas mucosas e apresenta lesdes ulceradas, nodulos e Unicas ou multiplas lesdes com
bordas elevadas bem definidas que aparecem em varias areas do corpo, especialmente no
rosto (BASANO; CAMARGO, 2004; RAMOS-E-SILVA; JACQUES, 2002; RIBEIRO et al.,
2016). A proliferacdo do parasita ocorre na derme ¢ a intensidade depende da espécie e do
estado imunolégico do hospedeiro (HEPBURN, 2000). Os medicamentos atualmente
utilizados para o tratamento de LTA ndo sdo eficazes e nenhuma vacina estd disponivel

(LAUNOIS et al., 2008).
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Diversos estudos clinicos mostraram a efetividade da AnB lipossomal no tratamento da
LTA. No entanto, mesmo com a redu¢do da toxicidade da AnB na forma lipossomal, em
relagdo a desoxicolato, esses estudos reportaram um alto percentual de efeitos adversos, um
longo periodo de tratamento e a necessidade de administragdo intravenosa, o que aumenta o
custo e reduz a adesdo ao tratamento (MOTTA; SAMPAIO, 2012; SOLOMON et al., 2011).
Um método alternativo para tratar a LTA seria um agente topico com alta rententividade e
baixa permeabilidade através da pele, proporcionando, assim, que o farmaco seja retido na
epiderme e derme, sem atingir niveis plasmaticos significativos, reduzindo os efeitos adversos

relacionados com a toxicidade da AnB.

Os estudos in vitro utilizando células de difusdo de Franz sdo uma ferramenta valiosa e
determinante na avaliacdo do comportamento de formulagdes de uso topico, em virtude das
inimeras varidveis que comprometem o processo de fabricagdo (SANTES, 2008; SATO,
2007). Os estudos ex vivo permitem uma melhor compreensao dos fatores relacionados com a
liberacdo do farmaco, incluindo forma farmacéutica, retencdo e permeagdao. Embora estes
ensaios possam ser realizados com diferentes biomembranas, a pele de porco tem sido
amplamente utilizada devido a sua similaridade com a pele humana e facil disponibilidade,
uma vez que € um subproduto da industria de alimentos (BARBERO; FRASCH, 2009). Para
a conducao adequada de tais estudos alguns parametros devem ser cuidadosamente avaliados,

dentre eles, a espessura e integridade da pele (NETZLAFF et al., 2005).

Medicamentos para aplicagcdo topica sdo geralmente testados em modelos de pele
saudavel, entretanto, o estrato corneo, principal barreira a penetracdo de substancias através
da pele, ¢ frequentemente lesionado por afec¢des topicas, como por exemplo nos casos das
lesdes causadas pela leishmaniose. Desta forma, se faz necessaria a utilizagdo de modelos de
pele adequados quando se pretende avaliar a permeagdo de farmacos utilizados para tratar

afec¢des que causam lesdes na pele (DANCIK et al., 2015; SCHLUPP et al., 2014).

Atualmente, novos veiculos para a aplicagdo topica de farmacos tém sido desenvolvidos
com o objetivo de permitir o tratamento de lesdes cutineas persistentes que nao respondem

aos tratamentos tradicionais.

Microemulsdes (MEs) sdo sistemas transparentes, nos quais um 6leo ou um farmaco ¢
disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo associado ou ndo, a um
cotensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estavel (DAMASCENO et
al., 2011). Estes sistemas apresentam capacidade de se formarem espontaneamente, podendo

existir sob varias formas estruturais e atuam como promotores de permeacdo de varios
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farmacos, devido ao reduzido tamanho das goticulas formadas, assim como ao seu alto
conteudo de tensoativo que desorganiza os lipideos da pele (SILVA et al., 2009). Dessa
forma, correspondem a uma alternativa promissora para melhorar a biodisponibilidade e
diminuir os efeitos adversos causados pelo uso da AnB. Os sistemas lipidicos convencionais
(SCs), tais como emulgéis e emulsdes também podem fornecer uma alternativa de baixo custo

para a aplicagdo topica da AnB visando o tratamento da leishmaniose cutanea.

Geralmente, os Oleos e os agentes tensoativos sdo utilizados no desenvolvimento de
emulsdes, emulgéis e MEs. Os o6leos vegetais t€ém um certo nimero de vantagens em
comparacdo aos 6leos minerais; sao menos toxicos, biodegradaveis e renovaveis, enquanto

que os produtos derivados de petrdleo sdo finitos (DOSSAT et al., 2002).

O Catolé (Syagrus cearensis Noblick) ¢ uma palmeira brasileira a partir da qual ¢
extraido um oleo contendo um elevado teor de acidos graxos saturados e insaturados,
incluindo os 4acidos oleico, linoleico e acido palmitico (NASCIMENTO et al., 2011;
NOBLICK, 2004). Estes acidos graxos conferem aos 6leos fixos propriedades emolientes,
quando incorporado em formulagdes topicas (LEAL et al., 2013). Essa palmeira tem sido
extensivamente utilizada para fins ornamentais e o seu 6leo utilizado popularmente para tratar

diversas doengas, incluindo erisipela (FERREIRA-JUNIOR et al., 2011).

Ensaios biologicos para avaliacdo da eficacia e seguranca devem preceder a insercdo de
um produto no mercado. A avaliacdo do potencial irritante de uma substancia € realizada com
o objetivo de predizer os efeitos nocivos que a mesma podera desencadear quando da
exposicao humana pelas diversas vias. Para cumprir este propésito, o modelo animal ¢ o mais
utilizado e requerido nos processos investigativos. Entretanto, a utilizagdo de animais na
pesquisa tem sido razdo de diversas discussdes em fun¢do do grande nimero necessario e do

sofrimento causado aos mesmos (SCHEEL et al., 2011).

Atualmente, muitos estudos t€ém sido realizados para obtencdo de métodos in vitro,
que possam ser utilizados como substitutos dos testes em animais. O teste de opacidade e
permeabilidade em cérnea bovina (BCOP) e o teste da membrana coério-alantdide do ovo de
galinha (HET-CAM) e sua variagdo o CAM-TBS, sdo métodos in vitro reconhecidos
internacionalmente para avaliacdo de potencial irritante (ICCVAM, 2010; WILSON et al.,
2015). O BCOP baseia-se na avaliacao do potencial irritativo e toxico através da opacidade da
cornea bovina por desnaturagdo proteica, precipitacdo celular ou inducdo de inchago estromal
ou pela permeabilidade corneal a fluoresceina com perda da membrana celular e barreira do

epitélio da cornea (SCOTT et al.,, 2010). Os métodos HET-CAM e CAM-TBS visam
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identificar e avaliar o potencial irritante de um produto ou substdncia quimica, sobre a
Membrana Cérialantéide (CAM) do ovo embrionado da galinha, no décimo dia de incubagao

(TAVASZI, BUDALI, 2007).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver microemulsdes e sistemas
convencionais contendo o 6leo de S. cearensis para a administragcdo topica de AnB visando o
tratamento da leishmaniose cutanea, avaliar a sua liberagdo, permeacdo, retencdo e potencial

de irritacdo utilizando os métodos alternativos descritos acima.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliagdo biofarmacotécnica e do potencial irritante de sistemas microemulsionados e
convencionais contendo o oOleo de Syagrus Cearensis para administracdo topica de

Anfotericina B, utilizando métodos alternativos.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e utilizar diagramas pseudoterndrios para obtencao e identificagdo de
regides de microemulsdes;

e Desenvolver sistemas convencionais, emulsdes e emulgéis, para veiculacdo topica de
Anfotericina B.

e Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para o doseamento da
Anfotericina B por CLAE-DAD;

e Avaliacdo da incorporacdo maxima de Anfotericina B nas microemulsoes;

e Caracterizar os sistemas obtidos utilizando os seguintes parametros: condutividade
elétrica, pH, potencial zeta, tamanho de goticula, microscopia de luz polarizada e
espalhamento de Raio-X de Baixo Angulo (SAXS);

e Realizar caracterizagdo fisico-quimica do o6leo de catolé (Syagrus cearensis);,

e Avaliar a estabilidade das microemulsdes e sistemas convencionais desenvolvidos;

e Avaliar taxa de liberagdo in vitro de Anfotericina B a partir das microemulsdes e
sistemas convencionais;

e Avaliacdo ex vivo da permeacdo e retengdo cutanea de Anfotericina B a partir das
microemulsoes e sistemas convencionais utilizando modelo de biomembrana lesionada;

e Avaliar o potencial irritante das microemulsdes e sistemas convencionais utilizando os
testes em membrana corioalantéide HET-CAM e CAM-TRBS;

e Avaliacdo do potencial irritante das microemulsdes e sistemas convencionais utilizando
o teste de opacidade e permeabilidade em cornea bovina (BCOP);

e Avaliar a correlacdo entre os métodos propostos para determinacdo de potencial

irritante.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Anfotericina B

A Anfotericina B (AnB) ¢ um antibidtico poliénico macrociclico (Figura 1) produzido
naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus que foi inicialmente isolado em
meados de 1955 (FILLIPIN; SOUZA, 2006). Trata-se de um dos agentes antifingicos mais
utilizados na pratica clinica por apresentar potente acdo fungicida. Sendo, também, utilizado
clinicamente no tratamento de leismanioses resistentes ao tratamento com antimoniais

(YARDLEY; CROFT, 2000).

O nome Anfotericina deriva da caracteristica anfotérica de sua estrutura molecular,
apresenta caracteristicas hidrofobicas, em decorréncia da parte apolar de sua molécula e
caracteristicas hidrofilicas, decorrentes da presenca de intimeros grupos hidroxilas, além
disso, possui grupos carboxilico e amino, que lhe conferem propriedades anfifilicas (DORA,

SOUZA, 2005; FILIPPIN, SOUZA, 2006; SILVEIRA, 2013).

Figura 1 — Estrutura quimica da Anfotericina B (DRUGBANK, 2016).

et

HO™ OH

NH,

Apresenta-se como um p6 amarelo alaranjado, que apresenta baixissima solubilidade na
maioria dos solventes, com exce¢do de dimetilsulfoxido (DMSO) e da dimetilformamida. O
farmaco ¢ sensivel a luz, ao calor e ao pH abaixo de 6 e acima de 9 (FRANZINI, 2006). Esta
baixa solubilidade leva a permeabilidade em membrana e biodisponibilidade limitadas, o que
dificulta o desenvolvimento de formulag¢des por via oral, que ¢ a via mais conveniente e
aceitavel para os pacientes (SILVA et al., 2013) e, por isso, requer estratégias de formulagao

complexas para administragao parenteral. (GANGADHAR et al., 2014).

O principal mecanismo de a¢do da Anfotericina B consiste na habilidade que sua

molécula possui em interagir com os esterdis da membrana, colesterol das membranas
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plasmaticas de células animais e o ergosterol das membranas celulares fungicas, e formar,
com isso, canais, na qual ha a liberagdo de constituintes internos. Esta liberacdo, seguida de
um desequilibrio na atividade enzimatica das membranas afeta, consequentemente, a vida

celular (ARAUJO et al., 2005; FILIPPIN, SOUZA, 2006; NASCIMENTO et al., 2010).

No entanto, por tal agdo nao ser exclusiva as células fungicas, seu uso ¢ limitado, muitas
vezes, sendo necessaria a interrup¢do do tratamento em razdo dos graves efeitos adversos,
como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada, convulsdo, calafrio, febre, flebite,
anemia, anorexia, diminui¢do da fung¢do tubular renal e hipocalcemia (GIANNINI et al., 2004;

MARTINEZ, 2006).

Na tentativa de diminuir a nefrotoxicidade da Anfotericina B na sua formulagao
convencional, AnB-desoxicolato (Fungizone®), formulacio que esta disponivel desde 1960 e
¢ uma dispersdo coloidal da AnB, e aumentar o seu potencial efeito terapéutico tem se
incentivado o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdao, como por exemplo, dispersdes
solidas, lipossomas, emulsoes lipidicas, nanocéapsulas, AnB em cristais liquidos,
nanoparticulas lipidicas so6lidas e complexos de AnB com ions especificos (GOLA et al.,

2016; GANGADHAR et al., 2014; PESTANA et al., 2008).

Formulagdes lipidicas de anfotericinaB, dentre elas a Anfotericina B lipossomal
(Ambisome®), complexo lipidico de AnB (ABLC, Abelcet™) e dispersio coloidal de AnB
(ABCD, Amphocil®) sdo mais seguras do que a Anfotericina B desoxicolato porque sdo
menos nefrotoxicas e podem alcangar uma maior concentragao em alguns tecidos, incluindo o
sistema nervoso central. Estas formulagdes sdo a primeira op¢do no tratamento de varias
micoses sistémicas, como a histoplasmose grave, mucormicose e criptococose, no entanto,

todas requerem administragdo parenteral (PECANHA et al., 2016).

3.2 Microemulsoes

As microemulsdes (MEs) foram descritas inicialmente por Hoar e Schulman em 1943 e
definidas como sistemas termodinamicamente estaveis e isotropicamente translucidos de dois
liquidos imisciveis, usualmente agua e Oleo, estabilizados por um filme interfacial de
tensoativos localizados na interface 6leo/dagua (DAMASCENO et al., 2011; FORMARIZ et
al., 2005).

Para delinear um sistema microemulsionado, o desenvolvimento € o estudo de
diagramas de fase pseudoternarios mostram-se uma ferramenta extremamente importante.

Geralmente, os diagramas sdo construidos para determinar a propor¢ao das fases oleosa,
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aquosa e de tensoativos que fardo parte da ME. Assim, agua, 6leo e uma propor¢do de dois

tensoativos sdo representados em cada vértice do diagrama (DAMASCENO et al., 2011).

A mistura dos componentes da fase aquosa, fase oleosa, tensoativo e cotensoativo, na
regido de ME de um diagrama de fases, ¢ capaz de formar diferentes estruturas internas. A
estrutura formada ¢ influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos componentes
utilizados e da razdo entre os componentes. Quando a fase aquosa ¢ a interna, dispersa ou
descontinua, ao passo que o 6leo compde a fase externa, dispersante ou continua, o sistema ¢
conhecido como sendo do tipo A/O. Inversamente, quando moléculas lipossoluveis estdo
localizadas no interior das goticulas esféricas de 6leo e envolvidas por moléculas de
tensoativos em um meio continuo de agua, esse sistema ¢ conhecido como sendo do tipo O/A

(SILVA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2013; ZHAO et al., 2011).

Atualmente, intimeros farmacos sdo veiculados em formas farmacéuticas ditas
convencionais e geralmente ndo conseguem atingir concentragdes apreciaveis no tecido alvo
do organismo porque, entre o local de aplicacdo e o alvo onde deve exercer seu efeito
farmacologico, interpdem-se uma série de barreiras bioldgicas, as quais expdem os tecidos

normais do organismo aos efeitos potencialmente toxicos do farmaco (DALMORA et al.,

2001).

Comparando as microemulsdes com as formula¢des convencionais, as MEs apresentam
varias vantagens, melhoraram a solubilidade do farmaco, apresentam estabilidade
termodindmica, facilidade de obtengcdo e aumento na biodisponibilidade transdérmica de
farmacos, em razdo da grande quantidade de tensoativos presentes em sua formulagdo, a
interagdo com o estrato corneo em que a bicamada lipidica seria desestruturada e a
permeabilidade dos farmacos facilitada Ainda, sdo sistemas adequados para veiculagdo tanto
de farmacos soluveis em agua, quanto insoluveis. Portanto, trata-se de um promissor veiculo
para administracao topica de medicamentos (SAHOO et al., 2014; SHAH et al., 2009; SILVA
et al., 2009).

E possivel estabelecer claramente diferencas entre uma ME e uma emulsdo. A tensio
interfacial de uma ME ¢ muito baixa quando comparada com a tensdo interfacial de uma
emulsdo, o que pode levar a formacdo espontinea das MEs e, consequentemente, a um
pequeno tamanho das goticulas. Enquanto isso, as emulsdes sdo dispersdes opticamente
turvas e leitosas e, normalmente, s6 podem ser obtidas por agitacdo mecanica devido a sua
instabilidade termodinamica (DAMASCENO et al., 2011; FORMARIZ et al., 2005; YUAN,
2009).
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3.3 Catolé (Syagrus cearensis)

O Brasil possui uma grande biodiversidade distribuida em diferentes biomas, como
por exemplo, Amazonia, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. No entanto, apesar desta
biodiversidade, a maioria das espécies permanece nao cultivadas e poucas pesquisas
cientificas tém sido conduzidas para descrever tal diversidade. Estima-se que apenas 5% das
espécies conhecidas tenham sido investigadas quanto ao potencial agrondmico, fitoquimico e

bioldgico (MEDINA et al., 2011; BESKOW et al., 2015).

A regido Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu territorio ocupado pela caatinga
que se caracteriza por ser uma vegetacdo xerofila, de fisionomia e floristica variada

(OLIVEIRA et al., 2009).

O Catolé (Syagrus cearensis Noblick) ¢ uma palmeira pertencente a familia Arecaceae
tipica da Caatinga do Nordeste brasileiro, ¢ cultivado mais comumente nos estados Bahia,

Ceara, Paraiba ¢ Pernambuco (NOBLICK, 2004).

O Syagrus Cearensis possui, normalmente, cerca de 3 a 5 metros, podendo chegar a
medir 10 metros de altura. As flores sdo pequenas, reunidas em cachos que surgem
predominantemente de maio a agosto, embora floresca e frutifique durante todo o ano,
amadurecem no periodo de outubro a dezembro. Os frutos t€ém cerca de Scm de comprimento
e possuem um sabor adocicado, sendo consumidos in natura (LORENZI et al., 2004;

LORENZI et al., 2010).

A partir do coco catolé ¢ extraido um 6leo, cerca de 70g/100g de coco, contendo um
elevado teor de acidos graxos saturados e insaturados, incluindo os é4cidos oleico, linoleico e
palmitico (NASCIMENTO et al., 2011; NOBLICK, 2004). Estes acidos graxos conferem aos
Oleos fixos propriedades emolientes, quando incorporados em formulagdes topicas (LEAL at

al., 2013).

E comum o uso das folhas do catolé para a producdo de artefatos como vassouras,
chapéus, bolsas, abanadores e para outros propositos ornamentais (SOUTO, 2014). O dleo do
coco catolé ¢ utilizado tanto na culinaria quanto em cosméticos, terapeuticamente, de forma
popular, ¢ utilizado para tratamento do estomago, erisipela, diarreia e também como diurético
(FERREIRA-JUNIOR ET al., 2011; ROSA et al., 2015; RUFINO et al., 2008). No entanto,
ndo hd na literatura, relatos da utilizagdo deste como constituinte farmacéutico e/ou

cosmético.
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Figura 2 — a) Coco catol¢é (NASCIMENTO et al., 2011); b) Palmeira Syagrus cearensis
(SILVA, 2012).

3.4 Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma doenca infecciosa cronica nao
contagiosa, causada por protozoarios do género Leishmania da familia Trypanosomatidae
(COELHO et al., 2016). E uma doenga negligenciada de impacto global na satde publica.

Estima-se que, a cada ano, cerca de 1,5 milhdes adquirem a doenga (ESPIR et al., 2016).

Essa infecgdo ¢ caracterizada por ulceras cutdneas que podem se espalhar e causar
destruicao tecidual do nariz e da boca (Figura 3), considerada uma doenca tropical
negligenciada e uma grave ameaca para a saude global devido a sua expansdo continua, ¢
favorecida pelo ciclo de vida do seu organismo causador que ¢ mantido em reservatdrios de
animais domésticos e espécies antropofilicas de moscas de areia (COSTA et al., 2016; LIMA

etal., 2016).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma das afeccdes
dermatologicas que merece mais atencao, devido a sua magnitude, assim como pelas
deformidades que pode produzir no ser humano, e também, pelo envolvimento psicoldgico,
com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser
considerada uma doenga ocupacional. Apresenta ampla distribui¢cdo, com registro de casos em
todas as regides brasileiras, no entanto, com maior prevaléncia nas regides Norte e Nordeste

(BRASIL, 2010).

A administracao parenteral de compostos antimoniais pentavalentes permanece como
a terapia de primeira escolha para todas as formas de leishmaniose (DESJEUX et al., 2004).

A quimioterapia oral da leishmaniose consiste na administracdo dos antimoniais, miltefosina e
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paromomicina, por cerca de trés semanas (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013). Contudo, a
resisténcia e a elevada frequéncia dos efeitos secundarios sdo ainda problemas relevantes
associados a esses tratamentos. A anfotericina B ¢ uma terapia de segunda linha util para o
tratamento da leishmaniose, em caso de falhas no tratamento com os compostos antimoniais,
sendo administrada atualmente em um ambiente de internagdo, necessitando de infusdao ao

longo de varias horas devido ao seu potencial para gerar nefrotoxicidade aguda e hemolise

(MATLASHEWSKI et al., 2011).

A resisténcia aos antimoniais ¢ crescente e a inclusdo da anfotericina B lipossomal no
tratamento ¢ cada vez mais recomendada (BALASEGARAM et al., 2012). Estudos recentes
tém mostrado a eficacia da AnB lipossomal no tratamento da LTA. No entanto, mesmo coma
reducdo da toxicidade da AnB na forma lipossomal, em relacio a forma convencional,
desoxicolato de sodio, os estudos reportaram um alto percentual de efeitos adversos e um
longo periodo de tratamento (SOLOMON et al., 2011; MOTTA; SAMPAIO, 2012). Mesmo
na forma lipossomal, a AnB ¢ administrada por infusdo intravenosa lenta, trata-se de um

procedimento de internacdo e representa um Onus adicional nos locais pobres em recursos

(GAHART et al., 2016).

Portanto, ¢ conveniente o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo que
possibilitem ofertar alternativas terapéuticas para o tratamento da leishmaniose cutdnea, mas,
que além de seguros e eficazes, reduzam os custos associados a adminitracdo intravenosa e

aumentem os indices de adesdo ao tratamento.

Figura 3 — Diferentes tipos de lesdes causadas pela Leishmaniose Tegumentar

Americana (BRASIL, 2010).
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3.5 Métodos Alternativos

A utilizagdo de animais em pesquisa cientifica ¢ descrita desde o século V a.C., no
entanto, a primeira lei a regulamentar o uso de animais para este fim s6 foi proposta em 1876
pelo Reino Unido, através do British Cruelty to Animal Act. (MIZIARA et al., 2012;
RAYMUNDO; GOLDIM, 2002).

Em 1959, William Russell e Rex Burch publicaram o livro The principles of humane
experimental technique onde estabelecem os 3R’s da pesquisa em animais, Refine, Replace e
Reduce. Tal proposta, ndo proibia a utilizagdo de animais em pesquisa, mas tinha o sentido de
humanizar a pratica para que fosse tratada sempre considerando as questdes éticas e

cientificas (RUSSELL; BURCH, 1959).

O refinamento (refine) esta relacionado com o alivio ou minimizacao da dor, sofrimento
ou estresse causado ao animal; a redugdo (reduce) trata da obtencdo de métodos que possam
ter mesmo nivel de confiabilidade, mas que utilizem nimero menor de animais; a substitui¢ao
(replace) estabelece que um determinado desfecho seja alcancado sem a utiliza¢do de animais

vertebrados vivos (RAYMUNDO; GOLDIM, 2002; RUSSELL; BURCH, 1959).

A partir da publicacdo dos principios dos 3R’s, aumentaram-se os esfor¢os para o
desenvolvimento de métodos alternativos que pudessem substituir, refinar e/ou reduzir a

utilizacao de animais para fins de pesquisa.

M¢étodos alternativos sao procedimentos validados e internacionalmente aceitos que
garantam resultados semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a
mesma meta dos procedimentos substituidos por metodologias que: ndo utilizem animais;
usem espécies de ordens inferiores; empreguem menor nimero de animais; utilizem sistemas

organicos ex vivos; ou diminuam ou eliminem o desconforto (BRASIL, 2009).

A participacdo da Comissao Internacional em atividades destinadas a validagao de
métodos alternativos aos ensaios em animais teve inicio em 1991 com o langamento do
primeiro centro de validagdo, o EURL-ECVAM (European Union Reference Laboratory for
alternatives to animal testing). A validacdo, neste caso, consiste em demonstrar a
reprodutibilidade e relevancia de um dado método, considerando a capacidade preditiva da
resposta in vivo, para uma determinada aplicacio (QUANTIN et al., 2015). A
disponibilizagdo mundial dos métodos alternativos validados ocorre apds harmonizacao

através da Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2005).
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No Brasil, a regulamentagdo especifica da pesquisa em animais se deu apenas em 2008,
com a aprovacgdo da Lei n® 11.794/08, conhecida como Lei Arouca, que instituiu o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e regulamentou a utilizacao de
animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica. A este Conselho compete monitorar e
avaliar a introdugdo de técnicas alternativas que substituam a utilizagdo de animais em ensino
e pesquisa, credenciar as institui¢des que utilizem animais em seus trabalhos, além de
conceber as normas brasileiras de criacao e utilizacdo de animais de laboratorio (BRASIL,

2008).

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagao e Comunicagdes (MCTIC) estabeleceu,
através da portaria n° 491 de 03 de Julho de 2012, a Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA). Rede composta por trés Laboratorios Centrais, o Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) e o Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio), além dos Laboratorios
Associados, publicos ou privados, com reconhecida competéncia na realizacdo e
desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais de experimentagdo, e que tém a
funcdo de contribuir para a disseminacdo e desenvolvimento dos métodos alternativos e
constituir a infra-estrutura de ensaio de métodos alternativos do pais. Atualmente a
RENAMA possui dezenove Laboratorios Associados distribuidos pelos estados de Santa
Catarina, Parand, S3do Paulo, Rio de janeiro, Minas Gerais, Goids, Bahia e Pernambuco
(Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosméticos da Universidade Federal de

Pernambuco — NUDFAC/UFPE).

Outros marcos importantes na regulamentacdo de Métodos Alternativos no Brasil
foram a criacdo do Centro Brasileiro para Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM,
Brazilian Center for Validation of Alternative Methods) em 2013, através de Portaria da
Direcao do INCQS, a Resolugdo Normativa N° 18, de 24 de setembro de 2014 e a Resolucao
Normativa N° 31, de 18 de agosto de 2016, ambas do CONCEA, que reconhecem o uso no
pais de métodos alternativos validados, que tenham por finalidade a reducao, a substitui¢ao ou
o refinamento do uso de animais em atividades de pesquisa e conferem prazo de cinco anos a

partir de suas respectivas publicagdes para utilizagdo exclusiva do método alternativo.

As Tabelas 1 e 2 mostram os métodos reconhecidos pelo CONCEA através das

Resolugdes Normativas 18/2014 e 31/2016.



Tabela 1 — Métodos Alternativos reconhecidos pelo CONCEA — RN 18/2014.

RESOLUCAO NORMATIVA N° 18, DE 24 DE SETEMBRO DE 2014

I - Para avaliacio do potencial de irritacio e corrosio da pele:

a) Método OECD TG 430 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica

Transcutanea;

b) Método OECD TG 431 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana
Reconstituida;

¢) Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro; e

d) Método OECD TG 439 - Teste de irritacdo Cutanea in vitro.

II - Para avalia¢ao do potencial de irritacio e corrosao ocular:

a) Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de Cornea Bovina;
b) Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha; e

¢) Método OECD TG 460 - Teste de Permeacao de Fluoresceina.

III - Para avaliacao do potencial de Fototoxicidade:

a) Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.

IV - Para avaliacido da absorc¢io cutanea:

a) Método OECD TG 428 - Absor¢ao Cutanea método in vitro.

V - Para avaliacao do potencial de sensibilizacio cutanea:

a) Método OECD TG 429 - Sensibilizagdo Cutanea: Ensaio do Linfonodo Local; e

b) Método OECD TG 442A e 442B - Versdes ndo radioativas do Ensaio do Linfonodo Local.
VI - Para avaliacio de toxicidade aguda:

a) Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral - Procedimento de Doses Fixas;
b) Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral - Classe Toxica Aguda;

¢) Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral - procedimento "Up and Down"; e

d) Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral
sistémica.

VII - Para avaliacao de genotoxicidade:

a) Método OECD TG 487 - Teste do Micronticleo em Célula de Mamifero in vitro.
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Tabela 2 — Métodos Alternativos reconhecidos pelo CONCEA — RN 31/2016.

RESOLUCAO NORMATIVA N° 31, DE 18 DE AGOSTO DE 2016

I - Avaliacio do potencial de irritaciio e corrosao ocular:

a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duragdo para danos oculares;
b) Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruido;

II - Avaliacio do potencial de sensibilizagao cutanea:

a) Método OECD TG 442C - Sensibilizagdo cutanea in chemico;

b) Método OECD TG 442D - Sensibilizagdo cutanea in vitro;

III - avaliacio de toxicidade reprodutiva:

a) Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade reprodutiva ¢ do

desenvolvimento;

b) Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado com teste de toxicidade
reprodutiva; e

IV - Avaliacao da contaminacio pirogénica em produtos injetaveis:

a) Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira).

3.5.1 Absor¢ao Cutdnea: método in vitro (OECD TG 428)

A administracdo topica de farmacos ¢ uma via de administragdo atraente em
compara¢do com vias mais convencionais, tais como a administra¢do oral de farmacos, uma
vez que evita o metabolismo de primeira passagem, e pode superar os problemas de baixa

adesdo pelo paciente (BARTOSOVA; BAJIGAR, 2012).

Os estudos de absor¢do cutanea desempenham um papel essencial na selecdo dos
farmacos para aplicagdo dérmica ou transdérmica. Portanto, a escolha de modelos preditivos

de penetracdo in vitro sdo extremamente importantes (SCHMOOK et al., 2001).

As células de difusdao de Franz (CDF) sdo os modelos de células estdticas mais
comumente utilizados nos estudos de absor¢ao cutinea. As CDF consistem em dois
compartimentos, um doador e outro receptor, que devem ser separados por uma membrana,
seja sintética ou natural. As membranas sintéticas sao normalmente utilizadas para os estudos
de liberacao de farmaco e as biomembranas (humana ou animal) para estudos de absor¢do
cutanea, devido as diferentes propriedades de difusdo oferecidas pelos modelos de membranas

(SIMON et al., 2016).
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A substancia de ensaio, que pode ser marcada radioativamente, ¢ aplicada a superficie
da membrana, no compartimento doador. O compartimento receptor ¢ preenchido com uma
solucdo que favorece as sink conditions, isto €, uma condi¢do de ndo saturacdo do sistema
dinamico (SILVA et al, 2009), possibilitando um fluxo continuo do farmaco. O produto teste
permanece na membrana por um tempo determinado e sob condi¢des especificadas, antes da
remog¢dao por um procedimento de limpeza apropriado. O fluido receptor ¢ amostrado em
tempos pré-determinados ao longo da experimentagdo e analisado por métodos analiticos

apropriados para quantificar a substancia de ensaio e/ou seus metabolitos (OECD, 2004).

O modelo ideal de biomembrana para os estudos de absor¢ao cutanea ¢ a pele humana
ex vivo, no entanto, devido a dificuldade de obtenc¢do, alta variabilidade e as questdes éticas,
os modelos animais sdo extensivamente utilizados (SCHMOOK et al., 2001; BARBERO;
FRASCH, 2009).

Viarios modelos de peles de animais tém sido utilizados em substitui¢ao a pele humana,
por exemplo, pele excisada de rato, de rato sem pelo, de camundongo, de porco e de cobaia,
para predizer a absor¢ao cutanea de substancias em humanos (BARBERO & FRASCH, 2009;
BRONAUGH et al., 1982). No entanto, o estrato corneo desses animais difere do humano na
espessura, no contedo aquoso, no perfil lipidico e na morfologia (BRONAUGH et al., 1982;
BARRY; WILLIAMS, 2008). Diversos estudos relatam que a permeagao percutanea em pele
do porco apresenta-se como o modelo mais adequado para substituir a pele humana, devido a

similaridade e capacidade preditiva (BRONAUGH et al., 1982; SCHMOOK et al., 2001).

Alguns parametros sao criticos para o delineamento de um ensaio de absorc¢ao cutanea,

dentre os quais deve-se destacar a espessura e a integridade do modelo de pele utilizado.

E necessaria a avaliagdo da integridade da pele antes de iniciar os ensaios de absorgdo
cutinea, no entanto, ndo ha uma padronizacdo do método especifico e dos valores
possivelmente aceitos (OECD, 2004). A medi¢ao da perda de agua transepidermal (TEWL) e
resisténcia elétrica transepitelial (TEER) sdo métodos bem estabelecidos para avaliar a
integridade da barreira cutanea, uma vez que quando a pele ¢ danificada, sua funcdo de
barreira ¢ prejudicada, resultando em maior perda de agua (MACHADO et al., 2010;
RAVICHANDRAN et al., 2011; SCHLUPP et al., 2014).

3.5.2 Ensaios em membrana corio-alantoide (HET-CAM e CAM-TBS)

Os conhecidos testes de irritagdo ocular e cutanea, utilizados com o objetivo de

determinar o grau de irritabilidade, de diversas substancias e produtos foram inicialmente
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descritos por John H. Draize (DRAIZE et al., 1944) e, em muitos paises ainda sdo adotados
oficialmente até hoje (WILHELMUS, 2001). Todavia, sdo testes que utilizam muitos animais
e que causam intenso sofrimento aos mesmos (OLIVEIRA et al., 2012). Por estas razdes ha
uma pressao crescente para substituir os testes in vivo por ensaios in vitro que alcancem
vantagens como: maior eficacia, menor custo e maior facilidade de difusdo e incorporacgao de
tais metodologias por outros laboratdrios, sendo, portanto, uma questdo bastante relevante

(WORTH; BALLS, 2002; ABREU et al., 2008).

O HET-CAM (Hens Egg Test- Chorion Allantoide Membrane) ¢ um ensaio que utiliza a
membrana corioalantdide do ovo embrionado de galinha da raca Leghorn, no décimo dia de
incubagdo. Tem como objetivo avaliar o potencial irritante de uma substancia ou produto
acabado (produtos soltuveis, emulsdes, géis e 6leos). O ensaio ¢ baseado na observagdo dos
efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e coagulacdo), apdés 5 minutos da aplicacdo do
produto, puro ou diluido, sobre a membrana cério-alantéide (ICCVAM, 2010; NOBREGA et
al., 2012).

Tanto o HET-CAM, quanto sua versao modificada, o CAM-TBS (Chorionallantoic
membrane — trypan blue staining), que avalia os danos a membrana corio-alantdide pela
quantidade do corante azul de Trypan absorvido pela mesma, sdo métodos validos e
reconhecidos internacionalmente (ICCVAM, 2010; OLIVEIRA et al., 2012; WILSON et al.,
2015).

Estudos recentes demonstraram a maior sensibilidade e capacidade de predigao do
CAM-TBS em relacdo ao HET-CAM e de ambos em relagdo ao Fluorescein Leakage Test
(FLT), 3T3-Neutral Red Uptake (NRU) cytotoxicity assay, Red Blood Cell (RBC) haemolysis
assay (YANG et al., 2011) e, ainda, grande especificidade dos testes de CAM, especialmente
o HET-CAM, para substancias ou produtos com baixo ou nenhum potencial irritante

(SCHEEL et al., 2011).

Atualmente, o BraCVAM estad conduzindo a validagao do teste HET-CAM, ¢ o primeiro
ensaio de validagdo de um método alternativo em territério nacional, o que permitira ao pais
obter experiéncia no processo de validag@o e contribuir para a redugdo dos animais utilizados
em experimentagao. Caso tenha €xito, o método alternativo podera entdo ser regulamentado,

ensinado e empregado rotineiramente.
3.5.3 Teste de opacidade e permeabilidade de cornea bovina (BCOP)

Embora alguns métodos alternativos ao teste de irritacdo ocular de Draize, como o teste

de opacidade e permeabilidade de cdérnea bovina (BCOP, bovine corneal opacity and
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permeability) e o teste do olho enucleado de galinha (ICE, isolated chicken eye), tenham sido
formalmente validados, estes ndo se aplicam a avaliacdo de produtos com baixo potencial
irritante, pois possuem boa capacidade de predicdo apenas para produtos corrosivos ou com

potencial irritante severo (DONAHUE et al., 201; OECD, 2009; OLIVEIRA et al., 2012).

O teste de opacidade de cornea bovina (BCOP) ja ¢ validado internacionalmente pelo
EURL-ECVAM e aceito para fins regulatérios no Brasil pela ANVISA (BRASIL, 2014).
Todos os tipos de substancias, incluindo formulagdes podem ser avaliadas. As limitagdesdo
ensaio sdo as elevadas taxas de falsos positivos para alcoois e cetonas e de falsos negativos

para solidos. A exclusao destes compostos melhora a precisao do ensaio (ICCVAM, 2006).

O método baseia-se na medida da opacidade e da permeabilidade da cornea bovina apos
o contato com o produto teste. A medida da opacificagcdo cornea ¢ realizada com o auxilio de
um opacitometro, aparelho que determina a diferenca de transmissdo do fluxo luminoso entre
a cornea a ser avaliada, fixando um valor numérico da opacidade. A medida da
permeabilidade cornea ¢ realizada conforme o tempo de contato, adicionando fluoresceina e
medindo a densidade 6ptica em 490 nm, obtendo-se uma escala que considera os fendmenos

observados (BHASKER et al., 2015; CHORILLI et al., 2009; CRUZ, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Foi utilizada Anfotericina B- lote 02139/2013, Cristalia; Miristato de Isopropila,
Polietilenoglicol 400, Tween®™ 20 (Polissorbato 20), Span® 80 (Mono-oleato de sorbitano),
Tween” 80 (Polissorbato 80), Alcool Isopropilico, Vetec, Brasil; Plurol oleique®,
(poligliceril-6 dioleato), Labrasol® (Caprylocaproyl macrogol-8 glycerides), Gatefossé,
Franga; Kolliphor™ EL (Polyoxyl 35 Castor Oil), fluoresceina sodica, Corante Azul de
Trypan, Minimum Essential Medium Eagle, Acido oléico, Oleo de Oliva, Sigma-Aldrich,
Brasil; Metanol e Acetonitrila grau HPLC, JT Baker, EUA; BRIJ®*020 (Polyoxyethylene 20
oleyl ether), Croda, Reino Unido; Oleo de Licuri (Syagrus coronata), Coopes, Brasil; Oleo de
Catol¢ (Syagrus cearensis); filtros de seringa e membranas filtrantes de ésteres de celulose de
0,45um e 0,22 um, Millipore®; agua deionizada em sistema de ultra purificagdo Purelab,

Elga, EUA.

4.2 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: Banho Dubnoff Microprocessado Q226M,
Quimis, Brasil; Centrifuga, Centribio 80-2B, Brasil; Agitador magnético 713D, Fisatom,
Brasil; Pipetas automaticas, Eppendorf, Alemanha; Banho Ultrassom Quimis; pHmetro pH21,
Hanna Instruments Inc., EUA; Condutivimetro GEHAKA® CG 2200, Brasil; ZetaSizer®
Nano-ZS90, Malvern® Instruments, Reino Unido; Microscépio de Luz Polarizada, RMN-1
(300 MHz) Leica, Reino Unido; Cromatdgrafo liquido Nexera X2, Shimadzu, Japao; Vision®
Microette™, Hanson, Reino Unido; opacitometro BASF-OP 3.0, Alemanha; chocadeira IP
70D Premium Ecolégica, Brasil; Iliminador por fibra 6tica MGA-D, Brasil; Dermatdmetro

Nouvag, Alemanha; Tewameter® TM 300, Courage+Khazaka, Alemanha.

4.3 Solubilidade da Anfotericina B em tensoativos e 6leos

Visando selecionar os tensoativos ¢ 6leos mais adequados para o desenvolvimento das
microemulsoes, a solubilidade da Anfotericina B, em varios meios, conforme a tabela abaixo,
foi investigada por adi¢do de 100 mg de fd&rmaco em frascos &mbar com 5 mL de cada meio.
Em seguida, os frascos contendo a mistura foram mantidos em incubadora com agitacdo
(técnica shake-flask) a 25°C durante 48 horas para obter o equilibrio. Apos as 48 horas os
tubos com a mistura foram centrifugados (4000 rpm = 1500 g), por 10 minutos, o

sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,45 um e diluido em metanol. O teor do
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farmaco foi avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (PESTANA et
al., 2008; SHAH et al., 2009).

Tabela 3 — Meios utilizados no estudo de solubilidade da anfotericina B

MEIO

Oleos Acido Oléico
Miristato de Isopropila
Oleo de Oliva
Oleo de Licuri
Oleo de Catolé
Tensoativos Tween 80®

Tween 20®

Alcool Isopropilico
Span 80®
Labrasol®
Kolliphor EL®
Plurol Oleique®

4.4 Desenvolvimento dos diagramas de fase pseudoternarios

Os tensoativos foram misturados nas seguintes proporgoes (p/p): 1:1, 2:1 e 5:1. A esta
mistura de tensoativos, foi adicionada a fase oleosa nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5,
6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulagdes foram feitas com 4gua purificada tipo Milli-Q®, utilizando
uma pipeta automatica ajustada a 1000 pL, adicionando lentamente, a temperatura ambiente.
Durante a titulagdo, a mistura foi homogeneizada utilizando agitador magnético, por 3
minutos, ¢ as mudangas do aspecto visual foram observadas. Considerando-se as proporgdes
dos componentes dos sistemas, apds as titulacdes aquosas foram marcadas as areas em que se
deu a formagao de sistema isotropico e opticamente transparente (PATEL et al., 2013; ZHAO

etal., 2011).

4.5 Maxima incorporaciao de Anfotericina B nas microemulsoes

Farmaco em excesso (100 mg) foi adicionado diretamente a 5 mL das formulagdes
previamente preparadas e a mistura agitada em vortex por 5 minutos. As amostras foram

submetidas a agitagdo magnética a 300 rpm por 48 horas e em seguida a ultrassom em modo
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descontinuo por 60 minutos a temperatura ambiente. Ao fim da sonicacdo, centrifugadas
(4000 rpm = 1500 g) por 20 minutos, para eliminar o excesso de firmaco nao incorporado. O
sobrenadante foi filtrado e diluido em metanol para a quantificagdo da Anfotericina B na

formulacao por CLAE.

4.6 Preparaciao das microemulsdes e sistemas convencionais contendo Anfotericina B

Apos a construcao dos diagramas de fase, diferentes formulagdes foram selecionadas
para a incorporagdo do farmaco. 0,1% (p/p) de Anfotericina B foi dissolvido gradualmente em
agua em pH 11. Em seguida, a solu¢do aquosa com o farmaco foi adicionada lentamente a
quantidade selecionada da mistura 6leo e tensoativos sob agitacdo magnética continua. O pH

foi ajustado e a formulagao foi sonicada por 30 min.

O emulgel (SC1) e a emulsdo (SC2) foram preparados, em triplicata, de acordo com a
técnica classica de inversdao de fase. As fases foram misturadas a 70 + 5°C, mantendo a
agitacdao a 1000 rpm durante 30 minutos. A anfotericina B, numa propor¢ao de 0,1% (p/p) foi
incorporada apos resfriamento das formulagdes sob agitacdo mecanica constante de 900 rpm
durante 15 minutos. Para obteng¢do do emulgel e da emulsao utilizou-se 6leo de catolé¢, BHT
como antioxidante, Span 80 e Tween 80 como tensoativos, carbopol 940 e cera polawax como

espessantes, em concentragdes que estdo demonstradas na tabela abaixo.

Tabela 4 — Composigao centesimal de emulgel e emulsao contendo anfotericina B.

Composicao (%) SC1 SC2
AnB 0,1 0,1

Oleo de Catolé 10,0 10,0
Span 80 1,5 1,5
Tween 80 35 35
Carbopol 0,4 _

Polawax _ 10,0
BHT 0,1 0,1

Agua 84.4 74.8

4.7 Caracterizaciao das microemulsoes e sistemas convencionais desenvolvidos

Diversos métodos podem ser utilizados para caracterizar um sistema de liberacdo de
farmacos, entretanto, para se obter informacgdes mais detalhadas sobre sua estrutura e

dinamica, devem-se levar em consideracao os resultados de mais de um método.
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De acordo com as regides de microemulsdo nos diagramas de fase e com a capacidade
dos sistemas selecionados de solubilizar o fArmaco, quatro microemulsdes e duas formulagdes
convencionais, emulgel e emulsdo, foram preparadas e avaliadas através dos seguintes

parametros. Todas as analises foram realizadas, no minimo, em triplicata.

4.7.1Centrifugagdo
As formulagdes foram centrifugadas, durante 20 min a 1500 g e apds a centrifugagado
observou-se a ocorréncia ou ndo de separagdo de fases.
4.7.2 Determinacdo da condutividade elétrica

A condutividade elétrica das formulagdes foi determinada em condutivimetro CG
2200 - GEHAKA®, aferido com solucdo padrio de KCl de 1412 uS/cm, a temperatura

ambiente.

4.7.3 Teste de solubilidade em corante

Um corante soltvel em dgua (FD&C Red 40) foi adicionado as microemulsdes e a fase
do sistema foi avaliada visualmente (BUTANI et al., 2014).

4.7.4 Determinagdo do pH

O pH das formulagdes foi determinado através de pHmetro Hanna®pH21, previamente

calibrado com as solugdes tampao pH 7,0 e pH 4,0, a temperatura ambiente.

4.7.5 Determinagdo do potencial zeta e tamanho das goticulas

As medidas de potencial zeta e tamanho de goticulas das formulagdes foram
determinadas utilizando o ZetaSizer® Nano-ZS90 (Malvern®, Inglaterra). As formulagdes

foram diluidas em 1:10 com agua destilada.

4.7.6 Microscopia de luz polarizada

As formulagdes foram avaliadas através de Microscopio de Luz Polarizada (DM 750P

— Leica®) para avaliar a isotropia ou anisotropia dos sistemas.

4.7.7 Viscosidade e Reologia

A viscosidade e as propriedades reologicas dos sistemas convencionais foram
determinadas em temperatura ambiente utilizando um viscosimetro rotacional Rheology
International Digital. As microemulsdes foram analisadas com um redmetro oscilatorio MCR

101 Anton Paar, a temperatura de 25 = 0,2 °C.

4.7.8 Espalhamento de raios X a baixo dngulo (SAXS)
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As amostras selecionadas foram submetidas a esse estudo para obter informagdes sobre
a estrutura e distribui¢do de tamanho dos objetos espalhadores dos sistemas. As medidas
foram realizadas na estagdo de medidas D11-A SAS do Laboratorio Nacional de Luz
Sincroton (LNLS) em Campinas, que ¢ equipado com um monocromador do tipo Silicio
(111), produzindo feixe de raios-X incidente (A= I,SSA), uma camara de ioniza¢do, um
detector vertical e um analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento. A
distancia amostra-detector foi de 1,536 nm. O espalhamento I(q) foi expresso em unidades
arbitrarias e o espalhamento de ar parasita (espalhamento de particulas existentes no sistema
sem amostra) foi subtraido de intensidade total da amostra. As curvas resultantes foram
normatizadas levando em consideracdo os efeitos do decaimento natural, da intensidade da
fonte de luz sincrotron, da sensibilidade do detector e da transmitancia. Os dados foram

tratados utilizando o software Origin Pro v.8.

4.8 Avaliacao da estabilidade das formulac¢des

Para avaliar a estabilidade das microemulsdes e sistemas convencionais contendo
0,1% de Anfotericina B (p/p), as mesmas foram acondicionadas em frasco de vidro ambar a
temperatura ambiente (25 + 2°C) e a temperatura de 5 + 2 °C durante 90 dias. As formulag¢des
foram avaliadas 24 horas apds a fabricagdo e a cada 30 dias quanto ao teor de farmaco,

tamanho e distribuicao das goticulas.

4.9 Quantificacao e validacio de método para doseamento de Anfotericina B

As andlises foram realizadas em cromatdgrafo liquido Shimadzu com controlador SCL-
10AVP, auto Injetor SIL-30AC, bomba LC-30AD e DAD (UV-Vis) Detector SPD-M20A,
com fase moével constituida por Metanol: Acetonitrila:EDTA 2,5mM (40:30:30), fluxo de 1,0
mL/min,com coluna Kinetex® 5 um C18, 100 A, 150 x 4,6 mm, volume de inje¢ao de 15 uL
e deteccdo em comprimento de onda de 406 nm, com tempo de andlise de 6 minutos. Os

dados foram obtidos utilizando o software LC Solution® versio 1.25.

O método foi validado segundo RE n° 899/03 da ANVISA (BRASIL, 2003). A
linearidade do método foi verificada nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 ¢ 20

ug/mL a partir de uma solugdo inicial de 100 pg/mL.

A solugdo inicial de anfotericina B foi preparada pesando-se analiticamente 10 mg de
anfotericina B, que foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e
a este adicionou-se 50 mL de metanol, em seguida sonicou-se por 15 minutos, por fim,

completou-se o volume com metanol.
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4.10 Caracterizacio fisico-quimica do dleo de catolé (Syagrus cearensis)

O ¢leo de catolé foi obtido por extracdo através de uma prensa hidraulica manual. As
analises de acidez, saponificagdo, peroxidos e material insaponificavel foram realizadas em
triplicata de acordo com o método geral preconizado pela Farmacopeia Brasileira V (2010). A
partir do espectro integrado de RMN 'H, que utiliza os valores das areas encontradas em
deslocamentos especificos no espectro, foram realizados os calculos para obtengdo de
parametros fisico-quimicos que foram utilizados na comparacdo com as analises por
volumetria. Para tanto, foram utilizadas as formulas que estdo apresentadas na Tabela 5

(CARNEIRO et al., 2005; REDA et al., 2007).

Os espectros de RMN 'H das amostras foram obtidos através de espectrémetro Varian,
modelo UNITY plus-300 MHz utilizando cloroféormio deuterado como solvente. Foram
acumuladas 16 repetigdes para cada decaimento induzido e tempo de aquisicdo de

aproximadamente 4 segundos.

Tabela 5: Formulas utilizadas para obtenc¢do de pardmetros fisico-quimicos do 6leo de catolé

através da utilizacdo de espectros integrados de RMN H'.

Parametro Féormula

Teor de hidrogénios vinilicos (V) V= (area do deslocamento em 2 ppm /2) + area
do deslocamento em 2,9 ppm

Massa molar (MM) g/mol MM = 119,70 + 703,6 + 5,983 V

indice de Todo (I1) gI/100g I=[126,91 x 100 V]/MM

Indice de Saponificagdo (IS) mgKOH/g IS =-0,2358 MM + 398,42

Estado de Oxidacao (Ro/a) Roa = V/area do deslocamento em 0,9 ppm
(referente a soma dos hidrogénios ligados ao
grupo metila)

Acidez livre (A) mg KOH/g AL =3,0597 [Roa]” — 6,3181 Roa + 3,3381

4.11 Estudos de liberacao, permeacio e retencio cutinea

4.11.1 Selegdo das formulagoes

As formulagdes foram selecionadas a partir dos resultados dos diagramas de fase
desenvolvidos, dos ensaios de caracterizagdo fisico-quimica e, sobretudo, da capacidade de

incorporagao do farmaco.
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4.11.2 Sele¢ao do meio receptor

O liquido receptor foi selecionado avaliando-se a solubilidade da Anfotericina B em
diversos meios, tampao fosfato pH 7.4, tampao fosfato pH 7.4 com polyoxyethylene 20-oley!
ether (Brij® 020) a 2%, tampdo fosfato pH 7.4 com polyoxyethylene 20-oleyl ether (Brij®
020) a 4%, tampao fosfato pH 7.4 com lauril sulfato de so6dio 0,1% e tampdo fosfato pH 7.4
com lauril sulfato de so6dio 0,5%. Para tanto, (100 mg) excesso de AnB foi adicionado a SmL
de diferentes meios receptores. Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitagao
a temperatura controlada (32 + 2°C), por um periodo de 24 horas e, em seguida, centrifugadas
(1500g) durante 20 minutos. Em seguida, foi retirada uma aliquota do sobrenadante e filtrou-
se em membrana filtrante 0,45um. A concentracdo da AnB foi determinada através de CLAE-

DAD.

4.11.3 Cinetica de liberacdo in vitro

A membrana sintética utilizada, contendo ésteres de celulose e porosidade de 0,45pum
(Millipore®), foi previamente hidratada no meio receptor selecionado por um periodo de 12

horas.

4.11.4 Permeacdo cutdnea ex vivo

As peles de orelha de porco foram obtidas em um abatedouro publico (Paulista-PE) e
excisadas cuidadosamente. Em seguida, foram dermatomizadas para uniformizar a espessura
das peles utilizadas. Para simular um modelo de pele lesionado, como ocorre nas feridas
causadas pela leishmaniose cutanea, o estrato cérneo foi removido pelo método de tape

stripping utilizando 30 fitas adesivas (3M Durex®).

Para avaliar a integridade inicial e confirmar os danos causados as peles, a perda de
agua transepidermal (TEWL; g/hm?) foi aferida antes e depois da remocdo do estrato corneo.
Utilizou-se, para tanto, um tewametro, cujo principio da medigdo ¢ baseado na primeira lei de

Fick (FOKUHL et al., 2103).

4.11.5 Montagem do sistema automatizado de células de difusdo

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com a
solugdo receptora selecionada. As membranas foram dispostas nas células de modo que
ficassem em contato com a soluc¢do receptora sem a formacao de bolhas. No compartimento
doador foram aplicados 400 mg (area difusional 1,77 cm?) de cada formulagdo. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética constante (250 rpm) e as c€lulas foram mantidas em banho

circulante a 32 + 2 °C.
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4.11.6 Coleta e Quantificacdo de anfotericna B nas amostras

Nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, para o estudo de cinética de liberagdo, e
nos intervalos de tempo pré-definidos, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas, para o ensaio de permeacao
cutanea, aliquotas de 1 mL foram coletadas e filtradas em membrana 0,45 um, o volume
retirado durante as coletas foi reposto automaticamente com solugdo receptora. As amostras

foram quantificadas através de CLAE-DAD.

4.11.7 Andlise dos perfis de liberagdo e permeag¢do cutinea

A quantidade corrigida do farmaco liberado/absorvido foi dividida pela area da
membrana utilizada e esses valores foram plotados em graficos de dispersdo xy,
caracteristicos de trés modelos de cinética para visualizagdo do perfil de permeacdo do

farmaco (BOLZINGER et al., 2012).

e Ordem zero: quantidade liberada por area (pug/cm?) versus tempo (h);
e Higuchi: quantidade liberada por area (pg/cm?) versus raiz do tempo (h);

e Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (pg/cm?) versus tempo (h).

A partir da analise de regressao linear, deve-se determinar o coeficiente de detrminacao
(R?) para cada modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de R? mais proximo a 1 foi

selecionado (COSTA, LOBO, 2001).

A quantidade de AnB permeada através da pele (pg/cm?) foi representada graficamente
como uma funcao do tempo (t) para cada formulagdo. O fluxo (J, pg/[cm?-h]) foi determinado
a partir do declive da porgdo linear da permeag¢do cumulativa do farmaco em funcao do
tempo. O coeficiente de permeabilidade (Kp, cm/h) foi calculado por meio da relagdo entre o
fluxo e a concentragdo inicial do fArmaco no compartimento doador (BUTANI et al., 2014;

WAN et al., 2015).

4.11.8 Estudo de retencdo cutanea

Ao final do estudo de permeagdo, a area difusional da pele foi cortada em pequenas
partes e transferidas para um tubo Eppendorf contendo 5 mL de metanol. A anfotericina B foi
extraida utilizando um homogeneizador de tecidos por 5 minutos para trituracdo, seguida de
sonicagdo por 60 minutos e centrifugacdo por 10 minutos em 1500 g. Em seguida, o

sobrenadante foi filtrado e analisado por HPLC.

4.11.9 Recuperagdo cutanea de Anfotericina B
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Para avaliar a recuperagdo de AnB, amostras de pele com area difusional de 1,77 cm?
foram picotadas e colocados em tubos Falcon. A estes tubos foram adicionados volumes
conhecidos de solugdo padrao de AnB, para obter concentracdo de 10 pg/mL. Apds total
evaporacdo do metanol, foi adicionado 5 mL de metanol e o tubo foi colocado em
homogeneizador de tecidos por 5 minutos para trituragdo, ¢ em banho de ultrassom por 60
minutos, seguindo por centrifugacdo por mais 10 minutos a 1500 g, por fim a solucdo foi

filtrada (0,45 um) e quantificada por CLAE-UV.
Os valores de recuperagdo foram determinados pela seguinte equagao:

[1]

. concentragdo obtida
Recuperacgao (%) = — x 100
concentracgdo real

4.11.10 Avalia¢do da influéncia do oleo de catolé na liberagdo e permeagdo de Anfotericina

B a partir das microemulsoes

Com o intuito de avaliar a influéncia do 6leo de catolé na liberacdo e permeagao da
Anfotericina B a partir das microemulsdes, foi preparada uma microemulsdo similar 8 ME02,
contendo o mesmo par de tensoativos € nas mesmas concentragdes, mas substituindo 9,1% de

6leo de catolé por 9,1% de 4cido oléico. Essa formulagdo foi denominada ME12.
4.12 Avaliaciao do Potencial Irritante

Para avaliar o potencial de irritacdo das formulagdes, foram utilizados trés métodos
alternativos. Solucdo salina (NaCl 0,9% p/v) e uma solucdo de hidroxido de so6dio (NaOH)
0,1 N foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. As microemulsdes
foram avaliadas sem diluicdo. No entanto, devido a alta viscosidade, as formulagdes

convencionais foram diluidas 1: 1 com NaCl a 0,9%.

4.12.1 Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

Para cada formulacdo testada, foram utilizados quatro ovos SPF (Specific Pathogen
Free) fertililizados de galinhas da raca Leghorn. Os ovos foram incubados a 37 £ 0,5 °C com
uma humidade relativa de 65 + 2% durante 10 dias. No décimo dia, a membrana da casca foi
removida, expondo a membrana corioalantéide (CAM). Com o auxilio de uma lupa, foi
realizada analise visual para verificar se a CAM estava adequada para o teste, em seguida, 300
uL de cada formulagdo foi colocada sobre a superficie da CAM. Apoés 20 segundos, a
formulagdo foi removida com solugdo salina. A CAM foi observada durante 5 min para

determinar a incidéncia de efeitos de irritagdo nos vasos sanguineos da CAM (lise vascular,
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hemorragia e/ou coagulacdo). Os efeitos vasculares foram classificadas de acordo com os
critérios descritos no método de ensaio do Protocolo ICCVAM. (SCHEEL et al., 2011;
ICCVAM, 2010). Para classificacdo do potencial irritante, as formulagdes foram classificadas
de acordo com os seguintes parametros: 0 — 0,99 corresponde a uma formulacao ndo irritante;
1,00 — 4,99 corresponde a uma formulacado irritante leve; 5,00 — 8,99 correspondente a uma

moderadamente irritante (MI); e 9.00 — 21.00 corresponde a uma severamente irritante (SI).

4.12.2 Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining (CAM-TBS)

A fase inicial do teste ¢ semelhante ao HET-CAM, onde sdo utilizados quatro ovos no
décimo dia de incubagdao e a membrana coérioalantdide também ¢é exposta. No entanto, o
método CAM-TBS utiliza o corante azul de trypan como um indicador da lesdo na CAM.
Ap6s a remog¢ao da formulagdo, 0,5 mL de tampao fosfato contendo 0,1% de azul de trypan
foram adicionados a CAM em uma zona delimitada por um anel de silicone. O excesso do
corante foi removido com agua destilada e a area da CAM que foi delimitada pelo anel de
silicone foi recortada, colocada em tubo contendo 5 mL de formamida e, em seguida, agitada
em vortex e centrifugada (1500g por 10 min). A absorbanciancia do sobrenadante foi medida
através de espectrofotometria a 595 nm. A quantidade de azul de trypan absorvido pela

membrana corioalantoica foi calculada usando a equacao abaixo(LAGARTO et al., 2006).

Corante absorvido = Absorvincia x 5 nmol / 1000 x 10°

[2]

A curva de calibragdo do corante foi feita com solugdes de azul de trypan em
formamida nas concentragdes 10'6, 10° ¢ 5 x 107 mol/L, lidas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595 nm. As formulacdes foram classificadas de acordo com os
parametros: 0-6,99 corresponde a ndo irritante/ligeiramente irritante (NI / SLI); 7,00-14,50

correspondente a moderadamente irritante (MI); > 14,50 correspondente a irritante severo

(ST).
4.12.3 Opacidade e Permeabilidade em Cornea Bovina (BCOP)

Olhos bovinos foram adquiridos em abatedouro publico (Paulista- PE) e mantidos em
meio Minimum Essential Medium Eagle (EMEM), por no maximo duas horas até as
respectivas corneas serem excisadas. Apos excisdao cuidadosa das cérneas, as mesmas foram
inspecionadas visualmente e montadas nos suportes do opacitdmetro previamente calibrado,
as camaras do suporte foram preeenchidas com o0 EMEM e incubas durante 1 hora a 32 + 1°C,

para a primeira medida de opacidade. Em seguida, o meio da camara anterior foi retirado e as
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corneas foram expostas a 750 uL de cada formulacdo teste durante 10 min. Posteriormente, as
corneas foram lavadas com EMEM contendo o vermelho de fenol e incubadas novamente a

32 £ 1°C durante 2 horas, quando a opacidade final foi aferida.

Para avaliar a permeabilidade, as corneas foram tratadas com 1 mL de solugdo de
fluoresceina sodica a 0,4% e incubadas a 32 + 1°C durante 90 min. Apds a exposicdo de
fluoresceina, foi determinada a densidade doptica a 490 nm (OD490) da solugdo em EMEM na
parte posterior da cdmara. Para calcular o valor de irritacdo in vitro (IVIS) para cada grupo de
tratamento, foi utilizada a Equacgao 3 (OECD, 2009). De acordo com o protocoloco OECG TG
437, nenhuma predicdo pode ser realizada quando os valores de IVIS estdo abaixo de 55.

Acima deste valor, todas as substancias sao classificadas como irritantes de Categoria 1.
VIS = valor médio de opacidade + (15 x média permeabilidade OD490 valor)
[3]
4.13 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médias = DP (Desvio Padrao) de pelo menos trés
valores. Os dados foram analisados por andlise de variancia. O nivel de significancia

estatistica foi fixado em p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Solubilidade da Anfotericina B em tensoativos, cotensoativos e 6leos

Algumas das preocupagdes associadas ao desenvolvimento de sistemas de liberagdo de
farmacos ¢, sem duvida, a escolha dos componentes. Essa selecao deve ser criteriosa e atender
alguns requisitos, como auséncia de toxicidade e irritabilidade, capacidade de solubilizagdo do

farmaco a ser incorporado no sistema e a capacidade de formar o sistema desejado

(LAWRENCE, REES, 2000; FORMARIZ et al., 2005).

A otimizac¢do dos componentes a serem utilizados na formulagao das microemulsdes foi
realizada com base na solubilidade da Anfotericina B em diversos tensoativos, cotensoativos e
Oleos, uma vez que apenas farmacos dissolvidos podem permear as membranas biologicas.
Estudos anteriores relatam que a melhor liberacdo de farmacos em diregdo a pele, a partir
destes sistemas, ocorre quando hd uma maior capacidade dos componentes em solubilizar o

farmaco (SAHOO et al., 2014; SHAH, et al,, 2009; LAWRENCE, REES, 2000).

Dentre os 6leos, a Anfotericina B apresentou maior solubilidade em o6leo de catolé,
seguido de miristato de isopropila, 6leo de licuri, 6leo de oliva e acido oléico. Sendo,
portanto, o 6leo de catolé o escolhido para o desenvolvimento das microemulsdes. Quanto aos
tensoativos, obteve maior solubilidade em Plurol Oleique®, um tensoativo lipofilico de EHL

(Equilibrio Hidréfilo Lipoéfilo) 6,0.

O valor do EHL pode indicar a extensao da preferéncia de migra¢do na interface entre
fases oleosas e aquosas, o que ¢ importante no papel dos tensoativos de formarem as
microemulsdes, pois eles diminuem a tensdo interfacial para valores mais baixos
(DAMASCENO et al., 2011). A adi¢do de um cotensoativo modifica o valor do EHL do
sistema para um valor 6timo e adequado para a formula¢do de microemulsdes, tendo em vista
que a mistura de tensoativos deve apresentar um EHL que esteja proximo do EHL exigido
pela fase oleosa (SILVA et al., 2013). A tabela abaixo mostra detalhadamente os resultados da

avaliacdo da solubilidade de Anfotericina B.
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Tabela 6 — Solubilidade da Anfotericina B em 06leos, tensoativos € cotensoativos.

Tensoativos e dleos Solubilidade (mg.mL_l)
Kolliphor EL"” 1,194 £ 0,216
Tween 20" 1,289 + 0,149
Tween 80" 1,456 +£0,178
Alcool Isopropilico 0,207 + 0,062
Span 80" 1,016 + 0,085
Plurol Oleique” 2,073 + 0,283
Labrasol® 1,712 £ 0,122
Miristato de Isopropila 0,556 + 0,098
Oleo de Catolé 0,997 £ 0,076
Oleo de Oliva 0,157 £ 0.056
Oleo de Licuri 0,174 £ 0.047
Acido Oléico 0,061 + 0,021

5.2 Desenvolvimento dos diagramas de fase pseudoternarios

Baseando-se nos resultados da solubilidade da anfotericina B e no interesse de testar
varios sistemas que evidenciem a relagdo entre solubilizagdo, incorporagdo, liberagao,
permeagdo e retengdo do firmaco, foram construidos diferentes diagramas de fase
pseudoterndrios. As diferentes proporgdes entre os pares de tensoativos, 6leo de catolé e agua,
permitiram caracterizar o dominio dos pontos em que se deu a formagdo de um sistema
homogéneo, limpido, translucido e isotrdpico, caracteristico de microemulsdes (SAHOO et

al., 2014; DAMASCENO et al., 2011; SILVA et al., 2009).

Dessa forma, apds as titulagdes, foi possivel definir as regides microemulsionadas,

como representadas nas figuras abaixo.
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Figura 4 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Kolliphor®/Tween 20%, 6leo de
catolé e dgua para proporg¢des T:CO 1:1.EHL 13,00
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Figura 5 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Kolliphor®/Tween 20%, 6leo de
catolé e dgua para proporgoes T:CO 2:1.EHL 14,75
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Figura 6 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Kolliphor®/Tween 20%, 6leo de

catolé e agua para proporgoes T:CO 5:1.EHL 14,45

0,00

Figura 7 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, 6leo

de catolé e dgua para proporgdes T:CO 1:1.EHL 10,00.
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Figura 8 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, 6leo
de catolé e dgua para propor¢des T:CO 2:1.EHL 11,36

0,00

Figura 9 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Labrasol®/Plurol Oleique®, 6leo
de catolé e dgua para proporgdes T:CO 5:1. EHL 12,62
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Figura 10 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 20%/Span 80%, 6leo de
catolé e dgua para proporg¢des T:CO 1:1. EHL 10,50
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Figura 11 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 20%/Span 80, 6leo de
catolé e agua para proporgdes T:CO 2:1.EHL 12,43
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Figura 12 — Diagrama de fase pseudoternério para o sistema Tween 20®/Span 80%, 6leo de
catolé e dgua para proporg¢des T:CO 5:1.EHL 14,59

0,00

T20/580 5:1

Figura 13 — Diagrama de fase pseudoterndrio para o sistema Tween 20*/Labrasol®, 6leo de
catolé e agua para proporgdes T:CO 1:1.EHL 14,35
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Figura 14 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 20"/Labrasol®, 6leo de
catolé e agua para proporgdes T:CO 2:1.EHL 14,98

Figura 15 — Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 20"/Labrasol®, 6leo de
catolé e agua para proporgdes T:CO 5:1.EHL 15,9
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Foi possivel verificar drea de existéncia de microemulsdes contendo o 6leo de catolé
em todas as combinagdes de pares de tensoativos testadas. A drea de microemulsdes nos
diagramas expandia-se a medida que o percentual de tensoativos aumentava, sendo maior para
o par de tensoativos Labrasol®/Plurol Oleique”.

A partir das regides microemulsionadas verificadas, foram selecionadas onze

formulagdes, cuja composic¢ao centesimal estd descrita na Tabela 7.

Tabela 7: Composi¢ao das formulacdes obtidas nos diagramas pseudoternarios.

Composicao (%) ME0O1 ME(02 ME03 MEO4 MEO5 ME06 ME07 MEO8 ME(09 ME10 MEI11

Tween 20" 409 - 577 625 545 0 535
Labrasol® 444 552 48,0 545 247 236 333
Kolliphor® 409 . . . . . . . .
Plurol Oleique® 222 11,1 240 273 . 1,8 16,7

Span 80 o o o o o 125 273 107
Oleo de Catolé 167 91 166 80 91 92 83 91 89 57 713
Agua q.s.p. 16,7 91 17,1 200 91 91 167 91 557 443 285

5.3 Miaxima incorporacio de Anfotericina B nas microemulsées

As principais desvantagens do uso de Anfotericina B estdo relacionadas com a sua baixa
solubilidade em 4gua, instabilidade em solucdo aquosa, sensibilidade a luz e temperaturas
acima de 10°C. Sua baixa solubilidade aquosa resulta em baixa biodisponibilidade oral e uma
absor¢dao altamente varidvel, que restringe seu uso por via oral e requer estratégias de
formulacao complexas para a administracdo parenteral. Por essa razdo, uma alternativa para
mitigar tal problema e oferecer novas vias de administracdo, tem sido a formula¢do de
diferentes sistemas, tais como lipossomas, microemulsdes e nanoparticulas lipidicas
(GANGADHAR et al., 2014). Sistemas micelares de AnB previamente formulados com
diferentes tensoativos tais como Tween 80, poloxamer e polietilenoglicol, aumentaram a
solubilidade e permeabilidade de AnB nas membranas biologicas (MORENO-RODRIGUEZ
et al., 2015).

A Tabela 8 mostra que foi possivel incorporar maior quantidade de AnB nas
formulacdes ME02, MEO5, ME10 e MEI11, constituidas de diferentes pares de tensoativos.
Observa-se, ainda, através dos valores de incorporacao determinados, que a MEOS, contendo

o par de tensoativos Labrasol“/Plurol Oleique®, possibilitou uma maior incorporagdo de AnB
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no sistema, e que esta incorporacdo estd diretamente relacionada a concentragdo dos
tensoativos, visto que a ME10 também constituida por este par de tensoativos, mas com
concentracdo inferior de tensoativos e percentual de agua 4 vezes maior, apresentou
solubilidade significativamente inferior, indicando que, neste caso, a solubilizacao da AnB foi
favorecida quando havia maior quantidade de tensoativo na microemulsdo, j& que este facilita
a solubilizagdo do farmaco no sistema.

Entre as ME02 e ME11, ndo houve diferenca estatisticamente significativa dos valores
maximos de AnB incorporados (p < 0,05). Considerando a solubilidade da AnB em solugdes
aquosas no pH fisioldgico, as referidas microemulsdes apresentam-se como uma alternativa

para aumentar a solubilidade desse farmaco.

Tabela 8 — Maxima incorporacio de Anfotericina B nas microemulsdes.

Microemulsdes Maxima Incorporacgio (mg mL ")+ DP
MEO1 0,953+ 0,166
MEO02 1,863+ 0,176
MEO03 0,722 £ 0,108
ME04 0,748 + 0,229
MEO05 2,605+ 0,216
MEO06 0,908+ 0,343
MEOQ7 0,974+ 0,371
MEO08 0,961+ 0,115
MEQ09 0,917+ 0,180
ME10 1,295+ 0,137
MEI1 1,895+ 0,221

5.4 Caracterizaciao das microemulsdes desenvolvidas e sistema convencional

Para os ensaios de caracterizagdo foram utilizadas as microemulsdes MEO2 utilizando o
par de tensoativos K/T20, MEO5 e MEI10 contendo L/PO e MEII utilizando T20/S80,
descritas na Tabela 7, o emulgel (SC1) e a emulsao (SC2) que estdo descritos na Tabela 4.
Todas essas formulacdes foram avaliadas antes e apds serem acrescidas de 0,1% p/p de
Anfotericina B. A selecdo das formulacdes foi baseada nos resultados da maxima
incorporacdo de AnB, uma vez que foram as formulagdes onde foi possivel solubilizar

quantidade igual ou superior a 1,0 mg/mL do farmaco.



63

5.4.1Centrifugagao

O teste de centrifugagdo produz estresse na amostra simulando um aumento na forga de
gravidade, aumentando a mobilidade das goticulas e antecipando possiveis instabilidades
(BRASIL, 2004). Todas as formulagdes mantiveram-se estaveis nos ensaios de centrifugacao,
ndo apresentando turvacao, tdo pouco separacdo de fase, dessa forma, a velocidade de

centrifugacdo ndo provocou alteragdes nos sistemas.

5.4.2Determinagdo da condutividade elétrica e pH das formulagoes

A condutividade elétrica ¢ uma importante alternativa para determinar o tipo de ME,
caracteriza-la fisicamente e fornecer informagdes estruturais principalmente sobre possiveis
transi¢des apos diluigdo (DAMASCENO et al., 2011; LI et al., 2014). Ja demonstrou-se que
existe uma forte correlagdo entre a estrutura de uma microemulsdo e o seu comportamento
eletrocondutor. As medidas de condutividade apresentam-se como importantes meios na
determinag¢do de dominios continuos aquosos ou oleosos em um sistema microemulsionado

(LAWRENCE, REES, 2000; ROSSI et al., 2007).

Os valores apresentados pelas formulagdes (Tabela 9) estdo relacionados as
propriedades de condutividade da fase externa aquosa ou oleosa. Para as microemulsdes, o
percentual aquoso foi determinante para aumento da condutividade elétrica. Os sistemas
convencionais, mesmo apresentando percentuais de 4gua proximos, mostraram
condutividades significativamente diferentes, o que pode estar relacionada a fase externa

aquosa do emulgel, composta por um carbomero e a composigao oleosa da cera polawax.

O pH ideal de uma formulagdo tépica ¢ padronizado de acordo com o pH de
estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de tolerancia da pele, sendo aceitaveis
valores entre 5,5 ¢ 8,0 (SILVA et al., 2009). A AnB possui estabilidade na faixa de pH entre
6,0 e 9,0 (SILVEIRA et al.,, 2013). Portanto, os valores de pH evidenciados para as
formulacdes avaliadas (Tabela 9) encontram-se dentro da faixa ideal para a anfotericina B e

para a aplicacao topica.
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Tabela 9 — Condutividade elétrica e pH das formulacdes

Condutividade (uS/cm) £ DP pH = DP

Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB
SC1 92,5+1,5 91,9+1,0 6.10£0.1 6.30+0.1
SC2 24,1+1,0 24,5+0,5 6.50+0.1 6.20+0.1
MEO02 6,4+0,8 6,6 £0,5 6.70 0.1 8.13+0.1
MEO0S5 12,9+ 0,9 13,5+ 0,6 7.22+0.1 8.09 £ 0.1
ME10 96,6+ 2,3 100,8+ 1,7 7.06+0.1 8.07 £0.1
ME11 67,8+1,9 71,1+2.2 6.84+0.1 7.89+0.1

5.4.3Determinagdo do tamanho das goticulas e potencial zeta

Microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, com didmetro de goticula na
faixa de 10-300 nm (DAMASCENO et al., 2012). A determinacdo do tamanho das goticulas e
de sua distribuicdo corresponde a um dos pardmetros mais importantes para se avaliar a
estabilidade dos sistemas microemulsionados e a influéncia da incorporagdo de farmacos

pouco soluveis que poderiam causar uma instabilidade sobre o sistema.

Estudos previamente reportados mostram que a incorporacdo da AnB aumenta o
tamanho da goticula originada inicialmente com a ME sem o farmaco. Isto se deve,
provavelmente, as propriedades fisico-quimicas intrinsecas da molécula, anfotericidade e
anfifilicidade, que levam o farmaco a se localizar dentro da goticula ou at¢ mesmo em sua
regido interfacial. Entretanto, este fato ndo ¢ capaz de alterar a estabilidade do sistema e as
propriedades isotropicas sdo, portanto, mantidas (BUTANI et al., 2014; SILVA et al., 2013;
SILVEIRA et al., 2013). As emulsdes sdo dispersdes termodinamicamente instaveis com
diametros de goticulas superiores a 300 nm. Os emulgéis sdo emulsdes espessadas com um
agente gelificante e que sdao geralmente utilizados como sistemas de distribuigdo para

farmacos insoltiveis em agua (ALEXANDER et al., 2013).

Os resultados apresentados na tabela abaixo, corroboram com as informagdes acima,
onde as microemulsdes e sistemas convencionais apresentaram tamanho de goticula
caracteristicos, 15 - 70um e 400 - 490um, respectivamente, € que a incorporacdo da AnB

aumenta o tamanho das goticulas, sem necessariamente, desestabilizar o sistema.

Apenas para as ME02 e ME11 o aumento do tamanho das goticulas apods a incorpracao
do farmaco foi estatisticamente significativo p< 0,05. Nao houve relacdo direta entre a

concentragdo dos tensoativos e do 6leo e o tamanho das goticulas.
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Os valores de indice de polidispersao (IPD) observados para as microemulsdes foram
entre 0,191 e 0,298, indicando que as goticulas das microemulsdes eram homogéneas e com
distribuicao de tamanho uniforme. Para o emulgel e a emulsdo, os valores de IPD estavam
entre 0,505 e 0,626, o que permite inferir que as goticulas apresentavam distribui¢cao pouco

uniforme (CONEAC et al., 2015).

O potencial zeta tem um papel importante na determinacdo da estabilidade de sistemas
dispersos e nas interacdes entre as goticulas presentes (KHAN et al., 2013). Sistemas mais
estaveis apresentam valores de potencial zeta iguais ou superiores ao médulo de 20 mV,
porém esta regra ndo pode ser aplicada irrestritamente, pois existem algumas formulagdes

com estabilizantes que possuem um potencial zeta menor € nem por isso nao sao estaveis.

Geralmente, a agregacdo entre as goticulas ¢ menor quando ha repulsdo eletrostatica
entre elas, o que leva a concluir que altos valores de potencial zeta evitam a agregacdo das
goticulas das microemulsdes, aumentando a estabilidade do sistema. Normalmente, a
estabilidade de MEs contendo em sua composicdo tensoativos ndo-idnicos, como as

formulacdes do presente estudo, ndo depende unicamente do potencial zeta.

Nao ha relagdo direta entre estabilidade e certo valor do potencial Zeta. A origem da
carga de interface depende da composicdo do 6leo, do pH e eletrdlitos presentes na fase
aquosa e a repulsdo eletrostatica entre particulas depende do valor do potencial zeta, quanto
maior o potencial zeta, mais forte a repulsdo, mais estdvel se torna o sistema

(KITTIPONGPITTAYA et al., 2016).

Os valores apresentados na Tabela 10 mostraram medi¢cdes de potencial Zeta que
indicam que a interface estd carregada negativamente, mesmo utilizando apenas tensoativos
ndo-idnicos, isto se deve, provavelmente, aos acidos graxos livres do 6leo e muitos
emulsionantes tais como Tween 20, que podem contribuir com cargas negativas em
formulacdes emulsionadas, esta carga aumentara a estabilidade das formulagdes provocando
uma repulsdo de duas camadas entre as goticulas (BUTANI et al, 2016;

KITTIPONGPITTAYA et al., 2016).

Os dados mostraram também que apenas o emulgel e a emulsdo, apresentaram valores
inferiores a0 moédulo de 20 mV, indicando, possivelmente, maior estabilidade das

microemulsdes.



Tabela 10 — Tamanho das goticulas, indice de polidispersdo e potencial zeta (n=3).
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Tamanho de Goticula (nm) IPD Potencial Zeta (mV)

Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB Placebo 0,1% AnB
SC1 408.63 +12.9 420.43 +10.1 0,505+ 0,06 0,574+ 0,19 -129+0.8 -11.8+1.1
SC2 466.15+15.2 489.22 +14.5 0,615+ 0,10 0,626+ 0,12 -18.79+ 0.1 -19.21+0.1
MEO02 15.16 £0.6 31.02+0.9 0,218+ 0,11 0,256+ 0,07 -27.7+£2.8 -234+14
MEO5 77.04+1.5 89.86+ 1.2 0,191+0,05 | 0,215+0,05 | -29.7+1.6 26.8+0.7
ME10 54.80+1.5 63.68+1.6 0,266+ 0,09 0,298+ 0,10 -31.8+6.2 241+23
MEI11 20.67+1.2 3442+04 0,223+ 0,05 0,245+ 0,04 21.1+2.1 227+24

5.4.4 Teste de solubilidade em corante

O resultado do teste de solubilidade do corante mostrou que o corante soluvel em dgua
se espalhou uniformemente em todos os sistemas MEs e isto indica que as MEs formadas
foram do tipo O/A. Normalmente, o EHL requerido para formar ME O/A situa-se entre 12 e
18, valores abaixo, indicam a formagdo de sistemas A/O (KAWAKAMI et al., 2002). Neste
caso, mesmo as MEs constituidas pelo par de tensoativos Plurol e Labrasol na propor¢ao de
2:1, resultando em um EHL de 11,36, formaram um sistema O/A, considerando a maior
propor¢ao de Labrasol, tensoativo hidrofilico de EHL 14. As demais microemulsdes

corroboram as informacgdes anteriores.
5.4.5Microscopia de luz polarizada

As microemulsdes sdo isotropicas e podem ser diferenciadas dos sistemas liquido-
cristalinos, que sao anisotropicos (FORMARIZ et al., 2005). Os materiais isotropicos tém
propriedades Opticas, independente da dire¢do da luz incidente, enquanto que as propriedades

oOpticas dos materiais anisotropicos variam com a dire¢do da luz incidente (MORALIS, 2006).

Para observar os efeitos da birrefringéncia e isotropia, ¢ necessaria uma luz polarizada
linear. As microemulsdes nao apresentaram nenhum desvio ou vibracao da luz polarizada e a
incorporagdo de Anfotericina B ndo alterou o comportamento isotropico (Figura 16), ou seja,
sob o plano de luz polarizado ndo desvia luz, confirmando a manuten¢do de sistema
microemulsionado. Ja as fotomicrografias do emulgel e da emulsdo, mostraram claramente a

anisotropia dos sistemas antes e apds a incorporagao do fAirmaco.
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Figura 16 — Fotomicrografias obtidas utilizando microscopio de luz polarizada.
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5.4.6 Viscosidade e Reologia

A viscosidade aparente em funcdo da taxa de cisalhamento das formualagdes topicas de
AnB, esta apresentada nas Figuras 17 e 18. Claramente, a viscosidade aparente diminui com o
aumento da taxa de cisalhamento para os sistemas convencionais, mas ¢ constante para as
microemulsdes. Também, foi possivel verificar, através da Tabela 11, que a viscosidade das
MEs foi maior na seguinte ordem, MEO2 > ME11l > MEO5 > MEIOQ, tal resultado est4
diretamente relacionado com as caracteristicas dos tensoativos que compdem as formulagoes,
visto que o Labrasol”, componente da MEO5 ¢ MEI0 tem baixissima viscosidade em
comparac¢do aos demais tensoativos, e também, ao percentual de fase aquosa das formulagoes.
Ainda, foi possivel confirmar a baixa viscosidade das MEs, o que ¢ uma caracteristica desses
sistemas, e que a incorporagao do farmaco nao modificou significativamente a viscosidade de

nenhuma das formulagdes (p<0,05).

Os valores de viscosidade das MEs sdo independentes da variacdo de tensdo de
cisalhamento, indicando que o fluxo newtoniano, que ¢ tipico desses sistemas, foi observado
(LT et al., 2012). Os SCs apresentaram fluxo pseudoplastico, o que ¢ uma caracteristica
interessante para formulagdes semi-solidas, uma vez que os valores de viscosidade sao
reduzidos com o aumento da tensdo de cisalhamento, facilitando sua espalhabilidade na pele.
Em ambos os casos, foram avaliadas curvas ascendentes e descendentes para verificar a
influéncia do tempo no comportamento reoldgico das formulagdes. Ambas as formulagdes

foram independentes do tempo, e assim, ndo se observou tixotropia.



Tabela 11 — Viscosidade das formulagdes (n=3).

Viscosidade (Pa.s) 30 rpm

Placebo 0,1% AnB
SCl1 1590+ 0.5 15.93+£0.5
SC2 10.29+ 0.5 10.35+0.4
MEO02 0.63 +0.1 0.63+0.1
MEO05 0.16 0.1 0.16 0.1
ME10 0.09+0.1 0.09+0.1
ME11 0.62 £0.1 0.61+0.1

Figura 17 — Curvas de fluxo de microemulsdes contendo de AnB (0,1%).

Viscosidade (Pa.s)

Figura 18 — Curvas de fluxo de emulgel (SC1) e emulsdo (SC2) contendo de AnB (0,1%).
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5.4.7 Espalhamento de Raio-X de Baixo Angulo (SAXS)

Tendo em vista os atuais avangos no desenvolvimento de micro e nanoestruturas para
o carreamento de farmacos, onde o tamanho e a morfologia sdo fundamentais e definidores
das funcdes desses sistemas, uma caracterizagdo completa e consistente da estrutura dos
nanosistemas ¢ de importancia crucial no desenvolvimento dessas formulagdes (GARCIA-

DIEZ et al., 2016).

A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) ¢ amplamente utilizada
para as investigacdes da estrutura interna de sistemas nanoestruturados, permitindo obter
informagdes da ordem de nandmetros (TOMSIC et al., 2006). Dessa forma, para uma analise

mais criteriosa dos sistemas selecionados foram realizadas analises de SAXS.

As curvas de SAXS para sistemas liquido-cristalinos exibem picos, cujo nimero e
razao entre as distancias de correlacdo permitem determinar o tipo de arranjo que os atomos
formam na matriz. Assim, para que, apenas pela analise da curva de SAXS um tipo de arranjo
liquido-cristalino seja identificado, pelo menos trés picos devem ser bem definidos

(CHORILLI et al., 2011).

Os espectros de SAXS experimentais para as ME02, MEO5, ME10 e MEL11, estdo
exibidas em um grafico (Figura 19) que relaciona a intensidades do espalhamento 1(q) e o
vetor de espalhamento (q). As microemulsdes foram avaliadas sem a incorporagdo do farmaco
e com o farmaco, e foi possivel observar que estrutura interna das formulacdes se mantém

mesmo apds a incorporagao de 0,1% de Anfotericina B.

Os picos sdo mais estreitos e expressivos paras ME02 e MEOS5, que possuem maior
teor de tensoativos € menor teor aquoso, ja a ME10 que possui em sua composi¢ao maior teor
aquoso, apresentou picos mais largos e inexpressivos. Nao foram observados outros picos no
intervalo de 0,1 a 1,5 nm™ no perfil de SAXS, como os caracteristicos de mesofases (estrutura
de cristal liquido liotropico, por exemplo), sendo, portanto, espectros caracteristicos de

microemulsdes.
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Figura 19 — Espectro de SAXS das microemulsdes desenvolvidas.
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5.5 Quantificacao e validacio de método para doseamento de Anfotericina B

O método utilizado para quantificagdo da Anfotericina B mostrou seletividade,
especificidade e linearidade adequada. A curva de calibracdo da AnB apresentou equagdo (y =
63346x) com um coeficiente de correlagio (R?) de 0,9999. Segundo a RE 899/2003 da
ANVISA (BRASIL, 2003), o coeficiente de correlagao linear deve ser igual ou superior a
0,99. Sendo assim, o valor de R? obedece aos limites estabelecidos (Figura 20). O
cromatograma apresentado na figura abaixo mostra o tempo de retengdo do farmaco de
aproximadamente 3,2 minutos e boa defini¢do e separacdo do pico cromatografico da
Anfotericina B, confirmando que o método ¢ adequado para a quantificagdo do farmaco. Os

limites de quantificagdo e detec¢ao foram 0,05 e 0,02 pg/mL, respectivamente.



Figura 20 — Curva de Regressdo Linear obtida da média de trés curvas de calibragao.
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Figura 21 — Cromatograma referente ao ponto 15 pg/mL da curva padrao
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5.6 Caracterizacio fisico-quimica do 6leo de catolé (Syagrus cearensis)

O catolé (Syagrus cearensis) € fruto de uma palmeira tipica da regido Nordeste do Brasil.
De sua améndoa ¢ extraido um 6leo com alto teor de acidos graxos saturados e insaturados,

como o acido oléico, aproximadamente 12%, e o linoleico (CARACIOLO, 2016).

Atualmente, as analises de 6leos vegetais para controle de qualidade estdo voltadas
principalmente para a acidez, indice de peroxidos e técnicas cromatograficas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia gasosa (HIDALGO, ZAMORA,
2003). Estas técnicas sdo usadas principalmente para medicdo quantitativa de compostos
conhecidos, e, com estes critérios de analise, diferentes regulamentos internacionais foram

estabelecidos para definir a qualidade do 6leo. Uma desvantagem para estes procedimentos ¢
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que existem muitos ensaios para serem aplicados as andlises de rotina. Além disso, alguns
desses métodos exigem o isolamento e andlise de compostos minoritarios por meio de
procedimentos que sdo demorados e numerosos. Portanto, ¢ conveniente aplicar técnicas
analiticas, como a espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Protons (RMN 'H),
que podem produzir resultados semelhantes ou superiores aos obtidos quando da utilizagdo de

procedimentos classicos (CARNEIRO et al., 2005).
Os resultados encontrados experimentalmente e os calculados através de espectros

integrados de RMN 'H estdio representados na tabela abaixo.

Tabela 12: Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de catolé, valores calculados a partirde

dados deespectros integrados de RMN H'.

Parametro "HNMR Experimental
indice de Todo (gI/100g) 12.57 £ 2.39 -
Indice de saponificagio (mgKOH/g) 203.14 £ 1.17 201.15+4.80
Acidez (mgKOH/g) 2.9131+0.10% 255+1.70 *
Material Insaponificavel (%) - 8.468 + 0.50
Indice de peroxidos (mmol/kg) - 3.2+£0.20

(*) Valores com diferenga estatisticamente significativa p < 0,05.

A acidez e o indice de perdxidos sdo descritos como parametros referenciais para

determinar a qualidade de 6leos vegetais (FERREIRA et al., 2006).

O indice de acidez expressa, em miligramas, a quantidade necessaria de hidroxido de
potéssio para a neutralizagdo dos acidos graxos livres em 1 g de amostra. Indices elevados de
acidez sdo sugestivos de hidrdlise acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa (F.

BRAS. V, 2010).

O indice de perdxido ¢ o numero que exprime, em miliequivalentes de oxigénio ativo,
a quantidade de peréxido em 1000 g de substancia. E um dos métodos mais utilizados para

medir o estado de oxidagdo de 6leos e gorduras (CECCHI, 2003).

A Resolugdo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria estabelece como valores méximos permitidos para os indices de acidez e
de peroxidos para Oleos e gorduras ndo refinadas 4,0 mg KOH/g e 15 meq/Kg,

respectivamente.
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O indice de saponificagdo ¢ definido como o numero de (mg) de hidroxido de potassio
(KOH), necessarios para saponificar os acidos graxos, resultantes da hidrélise de um grama da
amostra pode estabelecer o grau de deterioragdo e a estabilidade, verificar se as propriedades
dos 6leos estao de acordo com as especificacdes e identificar possiveis fraudes e adulteracdes

(RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004).

Com relagdo aos teores dos indices de saponificacdo determinados observa-se que a
média do valor determinado experimentalmente esta dentro dos limites especificados pela

Farmacopeia Brasileira V (2010), que estabelece valores entre 200 - 300 mgKOH/g.

Os dados obtidos a partir da caracteriza¢do do dleo de catolé mostraram que, embora
tenha havido uma diferenga estatisticamente significativa entre os valores de acidez
calculados por RMN 'H e volumetria (p <0,05), este e os demais pardmetros estio de acordo

com os padrdes referenciais de qualidade.

5.7 Estudos de liberacdo, permeacido e retencio de formulacées topicas contendo

Anfotericina B

As caracteristicas de liberagdo de um farmaco a partir de um veiculo dermatologico
podem ser avaliadas determinando-se o coeficiente de particdo 6leo/agua. Entretanto, estudos
de liberagdo in vitro e in vivo proporcionam dados mais significativos (AULTON, 2005). A
solucdo receptora para os experimentos in vitro deve ser selecionada com base na solubilidade
do farmaco, pois ¢ necessaria a manuten¢ao das condi¢des sink para permitir o fluxo continuo

do farmaco e garantir a obten¢ao de resultados efetivos (SILVA et al., 2009).

De acordo com os resultados da solubilidade da AnB em diversos meios receptores que
estdo apresentados na tabela abaixo, selecionou-se como meio receptor Tampao pH 7,4 + Brij
020® 2,0 %, ndo por ter apresentado maior solubilidade, mas por ja possibilitar manter as
condi¢des ideais para conducao do estudo e evitar todos os interferentes, como a formacao de
excesso de espuma, associados a utilizagio de uma maior quantidade de Brij 020 ou lauril

sulfato de sodio.
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Tabela 13 — Solubilidade da Anfotericina B em diferentes meios receptores.

Meios receptores Solubilidade (ug.mL™") + DP
Tampao fosfato pH 7.4 6,76 £ 0,12
Tampio pH 7,4 + Brij 020" 2,0 % 44,76 £ 0,23
Tampéo pH 7,4 + Brij 020” 4,0 % 48,98 + 0,18
Tampao pH 7,4 + LSS 0,1% 16,70 £2,81
Tampdo pH 7,4 + LSS 0,5% 61,25+ 6,72

LSS — Lauril Sulfato de So6dio

A Tabela 14 e as Figuras 22 e 23 mostram o perfil de liberagdo e permeacdo das

formulagdes estudadas ap6s um periodo de 12 e 24 horas, respectivamente.

Figura 22 — Perfil de liberagdo in vitro das formulacdes estudadas utilizando membrana
sintética de ésteres de celulose 0,45 um.
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O grafico da quantidade de Anfotericina B liberada das formulacdes selecionadas
(Figura 22) ap6s 12 horas, mostra que a MEO2 e a ME11 liberaram maiores quantidades de
AnB através da membrana sintética utilizada e que ndo existiu diferenga estatisticamente
significativa entre as quantidades liberadas de SC1, MEO5 e ME10. Entretanto, as MEO2 e

MEI11, diferem entre si e das outras formulagdes (p <0,05).
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Figura 23 — Perfil de permeacdo ex vivo das formulagdes estudadas utilizando membrana
natural sem estrato corneo.
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Os resultados de permeacdao corroboram os resultados do perfil de liberagdo, as
formulacdes MEO2 e ME11 apresentaram maior permeacao do farmaco que as outras. Todas
apresentaram permeagdo cumulativa do farmaco apds 24 horas em quantidade inferior a 5
pg/cm?, correspondendo a aproximadamente 1,25% do farmaco aplicado (Figura 23). A
emulsdo nao apresentou uma quantidade significativa de permeabilidade de AnB através da
biomembrana.

O dleo de catolé apresentou potencial promotor de permeagdo para um farmaco
hidrofilico e para um farmaco lipofilico testado em um estudo utilizando pele de cobra
(CARACIOLO, 2016). Para verificar a influéncia do 6leo de catolé na liberagdo e permeagao
da Anfotericina B a partir das microemulsdes, uma microemulsdo similar a ME02, mas
substituindo o dleo de catolé por 4cido oléico, que ¢ constituinte comum de microemlusdes e
possui reconhecida capacidade promotora de permeagdo, foi preparada (ME12) e avaliada. Os
perfis de liberagao e permeagao comparativos entre essas formulagdes estdo demonstrados nas

figuras abaixo.
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Figura 24 — Perfil de liberagdo in vitro comparativo entre as microemulsdes ME02 e ME12

utilizando membrana sintética de ésteres de celulose 0,45 um.
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Figura 25 — Perfil de permeagdo ex vivo comparativo entre as microemulsdoes ME02 e ME12

utilizando membrana natural sem estrato corneo.
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Através das Figuras 23 e 24 foi possivel verificar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os perfis de liberacdo e permeacdo de AnB a partir das
microemulsdes contendo 6leo de catolé ou acido oléico como fase oleosa (p<0,05). De acordo
com esse resultado, podemos inferir que o alto teor de tensoativos dessas microemulsdes, que
tém caracteriticas de desorganizar os lipideos da pele e assim contribuir para maior permeagao

do farmaco, ¢ o fator primordial, mas também, que o 6leo de catolé tem efeito aparentemente
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semelhante ao acido oléico na permeacdo do referido farmaco através das formulagdes
avaliadas.

Verificou-se que o fluxo (J) para as formulagdes contendo AnB (0,1% p/p) estava entre
0,018 ¢ 0,289 pg.cm™h™ e o coeficiente de permeabilidade (Kp) de AnB entre 0,45¢ 7,22

cm/h, os dados estdo apresentados detalhadamente na Tabela 14.

O coeficiente de correlagio (R?) foi de 0,95 para ME02 e 0,99 para ME11 quando os
resultados da concentracdo cumulativa de AnB permeada através da biomembrana foram
plotados em fungdo do tempo. Para SC1, MEO5 ¢ ME10 os valores de R* foram maiores
quando os resultados de permeacdo do farmaco foram plotados em fun¢do da raiz quadrada do

tempo, 0,98, 0,98 e 0,95, respectivamente.

O estrato corneo das peles utilizadas em cada ensaio de permeacdo foi removido
utilizando 30 fitas. As peles mostraram um valor de TEWL de 9,0 + 1,5 g/hm? antes e valores

entre 69,78 e 72,56 g/hm? apds remocgao do estrato corneo.

A retengdo de AnB nas peles foi de 23,83, 1,26, 84,79, 15,52, 24,36 e 59,67 ug.cm'2
para SC1, SC2, ME02, MEOS5, ME10 e MEI11, respectivamente. As microemulsdes MEO2 e
MEI1 apresentaram maior deposicdo nas camadas internas da pele, derme e epiderme,
seguidas pela ME10 e emulgel (SC1). Observou-se que os valores de reten¢do de todas as
formulagdes contendo AnB foram estatisticamente superiores (p <0,05) aos valores de
permeacdo (Figura 25).

Tabela 14 - Quantidade permeada apos 24h (Q.s £ D.P.), Fluxo = D.P (J) e Kp de
Anfotericina B 0,1% nas microemulsdes, emulgel e emulsao

SC1 SC2 ME02  MEO5 ME10 ME11
Qi (ng em?)?* | 0.2909 0 46076 0.5087 1.1098 3.9988
J(ug em® b | 0.018 0 0.289 0.032 0.051 0.246

K, (cmh)x 10° | 0.45 0 7.225 0,8 1.275 6.15
Qo (ngem?)® | 23828 1257 84728  15.521 24.356 59.666
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Figura 26 — Retencdo cutanea de formulagdes topicas contendo AnB 0,1%.
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Com o intuito de verificar se o método selecionado era adequado para avaliar a
retencdo de Anfotericina B nas peles, a recuperacdo do farmaco foi avaliada. Os resultados

foram expressos em percentual de Anfotericina B recuperado e estdo apresentados na Tabela

15.

Tabela 15 - Recuperacao da Anfotericina B nas peles utilizadas

Recuperacao de Anfotericina B nas peles

10 pg/mL (n =3)

Média+DP (pg/mL) CV (%) Recuperacao (%)

9,129+0,188 2,065 91,29

Os valores da recuperacdo estdo diretamente relacionados com a capacidade do
método de extrair o farmaco no modelo de biomembrana utilizado, a recuperagao deve ser
100 + 10%, para garantir resultados adequados (OECD, 2004). Portanto, os resultados
apresentados, demonstram que nao houve perda significativa nem degradacdo da substancia
analisada durante os procedimentos de retencdo cutdnea, uma vez que o farmaco avaliado foi
recuperado em quantidades superiores a 90%, assim, os resultados confirmam que o método

utilizado foi adequdo e os resultados sao confiaveis.

Varios fatores estdo relacionados com a liberacdo de um farmaco a partir de

formulacdes emulsionadas, dentre eles estdo o tamanho de goticula, viscosidade e as
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interagdes entre a formulagcdo e o farmaco, entretanto, para a permeacdo através da pele, o

fator limitante é o estrato corneo intacto (FORMARIZ et al., 2005; YUTANI et al., 2016).

Os medicamentos para aplicacdo topica sdo geralmente testados em pele saudavel, no
entanto, o estrato corneo (EC) ¢ comumente lesionado por doencas de pele. A principal
fun¢do do estrato corneo como a camada mais externa da pele ¢ proteger o organismo contra
substancias nocivas do ambiente e controlar a evaporagao da agua do tecido viavel subjacente.
A combinacdo dos lipidos lamelares intercelulares juntamente com o ambiente intracelular
altamente queratinizado nos corneécitos mortos e achatados torna o estrato corneo uma

barreira muito eficaz neste contexto (FOKUHL et al., 2013).

Assim, as condigdes dermatologicas que alteram a fisiologia e/ou estrutura da pele
podem interferir significativamente na permeag¢do de substancias através da pele e,
subsequentemente, propiciar absorcao sistémica de substancias que em condi¢des normais nao
atravessariam as camadas da pele. Portanto, ¢ importante utilizar um modelo de pele
adequado para avaliar a permeagdo de farmacos utilizados no tratamento topico de doengas

que causam lesdes na pele (SCHLUPP et al., 2014).

Neste caso especifico, ¢ necessario considerar que as formulagdes serdo aplicadas sobre
pele escarificada, que perdeu o estrato corneo e, possivelmente, mais da epiderme. (OSPINA
et al., 2014). Dessa forma, se faz necessario avaliar a permeagao e retencdo em um modelo de
pele lesionado a fim de verificar se o farmaco realmente se concentra no local de agao, ou

seja, nas camadas da pele.

As formulagdes ME(O2 e ME11 mostraram maior liberagdo do farmaco, permeagdo e
retencao na pele do que as outras formulagdes, e o emulgel apresentou resultados superiores a
emulsdo, como mostrado nas Figura 22 e 23 e Tabela 14 (p <0,05). Essas MEs apresentaram
um tamanho de goticula menor, mas uma viscosidade mais elevada do que as microemulsdes
utilizando o par tensoativos L/PO (MEO5 e MEI10). Neste caso, provavelmente, os fatores
determinantes foram o tamanho de goticula e a interacdo entre a formulacdo e o farmaco,
independentemente da viscosidade do sistema, uma vez que a MEO5 apresentou uma maior
capacidade de solubilizar AnB, porém, taxas mais baixas de libera¢do, permeagio e retengao
do que as outras microemulsdes. As formulagdes convencionais sdo significativamente mais
viscosas e possuem goticulas maiores do que as MEs, confirmando a maior dificuldade para o

farmaco de ser liberado a partir destes sistemas.

Considerando apenas o tamanho das goticulas das microemulsdes, que sdo inferiores ao

poro da membrana sintética utilizada, seria de se esperar a passagem de todo o farmaco a
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partir desses sistemas no estudo de liberacdo in vitro, no entanto, ndo ¢ apenas o tamanho dos
poros da membrana o que determina a penetragdo das goticulas e, consequentemente, do
farmaco, no meio receptor. A viscosidade e interagdo/solubilidade do farmaco com a
formulacao também sdo fatores determinantes. Além disso, comparamos a liberacao do
farmaco a partir de sistemas macro e microestruturados, cujas caracteristicas e viscosidades

eram totalmente diferentes.

Este resultado corrobora o artigo de Franz (1983), onde o autor afirma que o fator
essencial que impde limitagdes praticas as relagdes entre a concentracdo de drogas e a
liberacdo ¢ a solubilidade adequada, visto que uma solubilidade muito alta também pode

dificultar a liberagao do farmaco a partir de uma determinada formulagao.

A difusdo ¢ um processo fundamentalmente individual no qual as moléculas do farmaco
solubilizadas se movem através da barreira ou do meio. Ao mesmo tempo, em geral, para o
mesmo tipo de preparacao, aqueles que tém a viscosidade mais elevada liberam o farmaco de
forma menos eficiente. No entanto, quando sdo feitas comparacgdes entre diferentes tipos de
preparacdes, as de maior viscosidade nem sempre fornecem menos farmaco. Dessa forma, a
utilizacdo de um teste de liberagdo in vitro utilizando membranas artificiais mostra que a
estrutura dos excipientes ¢ um aspecto essencial nas preparagdoes dermatologicas (SANTANA,

1992).

As MEs 02 e 11 apresentaram maior coeficiente de correlacdo quando os resultados da
concentragdo permeada foram plotados em funcao do tempo, indicando que o modelo cinético
de ordem zero ¢ mais apropriado e que o fluxo ¢ independente da concentracao do farmaco.
Para SC1, MEO5 e ME10, os valores dos coeficientes de correlagdo foram mais préximos de 1
apos a regressdo linear da concentracdo permeada em fungdo da raiz quadrada do tempo,
demonstrando que as formulagdes seguem o modelo cinético de Higuchi, em que a difusdo ¢

controlado pelo sistema (BOLZINGER et al., 2012; DASH et al., 2010).

Considerando o desfecho de absor¢do cutanea, o ensaio OECD TG 428 indica apenas
em linhas gerais como o ensaio deve ser realizado, no entanto, existem dificuldades relativas a
padronizagdo do mesmo, questdes como o tipo de pele a ser utilizada (humana, suina ou de
roedores), controle da espessura e garantia da sua integridade, fatores que impactam

diretamente no resultado obtido.
A avaliagdo das diferengas fisiologicas e estruturais entre a pele humana e animal ¢
desafiadora devido a alta variabilidade na pele humana em relag¢do ao local do corpo, a idade e

a exposicao a varios fatores externos. Este ¢, particularmente, o caso de pardmetros como a
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espessura da pele humana e o fluxo sanguineo. As diferencas entre os seres humanos e os
animais na expressao enzimatica e no impacto do metabolismo na permeacao de substancias
através da pele sdo dificeis de avaliar, particularmente quantitativamente, devido a escassez
de dados em animais. Qualitativamente, pela similaridade estrutural, parece claro que a pele

suina ¢ o modelo mais adequado (DANCIK et al.,2015).

O guia OCDE TG 428, exige a realizagdo de testes de integridade antes de realizar
experimentos de permeagdo, o documento de orientacdo para a realizacdo desses estudos
especifica essa afirmagao recomendando a medicdo da perda de 4gua transepidermal (TEWL),
resisténcia elétrica ou o uso de materiais de referéncia, como a agua tritiada, como marcador
de permeacao (OECD, 2004).

A avaliacao da perda de agua transepidermal (TEWL) ¢ um método bem estabelecido
em dermatologia para avaliar a integridade da barreira cutanea. Quando a pele est4 danificada,
sua fun¢do de barreira ¢ prejudicada resultando em maior perda de 4gua. Em comparagdo com
os outros métodos, a avaliagdo da TEWL tem a vantagem de ndo ser necessario adicionar
solucdes para realizar o teste de integridade de barreira para além das utilizadas nos ensaios

de permeacdo (NETZLAFF et al., 2006; SCHLUPP et al., 2014).

As medigcoes de TEWL permitem descobrir as perturbacdes na fungdo protetora da
pele numa fase inicial, mesmo antes de serem visiveis. A pele normal permite a perda de agua
apenas em pequenas quantidades. No caso de afecc¢des topicas, a perda de 4gua ¢ muito maior.
A determinacdo da TEWL ¢ um importante suporte para investigar a irritacdo da pele que

ocorre por varias influéncias fisicas e quimicas (MUNDLEIN et al., 2008).

Uma outra questdo de interesse ¢ a influéncia da temperatura ambiente e da umidade
do ar ambiente nos resultados da medi¢do. As medigdes TEWL devem ser realizadas em uma
sala especial com condi¢des padrao, temperatura e humidade controladas. Sabe-se também
que o valor TEWL depende nao apenas do tipo de pele, mas também de parametros externos
que possam alterar a funcdo da barreira significativamente. Portanto, tendo em vista todas
estas variaveis, podemos inferir que as medigdes de TEWL podem detectar danos graves ao
estrato cdrneo, mas ndo pequenas alteragdes, que, no entanto, ja podem influenciar a difusdo
do farmaco (MUNDLEIN et al., 2008; SCHLUPP et al., 2014).

Normalmente os valores de TEWL para uma pele integra estdo entre 3,2 ¢ 10,9 g/m?/h,
as afeccdes da pele tendem a resultar em aproximadamente 5 ou mesmo 10 vezes maiores
valores de TEWL do que a pele saudavel (FOKUHL et al., 2013). Diversos métodos podem

ser utilizados para lesionar um modelo de pele para estudos de permeacao cutanea. O método
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de tape stripping tem demonstrado ser feitivo e em estudo previamente realizado, observou-se
que ndo houve diferenca entre o método tape stripping e o método de abrasdao (SCHLUPP et
al., 2014). O Tewameter TM 300 e o AquaFlux AF200 sdo equipamentos bastante utilizados
para avaliacdo da perda de agua transepidermal em modelos de pele, com base na Lei de

Difusao de Fick.

Através das medidas TEWL realizadas, foi possivel inferir que a condi¢ao de lesdo da
pele foi a mesma para todos os ensaios, uma vez que todas as peles utilizadas mostraram
valores de TEWL estatisticamente semelhantes ap6s a remog¢ao do estrato corneo (p <0,05), e
que, efetivamente as peles foram lesionadas, ja que os valores de TEWL aumentaram

aproximadamente 8 vezes em relacdo as medidas iniciais (FOKUHL et al., 2013).

O tratamento de feridas também tem recebido muita atencdo por parte dos
profissionais de satide, campo no qual se tem observado crescente aplicagdo de formulagdes
de uso topico. As formulagdes empregadas no tratamento das afeccdes topicas sdo
preparagdes de consisténcia semi-sélida destinadas a serem aplicadas sobre a pele ou sobre
determinadas mucosas a fim de exercer uma agdo local ou de promover a passagem de
principios medicamentosos através das camadas da pele e oferecer uma liberagdo sustentada

do farmaco (BUTANI et al., 2016).

Mesmo com o entendimento de que as formulagdes lipidicas de AnB permitem a
reducdo da toxicidade do fairmaco em relacdo a forma convencional, um outro ponto que
dificulta o tratamento com essas formulacdes lipidicas de Anfotericina B, atualmente
aprovadas para a leishmaniose, ¢ seu alto custo, visto que requerem administragdo parenteral e

sdo, de fato, formulagdes caras.

Todas as formulagdes apresentaram maior retentividade que permeabilidade, o que ¢
essencial para "deposito" de AnB na epiderme e derme, destinada a tratar as lesdes de
leishmaniose cutdnea e as infec¢des bacterianas ou flingicas secundérias associadas com a
lesdo inicial (RAMOS-SILVA; JAQUES, 2002).

Os resultados de um estudo in vivo utilizando formulag¢des contendo 0,1% de AnB na
forma farmacéutica gel, administradas por via subcutdnea, em camundongos infectados com
leishmaniose tegumentar, mostraram redugao significativa das lesdes em um intervalo curto
de tempo, no entanto, ainda apresenta a devantagem de requerer administracdo parenteral

(MENDONCA et al., 2016).

As formulagdes desenvolvidas neste trabalho apresentaram varias vantagens, uma

delas foi a utilizagdo de um novo o6leo vegetal, sinalizando o uso de recursos naturais com
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desenvolvimento sustentdvel e, conseqiientemente, contribuicdo social. Além disso, nosso
estudo objetivou desenvolver formulagdes com alta retentividade e baixa permeabilidade,
mesmo utilizando um modelo de pele lesionada. Microemulsdes e as nanoparticulas lipidicas
solidas (SLNs) previamente desenvolvidas para aplicagdo topica de anfotericina B
apresentaram maior permeabilidade do que as formulagdes aqui desenvolvidas (BUTANI et
al., 2014; BUTANI et al., 2016). Vale a pena acrescentar que a ME02 desenvolvida exibiu
uma reten¢do de farmaco duas vezes maior em comparacdo com as SLNs e retentividade
comparavel as melhores microemulsdes desenvolvidas por Butani et al., 2014. Por outro lado,
em ambos os estudos anteriores, pele de rato foi utilizada como biomembrana e a relagao

quantidade/area de formulacao aplicada foi superior.

Figura 27 — Ensaio de permeagdo cutanea: a) Sistema de difusdo em células de Franz
automatizadas; b) membrana sintética ésteres de celulose 0,45um; c) pele dermatomizada; d)
Tewameter” TM 300. Fonte: Autor proprio.
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5.8 Estabilidade das formulacoes

A estabilidade de sistemas emulsionados esta diretamente relacionada com a
manutengdo do tamanho de goticula das formulagdes quando submetidas a diferentes
condi¢des de armazenamento. O colapso de um sistema de emulsionado ¢ manifestado pela
fusdo de goticulas que em ultima analise separam da fase dispersa como goticulas maiores

através de um processo conhecido como coalescéncia (LI et al., 2012).

Estudos anteriores propuseram a estratégia para a incorporacdo de AnB em
nanoemulsdes, sem a utilizagdo de solventes organicos, empregando o perfil de solubilidade
de pH do farmaco e, mais especificamente, a sua maior solubilidade em agua a pH basico,
método utilizado neste trabalho. No entanto, estes autores relataram alteragdes significativas
no tamanho de goticula das formulagdes contendo AnB apds 7 dias, mostrando que eram

muito instaveis (CALDEIRA et al., 2015).

Todas as microemulsdes ¢ o emulgel desenvolvidos permaneceram fisicamente
estaveis ao longo do periodo de estudo. Nao houve separagdo de fases ou agregacgdo
significativa das goticulas e, também, ndo foi observada turbidez. Quanto ao teor de AnB, nao
houveram diferencas significativas entre a concentracao inicial e a concentracao apds 3 meses
(p<0,05). Em relagdo a emulsdo, ap6és 60 dias houve agregacao intensa das goticulas,
especialmente quando armazenadas a temperatura ambiente, confirmando a estabilidade das
microemulsdes desenvolvidas mesmo utilizando o método de preparagdo descrito

anteriormente. Os resultados estdo detalhados nas Tabelas 16 e 17.



85

Tabela 16 — Resultados dos estudos de estabilidade as formulagdes contendo 0,1% de AnB
quando armazenadas a 5 + 2°C

Tamanho de Goticula (nm) 5 + 2°C

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias
SCl1 420.43 £10.1 42587+ 9.1 428.37+ 10.5 | 436.93 £10.1
SC2 489.22 +14.5 51531+ 12.6 537.21+15.8 590.88 +13.1
MEO02 31.02+0.9 3095+ 1.1 33.74+ 2.1 34.05+2.1
MEO05 89.86 £ 1.2 90.15+ 1.0 92.34+2.5 9296 £ 1.9
MEI10 63.68 £ 1.6 65.18 1.2 66.20 £ 2.6 66.70 £ 1.5
ME11 3442 +04 34.66 + 1.1 35.12+ 1.8 36.43+£2.0

Teor de Farmaco (%) 5 + 2°C

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias
SC1 97.6+0.8 97.1+1.0 96.5+ 1.0 954+1.7
SC2 98.2+ 1.1 959+1.2 923+1.5 90.8+2.0
MEO02 99.1£ 1.5 98.5t1.5 98.0+1.2 96.2+ 1.1
MEO05 99.6+ 0.9 99.6£ 0.9 98.6£ 1.5 97.8+1.2
MEI10 99.5+ 0.5 99.2+ 1.0 99.0+ 1.7 98.5+ 1.0
ME11 989+ 1.4 97.2+ 1.6 96.8+1.2 96.5+ 1.8
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Tabela 17 — Resultados dos estudos de estabilidade as formulagdes contendo 0,1% de AnB
quando armazenadas a 25 + 2°C

Tamanho de Goticula (nm) 25 +2 °C

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias
SCl1 420.43 £10.1 428.22 + 8.5 436.65+ 105 | 44231 +11.5
SC2 489.22 +£14.5 528.15+10.2 597.10 £ 12.5 690.45+15.0
MEO02 31.02+0.9 3315+ 1.5 33.74+£2.7 3522+1.5
MEO05 89.86 + 1.2 91.08 £ 1.0 92.16 2.5 9296 £ 1.9
MEI10 63.68 £ 1.6 66.15+£1.5 68.20+£2.6 68.70 £3.5
MEI11 3442 +04 36.69+1.2 37.45+2.2 37.52+24

Teor de Farmaco (%) 25+ 2 °C

24 horas 30 dias 60 dias 90 dias
SCl1 97.6+0.8 96.8+1.4 95.0+1.5 944+1.9
SC2 98.2+ 1.1 942+ 1.6 90.9+ 1.0 89.5+ 1.5
MEO02 99.1£ 1.5 98.9+ 1.1 98.5+£ 1.4 97.2+ 1.7
MEO05 99.6+ 0.9 98.6+ 1.2 98.0+ 1.5 97.5+£2.0
MEI10 99.5+ 0.5 99.0+ 1.5 98.2+1.3 979+ 1.9
MEI11 98.9+ 1.4 96.6+ 2.6 95.9+1.9 96.1+ 1.5

5.9 Avaliacao do potencial irritante de formulacdes topicas contendo Anfotericina B

Desde a década de 40, a avaliacdio do potencial irritante de diversas substancias
quimicas e produtos, como agrotdxicos, cosméticos € medicamentos de uso dérmatologico, €
realizada a partir do uso de animais de laboratorio. Varias pesquisas tém sido conduzidas nas
ultimas décadas para desenvolver alternativas a estes testes, em especial ao teste de Draize,
utilizado em um contexto regulatorio para avaliar os potenciais de irritagdo ocular. Embora
nenhum unico ensaio in vitro tenha emergido como sendo completamente aceitavel para a
substitui¢do total, varios testes sao considerados adequados e sdo usados regularmente para

avaliar certos aspectos (SCHEEL et al., 2011).

Os ensaios de membrana coérioalantdide, principalmente o teste em membrana
corioalantdoide de ovo de galinha (HET-CAM), o Ensaio Vascular de Membrana
Corioalantéide (CAMVA) e o teste de Opacidade e Permeabilidade da Coérnea Bovina
(BCOP) tém sido utilizados durante muitos anos pelas industrias farmacéuticas e cosméticas
para avaliar o potencial de irritagdo ocular, porque sdo testes rapidos, confiaveis, baratos e ndo

requerem o uso de animais vivos (DONAHUE et al., 2011).
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A CAM ¢ a membrana respiratoria vascularizada encontrada dentro de um ovo de
galinha fertilizado, contendo um processo vascular e inflamatério semelhante ao tecido
conjuntival de olhos de coelho (ICCVAM, 2010). O teste HET-CAM ¢ utilizado para fornecer
informacdes qualitativas sobre os efeitos potenciais que ocorrem na conjuntiva apods
exposi¢ao a uma substincia e através da observagdo da coagulacdo que pode refletir potencial

dano na cornea.

O teste CAM-TBS adiciona valor ao teste HET-CAM classico, incorporando uma
leitura quantitativa, obtida pela medicdo da quantidade de azul de trypan absorvida pelas
células da CAM expostas (LAGARTO et al., 2006). Estudos anteriores mostram grande
especificidade dos testes de CAM, especialmente o HET-CAM, para substancias ou produtos
com baixo ou nenhum potencial irritante. O HET-CAM apresenta uma predisdo correta de
mais de 95% para substincias ndo irritantes ou ligeiramente irritantes, e menor previsibilidade

para irritantes ou irritantes graves in vivo (SCHEEL et al., 2011).

O ensaio de opacidade e permeabilidade em cornea bovina (BCOP) ¢ um teste top-
down geralmente aceito como um método alternativo in vitro validado para o teste de irritagao
ocular de Draize para detectar irritantes oculares corrosivos e graves (Categoria 1), mas nao
demonstrou ser suficientemente sensivel para discriminar com precisdo os compostos de
categoria 2A/2B, irritantes leves e ndo irritantes (OECD, 2009), no entanto, a avaliagdo
histologica pode ser realizada para melhorar a discriminagdo entre irritantes leves e
moderados e fornecer informagdes sobre a profundidade e a natureza da lesdo que pode ser

usada para prever se o dano ¢ ou ndo reversivel (DONAHUE et al., 2011).

No ensaio de BCOP atualmente aceito, a opacidade ¢ determinada pela quantidade de
transmissao de luz através da cérnea e a permeabilidade ¢ determinada pela quantidade do
corante fluoresceina de sddio que passa através de todas as camadas de células da cornea.
Ambas as medi¢des sdo utilizadas para atribuir uma pontuacdo de irritagdo in vitro (IVIS)
para a predicdo do potencial de irritacdo ocular in vivo de uma substancia teste
(VERSTRAELEN et al., 2013).

De acordo com a linha de orientagdo da OCDE, os fatores criticos do teste BCOP
estdo relacionados com assegurar que a substancia teste cubra adequadamente a superficie
epitelial e que seja adequadamente removida durante as etapas de lavagem (OECD, 2009).

Os resultados dos testes HET-CAM, CAM-TBS e BCOP sao mostrados nas Tabelas 18
e 19. As pontuagoes para o HET-CAM e o CAM-TBS mostraram que as formula¢des MEOS e

ME10 foram irritantes moderadas e todas as outras MEs e SCs foram classificadas como ndo-
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irritantes ou irritantes leves. De acordo com os resultados do BCOP, as MEO5 e ME10 estdo
na categoria 1, irritantes, e nenhuma previsao pode ser feita para qualquer das outras MEs ou

SCs. O ¢6leo de catolé também foi avaliado separadamente e classificado como nao irritante.

De acordo com os trés métodos utilizados, os valores de potencial irritante da MEO5 e
MEI10 estdao diretamente relacionados com um aumento do percentual do par de tensoativos
Labrasol/Plurol Oleique, ao passo que outras formulagdes contendo diferentes tensoativos nas

suas composi¢des ndo apresentaram potencial de irritagao significativo.

Por essa razdo, os tensoativos Labrasol e Plurol Oleique foram avaliados isoladamente,
os resultados confirmam as observacdes anteriores, o Labrasol é considerado irritante de
acordo com os trés métodos utilizados, ja o Plurol, ndo demonstrou potencial de irritagdo

significativo.

E possivel observar ainda que a pontuagdo das formulagdes apds a incorporagdo do
farmaco aumentou para as ME(2, 05 e 10, assim, podemos inferir que esse resultado deve
estar relacionado ao aumento o pH das formulagdes com AnB, devido ao método de
incorporagao do farmaco. O pH dessas formulagdes estd proximo de 8,0, valor bem superior
ao pH lacrimal que ¢ entre 7 ¢ 7,4, mesmo assim, esse acréscimo no pH em relacdo a
formulagdo sem farmaco ndo foi suficiente para modificar a classificacdo das formulagdes,
sendo o pH um fator importante, mas neste caso, o determinante para apresentacdo de

potencial irritante foi a composicdo das formulagdes.

Ambos os testes estdo relacionados a irritagdo ocular, que pode estar associada a
aplicacdo de substancias na face préximo a mucosa ocular. As formulagdes, com excegdo de
MEO5 e MEI10, foram classificadas como nao irritantes ou ligeiramente irritantes, sugerindo

que sdo seguras para aplicagdo dérmica.



Tabela 18 — Resultados dos testes HET-CAM e CAM-TBS (média = D.P)

HET-CAM CAM-TBS

Placebo | 0,1% AnB | Classe | Placebo 0,1% AnB | Classe
SC1 0.75+£0.2 | 1.2540.3 SLI 2.10£0.3 | 2.65+0.4 | NI/SLI
SC2 0.75+0.3 | 1.00+0.5 | SLI 2.35+0.2 | 2.40+0.2 | NI/SLI
MEO02 2.00£0.2 | 4.00+£0.4 | SLI 1.95+0.2 | 2.02+0.2 | NI/SLI
MEO05 6.00+0.4 | 8.00£1.0 | MI 3.80+0.4 | 7.30+0.5 | MI
ME10 525404 | 525+04 | MI 3.70£0.4 | 7.1+0.7 Ml
ME11 0.25+0.2 | 0.75+0.2 | NI 1.70+0.4 1.05+0.6 | NI/SLI
Oleo de Catolé | 0.25+0.2 . NI 1.15+0.2 . NI/SLI
0.1NNaOH 19.0+1.5 o SEI 13.1+£0.3 o SEI
Labrasol 7.00+£0.4 . MI 5.80+0.5 . MI
Plurol Oleique | 1.25+0.2 o SLI 2.40+0.2 o NI/SLI

NI — ndo irritante; SLI - levemente irritante; MI — irritante moderado; SEI — irritante severo.

Tabela 19 — Resultados do teste BCOP (média + D.P)

BCOP
Placebo 0,1% AnB Classe
SC1 28.40+5.6 31.02+10.2 ND
SC2 32.15+8.4 37.75+6.7 ND
MEO02 20.45+2.9 19.85+4.5 ND
MEO05 92.3+11.2 100.3+£14.6 CATI
ME10 86.68+7.8 96.68+9.4 CATI
MEI11 21.18+4.9 21.18+6.6 ND
Oleo de Catolé 12.954+4.2 . ND
0.1NNaOH 425.75+36.8 o CATI
Labrasol 98.88+8.2 . CATI1
Plurol Oleique 21.20+4.5 o ND

CAT]1 - Categoria 1; ND — Nao determinado.
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Figura 28 — Teste HET-CAM: a) Incubadora de ovos; b) lupa iluminadora e suporte; c) CAM
apods contato com produto irritante; d) CAM ap0ds contato com produto irritante leve. Fonte:
Autor proprio.
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Figura 29 — Teste BCOP: a) Opacitometro BASF-3.0; b) Suporte de cormeas; ¢) Excisdo das
corneas; d) Corneas excisadas. Fonte: Autor proprio.
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6 CONCLUSOES

v

Ap6s selecdo dos tensoativos e da fase oleosa, baseando-se ndo apenas no critério de
solubilidade, mas também no interesse de formular e avaliar diversos sistemas
microemulsionados partindo de componentes variados, foi possivel desenvolver
diagramas de fase pseudoternarios e delinear areas onde existiu a formacgdo de

sistemas microemulsionados.

Os estudos de centrifugacdo, condutividade elétrica, pH, tamanho de goticula,
potencial zeta, microscopia de luz polarizada e SAXS permitiram caracterizar
adequadmente as microemulsdes e os sistemas convencionais. ApoOs incorporagao da
Anfotericina B, os sistemas se mantiveram estaveis, € no caso das microemulsoes,

opticamente translicidos.

As andlises realizadas mostraram que o Oleo de catolé apresenta-se dentro das
especificagdes de qualidade para 6leos vegetais ndo refinados e que uma unica analise
de espectros RMN 'H permitiu a determina¢do de um grande numero dos parametros

para a avaliacao da qualidade do 6leo em estudo.

Os estudos de permeacdo das formulagdes mostraram que os diferentes sistemas
microemulsionados apresentaram modelos cinéticos de permeagao diferentes, a ME02
e MEI1 seguiram o modelo cinético de ordem zero, ja emulgel e as demais

microemulsdes seguiram o modelo cinético de pseudo-primeira ordem (Higuchi).

As formulac¢des microemulsionadas contendo 6leo de catolé foram desenvolvidas com
sucesso, sendo portanto, o 6leo de catolé um candidato para utilizagdo como adjuvante

farmacéutico em formulagdes tdpicas, como alternativa, inclusive, ao acido oleico.

Os métodos alternativos utilizados para avaliar o potencial de irritacdo das
formulagdes revelaram-se reprodutiveis, mostraram resultados semelhantes e
determinaram que as formulagdes sao seguras para aplicagao topica, com excecoes das
ME 05 e 10 que apresentaram potenciais de irritacdo moderados. Estes métodos
alternativos podem ser aceitaveis para avaliar o potencial irritante de novos sistemas,

como as microemulsdes, e ndo apenas formulagdes convencionais.
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v A formulagdo otimizada (ME02) constituida por Anfotericina B a 0,1% (p/p), 9,1%
(p/p) de oleo catolé, Smix (1: 1, Tween 20 e Kolliphor EL) a 81%, apresentou
estabilidade fisica e quimica durante pelo menos 3 meses a 5 = 2 ° C e a temperatura
ambiente (25 £ 2 ° C), viscosidade adequada para aplicacdo topica e ndo mostrou

nenhum potencial de irritagdo em nenhum dos trés testes realizados.

v' As formulagdes emulsionadas contendo Kolliphor, Tween 20 ¢ Span 80 sdo as mais
promissoras considerando a alta reten¢do, menor potencial de irritagdo e menor custo

em comparagdo com aquelas que contém Labrasol e Plurol Oleique como tensoativos.

v" Finalmente, a administragdo de AnB através de formulagdes topicas ndo irritantes com
elevada retentividade nas camadas de pele ¢ uma alternativa promissora para o
tratamento de leishmaniose cutanea, assim, a lesdo seria tratada de uma forma
localizada, os efeitos toxicos relacionados com a absor¢ao sist€émica de AnB seriam
eliminados, a administragao do fairmao seria facilitada e provavelmente poderia haver

um menor custo € maior adesdo ao tratamento.
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Abstract. The aim of this study was to compare the biopharmaceutical characteristics and
irritation potentials of microemulsions (MEs) and conventional systems (CSs) containing oil
from Syagrus cearensis for topical delivery of Amphotericin B (AmB). Pseudo-ternary phase
diagrams were constructed using a water titration method to develop the MEs, and the CSs
were prepared according to the classical technique of phase inversion. In the skin permeation
and retention study, dermatomed pig skin without stratum corneum was used as an
alternative disturbed skin model. The irritation potential was evaluated using three different
methods, chorioallantoic membrane assays (HET-CAM and CAM-TBS), and bovine corneal
opacity and permeability (BCOP) test. The optimized formulation (ME1) consisting of 0.1%
(w/w) Amphotericin B, 9.1% (w/w) catolé oil, 81 % (w/w) Smix (1:1, Tween 20 and Kolliphor
EL) possessed droplet size of 31.02 + 0.9 nm, zeta potential of —23.4 mV, and viscosity .63 +
0.1 Pa.s. ME1 exhibited greater retention of AmB in to skin layers (84.79 +2.08 pg cm™2)
than all the others formulations. In general, MEs showed higher drug release and retention
than CSs and all of the formulations showed greater retentivity than permeability. Only MEs
developed using Labrasol/Plurol Oleique (L/PO) as the surfactant and co-surfactant
exhibited a moderate irritation potential; all other MEs and CSs were classified as non-
irritants or slight irritants. The results indicate that formulations containing oil from
S. cearensis are promising alternatives for the delivery of AmB targeting the treatment of

cutaneous leishmaniasis.

KEY WORDS: alternative methods; formulation; Syagrus cearensis; topical delivery.

INTRODUCTION

Amphotericin B (AmB) is a macrolide antibiotic derived
from a strain of Streptomyces nodosus known for its
antifungal and antileishmanial activity (1, 2). However, its
use is limited owing to high toxicity (3). In order to reduce the
toxicity, the focus has been on the development of new
delivery systems. Topical administration of active drugs is a
route that offers certain advantages; however, topical efficacy
is only obtained from drugs with a suitable degree of
penetration into the skin (4, 5).
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American tegumentary leishmaniasis (ATL), a public
health problem, is a vector-transmitted infectious disease that
affects the skin and mucous membranes and presents
ulcerated lesions, nodules, and single or multiple well-
defined elevated edges that appear in various areas of the
body, especially the face (6, 7). The proliferation of the
parasite occurs in the dermis and the intensity depends on the
species of parasite and on the immune status of the host (8).
Current drugs for the treatment of ATL are not efficacious,
and no effective vaccine is available (9).

Several clinical studies showed the effectiveness of
liposomal Amphotericin B applied intravenously in the
treatment of ATL. However, even with the reduction of the
toxicity of Amphotericin B in liposomal form in relation to
deoxycholate, the studies reported a high percentage of
adverse events, a long period of treatment, and the need for
intravenous administration, which reduces the adhesion (10,
11). An important alternative method to treat the disease
would be a topical agent that has high retentivity and low skin
permeability, thereby delivering the drug directly to the site
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of action but not achieving plasma levels, reducing the
adverse effects related to the toxicity of AmB.

Microemulsions (MEs) are an interesting proposal for
the topical administration of AmB because they can provide a
change in bioavailability and decrease the toxicity of drugs by
operating as reservoirs capable of releasing drugs and
targeting specific tissues and cells of the organism (12).
Conventional systems (CSs) such as emulgels and emulsions
can also provide low-cost alternatives to topical placement of
AmB in the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Generally, oils and surfactants are used for the prepara-
tion of emulsions, emulgels, and MEs. Vegetable oils have a
number of potential advantages compared to their mineral
counterparts. They are less toxic, biodegradable, and renew-
able, while petroleum chemicals are finite (13).

The catolé (Syagrus cearensis Noblick) is a Brazilian
palm tree from which oil is extracted containing a high
content of saturated and unsaturated fatty acids, including
oleic, linoleic, and palmitic acid (14, 15). These fatty acids
give fixed oils emollient properties when incorporated into
topical formulations (16). This palm is widely used for
ornamental purposes and its oil used popularly for treating
some diseases including erysipelas (17).

Bioassays evaluating efficacy and safety must precede
the insertion of a product into the market, most commonly
using animal models. However, the use of animals in research
has been the subject of various discussions due to the large
numbers required and pain that is caused. Recently, many
studies have been conducted to obtain in vifro methods that
can be used as substitutes for animal testing (18, 19).

Ex vive studies using Franz diffusion cells enable a
greater understanding of the facts related to application to
the skin and release of the drug, including dosage form,
retention, and permeation. While these assays can be
performed with different biomembranes, pig skin is widely
used owing to its similarity to human skin and easy
availability since it is a byproduct of the food industry (20).

An evaluation of the toxicity of a substance is performed
in order to predict the harmful effects it might trigger upon
exposure to humans by various routes. The bovine corneal
opacity and permeability (BCOP) test, test of the chorioal-
lantoic chicken egg membrane (HET-CAM), and its variation
(CAM-TBS) are alternative in vitro methods internationally
recognized for irritation potential evaluation (21, 22).

Therefore, the aim of this study was to develop and
assess microemulsions, emulgels, and emulsions containing oil
from S. cearensis for local delivery of AmB into the skin
layers in order to treat cutaneous leishmaniasis, using the
alternative methods described above.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Amphotericin B was obtained as a gift from Cristdlia Ltd.
(Itapira, Brazil); oleic acid, Tween® 20 (Polyoxyethylenesorbitan
monolaurate), Span® 80 (Sorbitane monooleate), Tween®™ 80
(Polyoxyethylenesorbitan monooleate), and Kolliphor® EL
(Macrogolglycerol ricinoleate) were purchased from Sigma-
Aldrich (Sao Paulo, Brazil); Labrasol” (Caprylocaproyl
polyoxyl-8 glycerides) and Plurol Oleique®(Polyglyceryl-3
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dioleate) were kindly donated by Gattefossé (Lyon, France); and
BRIJ¥020 (Polyoxyethylene 20 oleyl ether) was purchased from
Croda (East Yorkshire, UK). Catolé oil was extracted from catolé
coconuts using a hydraulic press,

Construction of Pseudo-Ternary Phase Diagrams

To determine the concentration ranges of components
for the existence of ME, pseudo-ternary phase diagrams were
constructed using a water titration method (23). Three pairs
of surfactants/co-surfactants were used, Labrasol/Plurol
(L/PO), Kolliphor EL/Tween20 (K/T20), and Tween 20/
Span80 (T20/S80); they were blended at weight ratios of 1:1,
2:1, and 5:1. The ratios of catolé oil to the mixture of
surfactant and co-surfactant (Sn;,) were varied at 1:9, 2:8, 3.7,
4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, and 9:1. Subsequently, the mixtures were
evaluated visually and the ME phase was identified as the
region in the phase diagram where flowable and transparent
formulations were obtained (24).

The solubility of AmB in the microemulsions was
assessed in order to set the concentration of drug to be
incorporated in the formulations. To do this, an excess of
AmB was added to the blank MEs, and the systems were
vortexed for 5 min. Then, the mixtures were left for 48 h
under magnetic stirring. After stirring, the MEs were
sonicated for 60 min and centrifuged at 1500 g for 20 min to
remove the excess of drug. The supernatant was recovered
and filtered using a 0.22-um cellulose ester membrane. The
filtrate was diluted in methanol for the quantitative analysis of
the AmB by HPLC.

Preparation of MEs

Different formulations were selected from the
microemulsion region for incorporation of drug. AmB
(0.1%) was dissolved gradually in water at pH 11. After
complete solubilization, this mixture was added to Sy, and
oil under moderate stirring and the pH was adjusted as
necessary using a hydrochloric acid solution (HCI) 0.1 N.

Preparation of CSs

The emulgel (CS1) and emulsion (CS2) were prepared
according to the classical technique of phase inversion. The
phases were mixed at 70+5°C, maintaining stirring at
1000 rpm for 30 min. Amphotericin B in a proportion of
0.1% (w/w) was incorporated after cooling the formulation
under constant mechanical stirring.

Characterization of MEs and CSs

According to the ME regions in the phase diagrams, four
ME:s and two CSs formulations were prepared and evaluated
for the following parameters. The compositions of CS and
ME are shown in Table I. All measurements were made in
triplicate.

Droplet size and zeta potential of the formulations were
analyzed using the Zetasizer™ Nano-ZS90 (Malvern Instru-
ments, UK) by employing a dynamic light scattering method.
All of the samples were analyzed by dilution 1:10 with water
and passed through a 0.45-um filter.
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Table I. Composition of Microemulsions and Conventional Systems

Quantity in (%) CSs1 €S2 MEI1 ME2 ME3 ME4

AmB 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Catolé oil 100 100 91 91 5.6 72
Span 80 15 L5 - - - 10.7
Tween 80 3.5 3.5 - - - -
Labrasol - - - 54.5 333

Plurol - - - 27.2 16.7 -
Kolliphor - - 40.9 - - -
Tween 20 - - 40.9 - - 53.5
Carbopol 0.4 - - - - -
Polawax - 100 - - - -
BHT 0.1 0.1 - - - -
Water 844 748 90 9.1 443 28.5

The formulations were centrifuged at 4000 rpm for
30 min to assess the physical stability of the ME and CS.

The pH of the formulations was determined by the pH
21 pH meter (Hanna, USA), previously calibrated with buffer
solutions of pH 7.0 and pH 4.0.

The viscosity and rheological properties of the CSs were
determined at ambient temperature using the Rheology
International Digital Viscometer. MEs were analyzed with
the MCR 101 oscillatory rheometer (Anton Paar).

The formulations were assessed using a polarized light
microscope (DM750P, Leica®) to assess the isotropy or
anisotropy of the systems.

A water-soluble dye (FD&C Red 40) was added to the
ME:s system and the phase system was evaluated.

Stability of MEs

The physical and chemical stability of AmB 0.1% MEs
and CSs were investigated by observing the pH, aspect,
droplet size, and drug concentration in the formulations for
3 months. The formulations were kept at temperatures of 5+
2 and 25 +2°C and analyzed once a month.

Characterization of Qil from S. cearensis

The analysis of the acidity index, saponification, perox-
ides, and unsaponifiable material was performed in triplicate
in accordance with the Brazilian Pharmacopoeia V (25). The
'H NMR spectrum integrated was used to obtain
physicochemical parameters that were used in comparison
with the classical determinations. The equations that were

used are shown in Table II (26, 27). The '"H NMR spectra
data were recorded from a Varian spectrometer UNITY plus-
300 MHz using deuterated chloroform as the solvent.

In Vitro Release and Ex Vivo Skin Permeation

These studies were performed using Franz cells
(Microette™, Hanson) with a diffusional area of 1.77 cm?.
Dermatomed pig skin without stratum corneum was used for
the evaluation of permeation and 0.45 pm cellulose ester
membranes for the in vitro release study. The stratum
corneum was removed using 30 serial tape strips (3 M
Durex®) to simulate a disturbed skin model. The
transepidermal water loss (TEWL; g/hm?®) was measured
before and after removal of the stratum corneum. The
receptor chamber was filled with phosphate buffer pH 7.4 +
2.0% Brij 020. The receptor medium was maintained at 32 +
1°C and was magnetically stirred at 250 rpm. Weighed
quantities of 0.4 g of ME and CS were applied to the donor
compartments. At predetermined time intervals (12 h for
in vitro release, 24 h for the permeation study), the fluid in the
receptor chamber was sampled, filtered, and analyzed using
HPLC. The amount of AmB permeated through the skin (pg/
ecm?) was plotted as a function of time (r) for each
formulation. The permeation rate (J, pg/[em? h]) was
determined from the slope of the linear portion of the
cumulative drug permeation versus time. The permeability
coefficient (Kp, em/h) was calculated through the relationship
between J and the initial drug concentration in the donor
compartment (28, 29).

Skin Retention Study

At the end of the permeation experiment, the skin was
minced into small pieces and transferred to an Eppendorf
tube with 5 mL methanol. AmB was extracted from the skin
by vortex followed by sonication for 60 min and centrifuga-
tion for 10 min at 4000 rpm. Next, the supernatant was
filtered through a 0.45-um membrane and analyzed by HPLC.

HPLC Analysis

Analyses were performed with an ultra-high performance
liquid chromatography (UHPLC) system (Nexera, Shimadzu).
Separation was carried out on a Kinetex®CI85 pm, 100 A
150 x4.6 mm column. The mobile phase consisted of
methanol:acetonitrile: EDTA 2.5 mM (40:30:30). The flow rate
was 1.0 mL/min, the detection wavelength was set at 406 nm,
and the column temperature was 25°C. The data were obtained

Table II. Equations Used to Obtain Physicochemical Parameters from the '"H NMR Spectra

Parameter

Equation

Vinyl hydrogen (V)

Triacylglycerol molecular weight (Mw) g/mol
ITodine index (II) gI/100 g

Saponification index (ST) mgKOH/g
Oxidation (Roa)

Free acidity (FA) mgKOH/g

V = (displacement area at 2 ppm/2) + displacement area at 2.9 ppm
Mw =119.70 +703.6 + 5.983 V

IT=[126.91 x 100 VMW

SI=-0.2358 MW +398.42

Roa = V/displacement area at 0.9 ppm

FA =3.0597 [Rua]z —6.3181 Roa+3.3381
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using LC Solution® software version 1.25. The method was
validated according to the following parameters: linearity,
specificity, accuracy, sensibility, precision, and robustness. The
linearity of the method was observed in the concentrations 0.1;
0.5; 1.0; 5.0; 10.0; 15.0 e 20.0 pg/mL from an initial solution of
100 pg/mL.

St Potimiial 1ot
Trr F Ev

To evaluate the irritation potential of the formulations,
three alternative methods were used. Saline solution (0.9%
NaCl w/v) and 0.1 N sodium hydroxide (NaOH) were used as
a negative and positive control, respectively. MEs were
evaluated undiluted, but the CSs were diluted 1:1 with 0.9%
NaCl.

Hen’s Egg Chorioallantoic Membrane Test

For each formulation tested, four fresh fertile Leghorn eggs
were used. The eggs were incubated at 37 = 0.5°C with a relative
humidity of 65+2% for 10 days. On the tenth day, the shell
membrane was removed, exposing the chorioallantoic membrane
(CAM). Visual analysis was used to verify if the CAM was suitable
to test, then 0.3 mL of each formulation was placed on the CAM
surface. After 20 s, the formulation was removed with saline
solution. The CAM was observed under a magnifying glass for
5 min to determine the incidence of any irritation effects in the
CAM blood vessels (vascular lysis, hemorrhage, or coagulation).
The vascular effects were observed according to the criteria
described in the Protocol ICCVAM HET-CAM test method.
Each formulation was classified according to the scores: 0-0.99
corresponding to non-irritant; 1.00-4.99 corresponding to slightly
irritant; 5.00-8.99 corresponding to moderately irritant (MI); and
9.00-21.00 corresponding to severely irritant (SI) (19, 21).

Chorioallantoic Membrane-Trypan Blue Staining Test

The initial phase of testing is similar to the hen’s egg
chorioallantoic membrane (HET-CAM) test, but the chorio-
allantoic membrane-Trypan blue staining (CAM-TBS) test
uses Trypan blue as an indicator of CAM injury. After the
removal of the formulation, 0.5 mL of phosphate saline buffer
with 0.1% Trypan blue were added to the CAM in an area
limited by a silicone ring, The excess Trypan blue was rinsed
off with distilled water, and the CAM area that was limited by
the silicone ring was removed with scissors and placed into
5 mL of formamide and then agitated and centrifuged. The
absorbance of the supernatant was measured by spectropho-
tometry at 595 nm. The amount of Trypan blue absorbed by
the chorioallantoic membrane was calculated using the
following equation: absorbed dye =absorbance x5 nmol/
1000 x 10°. The formulations were classified according to the
scores: 0-6.99 corresponding to non-irritant/slightly irritant
(NI/SLI); 7.00-14.50 corresponding to moderately irritant
(MI); and >14.50 corresponding to severely irritant (SI) (30).

Bovine Corneal Opacity and Permeability Test
The bovine corneal opacity and permeability (BCOP)

assay was performed according to the OECD TG 437
protocol. Selected corneas without macroscopic tissue
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damage were mounted in holders and incubated with Eagle’s
minimum essential medium (EMEM) for 1 h. Baseline
opacity was measured after removing the medium using the
BASF-OP 3.0 Opacitometer. The corneas were treated with
0.75 mL of each test formulation for 10 min, then the opacity
was observed again. To evaluate the permeability, the corneas
were treated with 1 mL of 0.4% sodium fluorescein solution
and incubated at 32+ 1°C for 90 min. Following fluorescein
exposure, optical density at 490 nm (OD490) of the EMEM
solution in the posterior of the chamber was determined. To
calculate an in vitro irritancy score (IVIS) for each treatment
group, this equation was used: IVIS = mean opacity value +
(15 x mean permeability OD490 value). No prediction can be
made when the IVIS values are below 55. Above this value,
all substances are classified as category 1 irritants (31).

Statistical Analysis

The results are expressed as means + SD of at least three
values. Data were analyzed by one-way analysis of variance.
Statistical significance was fixed at p <0.05.

RESULTS

Construction of Pseudo-Ternary Phase Diagrams

The different proportions between pairs of surfactants,
oil, and water allowed us to characterize the domain of points
that gave the formation of a homogeneous, clear, and
isotropic system, characteristic of ME. Pseudo-ternary phase
diagrams using catolé oil and different pairs of surfactants are
shown in Fig. 1. The area of the ME region in the phase
diagrams was expanded as the percentage of surfactants
increased, and was largest using the L/PO pair. Four
microemulsions were selected, ME1 using K/T20, ME2,
ME3 using L/PO, and ME4 using T20/S80. The solubilities
of AmB in these systems were 1.863, 2.605, 1.295, and
1.895 mg/mL, respectively.

Characterization of MEs and CSs

The MEs showed droplet sizes less than 100 nm and CSs
values above 400 nm. For both systems, the addition of AmB
caused increase in droplet diameter and did not influence the
viscosity and rheological properties of the formulations
(Table III). The apparent viscosity as a function of shear rate
for the CSs and MEs was presented in Fig. 2. Clearly, the
apparent viscosity decreases with an increasing shear rate for
conventional systems but is constant for microemulsions. All
formulations were stable in the centrifuge test, showing no
turbidity or phase separation. Figure 3 shows that all of the
ME were transparent, without any precipitates, and optically
isotropic, but the photomicrographs of emulsion and emulgel
clearly show the anisotropy of these systems before and after
incorporation of the drug. The pH range for CS and ME was
6.10-8.13. The values shown in Table III reveal that only CSs
showed zeta potential values lower than |2U mVl. The dye
solubility test result showed that a water-soluble dye spreads
uniformly throughout the MEs systems and this indicates that
the formed MEs were o/w type.

114



Formulations Containing Oil from Syagrus cearensis
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Fig. 1. Pscudo-ternary phase diagrams of the region of existence of the microemulsion systems. K/T20a 1:1, b 2:1, and ¢ 5:1; L/PO d 1:1, € 2:1,
and f 5:1; and T20/S80 g 1:1, h 2:1, and i 5:1

Stability of MEs separation or significant aggregation of droplets and turbidity
were not observed. As for the AmB content, there was no

All microemulsions and the emulgel remained physically  significant difference between the initial concentration and
stable throughout the study period. There was no phase the concentration after 3 months. Concerning to the emulsion

Table III. Characterization (Mean + S.D.) of Selected AmB Formulations

Droplet size (nm) pH Zeta potential (mV) Viscosity (Pa.s)

Free Loaded Free Loaded Free Loaded Free Loaded
CS1 408.63 129 420.43 £10.1 6.10+0.1 6.30+0.1 -12.9+0.8 -11.8+1.1 15.90+0.5 15.93£0.5
CS2 466.15+15.2 489.22 +14.5 6.50+0.1 6.20+0.1 -18.79 0.1 -1921+0.1 10.29+0.5 10.35+0.4
ME1 15.16 £ 0.6 31.02+£09 6.70 +0.1 8.13+0.1 -27.7+28 -234=x14 0.63+0.1 0.63 0.1
ME2 77.04£1.5 89.86+£12 7.22+0.1 8.09+0.1 -29.7+1.6 —26.8+0.7 0.16+0.1 0.16 0.1
ME3 548015 63.68 1.6 7.06 +0.1 8.07+0.1 -31.8+6.2 -241+23 0.09+0.1 0.09 +0.1

ME4 2067+1.2 344204 6.84 +£0.1 7.89x0.1 —21.1+2.1 -227+24 0.62+0.1 0.61£0.1
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Fig. 2. Flow curves of a Amphotericin B (AmB)-loaded conventional systems and b AmB-loaded microemulsions

after 2 months, there was intense aggregation of the droplets, The permeation results corroborate the release results;
especially when stored at ambient temperature. therefore, the ME 1 and 4 formulations show higher permeation
than the others. All showed cumulative drug permeation after
24 h at doses less than 5 pg/mL, corresponding to 1.25% of the

Characterization of Qil from §. cearensis applied drug (Fig. 4b). CS2 showed no significant amount of
permeability across the biomembrane.

The results obtained experimentally and calculated by The permeation rates (J) for the AmB-loaded (0.1% wiw)

the integrated '"H NMR spectra are shown in Table TV. formulations were found to be 0.018-0.289 g/(ecm” h). The

permeability coefficient (Kp) of AmB was 0.45, 7.22, 0.80, 1.27,

and 6.15 cm/h for CS 1, ME 1, ME 2, ME 3, and ME 4, respectively.

In Vitro Release and Ex Vive Skin Permeation The correlation coefficient (R?) was 0.95 for ME 1 and

0.99 for ME 4 when the permeate concentration results were

The cumulative AmB released after 12 h from the selected  plotted versus time. For CS 1, ME 2, and ME3, the R* values

AmB formulations (Fig. 4a) shows that ME 1 and 4 release higher ~ were increased when the drug permeation results were set as

amounts of AmB through the synthetic membrane used, and that  a function of the square root of the time, 0.98, 0.98, and 0.95,
there is no statistically significant difference between the amounts  respectively.

released from CS 1, ME 2, and ME 3. However, ME 1-4 differ The stratum corneum of skins used for each permeation

between themselves and the other formulations (p < 0.05). were removed using 30 serial tape strips. The skins showed a

€S10.1% €S2 0.1%

ME10.1% ME2 0.1%

ME3 0.1% e

Fig. 3. Cross-polarized light microscopy of selected Amphotericin B formulations
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Table IV. Characterization (Mean=S8.D.) of Oil from Syagrus
cearensis

Parameter 'H NMR Experimental
Todine index (gl/100 g) 12.57 +2.39 -
Saponification index (mgKOH/g) 203.14+1.17 201.15+ 4.80
Acidity (mgKOH/g) 29131+0.10"  2.55+1.70"
Unsaponifiable matter (%) - 8.468 = 0.50
Peroxide value (mmol/kg) - 3.2+0.20

Irritation Potential Evaluation

The results of the HET-CAM, CAM-TBS, and BCOP
tests are shown in Table V. The classification scores for the
HET-CAM and CAM-TBS showed that the ME 2 and ME 3
formulations were moderate irritants, and all of the other
MEs and CSs were classified as either non-irritants or slight
irritants. According to the BCOP results, ME 2 and 3 are in
category 1, and no prediction can be made for any of the
other MEs or CSs. Catolé oil also was evaluated separately
and classified as a non-irritant.

“Values with statistically significant difference (p <0.05)

value of TEWL 9.0+ 1.5 g/hm® before and values between
69.78 and 72.56 g/hm? after removal of the stratum corneum.

HPLC Analysis

The method used for AmB quantification showed
specificity, accuracy, sensibility, robustness, and suitable
linearity. The calibration curve of AmB presented the
equation (y=63346x) with a correlation coefficient (R) of
the 0.9999. The retention time of the drug was 3.2 min, with
good definition and separation of the chromatographic peaks,
confirming that the method is appropriate for drug
quantification.

Skin Retention Study

The skin retention of AmB was 23.83, 1.26, 84.79, 15.52,
24.36, and 59.67 pg for CS 1, CS 2, ME 1, ME 2, ME 3, and ME
4, respectively. ME 1 and ME 4 had a greater deposition on the
inner layers of the skin, dermis, and epidermis, followed by ME
3and CS 1. It was observed that the retention values of all AmB-
loaded formulations were statistically higher (p <0.035) than the
permeation values (Fig. 4c).
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DISCUSSION

ME:s are thermodynamically stable systems, with droplet
diameters in the range of 10-100 nm (32). Determination of
droplet size and distribution is one of the most important
parameters for evaluating the stability of ME systems and the
influence it will have on the incorporation of poorly soluble
drugs. Previously reported studies show that the incorpora-
tion of AmB increases the droplet size in relation to the ME
without the drug (28, 33). This is due to the intrinsic
physicochemical properties of the molecule; however, this
does not change the system stability or isotropic properties.

Emulsions are thermodynamically unstable dispersions
with droplet diameters higher than 100 nm. Emulgels are
emulsions that are mixed with a gelling agent, and are generally
used as delivery systems for water-insoluble drugs (34).

The results presented in this work corroborate the above
information; microemulsions, emulgels, and emulsions pres-
ent characteristic droplet sizes, which are increased by the
incorporation of AmB without destabilizing the system.

The optimum pH of a topical formulation is standardized
according to the pH stability of the active components used
and the skin tolerance, with acceptable values between 5.5
and 8.0 (35). AmB is a drug sensitive to light and heat with
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Fig. 4. a In vitro released, b ex vivo skin permeation, and e skin retention (ug) of Amphotericin B loaded 0.1% formulation (mean +8.D.;n=

6). Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA).

* (p<0.05)
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Table V. HET-CAM, CAM-TBS, and BCOP Results (Mean + S.D.)
HET-CAM score CAM-TBS score BCOP score
Free Loaded Class Free Loaded Class Free Loaded Class
CSl1 0.75+0.2 125+03 SLI 210+0.3 2.65+04 NI/SLI 28.40+5.6 31.02+102 ND
CS2 0.75+0.3 1.00+05 SLI 2.35+0.2 240+02 NI/SLI 32.15+84 37.75+£6.7 ND
MEI1 2.00+0.2 4.00+04 SLI 1.95+02 2.02+02 NI/SLI 20.45+2.9 19.85+4.5 ND
ME2 6.00+0.4 8.00+ 1.0 MI 3.80+0.4 7.30+0.5 MI 923+11.2 1003 +14.6 CAT1
ME3 52504 52504 MI 37004 7107 MI 86.68 + 7.8 96.68 + 9.4 CAT1
ME4 0.25+0.2 0.75+0.2 NI 17004 1.05+0.6 NI/SLI 21.18+4.9 21.18+ 6.6 ND
Catolé Oil 0.25+0.2 - NI 1.15+0.2 - NI/SLI 12.95+4.2 - ND
0.1 N NaOH 19.0+1.5 - SEI 13.1+03 - MI 425.75+36.8 - CAT1

CATI category 1, NI non-irritant, SLI slight irritant, MI moderate irritant, SEI severe irritant, ND not determined

pH stability between 6 and 9 (36). Therefore, the pH values
of the tested formulations are within the optimal ranges for
both AmB and topical application.

The zeta potential performs an important role in
determining the stability of disperse systems and interactions
between the droplets present (37). Droplet aggregation is less
when there is electrostatic repulsion between them, leading to
the conclusion that the high zeta potential values reported
prevent the aggregation of the droplets in the formulations
and thus greater stability of the MEs.

To observe the effects of birefringence and isotropy, a
linear polarized light is required. ME showed no deviation or
vibration of the polarized light, and the incorporation of
AmB did not change the isotropic behavior. Microemulsions
are isotropic and can be distinguished from conventional
systems, which are anisotropic (38).

The viscosity values of MEs are independent of shear
stress variation or time, indicating that typical Newtonian flow
was obtained (39). CSs exhibited pseudoplastic flux, which is
an interesting feature for semi-solid formulations because the
viscosity values are reduced with increasing shear stress,
facilitating their spreading on the skin. In both cases, upward
and descendant curves were created to verify the influence of
time on the rheological behavior of formulations. Both
formulations were independent of time, and so thixotropy
was not observed.

The main analysis to determine the quality of a vegetable
oil involves establishing the free acidity, saponification
number, and peroxide index. The data obtained from the
characterization of catolé oil showed that although there has
been a statistically significant difference between the acidity
values calculated by "H NMR and volumetry (p < 0.05), it and
the other parameters are in accordance with the quality
reference standards (40).

Several factors are related to the drug release from
emulsified formulations, such as droplet size, viscosity, and
interactions between the formulation and the drug, but for
skin permeation, the limiting factor is an intact stratum
corneum (23, 38). Medicines for dermal application are
usually tested on healthy skin; however, the stratum corneum
is often impaired by skin diseases. These skin conditions can
influence the permeation of drugs; therefore, it is important
to use a disturbed skin model to evaluate the permeation of
drugs used to treat diseases that cause injury to the skin (41).

In this case, it is necessary to consider that the formulations
are applied on ulcerated skin that has lost the stratum
corneum and possibly more of the epidermis (42). Thus, it is
important to evaluate the permeation and retention in an
injured skin model and see if the drug really focuses on local
action, that is, the skin layers.

ME 1 and 4 showed higher drug release, permeation, and
skin retention than other formulations, and the emulgel was
delivered more effectively than the emulsion, as shown in
Fig. 4 (p <0.05). These MEs showed a smaller droplet size but
higher viscosity than the microemulsions using the surfactant
pair L/PO (ME 2 and ME 3). The determining factor is likely
particle size, and thus the interaction between the formulation
and the drug, regardless of the system viscosity, since ME 2
showed a higher AmB solubilization but lower rates of
release, permeation, and retention than other
microemulsions. CSs are significantly more viscous with larger
droplets than ME, confirming that it was more difficult for the
drug to be delivered from these systems.

MEs 1 and 4 showed a higher correlation coefficient
when the results of concentration released were plotted
versus time, indicating that the zero-order kinetic model is
more appropriate and that the flow is independent of drug
concentration. For CS 1, ME 2, and ME 3, the values of the
correlation coefficients were closer to 1 after performing the
linear regression of the concentration released as a function
of the square root of time, demonstrating that the formula-
tions follow the Higuchi kinetic model, in which diffusion is
controlled by the system (43, 44).

Through the TEWL measures that have been used
extensively to characterize the skin barrier function (41), it
was possible to infer that the condition of the skin damage
was the same for all assays, since all skins used showed
TEWL values statistically similar following the removal of the
stratum corneum (p <0.05).

All of the formulations showed greater retentivity than
the permeability, which is essential for effective delivery of
AmB into the skin layers aimed to treat lesions of cutaneous
leishmaniasis and secondary bacterial or fungal infections
associated with the initial injury (6).

These formulations showed several advantages, and one of
them was the use of a new vegetable oil, signaling the use of
natural resources with sustainable development and consequently
social contribution. Furthermore, our study aimed at developing
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formulations with high retentivity and low permeability, even
using a damaged skin model. Microemulsion and solid lipid
nanoparticles (SLNs) previously developed for topical placement
of amphotericin B had higher permeability than our formulations
(28, 45). Itis worth adding that the ME1 developed here exhibited
twofold higher drug retention as compared to SLNs and
retentivity comparable to the best microemulsions developed by
Butani er al. On the other hand, in both previous studies, rat skin
was used as biomembrana, and the ratio of formulation amount
applied to area was higher.

CAM is the vascularized respiratory membrane found
within a fertilized chicken egg, containing a vascular and
inflammatory process similar to the conjunctival tissue of rabbit
eyes (21). The HET-CAM test is used to provide qualitative
information on the potential effects occurring in the conjunctiva
following exposure to a substance; the observation of coagula-
tion can reflect potential corneal damage. The CAM-TBS test
adds value to the classic HET-CAM test by incorporating a
quantitative reading, obtained by measuring the amount of
Trypan blue absorbed by the exposed CAM cells (30).

Previous studies show great specificity of the tests on CAM,
especially the HET-CAM, for substances or products with low or
no irritant potential. HET-CAM features a more than 95% correct
prediction for not irritating or slightly irritating substances, and less
predictivity for irritants or severe irritants in vivo (19).

BCOP is a top-down test performed to measure the
transmittance of light through the bovine cornea in order to
evaluate its permeability following exposure to potential
irritants; it is more predictive for products with potential to
cause serious damage to the cornea (19, 31).

According to the three methods used, ME 2 and 3 were
shown to be potential irritants with values directly related to an
increase of the percentage of the L/PO pair of surfactants, while
other formulations containing different surfactants in their
compositions did not show significant irritation potential.

Both tests are related to ocular irritation, which can be
associated with the application of substances on the face near
the ocular mucous membrane. Formulations, with the excep-
tions of ME 2 and 3, were classified as non-irritating or slightly
irritating, suggesting that they are safe for dermal application.

The optimized formulation (ME1) consisting of 0.1% (w/
w) Amphotericin B, 9.1% (w/w) catolé oil, and 81% (w/w)
Smix (1:1, Tween 20 and Kolliphor EL) possessed greater
retentivity, physical and chemical stability for at least 3 months
at 5+2°C and at room temperature (25+2°C), viscosity
suitable for topical application, and showed no irritation
potential in any of the three tests carried out.

The AmB administration through non-irritant topical
formulations with high retentivity in the skin layers is a
promising alternative for the treatment of ATL; thus, the
lesion would be treated in a localized form, the toxic effects of
AmB systemically would be eliminated, drug administration
would be facilitated, and probably there could be a lower cost
and higher treatment adhesion.

CONCLUSIONS

Formulations containing oil from S. cearensis were
successfully developed and demonstrated high skin retentions
and low permeabilities, showing promising alternatives for
the topical delivery of AmB targeting the treatment of

cutaneous leishmaniasis. The alternative methods used to
evaluate the irritation potential of the formulations proved to
be reproducible, revealed similar results, and determined that
the formulations are safe for dermal application, with the
exceptions of ME 2 and 3 which exhibited moderate irritation
potentials. These alternative methods can be acceptable to
evaluate the toxicity of new systems among than
microemulsions and not only conventional formulations.
Emulsified formulations containing Kolliphor, Tween 20,
and Span 80 are the most promising considering the high
retention, less irritation potential, and less cost compared to
those that contain Labrasol and Plurol Oleique as surfactants.
Finally, the oil from S. cearensis presents itself as a candidate
for use as a pharmaceutical adjuvant in topical formulations.
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