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RESUMO

CARMO, Flavia Almada do.Preparo e avaliacdo de formulacdes transdérmicas de
doxazosina para o tratamento da hiperplasia prostéda benigna Rio de Janeiro, 2011.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Fadelde Farmacia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) é cararztéeld pela ocorréncia de um
crescimento benigno da prostata, acompanhado ptongs do Trato Urinario Inferior (STUI).
A doxazosina € um antagonista do adrenoreceptgue tem demonstrado eficacia na diminuicéo
do STUI associados a HPB, sendo um dos farmacesimeira escolha para o tratamento desta
patologia. Atualmente, a doxazosina é comercialmeigponivel apenas na forma solida oral.
Sistemas terapéuticos transdérmicos, como micredimsy) filmes gatche¥ e géis, se
caracterizam pela liberagdo do farmaco através ele, wisando sua acdo sistémica, e séo
considerados como alternativas as formulacdes erparenterais. O objetivo do presente estudo
foi a preparacdo de formulacdes inovativas de distaa para liberacdo transdérmica, bem como
a avaliagdo de sua permeagdaovitro. Preparou-se a doxazosina base (DOXA) a partir do
mesilato de doxazosina (DOXA MESIL) e ambas as témbgas foram devidamente
caracterizadas. Foram preparadas microemulsdeslugdss saturadas, simples e contendo
promotores de permeacdo, com o farmaco. Os filrm&hon-Patch® foram preparados através
da técnica de laminacdo. O gel foi obtido atraeepieparacdo de uma solugdo de DOXA em
propilenoglicol e azona a 3,00% (p/p). As formuks:Opreparadas foram devidamente
caracterizadas. Os ensaios de permeatcdiro foram realizados utilizando-se epiderme suina
como membrana biologica e células de difusdo \&rtio tipoFranz Aplicou-se a condi¢do de
dose infinita para as microemulsdes, para as seduedpara o gel e foram utilizadas condi¢cbes
ndo oclusivas e oclusivas para peches Nao ha até o momento dados na literatura sobre o
desenvolvimento de formulacdes transdérmicas dazdsina, mas ha dados relativos a outro
farmaco com estrutura quimica muito semelhanteazogina. Os fluxos de permeacdp assim
como os perfis de permeacdo, foram muito semelbaptea todas as formulacdes de
microemulsdo. Os maiore$ foram encontrados para as solu¢des saturadas G€A D#n
pirrolidona e em propilenoglicol, ambas com azorgag0® (p/p). Os) obtidos com opatches
utilizando-se tanto condicbes n&o oclusivas quarttusivas, mostraram-se muito baixos,
inviabilizando sua utilizacdo. Para o gel obtevexsse] menor do que o obtido para a solugéo
saturada de DOXA. No entantoJdoi maior do que aquele mostrado para a soluctivasta de
prazosina, mostrando a viabilidade da utilizacéeted¢ipo de formulagdo para a liberacao

transdérmica da doxazosina.

Palavras-chave: doxazosina, permeacao transdémmpesplasia prostatica benigna.



ABSTRACT

CARMO, Flavia Almada do.Preparation and evaluation of doxazosin transdermia
formulations for benign prostatic hyperplasia treatment. Rio de Janeiro, 2011. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdadeadmacia, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is characterizsy the occurrence of a benign
prostatic growth, accompanied by Lower Urinary Tr@gmptoms (LUTS). Doxazosin is atl
adrenoreceptor antagonist that has demonstratedtigéfiness in reducing LUTS associated to
BPH, being one of the first choice drugs for theghmlogy treatment. The doxazosin is only
commercially available in oral solid form. Transwet therapeutic systems such as
microemulsions, filmsgatche¥ and gels are characterized by drug release thréhg skin for
systemic action and they are considered alterrativeral and parenteral formulations. The aim
of this study was to prepare innovative formulagidor transdermal delivery of doxazosin and to
evaluate itdn vitro permeation. The doxazosin base (DOXA) was prephoed the doxazosin
mesylate (DOXA MESIL) and both substances were gngpcharacterized. It was prepared
microemulsions and saturated solutions with the @mid with or without permeation promoters.
The Patch-non-Patch® films were prepared usindaimenation technique. The gel was prepared
from a DOXA solution of propylene glycol and azo8®0% (w/w). The formulations were
properly characterized. The vitro permeation studies were conducted using pig epideas a
biological membrane and verticiranz type diffusion cells. It was applied the infinitlbse
condition for microemulsions, solutions and gel andvas used non-occlusive and occlusive
conditions for thepatches The literature has no information about developie doxazosin
transdermal formulations, but there is some fortlaeovery similar drug, the prazosin. The
permeation fluxesJj, as well as the permeation profiles, were vemyilar for all microemulsion
formulations. The best were found for the pyrrolidone and propylene glyp@XA saturated
solutions, both with azone 3.0% (w/w). Thebtained with and without occlusion for the pathe
were very low, making its use impracticable. The hwas lower compared with the one found
for DOXA saturated solution. However, it was higtltean the one showed for the prazosin
saturated solution, what demonstrates the feagibiithis type of formulation for the transdermal

delivery of doxazosin.

Keywords: doxazosin, transdermal permeation, bepigstatic hyperplasia.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (HPB)

Doencas da prostata englobam tanto o cancer de prostata, quanto condicdes
benignas como a prostatite ou a HPB. Tanto o cancer de prostata quanto a HPB
estdo entre as 10 doencas mais diagnosticadas em homens com mais de 65 anos.
Embora exista uma grande relacdo entre o0s riscos e 0s sintomas de ambas as
doencas, os procedimentos a serem seguidos apos o diagnostico do cancer ou da
HPB sédo bem diferentes (MARBERGER, 2010).

A HPB esta relacionada a ocorréncia de um processo proliferativo benigno
das células do estroma e do epitélio das regibes periuretral e transicional da
glandula prostatica. E uma condicdo progressiva caracterizada pelo crescimento
benigno da préstata acompanhado por Sintomas do Trato Urinario Inferior (STUI),
também conhecidos pela sigla LUTS (do inglés, Lower Urinary Tract Symptoms),
algumas vezes associados com a ocorréncia de incontinéncia urinaria, insuficiéncia
renal, infecgBes do trato urinario e disfuncdo sexual (MCNAUGHTON-COLLINS &
BARRY, 2005; McVARY, 2007; AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009;
BRIGANTI et al., 2009). A evolucédo da HPB é representada na Figura 1.

Pl
-—

———

Figura 1: Evolucdo da HPB (Modificado de Merck Shar  p & Dohme do Brasil -
http://www.msdonline.com.br/pacientes, acesso em: 1 3/05/11).
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Os STUI se caracterizam pela combinacéo da ocorréncia de sintomas como
noctdria, hesitacdo, intermiténcia e alteracdo da frequéncia urinaria, além de
irritabilidade da bexiga (VERHAMME et al., 2002; AUFFENBERG, HELFAND &
McVARY, 2009).

As taxas hormonais e a idade sdo fatores essenciais para o desenvolvimento
da HPB. Apesar da realizacdo de diversos estudos epidemiologicos, ainda nédo se
chegou a conclusédo de uma relacéo entre a frequiéncia de atividade sexual, de fumo
e de obesidade com a HPB. Ja a pratica de atividade fisica e 0 consumo moderado

de alcool parecem proteger contra esta patologia (KOK et al., 2009).

A sua incidéncia € maior em homens com idade superior a 40 anos, sendo
gue a ocorréncia aumenta progressivamente com o avancar da idade (VERHAMME
et al., 2002; IRANI et al., 2003). Estima-se que aproximadamente 50% da populacdo
masculina com cerca de 50 anos desenvolva sintomas relacionados a HPB. A
incidéncia aumenta cerca de 10% por década de vida, chegando a
aproximadamente 80% aos 80 anos (IRANI et al., 2003; BRIGANTI et al., 2009).
Cerca de 20% a 30% dos homens com 80 anos de idade necessitam de intervencéo
cirurgica (BRIGANTI et al., 2009).

O diagnéstico da HPB pode ser realizado baseando-se em uma avaliacdo dos
sintomas através do Escore Internacional de Sintomas Prostaticos, conhecido pela
sigla IPSS (do inglés, International Prostate Symptom Score), elaborado pela
American Urological Association (DJAVAN et al., 2010).

O crescimento da frequiéncia de diagndésticos pode ser relacionado com o
aumento da expectativa de vida populacional e uma maior tendéncia dos pacientes a
procurar aconselhamento médico ainda nos estagios iniciais da doenca (DJAVAN et
al., 2010).

A relacdo entre a HPB e o risco de cancer de prostata, bem como a relagcéao
entre a HPB e outros fatores de risco do cancer de préstata, como 0s niveis de
antigeno prostatico especifico (PSA), ndo sdo bem estabelecidas (PETTAWAY et
al., 2011). Ainda n&o hé relacdo molecular e genética clara entre a HPB e o cancer
de prostata (NUNZIO et al., 2011).
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Pettaway e colaboradores (2011) realizaram um estudo com homens afro-
americanos e caucasianos que apresentavam HPB. Foi observado que o risco de
desenvolvimento de cancer de préstata é cerca de duas vezes maior no grupo dos
afro-americanos, sendo um indicio da necessidade de maior educacdo e da

realizacdo de diagndstico precoce nesta populacdo (PETTAWAY et al., 2011).

Apesar do grande impacto da HPB na saude humana, sua patogénese ainda
nao se encontra completamente estabelecida. Diversos mecanismos parecem estar
envolvidos com o0 seu desenvolvimento e a sua progressdo. Embora o
envelhecimento seja o principal mecanismo conhecido, estudos recentes sugerem
que esta também possa estar relacionada a inflamacéo da préstata, a sindrome
metabdlica, bem como a alteracbes a nivel vascular e hormonal (KRAMER,
MITTEREGGER & MARBERGER, 2007; BRIGANTI et al., 2009).

O envelhecimento é o maior fator de risco relacionado ao desenvolvimento da
HPB e a ocorréncia de STUI. Em homens idosos, ocorre um processo de
remodelagem dos tecidos prostaticos, principalmente da zona transicional. Ocorre
uma alteragdo no equilibrio do fator de crescimento e interagbes entre estroma e
epitélio geram um aumento do volume prostatico. Além disso, ha alteracdo das
secrecbes das células luminais, formacdo de calculos prostaticos e calcificacéo.
Todas estas modificacBes levam a alteracbes de células altamente especializadas
responsaveis pela homeostasia e pelas fungées do tecido. Além disso, uma
regulacdo anormal da apoptose pode estar relacionada a HPB (BRIGANTI et al.,
2009).

A inflamacdo crbénica da prostata pode ser considerada um fator de risco
associado ao crescimento desta glandula e ao desenvolvimento de sintomas da
HPB. Apesar de esta inflagdo ser observada em 50% dos pacientes com HPB,
normalmente, este importante aspecto da doenca néo recebe muita atengcéo. Para
este tipo de pacientes, um tratamento com anti-inflamatérios poderia ser proposto
(ROBERT et al., 2009). Estudos sugerem que a inflamacdo da prostata esteja
envolvida com a patogénese e a progressao tanto da HPB, quanto do céancer de
prostata (NUNZIO et al., 2011).
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Evidéncias recentes sugerem que a HPB seja uma doenca imuno-inflamatoria
iniciada por um estimulo ainda ndo conhecido e que criaria um ambiente pro-
inflamatorio na prostata (KRAMER, MITTEREGGER & MARBERGER, 2007,
BRIGANTI et al., 2009).

A importancia dos hormonios androgénicos no aumento da préstata tem sido
melhor entendida em evidéncias como o ndo desenvolvimento de HPB em homens
castrados antes da puberdade e ocorréncia de reducdo no volume da prostata em
homens com HPB submetidos a castracdo (DJAVAN et al., 2010).

Durante varios anos, o0 tratamento mais recorrente para a HPB era a
intervencao cirurgica. A realizacado de cirurgia, no entanto, vem sendo substituida
pelo tratamento com medicamentos, cada vez mais seguros e eficazes. O primeiro
objetivo do tratamento medicamentoso € aliviar os STUI e, mais recentemente,
também tem sido direcionado para alterar a progressao da doenca e realizar a
prevencdo das comorbidades que possam estar a ela associadas (AUFFENBERG,
HELFAND & McVARY, 2009). Uma grande variedade de classes medicamentosas é
usada no tratamento da HPB, como antagonistas a-adrenérgicos, inibidores da 5-a-
redutase, antimuscarinicos, fitoterapicos, inibidores da fosfodiesterase e
neurotoxinas intraprostaticas. A escolha do tratamento medicamentoso € muitas

vezes complexa (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009).

Os antagonistas a-adrenérgicos sdo eficazes em aliviar os sintomas
associados a HPB. A glandula prostatica apresenta maior prevaléncia de receptores
adrenérgicos a; e a,. Acredita-se que 0s receptores adrenérgicos a; exergcam a maior
influéncia na tonicidade do musculo liso prostatico, com a ocorréncia de constricado
uretral. Os receptores adrenérgicos a, sao tipicamente pré-sinapticos, controlam por
mecanismo de feedback negativo e, quando estimulados, ocorre o relaxamento do
musculo liso. JA os receptores adrenérgicos a; sao pds-sinapticos e respondem a
liberagcéo de neurotransmissores (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009).

Existem diversos subtipos de receptores adrenérgicos a; sendo classificados
COmo Q14 , 01 € aip. OS receptores adrenérgicos a;a sao predominantes nas células
do masculo liso do estroma prostético; os a;g estdo predominantemente localizados

nos musculos lisos vasculares, inclusive na microvasculatura da glandula prostatica;
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ja os receptores a;p mediam os componentes dos STUI. Devido a sua localizacao,
0S receptores a;a Sado considerados alvos ideais para a terapia da HPB. O blogueio
destes receptores reduz a tonicidade do musculo prostatico, aumentando a luz do
canal uretral (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009). O antagonismo
combinado dos receptores aia € aip parece ser a melhor alternativa para o
tratamento da HPB, diminuindo a tonicidade do musculo prostatico e o0s
componentes dos STUI e evitando os possiveis efeitos adversos cardiovasculares
devido ao bloqueio do receptor a;5 (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009).

Com o avango do conhecimento sobre o0s subtipos de receptores a-
adrenérgicos e suas respectivas acdes, houve o desenvolvimento de trés geracdes
de farmacos antagonistas a-adrenérgicos ou mais comumente chamados de a-
blogueadores (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009). A primeira geracao é
composta por farmacos, como a fenoxibenzamina, que séo bloqueadores a;/a; ndo-
seletivos inicialmente usados na terapia da HPB, mas responsaveis por causar
efeitos adversos como sincope, hipotensdo ortostatica, taquicardia reflexa e arritmia
cardiaca, devido ao bloqueio do receptor a,. Por esta razdo, foi desenvolvida a
segunda geracdo, composta de farmacos bloqueadores a; seletivos, como a
prazosina, a doxazosina, a teratozina e a alfuzosina. A terceira geracdo, composta
pela tamsulosina e pela silodosina, € caracterizada pelo antagonismo seletivo dos
receptores aa. Assim, os farmacos da segunda e da terceira geragdo sdo 0s mais
utilizados na terapia da HPB (AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009).

Os a-bloqueadores aliviam rapidamente os sintomas da HPB, mas nao ha
evidéncias de reducdo dos riscos de retencdo urinaria aguda e de cirurgia a longo
prazo visto a incapacidade destes farmacos em reduzirem o volume prostatico
(DJAVAN et al., 2010). Evidéncias sugerem que a combinagéo de a-bloqueadores,
como a doxazosina, com inibidores da 5-a-redutase, como a finasterida, traz efeitos
benéficos ao tratamento da HPB e de seus sintomas associados (KAPLAN et al.,
2006; JOHSON et al., 2007; McVARY, 2007; AUFFENBERG, HELFAND & McVARY,
2009).
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1.2 DOXAZOSINA

A doxazosina (Figura 2), 4-amino-2-[4-(1,4-benzodiaxan-2-carboxil)-piperazin-
1-il]-6,7-dimetiloxiquinazolina, é um farmaco anti-hipertensivo comercialmente
disponivel na forma de seu sal de mesilato. A doxazosina (C,3H2s5NsO0s) possui peso
molecular igual a 451,48 g, enquanto o peso molecular do mesilato de doxazosina
(C23H25Ns505 .CH3—SO3H) € igual a 547,58 g, sendo o fator de correcao (f;) igual a
1,213 entre as duas moléculas (THE MERCK INDEX, 2001; SRIPALAKIT, NERHOM
& MAPHANTA, 2005; HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007). Segundo o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a doxazosina pertence a Classe
Biofarmacéutica 1, sendo um farmaco que apresenta alta permeabilidade nas
membranas biolégicas e alta solubilidade aquosa (AMIDON et al., 1995; RAMIREZ
et al., 2010).

i
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Figura 2: Estrutura quimica do mesilato de doxazosi na (Adaptada de KIM et al., 2006).

ApoOs administracdo oral, o pico dos niveis plasméaticos de doxazosina ocorre
em cerca de 2 a 3 horas. Este farmaco sofre metabolismo de primeira passagem no
figado, principalmente por O-demetilacdo do nucleo quinazolinico ou hidroxilacdo do
grupamento benzodioxano, e sua biodisponibilidade € de aproximadamente 65%.
O tempo de meia vida € de 22 horas e aproximadamente 98% do farmaco circulante
esta ligado as proteinas plasmaticas. A sua farmacocinética € linear na faixa de 1,0
a 16,0 mg (SRIPALAKIT, NERMHOM & MAPHANTA, 2005).

Este farmaco € um antagonista do receptor adrenérgico a; que tem

demonstrado eficacia na diminuicdo dos STUI associados a HPB, sendo um dos



24

farmacos de primeira escolha para o tratamento desta patologia (AUFFENBERG,
HELFAND & McVARY, 2009; ZHANG et al., 2009; SUN et al., 2010). A doxazosina
alivia os sintomas e melhora o fluxo urinario em pacientes com HPB. Estudos
mostram que a resposta ao farmaco, assim como os efeitos colaterais sédo dose-
dependentes. Para minimizar a freqiiéncia dos efeitos adversos, como hipotenséao
postural e sincope, normalmente a dose diaria inicial do farmaco é de 1,0 mg.
Dependendo da tolerabilidade do paciente e das respostas a terapia, a dosagem
pode ser aumentada até 8,0 mg/dia (MACDIARMID et al., 1999; DJAVAN, 2004,
AUFFENBERG, HELFAND & McVARY, 2009).

A doxazosina induz relaxamento do musculo liso da préstata e do trato
urinario inferior pelo bloqueio dos receptores adrenérgicos a; (FULTON,
WAGSTAFF & SORKIN, 1995; KYPRIANOU, 2003; CHENG, 2006). Alguns estudos
demonstraram ainda a inducdo de apoptose em células epiteliais e do estroma
prostadticos como um mecanismo de acdo adicional (CHON et al., 1999;
KYPRIANOU, 2003; CHENG, 2006). Chon e colaboradores (1999) sugerem ainda a

utilizacao deste farmaco no tratamento do cancer de préstata (CHON et al., 1999).

Este farmaco se mostra eficaz no tratamento de pacientes que apresentam a
HPB concomitantemente com hipertenséo arterial moderada (GUTHRIE & SIEGEL,
1999; BECERRIL et al., 2000; CHENG, 2006). O tratamento com doxazosina
também se mostra seguro e eficaz em pacientes com HPB que tenham sofrido

transplante renal e fagam uso de imunossupressores (ZHANG et al., 2009).

Foi demonstrado que este farmaco, por melhorar os STUI, pode também
diminuir o risco de disfuncdo sexual e melhorar a funcdo sexual em homens que
apresentem HPB em concomitancia com disfuncdo erétil (KIRBY, O'LEARY &
CARSON, 2005; DEMIR et al., 2006; KUMAR et al., 2009).

Atualmente, a doxazosina é comercialmente disponivel apenas na forma
sélida oral, podendo esta ser de liberacdo imediata, de liberacdo controlada,
chamada de GITS (do inglés, Gastrointestinal Therapeutic System) liberando
especificamente o ativo em intervalos de tempo controlados, ou de liberacéo
prolongada, também chamada de XL (CHUNG et al.,1999; DJAVAN, 2004; KIRBY,
O'LEARY & CARSON, 2005; ROEHRBORN et al., 2005; SUN et al.,, 2010).
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Entretanto, considerando e idade dos pacientes que geralmente utilizam este
medicamento, associado ao fato de que os mesmos utilizam outros medicamentos
em sua rotina diaria, a preparacdo de um sistema transdérmico de liberacdo
prolongada de doxazosina se mostra extremamente interessante, em especial, para

minimizar os efeitos da nocturia.

1.3 PERMEACAO TRANSDERMICA

A administracdo transdérmica de farmacos € atualmente considerada uma
alternativa valida a administracdo através rotas oral e parenteral (NICOLI et al.,
2008). Sistemas Terapéuticos Transdérmicos (STT), também conhecidos como TTS
(do inglés, Transdermal Therapeutic Systems) sédo formas farmacéuticas que visam
liberar o farmaco através da pele, para que este exerca acao sistémica. JA 0s
Sistemas Terapéuticos Dérmicos (STD), também conhecidos como DTS (do inglés,
Dermal Therapeutic Systems), sdo similares aos STT, mas visam 0 tratamento
topico de doencas cutaneas (PADULA et al., 2003).

A administracdo de farmacos através da via transdérmica permite: substituir a
administracdo oral quando esta via é inadequada; evitar 0s riscos e a inconveniéncia
da administracdo parenteral; uma administracdo rapida e facil da medicacdo; a
diminuicdo da frequéncia de administracdo; anular o efeito do metabolismo pré-
sistémico; liberar o farmaco de forma prolongada; diminuir as variacdes plasmaticas
do farmaco e possibilidade de interromper imediatamente a administracdo pela
remocgéo da formulag&o. Esta via de administracdo, no entanto, apresenta algumas
desvantagens, como a existéncia de um provavel lag time na liberacdo do farmaco e
a possibilidade de haver irritacdo no local de aplicacdo (MARTINS & VEIGA, 2002;
PRACA, 2010).

A pele é basicamente constituida pela epiderme e pela derme. A derme
possui capilares sanguineos, glandulas sebaceas e sudoriparas, foliculos capilares e
terminais nervosos em sua estrutura, enquanto a epiderme é avascular (MOSER et
al., 2001). A epiderme possui uma estrutura multilamelar devido aos diferentes

estagios de diferenciacdo celular que ela apresenta. As células mais basais sao
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metabolicamente ativas e se encontram em estado proliferativo, enquanto as células
mais apicais sdo metabolicamente inativas e queratinizadas, sendo chamadas de
corneocitos. As ceélulas presentes nestas Ultimas camadas sdo cobertas por
camadas de lipidios multilamelares, constituindo o estrato cérneo (MOSER et al.,
2001).

Um dos principais fatores limitantes para a permeacdo transdérmica ou
percutanea de um farmaco esta relacionado a estrutura da pele. Esta apresenta
certa impermeabilidade devido a presenca do estrato corneo, que atua como uma
barreira & permeacao de farmacos (MARTINS & VEIGA, 2002). A propriedade de
barreira desta camada da epiderme se deve a disposicdo e a composicdo dos
lipidios presentes. Estes envolvem os cornedcitos, formando uma matriz lipidica
intercelular basicamente composta por ceramidas, colesterol, ésteres de colesterol e

acidos graxos (MOSER et al., 2001).

Desta forma, torna-se interessante estudar alternativas para remover,
reversivelmente, a resisténcia desta barreira da pele (MARTINS & VEIGA, 2002).
Entre as alternativas disponiveis para aumentar a permeacao de farmacos na pele
estd a utilizacdo de promotores de permeacdo, de tensoativos e de métodos
elétricos, como a iontoforese, a sonoforese e a eletroporacdo (MOSER et al., 2001,
MARTINS & VEIGA, 2002).

A permeacdo de farmacos através da pele pode ocorrer através dos
apéndices cutaneos ou, mais comumente, através da epiderme intacta. Duas rotas
podem ser identificadas para a permeacado de farmacos através da epiderme intacta
(Figura 3): a rota paracelular ou intercelular, entre os cornedcitos e através da matriz
lipidica intercelular e a rota transcelular, através dos corneécitos e também da matriz
lipidica (MOSER et al., 2001).
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A

Figura 3: Rotas de permeacédo de farmacos através da  epiderme intacta: A) rota paracelular ou
intercelular; B) rota transcelular (Modificado de L IU, TESTA & FAHR, 2011).

A permeacao de farmacos através do estrato cérneo, considerando-o como
uma barreira permedavel, pode ser descrita pela Primeira Lei de Fick (MOSER et al.,
2001; MARTINS & VEIGA, 2002). A primeira etapa para a avaliagdo de uma
formulacdo transdérmica € a realizacdo de estudos de permeacdo in vitro.
A membrana biologica de referéncia para esses estudos € a pele humana, a qual
muitas vezes apresenta disponibilidade de utilizacdo limitada. Desta forma, alguns
modelos de pele artificiais foram produzidos. No entanto, eles n&o representam uma
boa alternativa, visto que a sua permeabilidade é maior que a da pele humana
(NICOLI et al., 2008).

A pele de orelha de porco, devido a sua maior similaridade estrutural e
bioguimica com a pele humana, é atualmente considerada o melhor modelo a ser
utilizado nos ensaios de permeacao in vitro (MONTEIRO-RIVIERE & RIVIERE, 1996;
NICOLI et al., 2008; BARBERO & FRASCH, 2009).

Observando-se as principais caracteristicas e as vantagens obtidas com a
administracdo transdérmica de um farmaco, pode-se propor a utilizacdo desta via de
administracdo no tratamento da HPB. Até o presente momento, ndo ha relatos na
literatura sobre o desenvolvimento de formulacdes transdérmicas de doxazosina e
sobre estudos de sua permeacdo in vitro. Alguns estudos, no entanto, ja foram
realizados com outro farmaco pertencente a mesma classe farmacologica e com
estrutura quimica similar, a prazosina (TENJARLA & TSEGGAI, 1993; HSU &
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ROQS, 1997; HOSNY, HADY & NIAZY, 1998; KULKARNI et al., 2010). Levando-se
em consideracdo que a doxazosina é um dos farmacos de primeira escolha para o
tratamento da HPB, torna-se interessante formula-la em sistemas transdérmicos de
liberacdo e realizar os estudos de sua permeagéo in vitro, verificando-se, assim, a
viabilidade da aplicagdo destes novos sistemas no tratamento desta patologia. Para
iIsso, deve-se selecionar as formulagbes mais promissoras para a veiculagdo do

farmaco.

1.4 FORMULACOES PARA LIBERACAO TRANSDERMICA

1.4.1 MICROEMULSOES

As microemulsbes sao sistemas homogéneos, pouco VisCosos e
termodinamicamente estaveis. Estes sistemas apresentam dimensdes variando
entre a escala micrométrica e nanomeétrica, transparéncia éptica, capacidade de
veicular farmacos hidrofilicos e lipofilicos, além de serem formadas
espontaneamente pela mistura de seus componentes (YUAN et al., 2006; DIXIT &
NAGARSENKER, 2010; JAIN, FERNANDES & PATRAVALE, 2010), sendo
consideradas sistemas liquidos ideais para a liberacdo de farmacos (MAGHRABY,
2008).

Estes sistemas sdo formados basicamente por 6leo, agua, tensoativos e
cossolvente. Pode-se definir a proporcdo necessaria destes componentes para a
formagdo de uma microemulsdo através da construgcdo do diagrama de fases
(ROSSI et al, 2007). O diagrama de fases pode ser classificado como
pseudoternario, ternario ou quaternario, de acordo com o tipo € 0o numero de
componentes utilizados na sua elaboracdo (ROSSI et al.,, 2007). Com a sua
preparacao, se define as provaveis composicdes de diferentes microemulsées que
podem ser preparadas com 0s constituintes inicialmente escolhidos.

As microemulsdes podem ser administradas por diversas vias. As vias de
administracdo de microemulsdes mais comuns sdo a oral, a parenteral, a topica, a

ocular e a nasal. Atualmente, tem sido também estudada a administracéo deste tipo
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de formulacéo através de vias mais modernas como a pulmonar, a transdérmica, e a
intratecal (KOGAN & GARTI, 2006; YUAN et al., 2006; TALEGAONKAR et al., 2008).

A administracdo transdérmica de microemulsdes tem sido amplamente
estudada (KREILGAARD, PEDERSEN & JAROSZEWSKI, 2000; SINTOV &
BOTNER; 2006; ZHAO et al., 2006; MAGHRABY, 2008; NAOUI et al., 2011; TSAI et
al., 2011). Kreilgaard e colaboradores (2000) estudaram a veiculagdo de um farmaco
hidrofilico e outro lipofilico em uma microemulsédo. Foi observado um aumento da
liberacdo transdérmica desses farmacos a partir da microemulsédo, provavelmente
devido ao aumento da solubilidade dos farmacos neste sistema. As microemulsdes
provocaram ainda baixa irritabilidade na pele (KREILGAARD, PEDERSEN &
JAROSZEWSKI, 2000).

Sintov e Botner (2006) observaram que sistemas microemulsionados sao
capazes de aumentar a permeacdo transdérmica do diclofenaco (SINTOV &
BOTNER; 2006). Zhao e colaboradores (2006) observaram que sistemas
microemulsionados de teofilina também podem ser promissores na sua liberacédo
transdérmica (ZHAO et al., 2006).

Maghraby (2008) estudou a liberagéo transdérmica de hidrocortisona através
de wuma microemulsdo. Neste estudo, observou-se que um sistema
microemulsionado constitui um promissor STT e que a incorporagcdo de um
cossolvente a este sistema afeta tanto as caracteristicas fisicas da formulacéo,
quanto a liberagcédo do farmaco (MAGHRABY, 2008).

Naoui e colaboradores (2011) realizando estudos com a cafeina, um farmaco
hidrofilico, observaram que a permeacdo transdérmica deste a partir de
microemulsdes 6leo em agua foi maior que a encontrada com a solugédo aquosa e
com a microemulsdo agua em 6leo, mostrando que a estrutura da microemulsao é

relevante para a permeacao do farmaco (NAOUI et al., 2011).

Tsai e colaboradores (2011) estudaram a variagao dos componentes de uma
microemulsé@o de buspirona, sendo observados diferentes perfis de permeacgéo. Isto
demonstra que a composicdo da microemulsdo € um importante fator a ser

observado em sua formulagédo como um STT (TSAI et al., 2011).



30

1.4.2 ADESIVOS TRANSDERMICOS (PATCHES)

O primeiro adesivo transdérmico, contendo escopolamina, foi aprovado em
1981 pelo Food and Drug Administration (FDA). Apds esta data, tem sido observado
o desenvolvimento deste tipo de formulacdo contendo diversos outros farmacos
(PADULA et al., 2007). Tanto os STT quanto os STD sdo comumente formulados na
forma de adesivos transdérmicos, também conhecidos como patches. Os patches
sdo basicamente constituidos por um suporte impermeavel, por um reservatorio de
farmaco, por uma camada adesiva permeavel ao farmaco e por uma membrana
protetora removivel (PADULA et al., 2003).

Os patches transdérmicos podem ser de trés tipos. O primeiro sistema
contém o farmaco dentro de um reservatdrio e o contato com a pele é realizado
através de uma membrana adesiva polimérica, no entanto, este tipo possui a
fabricacdo mais dificil e cara. O segundo sistema possui uma camada adesiva e 0
farmaco disperso em uma matriz polimérica, ndo sendo necessaria a presenca de
um reservatorio, apresentando maior facilidade de producéo. O terceiro sistema € o
mais simples, apresentando o farmaco incluido diretamente na camada adesiva,
sendo mais aceito pelos pacientes por ser mais sutil e flexivel (PADULA et al.,
2007).

Uma nova tecnologia para a liberacdo transdérmica de farmacos, chamada
Patch-non-Patch®, foi desenvolvida visando simplificar a formulacdo e melhorar sua
aparéncia (PADULA et al., 2007). O Patch-non-Patch® é um filme bioadesivo
monolaminado, no qual os componentes usuais de um patch transdérmico foram
condensados em uma Unica camada. As principais caracteristicas deste sistema
sdo: se tornar adesivo apenas quando aplicado sobre a pele umedecida, secar
poucos minutos apdés sua aplicacdo, se tornar praticamente invisivel e se ajustar
perfeitamente a pele. Este filme ndo € oclusivo, sendo permeével a agua e evitando
a ocorréncia de irritacdo cutanea devido a oclusdo (PADULA et al., 2007). A sua
preparacdo ocorre através da técnica de laminacdo, onde uma solucdo aquosa
contendo todos os componentes € estendida sobre papel siliconizado e seca em
estufa (COLOMBO et al., 2002).



31

7z

A aplicagdo do Patch-non-Patch®, demonstrada na Figura 4, & simples,
devendo-se umedecer o local de aplicacdo na pele; aplicar o filme ainda coberto
com o papel siliconizado, exercendo pressao por alguns segundos e remover o
papel siliconizado, deixando o filme sobre a pele (PADULA et al., 2007).

Figura 4: Sequéncia de aplicacdo do Patch-non-Patch ~ ®: A) o filme é aplicado sobre a pele
previamente umedecida, exercendo-se pressado por alg  uns segundos; B) realiza-se a remocdo
do papel siliconizado; C) o filme permanece sobre a pele (Modificado de PADULA et al., 2007).

Padula e colaboradores (2003) e Padula e colaboradores (2010) testaram
esta tecnologia para o estudo da liberacdo transdérmica de lidocaina. Femenia-Font
e colaboradores (2006) realizaram testes com o sumatriptano. Nicoli e Santi (2006) a
testaram para a liberacdo de aminoglicosidios. Nicoli e colaboradores (2006) a
testaram para a liberacdo da oxibutinina. Padula e colaboradores (2009) avaliaram a
permeacdo de microemulsdes de levotiroxina a partir deste adesivo transdérmico.
Em todos os casos foram obtidos resultados satisfatorios de permeagéo apontando
para 0 sucesso deste novo sistema (PADULA et al, 2003; FEMENIA-FONT et al.,
2006; NICOLI et al., 2006; NICOLI & SANTI, 2006; PADULA, NICOLI & SANTI,
2009; PADULA, FULGONI & SANTI, 2010).

O Patch-non-Patch® também pode ser utilizado em condicdes oclusivas, com
a aplicacdo de uma pelicula impermeavel sobre o patch (PADULA et al., 2007).
Nesta condigdo, a permeacdo dos farmacos sumatriptano, oxibutinina e levotiroxina
aumentou consideravelmente (FEMENIA-FONT et al., 2006; NICOLI et al., 2006;
PADULA, NICOLI & SANTI, 2009).
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1.4.3 GEL

Os géis sdo formulacdes farmacéuticas semi-solidas. A utilizacdo de géis
transdérmicos € uma alternativa a utilizagdo dos patches com a vantagem de
permitir um maior ajuste da dose (JARVINEN et al., 2000).

Walters e colaboradores (1998) estudaram a liberacdo transdérmica do
estradiol a partir de duas formulacbes de gel. Foi observado que as reacdes
cutaneas com este tipo de formulacdo sdo menores se comparadas aos patches
transdérmicos, com eficiéncia similar (WALTERS et al., 1998). Jarvinen e
colaboradores (2000) também estudaram a liberacdo do estradiol a partir de um gel
transdérmico. Foi observado que a permeacédo do farmaco € proporcional a dose,
podendo-se ajusta-la variando a quantidade de formulagdo aplicada (JARVINEN et
al., 2000). Jarvinen e colaboradores (2001) compararam a absorcao do estradiol a
partir de um gel e de um patch transdérmico. Foi observada uma correspondéncia
de absorcdo entre ambas as formulagdes (JARVINEN et al., 2001). Atualmente, a
grande maioria das formula¢des transdérmicas comerciais de estradiol se encontra

na forma de gel.

Rhee e colaboradores (2008) preparam um gel transdérmico de ibuprofeno e
Kim e colaboradores (2011) prepararam um gel transdémico de testosterona. Foi
observada boa eficAcia de ambas as formulagbes, mostrando a viabilidade da
utilizacdo deste tipo de formulacdo para a liberacdo transdérmica de farmacos
(RHEE et al., 2008; KIM, HOWLES e LEE, 2011).

Outros sistemas terapéuticos mais sofisticados podem ser propostos para a
liberacdo transdérmica de farmacos. Entretanto, a combinag¢do de microemulsdes ou
solucbes, com géis ou adesivos se mostra como a alternativa mais barata e
adaptavel para escala industrial, superando até o momento, em numero, todas as

demais formula¢des transdérmicas existentes.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consiste no desenvolvimento de
formulacbes para a liberacdo transdérmica da doxazosina, visando a sua aplicacéo
principalmente na terapia da Hiperplasia Prostatica Benigna. A administracao
transdérmica da doxazosina seria uma alternativa a sua administracdo oral,
permitindo maior facilidade de administragéo a pacientes idosos ou com dificuldade
de degluticdo, anular o efeito do metabolismo de primeira-passagem, além de
proporcionar uma liberacdo prolongada e de diminuir as variacfes plasmaticas do

farmaco.

Como obijetivos especificos podem ser considerados 0s seguintes aspectos:

* Preparar as microemulsdes de doxazosina e caracteriza-las;

» Preparar os patches transdérmicos de doxazosina e caracteriza-los;

* Preparar o gel transdérmico de doxazosina e caracteriza-lo;

* Avaliar o perfil de permeacao transdérmica in vitro da doxazosina (base e

mesilato) a partir das formulagdes preparadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

As matérias-primas, solventes e 0s reagentes utilizados possuiam grau
analitico e os equipamentos foram previamente calibrados. Todas as solugbes e
tampdes foram preparados com agua MilliQ.

EQUIPAMENTOS:

= Analisador de tamanho de goticula - Horiba LB 550

= Analisador termogravimétrico — Shimadzu TGA-50

= Balanca analitica - Mettler Toledo AG 204

= Calorimetro de varredura diferencial — Shimadzu DSC-60

= Células de difuséo vertical do tipo Franz - DISA

= Condutivimetro - Quimis

= Cromatografo liquido de alta eficiéncia — Perkin Elmer Isocratic LC 250
= Detector espectrofotométrico UV/Vis — Perkin Elmer 785 A

= Espectrofotometro FT-IR - Perkin EImer

= Espectrometro de ressonancia magnética nuclear - Varian MR-400
» Estufa — Heraeus Function Line

= [Faca moldadora de 0,45 um - BYK Gardner

= Garras para Célula de Franz - Pyrex

» Pipeta ajustavel- Eppendorf

» Placa aquecedora com agitacédo - Corning PC 230

= Potencidbmetro - Quimis

= Refratdmetro de Abbe - Analikjena

= Software Chemix®

= Software Statistica® 7.1 — STATSOFT, Inc (2005)

= Vidraria — Pyrex

= Viscosimetro Brookfield - Model DV- Il , acoplado ao Helipath Stand
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MATERIAS-PRIMAS E REAGENTES:

= Acido laurico — Sigma Aldrich

= Acido perclérico 70% - Sigma Aldrich

= a-Ciclodextrina — Sigma Aldrich

= [-Ciclodextrina — Sigma Aldrich

= 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina — Sigma Aldrich

= Cloreto de sodio P.A. - Spectrum

= Doxazosina Mesilato — NOSCH Laboratories, Lote DM0020806 99,8%
de pureza por CLAE

» Fosfato de potassio dibasico P.A. - Vetec

» Fosfato de sodio hidratado P.A. — Vetec

= Heptanosulfonato de sodio — Sigma Aldrich

= Hidréxido de sédio P.A. — Vetec

= Hidroxipropilcelulose EXF —Klucel® - Hercules

» |sobutanol - Tedia

= Laurocapram — Azona - Nelson Research

= Metanol grau CLAE — Sigma Aldrich

= Miristato de isopropila P.A. - Vetec

= 2-Pirrolidona —Soluphor®P — Basf

= Plastoid® E 35 H - Rofarma

= Polietilenoglicol 400 — Fluka Chemie

= Polivinil alcool 83400 — Nippon Ghosei

= Polivinil pirrolidona K90 - Basf

= Propilenoglicol — Basf

= Sorbitol - Vetec

= Span® 80 - Sigma Aldrich

= Span® 20 - Sigma Aldrich

= Transcutol® - Sigma Aldrich

= Trigliceridio caprico-caprilico -Miglyol® - Sasol

= Tween® 80 - Sigma Aldrich
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3.2 METODOS

3.2.1 PREPARACAO DA DOXAZOSINA BASE

A partir do mesilato de doxazosina (DOXA MESIL), foi preparada a
doxazosina base (DOXA). Aproximadamente 20,0 g de DOXA MESIL foram
adicionados a 500 mL de agua MilliQ, formando-se uma solucdo que foi deixada sob
agitacao por cerca de 30 min. A esta preparacéao, foi adicionada solucédo de NaOH a
10,0% (m/v) até se atingir um pH préximo a 12, no qual a DOXA precipita. A DOXA
obtida foi filtrada em funil de Buchner com o auxilio de vacuo, lavada com 500 mL de
agua MilliQ e seca em dessecador por 72 horas. Posteriormente, esta foi pulverizada
e calibrada em tamiz malha 40 mesh.

3.2.2 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA

DIFERENCIAL (DSC) E POR TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

As analises de DSC foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Industrial
Farmacéutica (LabTIF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
utilizando-se equipamento SHIMADZU Differential Scanning Calorimeter DSC-60.
Amostras de cerca de 1,5 — 2 mg foram pesadas em recipiente de aluminio e
analisadas sob atmosfera de nitrogénio na faixa de temperatura de 10 — 350°C, com

taxa de aquecimento de 10°C/min.

As analises de TGA foram também realizadas no LabTIF - UFRJ, utilizando-
se equipamento SHIMADZU Thermogravimetric Analyzer TGA-50. Amostras de
cerca de 4 — 5 mg foram analisadas na faixa de temperatura de 10 — 700°C, com
taxa de aquecimento de 10°C/min.
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3.2.3 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR RESSONANCIA MAGNETICA

NUCLEAR (RMN)

As anadlises foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Analises por
RMN (LAMAR) do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) — UFRJ. Os
espectros de RMN H* e C* foram obtidos em espectrémetro Varian RMN MR-400
(400 MHz), utilizando o composto tetrametil silano como padrdo de referéncia.
Solugbes a 1,0% m/v de DOXA e DOXA MESIL foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO) deuterado e analisadas para caracterizacdo dos compostos
obtidos.

3.2.4 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR ESPECTROSCOPIA DE

INFRAVERMELHO (IV-TF)

As analises foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade de
Farmacos e Medicamentos (LabCQ) - UFRJ e foram conduzidas em
espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer. As posicbes das bandas nos espectros
foram apresentadas em numero de ondas (v) cuja unidade € o centimetro inverso
(cm™) e as intensidades das bandas estdo expressas como transmitancia (T).
Foram pesados aproximadamente 3 mg de amostra, sendo a mesma misturada
com KBr e tal mistura foi compactada em prensa hidraulica sob 15 bar de pressao

por 2 minutos.

3.2.5 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As analises do farmaco por CLAE foram realizadas segundo metodologia
descrita por KIM e colaboradores (2006). Foi utilizada coluna Alltech Hypersil BDS
C18 (150,0 x 4,6 mm, 5 um) mantida a 40C e fase movel composta de agua

contendo 10 mM de &cido perclorico e 1,8 mM de heptanosulfonato de sédio —
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metanol (50:50 v/v), utilizando-se eluicdo isocratica (KIM et al., 2006). O fluxo
utilizado foi de 1,0 mL/min. e a deteccdo foi realizada com detector UV com
comprimento de onda igual a 250 nm. As mesmas condicbes de analise foram

utilizadas para a base livre e para o sal.

3.2.6 ELABORACAO DAS RETAS DE CALIBRACAO DE DOXA E DOXA MESIL

Para a construgdo da curva de calibragcdo da DOXA MESIL e da DOXA,
utilizou-se agua MilliQ e metanol, respectivamente, como solventes para a
preparacdo das solucdes-mae. Com a utilizacdo da DOXA MESIL, foi preparada
uma solu¢cdo-mae com concentracao de 50,0 pg/mL de DOXA MESIL, o equivalente
a uma concentracdo de 41,22 pg/mL de DOXA, utilizando-se fc=1,213. Com a

DOXA, foi preparada uma solugédo-méae com concentracao de 50,0 pug/mL de DOXA.

A partir da solucdo-mae contendo DOXA MESIL ou DOXA, foram preparadas
solugcdes em tampéao fosfato pH=7,4 (PBS, do inglés Phosphate Buffer Solution) com
as concentracdes de DOXA: 0,008 pug/mL; 0,041 pg/mL; 0,412 pg/mL; 0,824 pg/mL;
4,122 pg/mL; 16,488 pg/mL e 0,01 pg/mL; 0,5 pg/mL; 1,0 pg/mL; 5,0 pg/mL; 10,0
ug/mL; 20,0 pg/mL, respectivamente.

Estas solucdes foram analisadas em triplicata por CLAE e as médias das
areas encontradas nos cromatogramas foram plotadas em funcdo de sua respectiva

concentragao.

3.2.7 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO FARMACO

A solubilidade da DOXA MESIL foi determinada em agua MilliQ, em solugéo
fisioloégica (SF) 0,9% (m/v) e em PBS pH=7,4. J4 a solubilidade da DOXA foi
determinada em agua MilliQ, em SF, em PBS e em diferentes solu¢des de
ciclodextrinas (CD). As solucdes de CD utilizadas foram: a-CD a 5,0% (m/v) em
PBS; B-CD a 0,5% e a 1,0% (m/v) em PBS e a 1,0% (m/v) em SF e em agua MilliQ e
2-hidroxipropil-B-CD (2-HP-B-CD) a 1,0%, a 2,5% e a 5,0% (m/v) em PBS.
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Para a realizacdo do ensaio de solubilidade, um excesso de farmaco
(aproximadamente 100 mg) foi adicionado a 1 mL da respectiva solucdo e o sistema
foi deixado sob agitacdo por 15 horas a temperatura ambiente. A suspensao obtida
foi filtrada com o auxilio de filtro de celulose regenerada com poro de 0,45 pum.
Foram realizadas as diluices necessarias no solvente adequado e a solucao diluida
foi analisada por CLAE para determinacao da quantidade de insumo dissolvida.

A determinacéo da solubilidade do farmaco foi realizada comparando-se com
uma solucdo padrédo de concentracdo conhecida. Esta foi preparada pesando-se
6,06 mg de DOXA MESIL ou 5,00 mg de DOXA e dissolvendo-se o farmaco em
100,0 mL de agua MilliQ ou em 100,0 mL de metanol, respectivamente. A partir das
respectivas solucdes, foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e estas foram diluidas em
10,0 mL do solvente adequado, obtendo-se uma solug¢ao de concentracéo final igual
a 500 pg/mL de DOXA. A concentragdo da solugcdo amostra (C amostra) fOI

determinada com o auxilio da Equacéao (1):

C amostra = AamostreLCoadréo Equagéo (1)

A padréo

3.2.8 PREPARO DOS SISTEMAS TERAPEUTICOS TRANSDERMICOS

3.2.8.1 PREPARO DAS MICROEMULSOES

Para o preparo das microemulsdes, foram utilizados os tensoativos Tween®
80 (T 80), Span® 80 (S 80) e Span® 20 (S 20), os cossolventes isobutanol (IBT), 2-
pirrolidona (PRD) e trigliceridio caprico-caprilico (TCC) e, como componente de fase
oleosa, foram utilizados miristato de isopropila (MI) e PRD. As proporc¢des utilizadas
foram baseadas na formulacdo de referéncia descrita por Nandi e colaboradores
(2003) (NANDI, BARI & JOSHI, 2003). A dose diaria maxima de doxazosina que
deve ser utilizada no tratamento da HPB é de 8,0 mg (MACDIARMID et al., 1999;
DJAVAN, 2004; JOHNSON et al.,, 2007; AUFFENBERG, HELFAND & McVARY,
2009). Para a realizacdo deste estudo foi considerada uma dose diaria ideal de 4,0

mg.
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Em algumas formulacdes, acrescentou-se também um promotor de
permeacdo, como o Acido Laurico, o Transcutol® ou a Azona. A DOXA MESIL foi
acrescentada de forma a se obter 4,0 mg de DOXA em um total de 300,0 mg de

formulacéo, podendo-se acrescentar o farmaco antes ou apos a adicdo de agua.

O preparo das microemulsdes seguiu o procedimento descrito por Nandi e
colaboradores (2003), realizando-se primeiramente a mistura dos tensoativos,
seguida pela adicédo do 6leo e do cossolvente, sob agitacdo magnética, e, por ultimo,
adicionou-se o promotor de permeacdo, o farmaco e a agua (NANDI, BARI & JOSHI,
2003).

As microemulsdes foram classificadas como MD-01 a MD-16 (Tabela 1).

Tabela 1: Formulacdes de microemulséo.

Formulacdo | T80 | S80 | S20 | IBT | TCC | PRD MI PP AGUA | FARMACO
MD-01 205% | -- | 205% | 4,5% | - — | 36,3% 18,2% | DM/PA
MD-02 205% | -- | 20,5% | 4,5% | - — | 36,3% 18,2% | DM/AA
MD-03 20,5% | 205% | - | 4,5% — | 36,3% 18,2% | DM/AA
MD-04 205% | -- |205% | - — | 45% | 36,3% 18,2% | DM/AA
MD-05 205% | -- |205% | -- — | 45% | 36,3% 18,2% | DM/PA
MD-06 205% | -- |205% | -- |45% | 36,3% | --- 18,2% | DM/AA
MD-07 205% | -- |205% | -- |45% | 36,3% | --- 18,2% | DM/PA
MD-08 205% | -- |205% | 45% | -- | 36,3% | --- 18,2% | DM/PA
MD-09 205% | -- | 205% | 45% | -— | 36,3% | --- 18,2% | DM/AA
Acido

MD-10 205% | -- |205% |45% | -- |330%]| -- LAurico 18,2% | DM/PA
3,3%
Acido

MD-11 205% | -- [205% | -- |45%|33,0%]| -- LAurico 18,2% | DM/PA
3,3%

MD-12 205% | -- |205% |45% | -- |33,0%]| -- Tfagsg;m@ 18,2% | DM/PA
,3%

MD-13 205% | -- |205% | -- | 45%|33,0%| -- Tfagsg(;m'@ 18,2% | DM/PA
,3%

MD-14 205% | -- |205% |45% | - |232%]| -- Tralnsfcll;/m'@ 18,2% | DM/PA
,1%

MD-15 205% | -~ | 20,5% | -- | 45% | 232% | -- | Transcutol® | 1350, [ DM/PA
13,1%

MD-16 | 20,5% | - |205% | 45% | — |338% | - Azzg;)a 18,2% | DM/PA

T 80 = Tween 80®; S 80 = Span 80®; S 20 = Span 20®; IBT = isobutanol; TCC = trigliceridio caprico-
caprilico; PRD = 2-pirrolidona; MI = miristato de isopropila; PP = Promotor de Permeagéo; DM =
Doxazosina Mesilato; AA = Anteriormente a Adicdo de Agua; PA = Posteriormente a Adicdo de Agua.
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3.2.8.1.1 CONSTRUCAO DOS DIAGRAMAS PSEUDOTERNARIO DE FASES

A construcdo do diagrama pseudoternario de fases foi realizada visando-se
determinar as proporcdes exatas de cada componente da formulacao para obtencéo
da microemulsdo desejada (NORNOO et al, 2009). Para sua construcéo,
representou-se a mistura de dois tensoativos, na proporgéo de 1:1, em um vértice do
tridngulo; no segundo vértice, representou-se a mistura de 0Oleo e cossolvente, na
proporcao 8:1, respectivamente, e no ultimo vértice representou-se a agua (NANDI,
BARI & JOSHI, 2003). Foram variadas as proporcdes de fase oleosa — cossolvente
(I) e de mistura de tensoativos (II). Foram utilizadas as seguintes proporc¢des de |
para Il: 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80 e 10:90. Em cada uma
dessas proporcdes, titulou-se a agua até ocorrer turvacao e, por fim, as proporcoes

de cada componente da formulacdo foram recalculadas.

A 4gua foi titulada de 10,0 em 10,0 pL, com o auxilio de uma pipeta ajustavel.
A guantidade maxima de agua adicionada é aguela que mantém o sistema limpido e
pouco Viscoso, caracteristicas essenciais das microemulsdes (ROSSI et al., 2007).
Esses experimentos foram realizados em triplicata e considerou-se a média entre o0s
trés resultados. A partir dos dados obtidos, os diagramas pseudoternario de fases

foram construidos com o auxilio do software Chemix®.

3.2.8.2 CARACTERIZACAO DAS MICROEMULSOES

3.2.8.2.1 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE GOTICULAS

A avaliacdo da distribuicdo do tamanho das goticulas das microemulsdes foi
realizada por espalhamento dinamico de luz, também conhecido por espectroscopia
de correlacao de fétons (MOULIK & PAUL, 1998). O fendmeno da dispersao da luz é
eficaz para calcular o tamanho de goticulas de uma microemulsdo, pois considera o
espalhamento fotodindmico de luz da formulacdo e, desta maneira, fornece
informacdes sobre o movimento translacional das goticulas da formulagdo, o que
permite calcular o seu tamanho (ABOOFAZELI, BARLOW & LAWRENCE, 2000).

A medida do coeficiente de difusdo é usada para calcular o raio hidrodinamico das
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goticulas, utilizando a equacao de Stokes-Einstein (Equacao 2) (GODDEERIS et al.,
2006).

kT
Ry = ——
omnD

Equacdo 2: Equacéo de Stokes Einstein, sendo Ry, = raio hidrodindmico; k = constante
de Boltzmann; T = temperatura absoluta; 1 = 3,14; n = viscosidade da fase continua e D =
coeficiente de difusdo (Adaptada de GODDEERIS et al., 2006).

Previamente & realizacdo das analises, foi determinado o indice de refragdo
(IR) da fase continua da formulacdo, utilizando-o no calculo do coeficiente de
difusdo, fundamental na determinacdo do tamanho de goticulas (ABOOFAZELI,
BARLOW & LAWRENCE, 2000). As analises foram realizadas em triplicata e a

temperatura ambiente.

3.2.8.2.2 MEDIDA DO INDICE DE REFRACAO (IR)

A determinacdo do IR das amostras é importante, pois através desse
parametro pode-se avaliar a estabilidade das microemulsdes, além de auxiliar na
determinacao do tipo de microemulsao, agua em o6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A)
(KAMILA, et al.,, 2009). O IR das amostras foi determinado pelo refratdmetro de
Abbe. O aparelho foi calibrado com agua destilada, & 25°C, obtendo-se o valor de
1,325 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). As medidas do IR foram feitas em
triplicata, a temperatura ambiente. O IR das amostras foram comparados ao IR da

fase oleosa e da agua.
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3.2.8.2.3 MEDIDA DA CONDUTIVIDADE ELETRICA (CE)

A CE é uma ferramenta muito utilizada na determinacdo de dominios
continuos aquosos ou oleosos da formulacdo. Ela também é empregada na
observacdo de modificacdes estruturais das microemulsdes (LAWRENCE & REES,
2000).

A medida da CE das formulacdes foi realizada em triplicata com o uso de um
condutivimetro previamente calibrado, por uma solucéo de cloreto de sodio (NaCl)

de concentragédo igual a 5,0 mg/L, que apresenta condutividade igual a 10,0 uS/cm.

Para determinar se o tipo de sistema obtido se caracteriza como uma
microemulsdo O/A ou A/O, avaliou-se, primeiramente, a CE do solvente aquoso
isolado e do solvente oleoso isolado. Em seguida, realizou-se a medida de CE da
amostra. Esses valores foram comparados com o0s obtidos para a agua e para o
0leo. Quando a CE da amostra era mais proxima a da agua, a formulacdo foi
designada como O/A; se o valor encontrado era mais proximo ao do Oleo, a
formulacdo foi caracterizada como A/O (LAWRENCE & REES, 2000; AULTON,
2005).

3.2.8.3 PREPARO DAS SOLUCOES

Foram preparadas solucdes saturadas de DOXA MESIL em agua MilliQ e em
PRD e de DOXA em MI, em PRD e em Propilenoglicol (PPG). Foram ainda
preparadas solucdes saturadas de DOXA em PRD + Azona (3,0% m/m), em PPG +
Azona (3,0% m/m) e em PPG + Azona (5,0% m/m). O preparo das solucdes foi
realizado acrescentando-se um excesso de farmaco (aproximadamente 800 mg) a
10 mL do respectivo solvente e deixando-se o sistema sob agitagcdo durante 15
horas a temperatura ambiente. A suspensao obtida foi filtrada com o auxilio de filtro
de celulose regenerada com poro de 0,45 um, obtendo-se uma solucéo limpida e

saturada.
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3.2.8.4 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES

Para se determinar o teor de farmaco nas solucdes saturadas obtidas e,
consequentemente, a solubilidade do farmaco no respectivo solvente, foram
realizadas as diluicdes necessarias da solucédo saturada em agua MilliQ e a solucao

diluida foi analisada por CLAE.

A determinacdo da solubilidade foi realizada comparando-se a solugéo
amostra com uma solucdo padrdo de concentracdo conhecida, com o auxilio da

Equacéo (1).

3.2.8.5 PREPARO DOS FILMES (PATCHEYS)

Os filmes Patch-non-Patch® (Tabela 2) foram preparados através da técnica
de laminacdo (COLOMBO et al., 2002; FEMENIA-FONT et al., 2006; PADULA,
NICOLI & SANTI, 2009).

Tabela 2: Composicao dos patches (% m/m) em massa Umida.

Componentes PnPD-01 PnPD-02 PnPD-03
Solucéo PVA 20,0% (m/m) 62,00% 62,00% 62,00%
Plastoid® E 35 H 27,00%
"Adesivo 27,00% 27,00%
PRD 6,82% - -
PRD + Azona (3,0%) 6,37%
PPG + Azona (3,0%) 6,37%
Solucgéo sorbitol 70,0% (m/m) 4,00% 4,00% 4,00%
DOXA MESIL 0,18% - -
DOXA 0,63% 0,63%
"Adesivo
Agua 66,70%
PVP K90 21,30%
PEG 400 12,00%

PVA = polivinil alcool; PRD = 2-pirrolidona; PPG = propilenoglicol; PVP = polivinil pirrolidona; PEG =
polietilenoglicol.
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Primeiramente, o polivinil &lcool (PVA) foi hidratado em agua a uma
concentracdo de 20,0% (m/m), sendo deixado sob agitacdo magnética overnight.
Realizou-se 0 aquecimento desta solucdo em banho-maria a 90°C para finalizar a
solubilizacdo do PVA. O sistema adesivo foi preparado dissolvendo-se a polivinil
pirrolidona — PVP K90 (21,3% m/m) em polietilenoglicol — PEG 400 (12% m/m) e em
agua (66,7% m/m). A preparacdo do patch foi realizada adicionando-se,
primeiramente, o farmaco (DOXA MESIL ou DOXA) ao solvente [PRD, PRD + Azona
(3,0%) ou PPG + Azona (3,0%)], deixando-se este sistema sob agitacdo magnética.
Posteriormente, foram adicionados a este sistema a solugéo de sorbitol 70,0% (m/m)
em agua, o Plastoid® E 35 H ou o sistema adesivo e a solugdo de PVA 20,0%

(m/m).

Este sistema foi deixado em repouso para a eliminacdo das bolhas de ar que,
porventura, foram formadas durante a agitacdo magnética. As misturas foram
estendidas sobre papel siliconizado, utilizando-se uma faca moldadora de 0,45 pum
(BYK Gardner, Silverspring, MD, USA), e submetidas a secagem em estufa a 60C
por 30 minutos (Figura 5). Apos a secagem, os filmes foram cobertos com outro
papel siliconizado e foram individualmente embalados em envelopes de aluminio
(COLOMBO et al., 2002; FEMENIA-FONT et al., 2006; PADULA, NICOLI e SANTI,
2009).
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Figura 5: Técnica de preparacéo dos filmes Patch-no  n-Patch®: a) a mistura obtida é
depositada dentro da faca moldadora; b e c) é, entd 0, estendida sobre papel siliconizado com
o0 auxilio da faca de 0,45 um; d) obtém-se um filme  sobre o papel siliconizado; €) o filme é
submetido & secagem em estufa a 60°C durante 30 min  utos; f) obtengdo do Patch-non-Patch®.

Antes de se realizar a secagem em estufa, foi avaliada a estabilidade do
farmaco a esta temperatura, submetendo-se uma solucao amostra a estufa aquecida
a 60<C durante 30 minutos. Apés este intervalo de t empo, esta foi comparada a uma

solucéo deixada a temperatura ambiente, sendo ambas analisadas, em triplicata, por
CLAE.
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3.2.8.6 CARACTERIZACAO DOS FILMES (PATCHES)

Os teores dos filmes Patch-non-Patch® preparados foram determinados
cortando-se um circulo de 0,6 cm? do filme, com massa conhecida, e dissolvendo-o
em 10,0 mL de PBS ou de solucdo de 2-HP-B-CD a 2,5% (m/v) em PBS. A
concentracdo desta solucdo foi obtida, através de andlise em triplicata por CLAE,
comparando-a com uma solucdo padréo de concentragdo conhecida, com o auxilio
da Equacéo (1). Posteriormente, determina-se a massa de farmaco presente em 0,6
cm? do filme, o qual teve sua massa previamente conhecida e, consequentemente,
em 1,0 mg e em 100,0 mg do filme. Desta forma, pode-se calcular o teor do farmaco

presente.

3.2.8.7 PREPARO DO GEL

O gel de DOXA GD-01 (Tabela 3) foi preparado a partir de uma solucéao de
DOXA em PPG + Azona (3,0%) com concentragdo de 7,0 mg/mL de farmaco, a qual
foi acrescentada lentamente a hidroxipropilcelulose EXF (HPC - EXF), submetendo-
se o0 sistema a agitacdo magnética. Apds a completa homogeneizacéo, o sistema foi

deixado em repouso para a eliminacao das bolhas de ar formadas.

Tabela 3: Composicao do gel GD-01.

Componentes Composic¢éo (% m/m )
PPG + Azona (3,0% m/m) 89,37
DOXA 0,63
HPC (EXF) 10,00

PPG = propilenoglicol; HPC = hidroxipropilcelulose.

3.2.8.8 CARACTERIZACAO DO GEL

Foi realizado o doseamento do gel obtido, pesando-se 0,496 g da formulacéao
e diluindo-a em 25,0 mL de metanol. Desta solucéo, retirou-se uma aliquota de 1,0
mL e esta foi diluida em 25,0 mL de &gua MilliQ, obtendo-se uma solucdo de

concentracgdo tedrica proxima a da solugéo padréo, ou seja, de 5,0 pg/mL.
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A determinacdo da concentracdo da solugdo amostra foi realizada
comparando-se a area obtida pela andlise por CLAE desta solucdo com a da

solucéo padrao de concentracédo conhecida, com o auxilio da Equacéao (1).

Foi utilizado um viscosimetro Brookfield, que se trata de um viscosimetro de
rotacao tipo cone e placa, com cone de 60 mm e angulo de 2° para determinagéo da
viscosidade. Uma amostra de 3 g foi colocada na placa com aquecimento de 37C e
0 cone rotatdrio comeca a girar sobre velocidades crescentes e decrescentes
ajustaveis. A analise de determinagdo da viscosidade foi realizada em triplicata. Foi
observado o comportamento da viscosidade do gel em fungcdo do tempo, durante

120 minutos, realizando-se analises com intervalos de 20 minutos.

3.2.9 PREPARO DO TECIDO ANIMAL

O tecido animal foi fornecido pelo matadouro “Annone di Madonna dei Prati”
(Parma, Itélia). A pele de orelha de porco foi obtida a partir de animais jovens, com
até 6 meses de idade, albinos e recém-abatidos. O tecido suino foi selecionado para
a realizacdo dos experimentos de permeacdo, pois € o tecido animal que mais se
assemelha estruturalmente ao tecido humano (MEYER et al., 1978; CALABRESE,
1984; MONTEIRO-RIVIERE & RIVIERE, 1996; BARBERO & FRASCH, 2009).

As orelhas foram lavadas em agua corrente, secas com papel absorvente e
posicionadas sobre papel aluminio. Realizou-se incisdo com bisturi cirirgico para
delimitacdo da area de pele integra, descartando-se as areas onde eram observadas

lesdes, manchas ou arranhoes.

Utilizando-se uma pinga anatbmica e um bisturi, foi realizada a dissecacéo,
extraindo-se a epiderme juntamente com a derme e descartando-se a hipoderme.
Os pélos foram, entédo, aparados com o auxilio de uma tesoura. As amostras de pele
dissecadas foram cortadas em tamanhos padronizados que se adequassem a area
de permeacdo de 0,6 cm? das células de difusdo vertical. Para a obtencdo da
epiderme isolada, a pele dissecada ja cortada nos tamanhos padronizados, foi

submetida a banho-maria em agua MilliQ a 60°C durante 2 minutos. A epiderme foi
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separada da derme com o auxilio de uma espatula. As amostras de pele e de
epiderme isoladas foram posicionadas sobre papel de filtro, seladas em papel
aluminio e acondicionadas em freezer, onde foram mantidas por, no maximo, 1 més.
A dissecacao do tecido animal € demonstrada na Figura 6.

Figura 6: Dissecacao do tecido animal: a) orelha de porco limpa; b, ¢, d) extracdo da derme e
da epiderme; e) corte dos pélos; f) tecido submetid o0 a banho-maria; g) separacdo da epiderme;
h) acondicionamento em papel aluminio.

No momento de utilizagdo, as amostras de tecido desejadas foram
descongeladas a temperatura ambiente em solucéo fisiolégica 0,9% (m/v).
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3.2.10 ENSAIOS DE PERMEAGAO IN VITRO

Os experimentos de permeacado foram realizados utilizando células de difusédo
vertical do tipo Franz com 0,6 cm? de area de difusdo, compartimento doador e
receptor com capacidades aproximadas de 1 mL e 4 mL, respectivamente. O tecido
biologico animal foi posicionado sobre o compartimento receptor, como mostrado na
Figura 7, com o estrato corneo voltado para o compartimento doador. Adicionou-se
cerca de 4 mL da respectiva solu¢cdo no compartimento receptor. Para cada ensaio
de permeacado realizado, foram utilizadas quatro células de Franz, cada uma
contendo tecido da orelha de animais diferentes. As células de difusdo foram
submetidas a banho com temperatura controlada de 37°C, como mostra a Figura 8
(PADULA, NICOLI & SANTI, 2009).

Figura 7: Célula de difusédo vertical do tipo ~ Franz, com o tecido animal posicionado sobre o
compartimento receptor.

Figura 8: Células de difusao vertical do tipo Franz submetidas a banho com temperatura
controlada: a) sistema completo montado para areal izacdo do experimento; b) disposicdo das
células de Franz.
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Inicialmente, foi realizado o teste de interferéncia da pele no ensaio de
permeacdo. A pele suina foi posicionada entre os compartimentos receptor e doador
e a estes foi adicionada a solucdo receptora. O sistema foi deixado sob agitacéo
durante toda a noite. Foi recolhida aliquota para analise na manha seguinte. Foi
observado se ha a formacao, no cromatograma, de algum pico referente a pele com

0 mesmo tempo de retencdo do pico referente ao farmaco.

Quatro diferentes tipos de formulacdes foram utilizados nos ensaios. Nos
experimentos utilizando as microemulsdes, as solu¢des e o gel, foram adicionados 1
mL de cada formulacdo no compartimento doador, aplicando-se a condi¢cdo de dose
infinita. Ja quando se utilizou os filmes, estes foram cortados em circulos de 0,9 cm?
(Figura 9), aplicando-se a condicdo de dose finita, e posicionados sobre o tecido,
previamente umedecido com 15 pL/cm? de agua MilliQ, para auxiliar a adeséo
(PADULA et al.,, 2003). Foram realizados ensaios de permeacao utilizando-se
condicbes ndo oclusivas e oclusivas; nesta uUltima, uma pelicula de polietileno foi
aplicada sobre o filme (PADULA, NICOLI & SANTI, 2009).

Figura 9: Preparacéo dos filmes para o ensaio de pe  rmeacéao: a) corte do filme; b) filme
pronto para o ensaio de permeacdo in vitro.

Cada experimento teve 24 horas de duragéao, realizando-se o recolhimento de
aliquotas de 0,3 mL, com reposicao, no tempo zero (antes da adi¢cdo da formulacéo,
exceto para os ensaios com o filme) e ap6s 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 22, 23 e 24 horas de
ensaio. As aliquotas recolhidas foram analisadas por CLAE, com a determinacao da
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quantidade de farmaco permeada por comparacdo com uma solugdo padréo,

através da Equacéo (1).

Os perfis de permeacdo foram enquadrados a Equacao (3) (MOSER et al.,
2001):

1
ot [ B - 338 (222
=1 Equacéo (3)
onde Q é a quantidade cumulativa de farmaco permeado por unidade de area no
tempo t, Cveh € a concentracdo de farmaco na formulacdo, K é o coeficiente de
particdo entre estrato corneo/veiculo, D € o coeficiente de difusdo e H é o caminho
de difusdo. O coeficiente de permeabilidade P é calculado como o produto entre KH

e D/H2 e o fluxo de permeacédo J como o produto entre P e Cveh.

Os dados foram representados graficamente como a média da Q entre as
células de Franz £ o erro padrao da média (EPM) em funcdo do tempo t (NICOLI et
al., 2008; PADULA, NICOLI & SANTI, 2009).

3.2.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada aplicando-se o teste t de Student, utilizando-
se o software Statistica® 7.1 — STATSOFT, Inc. (2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO DA DOXAZOSINA BASE

Ao se adicionar a DOXA MESIL a agua, sob agitacdo magnética, formou-se
uma solucao, a qual foi adicionada a solugdo de NaOH 10,0% (m/v). Ao se atingir
um valor de pH proximo a 12, houve a completa precipitacdo do farmaco, com a
formacdo de uma fase mais densa, pastosa e branca e de outra fase menos densa,
liquida e transparente. Este foi ja um indicio da formacédo da DOXA. A fase pastosa
foi filtrada em funil de Buchner, lavada com 500 mL de agua MilliQ e seca em
dessecador, ambos sob vacuo. Houve a formacdo de grumos de um pd branco, o
qual foi tamizado. O rendimento de precipitagdo nédo foi calculado uma vez que se
buscava apenas obter material para as formulacdes e ndo se ajustar um processo
de preparacdo da base livre. Este procedimento € recorrente na preparacdo de
acidos ou bases livres a partir de seus sais derivados, em especial, quando a
espécie ndo ionizada é pouco ou praticamente insolavel em agua (VOGEL, 1989).

Posteriormente, a DOXA foi caracterizada para confirmar sua obtencéo.

4.2 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR DSC E TGA

A andlise da DOXA MESIL por DSC foi comparada com os resultados obtidos
por Sohn e Lee (2005) e por Pavli e colaboradores (2010). Sohn e Lee (2005)
analisaram oito formas polimoérficas, sendo uma forma metastavel de DOXA MESIL.
Os pontos de fusédo para as oito isoformas variaram entre 238,14° até 282,17,
enquanto a forma metastavel, analisada em duplicata, apresentou ponto de fuséo
igual a 260,74° e 280,22 (SOHN & LEE, 2005). Ja P avli e colaboradores (2010)
analisaram somente uma amostra cristalina, encontrando um ponto de fusao igual a
280,00°C para esta forma metastavel (PAVLI, VRECER & BAUMGARTNER, 2010).
Tais resultados apontam para existéncia de diferentes polimorfos ou politipos para
este farmaco. Os resultados encontrados nas analises de DSC para a DOXA MESIL
e para a DOXA, mostrados nas Figuras 10 e 11, respectivamente, reforcam a

hipotese da presenca de dois polimorfos na amostra de DOXA MESIL analisada.
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Figura 10: Analise de DSC de uma amostra de DOXA ME  SIL.
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Figura 11: Andlise de DSC de uma amostra de DOXA.
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Foi observada a ocorréncia de dois eventos endotérmicos muito proximos
para a amostra de DOXA MESIL, um menor a 265,90°C e outro maior a 273,93°C,
valores muito proximos aos observados por Sohn e Lee (2005) e por Pavli e
colaboradores (2010) para as formas metastaveis de DOXA MESIL. Entretanto, a
endoterma a 273,93°C se mostra majoritaria, indicando ser a amostra composta
majoritariamente do polimorfo metastavel com algum grau de amorfizacdo. O ponto
de fusdo da amostra, no entanto, encontra-se proximo aquele descrito na literatura.
Quando se realiza a precipitacdo da DOXA MESIL, se verifica uma diminuicdo no
ponto de fuséo, sendo observados dois eventos endotérmicos, um maior a 238,85°C,
provavelmente associado a fusdo da base livre e outro bem menor a 254,81°C,
residuo do polimorfo menos estavel ainda presente. Pode-se observar uma
diminuicdo de aproximadamente 35°C no ponto de fusdo da DOXA em relacdo a

DOXA MESIL, indicando o sucesso da precipitacao.

As curvas de TGA obtidas para a DOXA MESIL e para a DOXA séao
mostradas nas Figuras 12 e 13, respectivamente. A partir desta analise, observa-se
gue ndo houve perda de massa na regido de temperatura onde se observam 0s
picos na analise de DSC, provando que estas formas sdo nao-solvatadas e que a
mudanca de massa observada, em ambos o0s casos, se associa a provavel
desacilagcdo da molécula inicial, idéntica para ambas as estruturas (SOHN & LEE,
2005).
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Figura 13: Andlise de TGA de uma amostra de DOXA.
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4.3 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR RMN

A confirmacao da obtencdo da DOXA pode ser obtida a partir da analise de RMN
H' e C® das substancias em estudo. Yuan e colaboradores (2008) elucidaram a
estrutura da DOXA tanto por RMN de H' como C*. Analisando-se a estrutura da DOXA
MESIL (Figura 14) e os espectros de RMN de H' obtidos (Figuras 15 e 16), observa-se a
presenca de um singlete em 11,753 ppm no espectro da DOXA MESIL. Este sinal,
ausente no espectro da DOXA, se refere ao hidrogénio muito desblindado da hidroxila
do mesilato, confirmando a obtencdo da DOXA. O singlete em 8,113 ppm no espectro
da DOXA e o dublete em 8,7 ppm da DOXA MESIL podem ser atribuidos ao hidrogénio
ligado ao C; que pode estar sofrendo influéncia do hidrogénio do mesilato, alterando a
multiplicidade do sinal. Os singletes em 7,492 ppm no espectro da DOXA e em 7,635
ppm no da DOXA MESIL podem ser relacionados aos hidrogénios do grupamento NH,,
0 qual se mostra protonado na DOXA MESIL, sofrendo uma desblindagem. No espectro
da DOXA, tem-se um dublete em aproximadamente 5,2 ppm relacionado ao hidrogénio
do Cyg; ja no espectro da DOXA MESIL, tem-se um multipleto que parece ser deste
mesmo sinal caindo no mesmo deslocamento dos hidrogénios ligados ao carbono do
mesilato, que se encontra diretamente ligado a um atomo eletronegativo. A alteracdo na
multiplicidade dos hidrogénios do C;9 na DOXA mostra a perda da influéncia do sal na
estrutura reforcando a obtencdo da base. O espectro de C™ mostra praticamente o
mesmo numero de sinais para ambas as substancias (Figuras 17 e 18), confirmando
nao haver impurezas na amostra de DOXA. A presenca do mesilato préximo ao anel
heteroaromatico da DOXA MESIL leva a um ndmero maior de sinais na regido de
carbonos aromaticos sp2. Nao se pode observar os sinais do carbono ligado ao enxofre
do mesilato porque estes se encontram junto ao sinal do DMSO, em aproximadamente
39 - 40 ppm, podendo-se somente observar uma maior multiplicidade deste sinal no
espectro da DOXA MESIL, reforcando a confirmacéo da obtencdo da DOXA. Os demais
sinais tanto de hidrogénio quanto de carbono observados para DOXA sé&o coincidentes

com os descritos por Yuan e colaboradores (2008) (YUAN et al., 2008).

-CH3-SO3H

Figura 14: Estrutura quimica do mesilato de doxazos ina, com a especificacdo dos carbonos
(Modificada de YUAN et al., 2008).
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Figura 15: Espectro de RMN H ' da DOXA MESIL.

10.0

ELFE
08t g

S09'E
28lE
LEHE
LiLt
L8l
00zt
akey
B8Et
LBEY

akTs
a5T'G

teaa
GRS
GEEG
LiEg

s L

eklg

) N2 |)

Y

Figura 16: Espectro de RMN H ! da DOXA.
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Figura 17: Espectro de RMN C ** da DOXA MESIL.
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4.4 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR IV-TF

A estrutura quimica da DOXA MESIL, assim como os dados descritos em
uma de suas patentes de sintese (KANKAN et al., 2011), mostra como principais
absorcdes os seguintes valores: 3345, 3185, 3033, 2934, 1660, 1635, 1597, 1533,
1492, 1469, 1438, 1397, 1317, 1262, 1236, 1215, 1183, 1112, 1046, 989, 927, 869,
846, 819, 771, 756, 720, 663, 628, 575, 553, 522, 453 e 433 cm™. O espectro obtido
da amostra de trabalho (Figura 19) mostra ainda as mesmas absorcfes descritas
anteriormente por Bebawy e colaboradores (2002) e por Grcman e colaboradores
(2002) para a substancia, confirmando a estrutura da molécula (BEBAWY,
MOUSTAFA & ABO-TALIB, 2002; GRCMAN, VRECER & MEDEN, 2002).

Doxazosina Mesilato
40 ~

35 A
30 -
25 A

20 A

Intensidade (T)

; )

5,

0 T T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400 0

N°de ondas (cm-1)

Figura 19: Espectro de IV-TF da DOXA MESIL.

As bandas referentes ao mesilato sdo descritas por Costa (2007) e estédo
destacadas em vermelho na Figura 19, podendo-se citar a presenca de bandas na
regido préxima a 2920 e 2850 cm™ referentes ao modo de estiramento de
deformacdo axial C-H alifatico, além da banda de absorcdo proxima a 1350 cm™
correspondente a ligacdo ROSO;R (COSTA, 2007). Ao se analisar o espectro de
infravermelho da DOXA aqui preparada (Figura 20), verifica-se praticamente a

auséncia das bandas referentes ao mesilato sem o desaparecimento das demais
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bandas caracteristicas da molécula. Ao mesmo tempo, o alargamento observado
para todas as absor¢cdes medidas indica a amorfizagdo da amostra. Desta forma,

tem-se o indicio de que realmente foi obtida a DOXA.

Doxazosina Base
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Figura 20: Espectro de IV-TF da DOXA.

4.5 ANALISE DE DOXA E DOXA MESIL POR CLAE

O tempo de retencgdo (Tr) obtido para o farmaco foi de, aproximadamente, 8
minutos, sendo realizadas analises com tempo de corrida igual a 10,0 minutos. O Tgr
observado se mostrou proximo ao descrito na literatura. Considerando-se que as
condi¢cdes cromatogréficas utilizadas para analise da DOXA foram as mesmas que
as utilizadas para DOXA MESIL e que, em cromatografia de fase reversa, a base, e
nao o sal, € a espécie a interagir com a fase estacionaria da coluna, o Tr e demais
parametros cromatograficos observados para a DOXA foram iguais aos
determinados para a DOXA MESIL (POOLE & POOLE, 1991; KIM et al., 2006).



4.6 OBTENCAO DAS RETAS DE CALIBRACAO DE DOXA E DOXA MESIL

Tanto para a DOXA MESIL, quanto para a DOXA, foram obtidos coeficientes
de correlacdo (r) igual a 0,999 nas retas de calibracdo preparadas, mostrando a
linearidade nas medidas realizadas e a viabilidade de utilizacdo da metodologia
descrita para analisar ambas as formas do farmaco. As curvas de calibracdo e sua
equacao correspondente obtidas para a DOXA MESIL e para a DOXA estéo

representadas nos Graficos 1 e 2, respectivamente.
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Gréfico 1: Curva de calibragdo da DOXA MESIL em mei

o tampéo fosfato (PBS) pH=7,4.
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Gréfico 2: Curva de calibragdo da DOXA em meio tamp

do fosfato (PBS) pH=7,4.
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Uma vez que o método utilizado se encontra descrito e validado por Kim e
colaboradores (2006) e que as matrizes avaliadas se mostram bastante simples,
seguiu-se com sua utilizacdo para a quantificacdo de DOXA e DOXA MESIL no

estudo aqui realizado.

4.7 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO FARMACO

O objetivo de se avaliar a solubilidade do farmaco em diferentes solventes é
determinar, dentre eles, qual representa a melhor alternativa para ser utilizada como
solucéo receptora nos ensaios de permeacao. Tal solvente deve permitir uma boa
solubilizacdo do farmaco, garantir as condicbes sink e possuir caracteristicas
semelhantes ao sangue, para mimetizar, da melhor maneira possivel, as condi¢cdes
fisiologicas para a permeacdo. Considera-se como condi¢do sink, 3 a 10 vezes o
volume de solvente necessario para obtencdo de uma solugcédo saturada do farmaco
em questdo (STORPIRTIS et al., 2009). Além das condi¢cbes sink, deve o meio
receptor ser biorrelevante, ou seja, capaz de simular ao maximo, as condicfes
observadas in vivo (AULTON, 2005). Tendo isto em vista, os melhores solventes a
serem utilizados seriam a SF 0,9% (m/v) e o PBS pH=7,4. Desta forma, foi
determinada a solubilidade do farmaco nestes solventes, além da sua solubilidade

em agua MilliQ.

A DOXA MESIL apresentou uma boa solubilidade em agua MilliQ e uma
maior solubilidade em PBS frente a SF, como mostrado na Tabela 4, sendo a
solugdo de PBS pH=7,4 selecionada como solucdo receptora para os ensaios de

permeacédo das formulacdes contendo esta forma do farmaco.

A DOXA também apresentou uma boa solubilidade em agua MilliQ, apesar de
ser guase metade da solubilidade apresentada pela DOXA MESIL. Entretanto, sua
solubilidade em SF se apresentou muito baixa e nao foi possivel determina-la em
PBS, pois se obteve um cromatograma com um pico muito assimétrico. A assimetria
do pico se mostra relacionada com a complexacao da base com os ions presentes,
0 que nao ocorre na forma ionizada da molécula. Como a agua MilliQ nao seria uma

boa opcdo para ser utilizada como solucdo receptora, por ndo apresentar
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semelhancas ao sangue, outras alternativas foram propostas, como a utilizacao de
CDs, que sao conhecidas por aumentar a solubilidade de farmacos em soluc¢des
(VALLE, 2004; BREWSTER & LOFTSSON, 2007; DREASSI et al., 2010).

As CDs utilizadas foram: a-CD; B-CD e 2-HP-B-CD. Esta ultima é um derivado
pouco téxico capaz de aumentar notavelmente a solubilidade de farmacos
(DREASSI et al., 2010). Primeiramente, foi proposta a utilizacdo de solu¢des de CD
a uma concentracao de 5,0% (m/v) em PBS. A escolha deste solvente foi devida ao

fato deste ja ter sido selecionado para os ensaios com a DOXA MESIL.

Foi possivel determinar a solubilidade da DOXA na solucédo de a-CD (Tabela
4). A B-CD, no entanto, néo foi solivel em PBS nesta condi¢cdo apresentada. Desta
forma, propds-se a utilizagdo de solugbes com concentracéo de 3-CD igual a 0,5% e
a 1,0% (m/v) em PBS. O pico obtido na analise para ambas as concentracdes era
muito assimétrico, ndo sendo possivel calcular a solubilidade da DOXA em solucao
de B-CD em PBS.

Foi ainda proposta a determinacdo da solubilidade a DOXA em solucéo de B-
CD a 1,0% (m/v) em SF e em agua MilliQ. Assim como observado para a solucao
em PBS, o pico obtido para a SF também era muito assimétrico, ndo sendo possivel
calcular a solubilidade do farmaco. Ja na solugdo de B-CD em &gua MilliQ, foi
possivel calcular a solubilidade do farmaco (Tabela 4), porém, como dito
anteriormente, a agua ndo é uma boa opcao para ser utilizada como solucéo

receptora.

Uma outra alternativa foi a utilizacdo de solugcbes de 2-HP-B-CD em PBS. As
concentracfes propostas foram de 1,0%, 2,5% e 5,0% (m/v), sendo todas elas
soluveis em PBS. As solubilidades determinadas para a DOXA nestas solucdes
foram maiores que a obtida com a solucdo de a-CD em PBS. As solubilidades

encontradas sdo mostradas na Tabela 4.

A solucao de 2-HP-B-CD a 2,5% (m/v) em PBS foi selecionada como solugéao
receptora para os ensaios de permeacgéao das formulagdes contendo DOXA.
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Tabela 4: Solubilidade do farmaco em diferentes sol ~ ventes.

DOXA MESIL DOXA
Agua MilliQ 3,39 mg/mL 1,91 mg/mL
SF 275,21 pg/mL 0,47 pg/mL
PBS 629,16 pg/mL
a-CD 5,0% em PBS 98,88 pg/mL
B-CD 0,5% em PBS
B-CD 1,0% em PBS
B-CD 1,0% em SF
B-CD 1,0% em Agua 7,12 mg/mL
2-HP-B-CD 1,0% em PBS 231,76 pg/mL
2-HP-B-CD 2,5% em PBS 1,09 mg /mL
2-HP-B-CD 5,0% em PBS 3,09 mg/mL

SF = Solucao Fisioldgica; PBS = Tampao Fosfato; CD = Ciclodextrina;
2-HP-B-CD = 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Em todos os estudos de solubilidade realizados, se observa em verdade, o
processo de inclusdo da DOXA nas CDs utilizadas. Apesar de né&o se estar
realizando um estudo de inclusdo de DOXA em CDs, tanto a solubilizacdo ou ndo da
molécula, como a assimetria dos picos observada nas analises de CLAE mostra se
houve ou ndo sucesso no processo de inclusao (VALLE, 2004; BREWSTER &
LOFTSSON, 2007; DREASSI et al., 2010). Considerando-se que nao se encontra,
até o presente momento, nenhum relato sobre a inclusdo de DOXA em CDs, e
observando-se os resultados aqui obtidos, aponta-se para a possibilidade de
realizacdo futura de um estudo completo do processo e dos efeitos da incluséo de

DOXA em 2-HP-B-CD e a posterior formulag&o deste incluso.

4.8 PREPARO DOS SISTEMAS TERAPEUTICOS TRANSDERMICOS

4.8.1 PREPARO DAS MICROEMULSOES

A formulacdo-base de microemulsao utilizada (MD-01) foi proposta por Nandi
e colaboradores (2003). Foram tomados como base 0s componentes e as
propor¢cdes utilizadas por estes pesquisadores, sendo ainda selecionados outros

componentes para o desenvolvimento das microemulsdes. Devem ser utilizados
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componentes ja conhecidos por sua aplicacdo em outros sistemas de liberacdo de
farmaco e que apresentem baixo potencial de toxicidade (NANDI, BARI & JOSHI,
2003; NORNOO et al.,, 2009). Apenas a DOXA MESIL foi inserida no sistema
microemulsionado uma vez que a maior lipofilicidade da DOXA ja levava, por si so, a
uma maior permeacao através da pele (HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007). Ao
mesmo tempo, o0 uso de DOXA MESIL representaria o uso de um farmaco ja em
estudo, sendo mais simples o procedimento de registro sanitario com as
formulaces com ele obtidas (ANVISA, 2003).

A escolha do componente da fase oleosa e dos tensoativos é considerada um
ponto critico, pois influencia na formacédo ou ndo da microemulsdo, no tamanho de

goticula do sistema e na solubilidade do farmaco (NORNOO et al., 2009).

Os tensoativos utilizados para o desenvolvimento das microemulsdes foram o
Tween® 80, o Span® 80 e o Span® 20, por serem tensoativos nao-idnicos,
apresentando menor toxicidade quando comparados aos tensoativos i6nicos (REGE,
KAO & POLLI, 2002; WARISNOICHAROEN, LANSLEY & LAWRENCE, 2003).
Trabalhos anteriores de nosso grupo com a preparagcdo de microemulsdes de
dapsona mostraram a versatilidade e eficiéncia destes tensoativos na preparacao de
microemulsdes, visto que se obtiveram diagramas pseudoternario de fases com
amplas regides de microemulsdo, microemulsdes tanto A/O como O/A, assim como
um tamanho médio de goticula entre 14 nm com baixo indice de polidispersao
(MONTEIRO, 2011).

Os cossolventes sao utilizados em uma microemulsao para auxiliar o
tensoativo na diminui¢do da tenséo interfacial entre o 6leo e a 4gua, podendo, ainda,
reduzir a quantidade de tensoativo necessaria na formulacdo (LAWRENCE & REES,
2000; YUAN et al.,, 2006). Normalmente, sdo utilizadas moléculas de natureza
anfifilica, como alcodis contendo entre 2 a 10 atomos de carbono como o IBT
(C4H100), capaz de diminuir a hidrofilicidade do solvente polar (NORNOO,
OSBORNE & CHOW, 2007). Neste estudo foi proposta, em especial, a utilizacdo do
TCC, um trigliceridio de cadeia média, como cossolvente. A permeacao cutanea do
ibuprofeno a partir do TCC foi estudada por Watkinson e colaboradores (2011),
sendo também observado um aumento da solubilidade do farmaco utilizando-se esta

substancia e um efeito de incremento da permeacao através da pele (WATKINSON
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et al., 2011). O TCC pode ser utilizado em diversos tipos de formulacdes
farmacéuticas, agindo como um solvente oleoso pouco irritante e ndo oclusivo, além
de possuir propriedades emolientes e de promotor de permeacédo, levando a

obtencédo de microemulsdes mais estaveis (SASOL, 2010).

Com base nestas informacdes, 16 formulacdes de microemulsdes foram
propostas, estando as mesmas listadas na Tabela 1. A aparéncia encontrada para

as formulacdes preparadas € mostrada na Tabela 5.

Tabela 5: Aparéncia das formulaces de microemulséo

Formulagdo | APARENCIA
MD-01 TURVA
MD-02 TURVA
MD-03 TURVA
MD-04 TURVA
MD-05 TURVA
MD-06 LIMPIDA
MD-07 LIMPIDA
MD-08 LIMPIDA
MD-09 LIMPIDA
MD-10 LIMPIDA
MD-11 LIMPIDA
MD-12 LIMPIDA
MD-13 LIMPIDA
MD-14 LIMPIDA
MD-15 LIMPIDA
MD-16 LIMPIDA

As microemulsées MD-01 a MD-05, contendo Ml como componente da fase
oleosa, se apresentaram turvas apos a adicao do farmaco. Este resultado se associa
a baixa solubilidade da DOXA MESIL neste solvente, sendo indicado o aumento da
constante dielétrica do solvente de fase organica utilizado. Foi, entdo, proposta a
utilizacdo da PRD (formulagcbes MD-06 a MD-16) como componente oleoso, visto
gue esta substancia é conhecida por aumentar a solubilidade de diversos farmacos,
além de ser descrita como um promotor de permeacdo cutanea (MAGNUSSON,
WALTERS & ROBERTS, 2001; JAIN & YALKOWSKY, 2007). Todas as formulacdes
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de microemulsao contendo PRD como fase oleosa se mostraram limpidas e pouco
viscosas, caracteristicas essenciais em uma microemulsdo, mesmo apoés a adicéo
do farmaco (Tabela 5), mostrando a necessidade de solventes mais polares na
preparacdo de microemulsdes contendo farmacos polares (KOGAN & GARTI, 2006;
ROSSI et al., 2007).

4.8.1.1 CONSTRUCAO DOS DIAGRAMAS PSEUDOTERNARIO DE FASES

Considerando-se que as formula¢cdes MD-06, MD-07, MD-08 e MD-09 foram
as microemulsfes base para o desenvolvimento das formulacdes subsequentes, nas
quais apenas se adicionou promotor de permeacdo, estas quatro foram
selecionadas para a construcdo do diagrama pseudoternario de fases. As
formulacbes MD-06 e MD-07 possuem a mesma composicao, diferindo-se apenas
entre si pela ordem em que é adicionado o farmaco. O mesmo fato ocorre entre as
formulacbes MD-08 e MD-09 (Tabela 1). Os componentes utilizados para a
elaboracdo do diagrama de fases da formulacdo 1 — F1 (Figura 21), referente as
formulacbes MD-06 e MD-07, foram: Tween® 80, Span® 20, PRD e TCC. Ja os
componentes utilizados para a elaboracdo do diagrama de fases da formulagéo 2 —
F2 (Figura 22), referente as formula¢coes MD-08 e MD-09, foram: Tween® 80, Span®
20, PRD e IBT. A proporcéo utilizada entre o cossolvente e o componente de fase
oleosa (fase I) foi de 1:8, enquanto a utilizada entre os tensoativos (fase Il) foi de
1:1. A proporcao entre fase | e fase Il foi variada de 90:10 até 10:90, titulando-se a
agua até ocorrer turvacdo. Cada uma dessas fases foi representada em um vértice

do triangulo.

Nas Figuras 21 e 22, sdo mostrados os diagramas pseudoternario de fases
obtidos, estando representada em cinza escuro a area correspondente a formacao
de microemulsdo. A proporgcdo dos componentes utilizados nas formulagdes
desenvolvidas esta representada por um ponto vermelho e se encontra dentro da

area de microemulsao.
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Figura 21: Diagrama pseudoternério de fases da F1. = TCC = triglicerideo caprico-caprilico.
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Figura 22: Diagrama pseudoternario de fases da F2.  IBT = isobutanol.

Uma regido de microemulsdo bastante ampla foi observada para as
microemulsdes estudadas. A variacdo da quantidade de fase orgéanica adicionada
mostrou um intervalo grande, o que possibilita a posterior dissolu¢do de farmaco ou
promotor de permeacdo sem que se desestruture o sistema microemulsionado
(MONTEIRO, 2011).

As formulagdes foram constituidas, basicamente, por Tween® 80 e Span® 20
como tensoativos; IBT ou TCC, como cossolventes e PRD como fase oleosa. O
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farmaco DOXA MESIL foi acrescentado antes ou apds a adigcdo da agua, como
mostrado na Tabela 1. Em algumas formula¢cdes (MD-10 a MD-16), houve a adi¢cao
de um promotor de permeacao lipofilico, objetivando auxiliar na permeacao do

farmaco através da pele.

O primeiro promotor de permeacgdo utilizado foi o &cido laurico, sendo
adicionado na proporcéo de 4,0% (m/m) em relacdo a formulacédo antes da adicéo
da agua e do farmaco. Esta quantidade adicionada de promotor de permeacao foi
subtraida da massa da fase oleosa. Ap6s a adicdo de agua a formulacdo, a
porcentagem de acido laurico diminuiu para 3,3% (m/m), ficando a porcentagem de
PRD igual a 33,0% (m/m). Yerramsetty e colaboradores (2010), realizando
experimentos de permeacdo transdérmica com analogos da insulina, observaram
qgue o acido laurico a 5,0% (m/v) aumentou em dez vezes a quantidade de farmaco
permeada (YERRAMSETTY et al.,, 2010), justificando-se a sua insercdo nesta
formulacdo. Outro promotor estudado foi o dietilenoglicol monoetil éter
(Transcutol®), nas proporc¢des de 4,0% e de 16,0% (m/m) em relacédo a formulacao
antes da adicdo da agua, ou seja, na proporcdo de 3,3% e de 13,1% (m/m),
respectivamente, em relacdo a formulacdo final. O Transcutol® é conhecido como
um importante promotor de permeacao por ser atoxico, miscivel com solventes
polares e apolares, pela sua biocompatibilidade com a pele e por solubilizar
inumeros farmacos (MURA et al., 2000; MURA et al., 2009; MANCONI et al., 2011).
O ultimo promotor de permeacéo utilizado foi a azona (laurocapram), na proporcao
de 3,0% (m/m) antes e de 2,5% (m/m) ap0s a adicdo da agua. A azona é um
promotor de permeacéo de baixa toxicidade que age na bicamada lipidica do estrato
corneo aumentando sua fluidez e, consequentemente, aumenta a permeacdo do
farmaco através desta camada da pele (TENJARLA & TSEGGAI, 1993; HADGRAFT
et al., 1996; MAGNUSSON, WALTERS & ROBERTS, 2001; LOPEZ-CERVANTES et
al., 2006; XU & ZHU, 2007, BATHEJA et al., 2011).

A partir da formulacdo MD-10, o farmaco foi acrescentado apds a adi¢do de
agua, ou seja, apés a microemulsdo pronta, da mesma forma que se inseriu 0s

promotores de permeacéo.
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4.8.2 CARACTERIZACAO DAS MICROEMULSOES

Foram analisados basicamente trés parametros para a caracterizacdo deste
tipo de formulacdo. O primeiro parametro analisado foi a distribuicdo do tamanho
das goticulas, sendo este muito importante para confirmar a formacdo da
microemulsdo. Os demais parametros serviram para caracterizar o tipo de
microemulsdo formada. O valor ideal do tamanho de goticulas que as
microemulsdes ou outros tipos de formulagdes farmacéuticas nanoestruturadas
devem apresentar ainda ndo é completamente consolidado, existindo certa
divergéncia entre os autores. Segundo Talegaonkar e colaboradores (2008), a faixa
aceitavel de tamanho de goticula é até 200 nm, tal valor é também considerado, em
grande parte, pela literatura cientifica relacionada a nanomedicina (TALEGAONKAR
et al., 2008; SINGH & LILLARD, 2009). Ja Junping e colaboradores (2002)
consideram que o tamanho de goticula até 150 nm é aceitavel (JUNPING et al.,
2003). Enquanto que, para Yuan e colaboradores (2007) e para Rossi e
colaboradores, (2007) as microemulsbes devem apresentar diametro de goticulas
até 100 nm (YUAN et al., 2007; ROOSI et al., 2007).

Para a confirmacéo da formagédo de microemulsdo, no entanto, também € de
grande importancia a observacdo da formacdo de sistemas limpidos e pouco
viscosos (KOGAN & GARTI, 2006; ROOSI et al.,, 2007). A caracterizagdo do
tamanho de goticulas para as formulacdes F1 - referente as formulagbes MD-06 e
MD-07 — e F2 - referente as formulacées MD-08 e MD-09 - obtidas a partir do
diagrama pseudoternario de fases, ou seja, ainda sem a adicdo de farmaco, é
representado na Tabela 6. Pode-se observar a obtencdo de valores menores que
100 nm e de baixos indices de polidispersdo, confirmando a formacdo de
microemulsdes. As formulagcdes obtidas se mostravam ainda transparentes e pouco

viscosas.
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Tabela 6: Determinacdo do tamanho de goticulas das  formulacfes de microemulséo F1 e F2.

Tamanho de Goticulas DP IP
F1 8,6 nm 1,6 nm 0,6344
F2 8,0 nm 1,5 nm 0,6258

DP = Desvio Padréo; IP = indice de Polidispersao.

Ao se adicionar o farmaco a formulacao, tanto antes quanto apos a adi¢éo de
agua, ndo houve grande alteracdo do valor de tamanho de goticula medido (Tabela
7), confirmando a formacao de microemulsdo mesmo apods a adi¢cdo do farmaco. As

formulacdes continuaram apresentando aparéncia limpida e pouco viscosa.

Tabela 7: Determinacdo do tamanho de goticulas das  formulac8es de microemulsdo MD-06,
MD-07, MD-08 e MD-09.

Tamanho de Goticulas DP IP
MD-06 10,6 nm 2,0 nm 0,6293
MD-07 7,9 nm 1,6 nm 0,5877
MD-08 6,7 nm 1,8 nm 0,6785
MD-09 8,5 nm 1,9 nm 0,6609

DP = Desvio Padréo; IP = indice de Polidispers&o.

Conforme citado anteriormente, as medidas do indice de refracdo (IR) e da
condutividade elétrica (CE) oferecem informag@es relacionadas ao tipo de sistema
microemulsionado formado. Se os valores medidos para a microemulsao forem mais
proximos aos da agua, pode-se dizer que o sistema formado se classifica como O/A,
mas se os valores encontrados forem mais préximos aos da fase oleosa, 0 sistema
pode ser considerado como uma microemulsdo A/O (LAWRENCE & REES, 2000;
AULTON, 2005; KAMILA, et al., 2009). Os valores encontrados de IR e de CE para

as formulacdes anteriores sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Determinacao do indice de refracdo (IR) e  da condutividade elétrica (CE) das
formulac6es de microemulsdo MD-06, MD-07, MD-08 e M D-09.

IR CE (uS/cm)
Agua 1,325 1,2
2-Pirrolidona 1,470 1,7
MD-06 1,455 30,4
MD-07 1,457 40,7
MD-08 1,453 45,8
MD-09 1,452 49,5

Pode-se observar que os valores encontrados tanto de IR, quanto de CE para
todas as formulagBes anteriores sdo mais proximos aos da fase oleosa. A partir
desta observacéo, pode-se afirmar que as formulacdes anteriores se caracterizam

como microemulsdes do tipo A/O.

As formulagbes de MD-10 a MD-16 se diferenciaram das anteriores apenas
pela adicdo de promotores de permeacao lipofilicos a formulacdo. Como as
microemulsdes ja haviam sido caracterizadas como do tipo A/O, espera-se que 0
promotor de permeacdo se solubilize na fase externa da microemulsdo, nao
alterando a sua estrutura, nem o tamanho de goticulas observado, ndo sendo
realizada a caracterizacdo destas formulacdes em relacdo a esses trés parametros.

No entanto, tais formula¢gdes se apresentaram também limpidas e pouco viscosas.

Pode-se observar que todas as formulacbes anteriores podem ser
classificadas como microemulsdes do tipo A/O. Tal resultado aponta para a
internalizagdo da DOXA MESIL na fase aquosa de microemulséo, sendo carreada
pela nanogoticula formada através da pele, com o efeito sinérgico da fase oleosa
dispersante em termos da promocao desta permeacdo. Desta forma, se esperava
um aumento da permeacdo do farmaco neste sistema, assim como se exclui a
insercdo da DOXA visto que, provavelmente, esta se localize na fase oleosa das

microemulsdes preparadas, sem nenhuma melhora previsivel de permeacéo.
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4.8.3 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES

Inicialmente, foi preparada de uma solugédo saturada de DOXA MESIL em
agua MilliQ e esta solucao teve seu valor de pH medido. O valor de pH encontrado
foi de 4,1. De acordo com Owens e colaboradores (1997), este farmaco de carater
basico apresenta um valor de pka igual a 6,93 (OWENS et al., 1997). De acordo com
estes dados, pode-se afirmar que a DOXA MESIL se apresenta completamente
ionizada em uma solucdo aquosa de pH igual a 4,1. Este resultado indica um
provavel impacto negativo na permeacdo desta molécula, visto a reducdo da

lipofilicidade como consequéncia de sua ionizacao.

Foi também preparada uma solucdo saturada de DOXA MESIL em
PRD, visto que este solvente ja havia sido utillizado na preparacdo das
microemulsdes. A solubilidade encontrada neste solvente pode ser observada na
Tabela 9. Observa-se que a DOXA MESIL apresenta uma maior solubilidade em

PRD frente a agua MilliQ (Tabela 4) apesar de se encontrar na forma ionizada.

Com a preparacdo da DOXA, foi também preparada uma solucdo saturada
desta forma do farmaco em PRD. O valor de solubilidade da DOXA neste solvente
pode ser observado na Tabela 9. Observa-se uma maior solubilidade da DOXA em
PRD frente a DOXA MESIL, decorrente da maior lipofilicidade do material.

Foi também preparada uma solucao utilizando-se o Ml como solvente. Pode-
se observar, no entanto, grande dificuldade de solubilizacdo do farmaco. Ao se
realizar a analise em CLAE, houve a obtencdo de um cromatograma com um pico
muito assimétrico apresentando ainda uma area muito pequena, ndo sendo possivel
calcular a solubilidade do farmaco neste solvente. Isto corrobora com a obtencéo
dos sistemas turvos para as microemulsdes contendo o Ml como fase oleosa, o que

se mostra diretamente relacionado a baixa solubilidade do farmaco neste solvente.

Tenjarla e Tseggai (1993) em estudos anteriores propuseram a preparacao de
uma solucdo de prazosina, farmaco muito semelhante a doxazosina, utilizando-se
PPG mais a azona (TENJARLA & TSEGGAI, 1993). Em outros estudos, observa-se
a utilizacdo deste promotor de permeacao em variadas concentracdes, sendo 3,0%
a concentracdo mais comumente utilizada (STOUGHTON & McCLURE, 1983;
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BEASTALL, HADGRAFT & WASHINGTON, 1988; TENJARLA & TSEGGAI, 1993;
HADGRAFT et al., 1996; MAGNUSSON, WALTERS & ROBERTS, 2001; XU & ZHU,
2007).

Com base nestas informacg0des, foram entdo preparadas solugbes saturadas
de DOXA em PPG, em PPG + Azona (3,0% m/m), em PPG + Azona (5,0% m/m) e
em PRD + Azona (3,0% m/m). A concentracao de 5,0% (m/m) de azona foi proposta
para verificar a influéncia do aumento da concentracdo deste promotor na
permeacdo do farmaco. As solubilidades encontradas nos respectivos solventes sdo
mostradas na Tabela 9.

Tabela 9: Solubilidade do farmaco em diferentes sol ventes.

DOXA MESIL DOXA
PRD 37,45 mg/mL 50,67 mg/mL
PRD + Azona (3,0% m/m) 48,84 mg/mL
PPG 7,68 mg/mL
PPG + Azona (3,0% m/m) 7,79 mg/mL
PPG + Azona (5,0% m/m) 5,23 mg/mL

PRD = 2-pirrolidona; PPG = propilenoglicol.

A partir da andlise da tabela acima, pode-se observar que o farmaco possui
uma grande solubilidade em PRD e esta solubilidade continua semelhante quando
se adiciona o promotor de permeacao ao sistema. A solubilidade encontrada para a
DOXA em PPG é menor em comparagéo aquela encontrada em PRD. Entretanto, o
PPG se mostra mais adequado ao uso tépico visto sua menor toxicidade, sendo a
utilizacdo da PRD aprovada para uso veterinario, ainda ndo sendo completamente
aprovada para uso em humanos (JAIN & YALKOWSKY, 2007; FDA, 2011). Quando
se adiciona a azona a 3,0% (m/m) ao PPG, a solubilidade é praticamente igual, mas
ha um decaimento deste valor quanto ela € adicionada a 5,0% (m/m). Torna-se,
entdo, mais interessante o estudo da utilizacdo das solucbes do farmaco em PPG

em detrimento do uso de outros solventes.
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4.8.4 PREPARO E CARACTERIZACAO DOS FILMES (PATCHES)

Os filmes Patch-non-Patch® (Tabela 2) foram preparados através da técnica
de laminacdo (COLOMBO et al., 2002; FEMENIA-FONT et al., 2006; PADULA,
NICOLI & SANTI, 2009). A preparacdo € mostrada na Figura 5. O farmaco se
mostrou estavel quando submetido a estufa aquecida a 60°C por 30 minutos, visto
que tanto o cromatograma referente a esta solugédo quanto o da solugédo deixada a
temperatura ambiente possuiam picos com areas médias muito semelhantes, sendo
encontrado um teor igual a 99,80% para a amostra deixada a temperatura ambiente

e igual a 100,40% para amostra submetida ao aquecimento.

O primeiro filme preparado, PnPD-01, possuia Plastoid® E 35 H como
sistema adesivo e o farmaco na forma de DOXA MESIL, enquanto nos demais
filmes, PnPD-02 e PnPD-03, o sistema adesivo e a forma do farmaco foram
modificados, inserindo-se a DOXA como mostra a Tabela 2. A partir do doseamento
dos filmes, pode-se calcular o teor de farmaco presente na massa seca, ou seja,
ap0s a secagem em estufa e a consequente perda de agua da formulacdo. Os

teores encontrados sao mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Teor de farmaco (% m/m) nos filmes.

Farmaco PnPD-01 PnPD-02 PnPD-03
DOXA MESIL 0,18%
em massa Umida
DOXA MESIL 0,63%
em massa seca
DOXA 0,15% 0,63% 0,63%
em massa Umida
DOXA 0,52% 1,65% 1,51%
em massa seca

O teor encontrado para a formulacdo PnPD-01 estava de acordo com o valor

esperado, de 0,50% (m/m). J& os teores encontrados para as formulacdes PnPD-02

e PnPD-03 foram menores que o valor esperado, de 2,00% (m/m). Isto pode ter
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ocorrido devido ao fato de o farmaco néo ter sido completamente solubilizado nas
formulag@es, ou também por problemas de uniformidade de contetdo no filme.

De acordo com Fernandez (2010), a viabilidade da formulacdo de um filme
transdérmico deve ser estudada. Deve-se pensar em qual serd a area do filme
necesséria para liberar a quantidade de farmaco desejada para se alcancar 0s seus
niveis terapéuticos. Para isso, deve-se conhecer a concentracdo plasmatica (Cnax)
desejada para o farmaco e a sua clearance (Cl), ou depuracéo, para se calcular a
velocidade de entrada (Ven) necessaria, de acordo com a Equacdo (4)
(FERNANDEZ, 2010):

Cl Equacéo (4)

Os parametros farmacocinéticos da doxazosina séo descritos por Sripalakit e
colaboradores (2005), sendo a Crax = 18,0 ng/mL e a Cl = 2,7 mL/min./kg. Este valor
de Cmnax, NO entanto, refere-se a um comprimido contendo 2,0 mg do farmaco,
porém, para o tratamento da HPB, a dose diaria recomendada é de 4,0 mg
(SRIPALAKIT, NERHOM & MAPHANTA, 2005). Desta forma, considerou-se uma
Cmax de 36,0 ng/mL e, considerando-se um individuo com peso médio de 70,0 kg, foi
considerada uma Cl de 189,0 mL/min. Assim, considerando-se a Equacéo (4),
obtém-se uma Ve igual a 408,24 ug/h. A partir deste valor, pode-se calcular a area
ideal do filme, mas para isso é necessario conhecer o fluxo de permeacao (J), que
pode ser obtido a partir dos resultados da Equacéo (3), com a realizacdo do estudo

de permeacéo.

4.8.5 PREPARO E CARACTERIZACAO DO GEL

A preparacéo de um gel pode ser considerada como a alternativa mais barata
e adequada comercialmente para a preparacdo de um sistema terapéutico
transdérmico. A escolha da concentracédo do farmaco no gel tomou como base sua

solubilidade no solvente utilizado. Assim, sabendo-se que a solubilidade da DOXA
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em PPG + azona 3,0% (m/m) é igual a 7,79 mg/mL, foi preparada uma solucéo de
concentracédo conhecida igual a 7,00 mg/mL. A esta solugéo, foi adicionada a HPC
para a formacao do gel. Géis para liberacdo transdérmica ja foram estudados, como
no caso da formulacdo de moléculas como o ibuprofeno, o estradiol e a testosterona
(WALTERS et al.,, 1998; JARVINEN et al., 2000; JARVINEN et al., 2001; RHEE et
al., 2008; KIM, HOWLES e LEE, 2011).

Foi obtido um gel limpido e com viscosidade igual a 277,00 x 10° cps (SDL-
96 (F-+1%); Velocidade 1,5 RPM). Este valor se mostra comparavel a valores
anteriormente descritos para géis transdérmicos. Assim, espera-se que neste
patamar a viscosidade n&o seria um fator que viesse a restringir a permeacéo dos
farmacos veiculados. O gel mostrou um decréscimo da viscosidade aparente de
forma discreta e nao linear em funcdo do tempo, observando-se a tendéncia de
comportamento de um fluido n&o-Newtoniano, que determina que as interagdes
entre seus componentes afetam a velocidade de deformacéo causada por forcas
externas, resultado na ndo proporcionalidade entre a taxa e a tensdo de
cisalhamento (CHANG et al.,, 2002). Espera-se ainda que o gel apresente
adequadas propriedades reoldgicas, em especial em termos de seu espalhamento e
capacidade de recobrimento da pele. Para confirmar tais afirmativas, no entanto, um
estudo reolégico deverd ainda ser realizado. O doseamento da formulacdo foi

realizado, sendo obtido um teor de farmaco igual a 102,84%.

4.9 ENSAIOS DE PERMEACAO IN VITRO

Primeiramente, foi realizada a avaliacéo da interferéncia do tecido no ensaio
de permeacdo. Os picos observados no cromatograma, tanto para a pele quanto
para a epiderme isolada, possuiam Tr diferentes daquele observado para o farmaco,

mostrando que o tecido ndo causa interferéncia na analise.

Os estudos de permeacéo se iniciaram com a permeacao das formulacdes de
microemulsdo desenvolvidas. Como ndo ha, até o momento, dados na literatura
sobre o desenvolvimento de formulagdes transdérmicas de doxazosina foram

considerados os estudos realizados para outro farmaco com estrutura quimica muito
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semelhante, a prazosina, como parametro de comparacéo (TENJARLA & TSEGGAI,
1993; HSU & ROOQOS, 1997; HOSNY, HADY & NIAZY, 1998; KULKARNI et al., 2010).
Tenjarla e Tseggai (1993) sugerem que a principal barreira de permeacdo para a
prazosina € a epiderme. Como ambos os farmacos possuem estrutura quimica
semelhante, espera-se que a epiderme também represente uma barreira de
permeacdo para a doxazosina. O primeiro ponto, entdo, foi determinar se a melhor
amostra de tecido animal a ser utilizada nos ensaios de permeacao seria a pele ou a

epiderme isolada da orelha de porco.

A proporgao nas formulacdes de microemulsao entre a fase aquosa (FA) e a
fase composta pelos tensoativos, pelo cossolvente, pelo promotor de permeacéo e
pelo 6leo (FO) é de 1:4,5. Sendo assim, supondo-se que o farmaco estivesse
distribuido uniformemente e proporcionalmente entre ambas as fases, a
concentracdo de DOXA seria de 13,54 mg/g em ambas as fases. Entdo, em
300,00 mg de microemulséo, teria-se 53,70 mg de FA, 241,45 mg de FO e 4,85 mg
de DOXA MESIL ou 4,00 mg de DOXA. Desta forma, teria-se 0,73 mg de DOXA em
53,70 mg de FA e 3,27 mg de DOXA em 241,45 mg de FO.

Foi, primeiramente, proposto o estudo de permeacdo da formulacdo F2,
referente as microemulsdes MD-08 e MD-09, porém, estudando-se separadamente
o perfil de permeacdo da FA e da FO, ambas contendo o farmaco, utilizando-se
tanto a pele quanto a epiderme isolada. Nao foi possivel, no entanto, chegar a
concentracdo desejada de farmaco na FA, sendo preparada a solugcdo saturada de
DOXA MESIL em agua MilliQ, com concentracao igual a 3,39 mg/mL e pH igual a
4,1. Sabendo-se que este é um farmaco de carater basico e que apresenta pka igual
a 6,93 (OWENS et al., 1997), pode-se afirmar que a DOXA MESIL se apresenta
ionizada nesta solucao, ndo sendo este estado favoravel a sua permeacao. Sendo
assim, nado foi possivel elaborar o perfil de permeacéo desta solucdo, tanto em pele
quanto em epiderme isolada, visto que néo foi observada a permeacdo do farmaco

Nno ensaio in vitro.

Foi possivel preparar a FO da F2 contendo o farmaco na concentragcao
estabelecida. Os perfis de permeacdo encontrados nos ensaios utilizando pele ou
epiderme isolada sdo mostrados no Gréafico 3. Os perfis de permeacdo foram
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expressos graficamente como os valores médios de Q £ EPM, em funcdo do tempo

(®).

Perfil de Permeacéao - F2 (FO)

—e— Epiderme

(mcg/cm2)

—u— Pele

Doxazosina Permeada

Tempo (horas)

Gréfico 3: Perfil de permeacdo in vitro da FO da F2 em pele e em epiderme isolada de porco . Q
+ EPM; n=4.

Os perfis de permeacdo encontrados mostraram diferenca significativa
(p<0,05). Pode-se notar que a permeacdo final em epiderme foi maior que a
encontrada utilizando-se a pele. Desta forma, a epiderme isolada foi selecionada
como melhor amostra de tecido animal para ser utilizada nos ensaios de permeacéo
subsequentes. A escolha desta membrana biologica foi ainda baseada no estudo de
Tenjarla e Tseggai (1993), pois se espera que, assim como observado para a
prazosina, a principal barreira para a permeac¢do da doxazosina seja também a
epiderme.

Foi, entdo, realizado o0 ensaio de permeacdo das formulacdes de
microemulsdo MD-08 e MD-09, utilizando-se epiderme isolada. O perfil de
permeacdo é mostrado no Gréfico 4.
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Gréfico 4: Perfis de permeacdo in vitro das formulacdes MD-08 e MD-09 em epiderme isolada
de porco. Q + EPM; n=4.

Pode-se observar que o perfil de permeacédo e o J (Tabela 11) de ambas as
formulacbes sdo muito semelhantes entre si e também quando comparados ao perfil
encontrado para F2 utilizando-se epiderme isolada. Desta forma, conclui-se que a
adicdo de agua a formulacdo, como também a ordem de adicdo do farmaco, néo
proporcionam diferencas na permeacéo.

Foi, entdo, realizado o ensaio de permeacdo com as formulacbes de
microemulsdo MD-06 e MD-07, contendo TCC ao invés do IBT como cossolvente.
Os perfis encontrados sdo mostrados no Gréfico 5.
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Gréfico 5: Perfis de permeacgdo in vitro das formulagbes MD-06 e MD-07 em epiderme isolada
de porco. Q * EPM; n=4.
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Assim como para as formulagcdes MD-08 e MD-09, os perfis de permeagao
encontrados sdo muito semelhantes entre si, possuindo J muito proximos,
confirmando que a ordem de adicdo do farmaco (antes ou ap0s a agua) a
formulacdo néo interfere no seu perfil de permeacao. Pode-se observar, entretanto,
que as quantidades finais de farmaco permeadas e o J sdo maiores para as
formulagbes MD-08 e MD-09, que utilizam IBT como cossolvente. Pode-se ainda
observar que existe um grande lag time para todas as formulacdes estudadas até o
momento. Assim, foi proposta a utilizacdo de promotores de permeacédo, esperando-
se gue estes influenciassem positivamente na quantidade final de farmaco liberado e

auxiliassem na reducéo do lag time.

O proximo passo foi o estudo da permeacdo das formulacbes de
microemulsdo MD-10 e MD-11, utilizando-se &cido laurico a 4,0% (m/m) em relacéo
a formulacdo antes da adicdo da 4gua e do farmaco. Nestas formulacdes, a DOXA
MESIL foi acrescentada apés a adicdo de agua, ou seja, apos a formulacao pronta.

Os perfis de permeacéo destas formulagdes sdo mostrados no Grafico 6.
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Gréfico 6: Perfis de permeacdo in vitro das formulacdes MD-10 e MD-11 em epiderme isolada
de porco. Q + EPM; n=4.

A adicdo de &cido laurico ndo promoveu grandes alteracdes nos perfis de
permeacédo observados anteriormente, sendo mantido o grande lag time, mas pode-
se observar uma maior quantidade final de farmaco permeado com a formulacéo

MD-11, utilizando-se TCC como cossolvente, em comparacéo a formulacdo MD-10,
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utilizando-se IBT. A utilizacdo de &cido laurico como promotor de permeacéo foi
descartada.

O préximo promotor de permeacdo estudado foi o Transcutol®, em uma
concentracéo de 4,0% e de 16,0% (m/m) em relagdo a formulacdo antes da adicdo
da agua e do farmaco. Assim, foram formuladas as microemulsées MD-12, MD-13,
MD-14 e MD-15, todas com a adicdo da DOXA MESIL ap0s a adicao de agua. Os

perfis obtidos sdo mostrados nos Grafico 7 e 8.
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Gréfico 7: Perfis de permeacdo in vitro das formulacdes MD-12 e MD-13 em epiderme isolada
de porco. Q + EPM; n=4.
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Gréfico 8: Perfis de permeacdo in vitro das formulacdes MD-14 e MD-15 em epiderme isolada
de porco. Q + EPM; n=4.
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Pode-se observar que a adigdo de Transcutol®, tanto a uma concentracdo de
4,0% (m/m), como no caso das microemulsées MD-12 e MD-13, quanto na
concentracdo de 16,0% (m/m), no caso das microemulsbées MD-14 e MD-15, ndo
causou grandes alteracdes no perfil de permeacdo em comparacdo com as
formulagcbes sem este promotor. Quando o Transcutol® foi adicionado a 4,0% (m/m),
houve uma maior permeacéao final da formulacdo contendo IBT, porém, quando foi
adicionado a 16,0% (m/m), houve maior permeacao final da formulacdo contendo
TCC, ndo sendo possivel selecionar o melhor cossolvente. Em todos o0s casos,
houve a permanéncia do grande lag time, com excecéo para a formulacdo MD-13,
onde houve certa diminuicdo, mas que pode ser devido ao fato de ter ocorrido
alguma alteracdo em uma das membranas durante a realizacdo do ensaio. Ao se
trabalhar com membranas bioldgicas, pode-se observar certa variabilidade nos
resultados obtidos entre as diferentes células de Franz, devido ao fato de cada uma

delas possuir uma membrana de um animal diferente (NICOLI et al., 2008).

Seqgui-se, entdo, com a realizacdo dos experimentos estudando-se a
utilizacdo de outro promotor de permeacdo, no caso, a azona. Foi preparada a
formulacdo MD-16, contendo IBT como cossolvente e azona a 3,0% (m/m) em
relacdo a formulacdo antes da adicdo da agua e do farmaco. A DOXA MESIL foi

acrescentada a formulacédo apos a adicdo de agua.
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Gréfico 9: Perfis de permeacdo in vitro da formulagdo MD-16 em epiderme isolada de porco. Q
+ EPM; n=4.
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Com a utilizagdo da azona como promotor de permeacdo, nao houve
aumento da quantidade final de farmaco permeada nem do J, mas houve certa
diminuicdo do lag time, quando comparado com os perfis de permeacdo das
formulacées que ndo continham ou contendo outro promotor de permeacao. Assim,
pode-se considerar a utilizacdo da azona como uma alternativa viavel na elaboracao
de formulacbes para a permeacdo transdérmica de doxazosina. Os J calculados

para as formulacdes de microemulsdo sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Fluxos de permeacdo ( J) das formula¢des de microemulséo.

Formulacdes J(ug/cm?/h)
MD-06 1,07
MD-07 1,13
MD-08 1,47
MD-09 1,42
MD-10 1,18
MD-11 1,40
MD-12 1,60
MD-13 0,89
MD-14 0,96
MD-15 1,04
MD-16 1,02

Considerando-se o0 insucesso das microemulsées em permear a DOXA
MESIL através da pele, provavelmente em decorréncia da formacao de depdsitos do
sistema na epiderme, optou-se por comecar a estudar sistemas mais simples, como
as solucdes. O desenvolvimento de uma solugcdo para permeacdo transdérmica
contendo um farmaco com estrutura quimica muito semelhante a doxazosina, a
prazosina, foi realizado por Tenjarla e Tseggai (1993). Os experimentos de
permeacdo foram primeiramente realizados com a PRD, solvente utilizado para o
preparo das microemulsdes, utilizando-se tanto o farmaco na forma de sal, quanto
na sua forma de base livre. Os perfis de permeagéo encontrados para as solugbes
saturadas (concentracdo na Tabela 9) sdo mostrados no Grafico 10.
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Gréfico 10: Perfis de permeacgdo in vitro das solugdes saturadas de DOXA MESIL e DOXA em 2-
pirrolidona (PRD) utilizando-se epiderme isolada de porco. Q + EPM; n=4.

O perfil de permeacéo e o J (Tabela 12) da solugéo saturada de DOXA MESIL
em PRD se assemelharam aos das microemulsdes contendo esta forma do farmaco.
A permeacao da solugéo saturada de DOXA no mesmo solvente apresentou uma
diferenca significativa (p<0,05), mostrando-se muito maior, porém, possuindo uma
grande variabilidade de permeacédo entre as células de Franz, o que também pode
ser devido ao fato de cada célula possuir uma membrana de um animal diferente. A
DOXA se mostrou bem mais permeével que a DOXA MESIL, confirmando a teoria
de que o farmaco em sua forma de base livre € melhor absorvido do que na forma
de sal (HARDMAN, LIMBIRD & GILMAN, 2007). Situacdo semelhante se verifica
para a rivastigmina, farmaco utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer, o qual
€ veiculado na forma de tartarato para uso oral e na forma de base livre como
adesivo transdérmico (GROSSBERG et al., 2011).

A partir deste momento selecionou-se apenas a DOXA para a formulagcéao das
demais solu¢Bes do farmaco. Foram ainda preparadas soluc¢des saturadas de DOXA
em PRD + azona (3,0% m/m), em PPG, em PPG + azona (3,0% m/m) e em PPG +

azona (5,0% m/m).

O perfil de permeacao da solucdo saturada de DOXA em PRD + azona (3,0%
m/m), em comparagcdo com a solugcdo saturada sem a presenca de promotor de

permeacédo, é mostrado no Grafico 11.



87
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Graéfico 11: Perfis de permeacdo in vitro das solucdes saturadas de DOXA em 2-pirrolidona
(PRD) e em PRD + azona 3,0% (m/m), utilizando-se ep iderme isolada de porco. Q * EPM; n=4.

Apesar da semelhanca de concentragdo do farmaco em ambas as solugfes
(Tabela 9), foi observada uma maior permeacédo da solucdo contendo o promotor e
uma reducao do lag time, havendo diferenca significativa (p<0,05) entre os perfis. A
azona se mostrou, entdo, como um bom promotor de permeacao a ser utilizado em
formulagBes contendo doxazosina, assim como ja havia sido estudado por Tenjarla e
Tseggai (1993) para a prazosina. A PRD, agindo como um promotor de permeacéao,
pode causar uma desorganizacdo mais brusca da membrana, enquanto a azona

promoveria uma permeacao mais controlada, além de uma maior permeacdo final.

Visando-se realizar um estudo comparativo aos ensaios de Tenjarla e Tseggai
(1993) para a prazosina e sabendo-se que a PRD ainda ndo é completamente
aprovada para uso em humanos (JAIN & YALKOWSKY, 2007; FDA, 2011), torna-se
interessante realizar estudos das solu¢des do farmaco em PPG. Tenjarla e Tseggai
(1993) realizaram estudos de permeacédo do cloridrato de prazosina, utilizando-se
também a condicdo de dose infinita. Foram realizados experimentos de permeacao
de solucdes saturadas do farmaco em PPG + azona 3,0% (m/m) utilizando-se a pele
e a derme humanas como membranas bioldégicas para a permeacdo. Foram
encontrados J igual a 4,00 pg/cm?/h e 3,00 pg/cm?/h, respectivamente. O lag time,
no entanto, foi igual a 52,0 horas quando foi realizado o ensaio com a pele e a 4,0

horas quando foi realizado somente com a derme. Isto confirma que a derme
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oferece uma menor barreira & permeacao do farmaco, sendo a epiderme a principal

barreira para a sua permeacao.

Neste estudo, entdo, realizou-se 0s ensaios de permeacdo utilizando-se a
epiderme suina como membrana biologica. Utilizou-se, assim como nos estudos de
Tenjarla e Tseggai (1993), condicdes de dose infinita. Apesar de estes autores
realizarem os experimentos com a prazosina, os dados obtidos podem ser utilizados
como base para os experimentos aqui realizados, visto que ambos os farmacos
possuem estrutura quimica muito semelhante e pelo fato de ndo existir dados na
literatura sobre experimentos de permeacdo da doxazosina. Foram, entdo,
realizados experimentos de permeacao utilizando-se solucbes saturadas de DOXA
em PPG e em PPG + azona. Os perfis de permeacéo obtidos e os J encontrados
sdo mostrados no Grafico 12 e na Tabela 12, respectivamente.
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Graéfico 12: Perfis de permeacdo in vitro das solugdes saturadas de DOXA em propilenoglicol
(PPG) e em PPG + azona 3,0% e 5,0% (m/m), utilizand o-se epiderme isolada de porco. Q *EPM,;
n=4.

Tabela 12: Fluxos de permeacéo ( J) das solucdes saturadas.

Solucdes Saturadas J(ng/cm/h)
DOXA MESIL em PRD 2,02
DOXAem PRD 3,39
DOXA em PRD + azona 3,0% (m/m) 26,82
DOXA em PPG 10,15
DOXA em PPG + azona 3,0% (m/m) 24,78
DOXA em PPG + azona 5,0% (m/m) 15,74

PRD = 2-pirrolidona; PPG = propilenoglicol.
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A permeacao encontrada utilizando-se a solucdo saturada de DOXA em PPG
+ azona a 3,0% (m/m) foi bem maior do que quando se utilizou somente o PPG ou
PPG + azona a 5,0% (m/m), havendo diferenca significativa entre os perfis (p<0,05),

mostrando a importancia da utilizacdo deste promotor nesta concentracao definida.

Ao se comparar os resultados obtidos com a PRD e o PPG (Graficos 13 e 14),
observa-se uma grande reducdo do lag time para as solugdes saturadas sem o
promotor de permeacao, podendo estes solventes causar uma desorganizacdo mais
brusca da membrana. A solucdo em PPG, mesmo com uma menor concentragdo do
farmaco (Tabela 9), apresentou uma maior permeacdo, com um maior J, em
comparacdo a solucdo em PRD, sendo os perfis de permeacdo encontrados
diferentes entre si (p<0,05). O inverso foi observado quando se adicionou o0 promotor
de permeacdo a estas solucdes (Grafico 14), sendo ainda observados perfis de
permeacdo diferentes significativamente (p<0,05), mas obtendo-se um maior J e

uma maior quantidade final de farmaco permeado para a solugdo em PRD.
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Gréfico 13: Perfis de permeagdo in vitro das solugdes saturadas de DOXA em propilenoglicol
(PPG) e em 2-pirrolidona (PRD), utilizando-se epide rme isolada de porco. Q + EPM; n=4.

Quando se adiciona a azona, ha uma permeacdao inicial mais uniforme, além
de uma maior permeacdo final, sendo um indicio de que o promotor de permeacédo
provoca uma alteracdo mais organizada na membrana, com uma permeacao mais

gradual do farmaco, sendo mais desejavel.
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Graéfico 14: Perfis de permeacdo in vitro das soluc¢des saturadas de DOXA em propilenoglicol
(PPG) + azona 3,0% (m/m) e em 2-pirrolidona (PRD) + azona 3,0% (m/m), utilizando-se epiderme
isolada de porco. Q + EPM; n=4.

Comparando-se os resultados obtidos por Tenjarla e Tseggai (1993), para a
solucéo saturada de prazosina em PPG + azona 3,0% (m/m), obteve-se um J bem
maior para a doxazosina nesta mesma solucdo. Desta forma, as solucbes que
apresentaram os maiores J, ou seja, as solu¢cdes em PRD e em PPG, ambas com

azona a 3,0% (m/m) foram selecionadas para a continuagéao do estudo.

O proximo passo realizado foi formular as melhores solugdes obtidas em
formulagbes de liberacdo transdérmica. Os filmes transdérmicos Patch-non-Patch®
foram, entdo, preparados. O primeiro filme preparado, PnPD-01, possuia Plastoid®
E 35 H como sistema adesivo e o farmaco na forma de DOXA MESIL. Este filme n&o
apresentou qualquer permeacao do farmaco, mesmo apos as 24 horas do ensaio de

permeacao, inviabilizando o seu uso.

Foram, entédo, formulados os filmes PnPD-02 e PnPD-03, possuindo outro tipo
de sistema adesivo e solucdes de PRD + azona 3,0% (m/m) e PPG + azona 3,0%
(m/m), respectivamente. O farmaco foi utilizado na sua forma de DOXA. Foram
acrescentadas quantidades de farmaco maiores que o seu valor de solubilidade nos
respectivos solventes, esperando-se que outros componentes da formulacao

pudessem auxiliar na sua solubilizagéo.



91

Os experimentos foram realizados utilizando-se dose finita e em condi¢gbes

ndo oclusivas e oclusivas, sendo que esta ultima € conhecida por aumentar a
permeacédo do farmaco (PADULA, NICOLI & SANTI, 2009). Os perfis de permeacao

obtidos sdo mostrados nos Graficos 15 e 16 e os J sdo mostrados na Tabela 13.
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Gréfico 15: Perfis de pe

rmeacdo in vitro da formulagdo PnPD-02 em condi¢cao normal e

oclusiva, utilizando-se epiderme isolada de porco. Q £ EPM; n=4.

10,00

Perfil de Permeacéo - PnPD-03

9,00 -
8,00 -
7,00
6,00

5,00

4,00

(mcg/cm?)

—e— SEM OCLUSAO
—_= COM OCLUSAO

3,00
2,00

T e T

Doxazosina Permeada

0

000 Jﬁ%ﬁ-ﬁﬁ—’:ﬁ*
0,00 1 ‘ \ T T

5 10 15 20 25

Tempo (horas)

30

Gréfico 16: Perfis de pe

rmeacao

in vitro da formulacdo PnPD-03 em condic&o normal e

oclusiva, utilizando-se epiderme isolada de porco. Q £ EPM; n=4.
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Tabela 13: Fluxos de permeacao ( J) das formulagcdes PnPD-02 e PnPD-03.

Formulacbes J(ug/cm?/ h)
PnPD-02 SEM OCLUSAO 0,02
PnPD-02 COM OCLUSAO 0,06
PnPD-03 SEM OCLUSAO 0,01
PnPD-03 COM OCLUSAO 0,03

Foram observadas permeacgfes muito baixas utilizando-se este tipo de
formulacdo, mesmo em condi¢cdes oclusivas. Sabendo-se que a Ve, Necessaria para
a doxazosina é igual a 408,24 ug/h, a area ideal do filme que apresentou o maior J
para atingir esse valor seria de 6.804,00 cm?, o que inviabiliza a utilizacao deste tipo

de formulacao transdérmica de doxazosina.

Outra alternativa foi a preparacdo de um gel para liberacdo transdérmica,
visto que este tipo de formulacao ja foi desenvolvida para outros farmacos, além de
também ser uma alternativa mais barata (WALTERS et al., 1998; JARVINEN et al.,
2000; JARVINEN et al., 2001; RHEE et al., 2008; KIM, HOWLES e LEE, 2011). Foi
preparado somente o gel com PPG + azona 3,0% (m/m), pela PRD ainda nao ser
completamente aprovada para uso em humanos (JAIN & YALKOWSKY, 2007; FDA,

2011). O perfil de permeacédo encontrado para esta formulacdo é mostrado no
Grafico 17.
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Gréfico 17: Perfil de permeagdo in vitro da formulagdo GD-01, utilizando-se epiderme isolad a
de porco. Q + EPM; n=8.
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O J obtido para esta formulagéo foi de 7,03 pg/cmz/h. Obteve-se um perfil de
permeacao diferente significativamente (p<0,05) e um J menor do que o obtido para
a solucéo saturada de DOXA em PPG + azona 3,0% (m/m), sendo um indicio de que
o aumento de viscosidade da formulacédo possa influenciar negativamente em sua
permeacédo. O J obtido, no entanto, foi maior do que aquele mostrado por Tenjarla e
Tseggai (1993) para a solugdo saturada de cloridrato de prazosina. Hsu e
colaboradores (1997), desenvolvendo patches transdérmicos de prazosina,
obtiveram um J da base livre variando de 2,4 a 10,9 pug/cm?/h, resultados proximos
ao J obtido para a formulacdo GD-01, mostrando ser promissora a utilizacdo do gel
de doxazosina para liberacdo transdérmica. De acordo com o0s resultados
observados, pode-se especular que outras matrizes, como o0 polaxamer, por
exemplo, possam ser utilizadas para produzir géis de maior permeacao (RICCI et al.,
2005).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel preparar e caracterizar as formulagbes transdérmicas de

doxazosina propostas.

As microemulsdes obtidas, no geral, mostraram baixos J e um lag time
consideravel, mesmo com a utilizacdo de promotores de permeacdo, ndo sendo a
melhor alternativa de formulacdo transdérmica para o farmaco. Ja as solucbes
saturadas preparadas apresentaram maiores J. Os patches se mostraram uma
alternativa inviavel para a liberacdo transdérmica da doxazosina, sendo obtidos J

extremamente baixos, mesmo em condi¢des oclusivas.

Ja o gel preparado apresentou um J aceitavel, indicando a viabilidade da
utilizacdo deste tipo de formulacdo para a liberacdo transdérmica da doxazosina.
Utilizando-se este tipo de formulacdo, espera-se facilitar a administragdo do
farmaco, anular o efeito do metabolismo pré-sistémico, obter uma liberacéo
prolongada e diminuir as variacdes plasmaticas do farmaco que ocorrem com a sua

administragao oral.

Desta forma, pode-se concluir que o gel transdérmico de doxazosina aqui
desenvolvido € uma alternativa viavel a ser utilizada no tratamento de pacientes que

apresentem Hiperplasia Prostatica Benigna.
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6 PERSPECTIVAS

Novos estudos deverdo ser ainda realizados estudando-se possiveis
variacbes na formulacdo do gel desenvolvido como, por exemplo, a utilizacdo de
outras matrizes como o polaxamer. Os excipientes utilizados poderao ser variados,

visando-se obter a otimizacao da formulagéo.

Deve-se ainda realizar estudos de irritagcdo cutanea e de ajuste da dose a ser
utilizada e, futuramente, estudos in vivo para a aprovacdo da formulacdo. Pode-se
ainda estudar a viabilidade da veiculagdo de outros farmacos neste tipo de

formulacéo.
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8 ANEXOS

Parte deste trabalho foi apresentada nos seguintes congressos:

« FIP Pharmaceutical Sciences 2010 World Congress in Association with the
AAPS Annual Meeting and Exposition — Nova Orleans, Louisiana, EUA, 2010.
“Preparation and characterization of nanosystems fo r benign prostatic
hyperplasia treatment”

PUPE, C.G.; CARMO, F.A.; MONTEIRO, L.M.; DANTAS, C.B.; DORNELLAS, C.B;
CABRAL, L.M.

e 7° Seminéario Internacional de Nanotecnologia, Sociedade e Meio Ambiente —
Rio de Janeiro, RJ, Brasil, 2010.
“Preparacdo e avaliacdo de novos adesivos transdérm icos de

doxazosina aplicados na terapia do cancer de prosta  ta
ELISIARIO, T.L.; CARMO, F.A.; CABRAL, L.M.

* |l Simpdsio Interno de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de
Farmacia da UFRJ — Rio de Janeiro, RJ, Brasil, 2011.
“Preparo e avaliacdo de formulacdes transdérmicas d e doxazosina para
o tratamento da hiperplasia prostatica benigna”
CARMO, F.A.; PUPE, C.G.; ELISIARIO, T.L.; SANTI, P.; CABRAL, L.M.

O seguinte artigo estd em fase de preparo para subm  issao:

« “Preparation and evaluation of doxazosin transderma | formulations”
CARMO, F.A.; PUPE, C.G.; PADULA, C.; NICOLI, S.; SANTI, P.; CABRAL, L.M.
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Durante a realizacdo da tese, artigos referentes a projetos de pesquisa
realizados em paralelo foram publicados:

* "Preparation and evaluation of lidocaine hydrochlor ide in cyclodextrin
inclusion complexes for development of stable gel i n association with
chlorhexidine gluconate for urogenital use", International Journal of

Nanomedicine.
SILVA, L. F. J. S.; CARMO, F. A.; BORGES, V. R. A;; MONTEIRO, L. M.
RODRIGUES, C. R.; CABRAL, L. M.; SOUSA, V. P.

e "Preparation and evaluation of polymer-clay nanocom posite as an
adjuvant in pharmaceutical formulas of tablets cont aining drugs with low
water-solubility”, International Research Journal of Pharmacy and
Pharmacology.

MATTOS JUNIOR, A.; CARMO, F. A.; CABRAL, L. M.; TAVARES, M. I. B.; GOMES,
A.S.; GRILLO; L. A. M.; DORNELAS, C. B.



