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PREAMBULO

O presente trabalho de concluséo de curso sera apresentado no formato de artigo cientifico,
conforme o modelo de manuscrito requerido para a submissdo na revista cientifica Quimica

Nova, disponivel no site (http://quimicanova.sbq.org.br/conteudo.asp?page=2), ocorrendo a

submissdo do manuscrito ap0s a avaliacdo da banca examinadora.

A apresentagdo neste formato esta prevista no Art. 4° da Resolugdo N° 11/2020/CONSEPE,
de 23 de janeiro de 2020, que regulamenta os trabalhos de concluséo de curso de Bacharelado
em Quimica Medicinal. Segundo o Art. 4°, “Os resultados oriundos da pesquisa do TCC
serdo escritos na forma de artigo cientifico ou monografia, a critério do professor orientador
do TCC.”.

Contudo, optou-se por adicionar ao documento final do trabalho partes do conteddo do
projeto incluindo referencial tedrico e objetivos, a fim de propiciar um maior
aprofundamento aos tdpicos abordados caso seja de interesse do leitor. Assim, o artigo
cientifico contendo os resultados e discussao é apresentado ao final do documento.



RESUMO

O cloridrato de donepezila € um farmaco utilizado para a doenca de Alzheimer e com possivel
aplicacdo para o tratamento da hipertensdo o qual possui um amargor elevado desagradavel
e efeitos adversos gastrointestinais, o que dificulta na adesdo dos pacientes ao tratamento
pela via oral. As microemulsdes sdo sistemas nanoestruturados que possuem a versatilidade
de poder serem aplicadas nas mais variadas vias de administracdo. O objetivo deste trabalho
é o desenvolvimento e caracterizagdo de microemulsdes para a entrega transdérmica de
cloridrato de donepezila (DONE). A composi¢do da formulagdo foi investigada por
diagramas pseudoternarios obtendo uma microemulsdo A/O na composi¢do massica: 6leo de
babacu (17,8%), TCM (26,2%), agua (10%), Span® 83 (29,7%), Tween® 80 (7,1%) e
Transcutol® HP (9,2%). Esta foi caracterizada por pH, condutividade, teor de farmaco,
tamanho de goticula e indice de polidispersdo resultando em 7,80 = 0,19; 1,0 pS cm™ + 0,1;
0,54 mg mL™ + 0,05; 22,64 nm * 0,49; 0,093 + 0,045; respectivamente. A cinética de saida
do farmaco foi investigada através de ensaios de permeacdo e liberacdo. Os resultados
corroboram que o sistema desenvolvido € uma microemulsdo A/O com o potencial de

controlar a liberacdo do DONE para possivel administracdo pela via transdérmica.

Palavras-chave: microemulsdo; cloridrato de donepezila; CLAE; 6leo de babagu.



ABSTRACT

Donepezil hydrochloride is a drug used for Alzheimer's disease and with possible application
for the treatment of hypertension which has a high bitterness and gastrointestinal adverse
effects, making it difficult for patients to adhere to oral treatment. Microemulsions are
nanostructured systems that have the versatility to be applied in the most varied routes of
administration. The aim of this study is the development and characterization of
microemulsions for the transdermal delivery of donepezyl hydrochloride (DONE). The
formulation composition was investigated by pseudoternary diagrams obtaining a W/O
microemulsion in the following mass composition: babassu oil (17.8%), TCM (26.2%), water
(10%), Span® 83 (29.7%), Tween® 80 (7.1%) and Transcutol® HP (9,2%). This was
characterized for pH, conductivity, drug content, droplet size and polydispersity index resulting
in 7.80 £ 0.19; 1.0 uS cm-1 £ 0.1; 0.54 mg mL-1 + 0.05; 22.64 nm + 0.49; 0.093 * 0.045;
respectively. The drug exit kinetics was investigated using permeation and release assays. The
results corroborate that the developed system is an A/O microemulsion with the potential to

control the release of DONE for possible administration by the transdermal route.

Keywords: microemulsion; donepezil hydrochloride; HPLC; babassu oil.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 SISTEMAS EMULSIONADOS

Existem os mais variados sistemas emulsionados, possuindo organizacgdes estabilidades
e objetivos/funcdes diferentes, por isso podem ser encontrados no nosso dia a dia em alimentos
(como a maionese que é uma emulsdo), nas inddstrias e nos medicamentos. Os sistemas
emulsionados sdo formados por 3 principais grupos de substancias: dois liquidos imisciveis
(dgua e 6leos) e moléculas anfifilicas chamadas de tensoativos, sendo este, essencial para a sua
estabilizacdo. Emulsdes, nanoemulsdes e microemulsdes sdo alguns exemplos desses sistemas
(Figura 1). Esses se organizam microscopicamente de uma maneira semelhante, em
monocamada de tensoativos formando uma micela simples. Apesar disso, cada uma dessas
formulacBes tem caracteristicas especificas e sdo classificadas, de uma maneira geral, pelo
tamanho de goticula, sistemas com goticulas maiores que 400 nandmetros sdo chamados de
emulsGes (ou macroemulsdes), sistemas com goticulas entre 100 a 400 nanémetros sdo
chamadas de nanoemulsdes e sistemas que possuem goticulas de 10 a 100 nanémetros sdo
classificadas como microemulsées (CALLENDER et al., 2017).

Figura 1 — Diferentes tipos de sistemas emulsionados.

| E—
Microemulsion
droplet
Nanoemulsion
10-100 nm droplet :
Macroemulsion
100-400 nm droplet
>400 nm

Fonte: (CALLENDER et al., 2017).
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As macroemulsdes possuem uma metodologia simples de produgdo necessitando de
uma aplicacdo de energia externa para a sua formacéo. J& as nanoemulsdes necessitam de uma
metodologia mais complexa para ser produzida, com aplicacdo de energia externa mecénica ou
por potencial quimico dos componentes. Macroemulsdes e nanoemulsées possuem uma
estabilidade cinética, e esta Ultima foi descoberta/inventada posteriormente as microemulsdes,
0 que ocasionou uma nomenclatura confusa na literatura, em que a nanoemulséo, apesar de
possuir um didmetro de goticula maior que a microemulsédo, possui o prefixo NANO no nome.
A nanoemulsdo é um sistema bastante eficiente e utilizado pela industria farmacéutica,
exercendo a func&o de carreador de farmacos, existem diversos trabalhos na literatura para essa
aplicacdo. Para a microemulsdo também existem diversos trabalhos na literatura como funcéo
carreadora de farmacos além disso € um sistema com caracteristicas interessantes em diversos

aspectos que serdo abordados em mais detalhes a seguir.

1.1.1 Microemulsdes

Microemulsdes sdo sistemas nanoestruturados homogéneos formados por dois liquidos
imisciveis estabilizados por um filme de tensoativos (DAMASCENO et al., 2011). Tensoativos
sdo moléculas anfifilicas, ou seja, sdo constituidos por uma parte apolar (cauda) e por uma parte
polar (cabeca). Quando incorporados em um sistema coloidal os tensoativo se organizam de
forma a minimizar a interagdo entre as fases imisciveis, minimizando a tensdo interfacial
existente. No caso das microemulsdes, os tensoativos geralmente organizam/se na forma de
micelas em uma monocamada (DA SILVA et al., 2015). O diferencial das microemulsdes para
0s outros sistemas coloidais é a presenca de pequenas moléculas denominadas co-tensoativos
(geralmente alcoois pequenos) que conseguem alcancar espacos na micela que os préprios
tensoativos ndao conseguem, devido a um impedimento estérico, e entdo reduzir a quase zero a
tensdo interfacial do sistema (OLIVEIRA et al., 2004). Isto torna espontaneo o processo de
formacdo das microemulséo, levando a certas caracteristicas importantes das microemulsdes

como a estabilidade termodinadmica, auto-organizagao e isotropia optica (KARASULU, 2008).

As microemulsdes sdo sistemas versateis com um baixo custo e uma metodologia
simples para a sua producdo, alem de facilmente escalonaveis. Esses nanossistemas sdo
opticamente transltcidos ao ndo difratarem a luz (FORMARIZ et al., 2005), devido ao tamanho
interno reduzido das goticulas, de 10 a 100 nm (TARTARO et al., 2020). As microemulsdes se
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organizam de diferentes formas e as principais formas séo a 6leo em agua (O/A), a 4gua em
6leo (A/O) e bicontinuas (Figura 2). Por tal motivo, dependendo da sua composicao, esses
sistemas possuem a capacidade de incorporar tanto moléculas hidrofilicas (GIBAUD; ATTIVI,
2012) quanto moléculas lipofilicas (SARIBEY et al., 2021). Esses sistemas apresentam uma
alta aplicabilidade desde recuperacdo de Oleos a carreadores de farmacos, podendo ser
administradas por diversas vias como a ocular (NAZ et al., 2020), nasal (KATDARE et al.,
2020), oral (SANG et al., 2005), tépica (AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013),
transdermica (MISHRA; PRABHAVALKAR; BHATT, 2016), parenteral (ABOUMANEI et
al., 2018), vaginal (BACHHAV; PATRAVALE, 2009) e retal (WANG et al., 2016).

Figura 2 — Organizacdo das microemulsdes. | — 6leo em &gua; Il -4gua em 6leo, 111 — bicontinua.

1.2 VIA TRANSDERMICA

A pele, nos seres humanos, funciona como uma barreira para a protecdo contra
microrganismos e moléculas exégenas. E um 6rgdo complexo de 2 a 3 mm de espessura

formado por vérias camadas como a epiderme, derme e hipoderme, que sao subdivididas em
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mais subcamadas (FOX et al., 2011). A pele tem a funcdo de manutencdo da homeostase
corporal evitando a perda de &gua pelo estrato corneo (PANAPISAL; CHAROENSRI;
TANTITUVANONT, 2012). A via transdérmica tem como objetivo principal a administracdo
de moléculas de forma que a distribuicdo dela seja sistémica, através de uma maneira nao
invasiva. A Figura 3 ilustra 0 mecanismo de entrega de medicamentos dessa via em comparacéo
aoutras. A via transdérmica traz diversas vantagens: evita 0 metabolismo de primeira passagem
das moléculas, pode reduzir a frequéncia de dosagem de um farmaco, aumenta a
biodisponibilidade, torna o nivel plasmatico dos farmacos uniforme, o que pode reduzir efeitos
colaterais, além de sua aplicagdo ser simples e facil (YANG et al., 2017). Porém, existem certos
requisitos bioldgicos e fisico-quimicos para que as moléculas possam ser administradas pela
via transdérmica com uma boa eficiéncia. Geralmente sdo administradas por essa via, pequenas

moléculas lipofilicas com peso molecular inferior a 500 Da (SOZIO et al., 2012).

Figura 3 — Diferentes vias de administracdo de medicamentos.
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Fonte: Adaptado de (JENNIFER LE, 2020).

1.3 COMPONENTES MULTIFUNCIONAIS

Uma estratégia interessante para o desenvolvimento de formulagGes farmacéuticas € a
utilizacdo de moléculas/excipientes dito multifuncionais. Essas sdo multifuncionais, pois alem
de serem essenciais para a organizagdo e estruturacdo da formulagdo (fungdo principal),
também apresentam outros beneficios, como uma atividade terapéutica ou promotora de
absorcdo. O o6leo de babacu é um produto natural brasileiro, que pode ser obtido de diferentes

especies da palmeira de babacu. Esse 6leo apresenta diversas propriedades terapéuticas como
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anti-inflamatoria, analgésica e entre outras (DA SILVA; PARENTE, 2001), além de possuir
caracteristicas emolientes importantes para formulagdes farmacéuticas, nas quais ja foi
incorporado com sucesso (PESSOA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015). E interessante
ressaltar que o 6leo de babacu ja demonstrou atividade promotora de absor¢éo intestinal para
moléculas hidrofilicas in vitro e ex-vivo (BRAYDEN; DEE, 2002). O 6leo de babacu sera
incorporado na formulagio desenvolvida neste trabalho com o intuito de ser um componente
estruturante da fase oleosa da microemulsao bem como conferir uma acao emoliente e possivel

efeito de incremento na absorcao do cloridrato de donepezila pela via transdérmica.

1.4 CLORIDRATO DE DONEPEZILA

O cloridrato de donepezila (Figura 4) é uma substancia amplamente empregada para o
tratamento da doenca de Alzheimer, sendo a mais aceita por pacientes por ser o farmaco mais
efetivo, dentre os aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para essa doenca, e
desencadear menores efeitos indesejados (MOHSIN; AHMAD, 2020). Esta molécula é um
inibidor da acetilcolinesterase (AChE), reduzindo a¢des das colinesterases o que leva a um
aumento do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica, resultando em uma melhora das
funcdes colinérgicas dos pacientes com Alzheimer (GREEN; FOSSO; GARNEAU-
TSODIKOVA, 2018) e induz uma modulacdo parassimpatica (LATARO et al., 2015;
SANTANA JB_ME_SJC, 2016). Além disso, possui alguns indicios que pode atuar na
regulacao da hipertenséo arterial (LATARO et al., 2015). Ensaios in vivo demonstram um efeito
positivo deste farmaco, na remodelagdo cardiaca, hemodindmica (OKAZAKI et al., 2010) e na
prevencado de insuficiéncia cardiaca (HANDA et al., 2009). O cloridrato de donepezila possui
a habilidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica atuando diretamente no sistema nervoso
central, que por mecanismos ndo totalmente elucidados, tem potencial de atenuar o

desenvolvimento da hipertensdo arterial (LATARO et al., 2015).
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Figura 4 — Estrutura quimica do cloridrato de donepezila.

—H

Fonte: (DONEPEZIL HYDROCHLORIDE, 2021).

Existem produtos para administracdo da donepezila pela via oral no Brasil (CMED,
2017) e também pela via trandérmica (ADLARITY®) aprovado nos Estados Unidos (FDA,
2022). Além disso, existem pesquisas para outras vias de administracao para a donepezila como
a intranasal por exemplo (ESPINOZA et al., 2019). A via de administracdo oral € a via mais
convencional e, geralmente, mais aceita por pacientes, porém para o caso do cloridrato de
donepezila existem algumas complicagdes para esta via (ZHAO et al., 2021). Primeiramente,
este farmaco é o mais aplicado para a doenca de Alzheimer e muitas vezes, devido as condi¢bes
clinicas dos pacientes, esses ou seus cuidadores possuem dificuldades na administragéo oral de
medicamentos. Outro fator que dificulta administragdo do cloridrato de donepezila pela via oral,
€ que esta substancia tem a caracteristica possuir um sabor muito amargo, além de causar efeitos
gastrointestinais indesejados (nausea, vomito, entre outros), fatores esses que dificultam a
adesdo ao tratamento (SUTTHAPITAKSAKUL,; DASS; SRIAMORNSAK, 2021). Portanto a
via transdérmica pode ser uma interessante alternativa para contornar esse problema. O
cloridrato de donepezila possui um peso molecular de 415,96 Da, um log P de 3,58, uma
solubilidade de 9.60 x 10% mg/mL e 2.31 x 10"% mol/L em &gua e ndo viola nenhuma regra de
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Lipinski, segundo a ferramenta de predi¢cdo SwissADME, sendo possivel a administragdo deste

farmaco pela via transdérmica.

Segundo a organizacdo mundial da satde (OMS), doencas ndo comunicaveis Sao a causa
da morte de 41 milhdes de pessoas por ano, sendo aproximadamente 71% das mortes ao redor
do globo (FOROUZANFAR; AFSHIN; ALEXANDER, 2016). Dentre essas, as doencas
cardiovasculares séo as que representam a maior parcela dessa morte, cerca de 17,9 milhdes de
pessoas por ano (NONCOMMUNICABLE DISEASES, 2021). A hipertensao arterial é uma
doenca cardiovascular e € um fator de risco importante para outras doencgas cardiovasculares,
como o infarto, doencas cerebrais, a doenca de Alzheimer e o acidente vascular cerebral (AVC),
doencas renais, como doenca renal cronica, entre outras e em casos mais graves, a hipertenséo
pode levar ao falecimento. Nos ultimos 30 anos, o niumero de adultos entre 30 e 79 anos
diagnosticados com hipertensdo aumentou de 650 milhdes para 1,28 bilhdes, ou seja, a
quantidade de pessoas com hipertensdo desde 1990 até o momento, dobrou; além disso,
segundo um estudo realizado pela OMS, metade dos participantes ndo sabiam que possuiam
essa condicdo (ZHOU et al., 2021). Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC),
cerca de 30% da populacao brasileira é hipertensa (SOUZA, 2021). A hipertensdo também é
um fator de risco para a doenga Covid-19, em que 0s pacientes hipertensos devem se esforcar
ainda mais para manter a pressao arterial controlada. Devido a grande quantidade de pessoas
diagnosticadas com hipertensdo arterial, novos tratamentos que combatam essa patologia se
fazem necessarios, bem como novas opg¢Bes ndo invasivas, como por exemplo, adesivos

transdérmicos.

Assim, o0 objetivo do trabalho engloba a preparacdo e caracterizacdo de microemulsdes
contendo 6leo de babacu com o cloridrato de donepezila incorporado visando a administracao
transdérmica para possivel tratamento da hipertensao arterial.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Preparar e caracterizar microemulsdes contendo éleo de babagu com o cloridrato de donepezila

incorporado visando a administragéo transdérmica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir diagramas pseudoternarios combinando agua, 6leo de babacu com diferentes
tensoativos e co-tensoativos a fim de identificar as condicGes e proporcdes dos
componentes em que o sistema formem microemulsdes;

e Caracterizar as microemulsbes através de ensaios fisico-quimicos, a fim de obter
informac@es sobre esse sistema coloidal;

e Desenvolver e validar um método de quantificacdo do cloridrato de donepezila por
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Realizar estudos de liberacdo e permeacdo do cloridrato de donepezila das

microemulsdes in vitro.
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DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE MICROEMULSOES PARA A
ENTREGA TRANSDERMICA DE CLORIDRATO DE DONEPEZILA
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DEVELOPMENT AND OPTIMIZATION OF MICROEMULSIONS FOR
TRANSDERMAL DELIVERY OF DONEPEZIL HYDROCHLORIDE. O cloridrato de
donepezila é um farmaco utilizado para a doenca de Alzheimer e com possivel aplica¢do
para o tratamento da hipertensdo o qual possui um amargor elevado desagradavel e efeitos
adversos gastrointestinais, o que dificulta na adesdo dos pacientes ao tratamento pela via
oral. As microemulsdes sdo sistemas nanoestruturados que possuem a versatilidade de serem
aplicadas nas mais variadas vias de administracdo. O objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento e caracterizacdo de microemulsGes para a entrega transdérmica de
cloridrato de donepezila (DONE). A composi¢do da formulacdo foi investigada por
diagramas pseudoternérios obtendo uma microemulsdo 4gua em dleo (A/O) na composi¢do
massica: 6leo de babacu (17,8%), TCM (26,2%), agua (10%), Span® 83 (29,7%), Tween®
80 (7,1%) e Transcutol® HP (9,2%). Esta foi caracterizada por pH, condutividade, teor de
farmaco, tamanho de goticula e indice de polidisperséo resultando em 7,80 + 0,19; 1,0 uS
cm? £ 0,1; 0,54 mg mL? £ 0,05; 22,64 nm + 0,49; 0,093 + 0,045; respectivamente. A
cinética de saida do farmaco foi investigada através de ensaios de permeagdo e liberacéo.
Os resultados corroboram que o sistema desenvolvido é uma microemulsdo A/O com o
potencial de controlar a liberagdo do DONE para possivel administragdo pela via
transdérmica.

Palavras-chave: microemulsdo; cloridrato de donepezila; CLAE; 6leo de babacu

INTRODUCAO

A hipertens&o arterial € um problema que atinge muitas pessoas ao redor do mundo, é
caracterizada quando o individuo possui uma presséo arterial acima de 140/90 mmHg.>2 Ela é
uma doenga cardiovascular e um fator de risco para outras doengas como por exemplo: infarto,
insuficiéncia renal, aterosclerose, doenca de Alzheimer e outras.® Esta patologia esta associada
a um desequilibrio na modulagédo do sistema nervoso autdnomo, atraves de uma hiperativacdo

simpética.*

O cloridrato de donepezila (DONE) é uma substancia amplamente empregada para o
tratamento da doenca de Alzheimer® e possui alguns indicios que pode atuar na regulacéo da
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hipertensdo arterial.® Esse farmaco é um inibidor da acetilcolinesterase, levando a um aumento
do neurotransmissor acetilcolina na fenda sindptica, induzindo uma modulagéo
parassimpatica®’ o que é benéfico para a regulacio cardiaca.® O DONE tem a capacidade de
ultrapassar a barrira hematoencefalica® e alguns estudos in vivo mostram os efeitos benéficos
deste farmaco na remodelagdo cardiaca, hemodindmica® e na prevencdo de insuficiéncia
cardiaca.’ Existem produtos para administracdo da donepezila pela via oral no Brasil'® e
também pela via transdérmica (ADLARITY®) aprovado nos Estados Unidos.!* Além disso,
existem pesquisas para outras vias de administracdo para a donepezila como a intranasal por
exemplo.*? Porém para a administracio por via oral, geralmente a via mais comum, a DONE
possui algumas desvantagens devido ao sabor amargo elevado e efeitos gastrointestinais
indesejados, como nausea e vomito,**'* o que torna interessante a busca por outras vias de

administracdo para este farmaco com o objetivo de contornar estes problemas.

Uma via interessante é a via transdérmica de administragdo que tem como principal
objetivo administrar moléculas de maneira sistémica e ndo invasiva. Esta via de administracédo
evita o metabolismo de primeira passagem das moléculas, aumenta a biodisponibilidade e torna
o nivel plasmatico dos farmacos uniforme, além de reduzir a dosagem do medicamento.™ A via
transdérmica evita o trato gastrointestinal, sendo assim uma alternativa interessante para a
administracdo do DONE. A nanotecnologia é um ramo da ciéncia em que sdo estudadas e
desenvolvidas diversas formas farmacéuticas em nanoescala como lipossomas,*®
nanocapsulas,t’ nanoparticulas,'®!° nanoemulsdes,?® microemulsdes?:2* entre outras; com o
objetivo de aprimorar a entrega de moléculas, aumentando sua biodisponibilidade, eficacia, e
podendo proporcionar uma liberacdo controlada dos farmacos. Dentre as formulacGes citadas
as microemulsdes sdo extremamente interessantes. Estas sdo capazes de se organizar de
diferentes formas,?>?® podendo encapsular tanto moléculas hidrofilicas, como lipofilicas. Esses
nanossistemas tem a caracteristica de poderem ser aplicados a uma grande variedade de vias de
administracdo.?6-3® Microemulsdes sdo sistemas auto-organizaveis que necessitam de baixa
energia externa para sua formacdo, sendo facilmente escalonéveis para producdo em larga
escala.®! Khunt e colaboradores incorporaram o farmaco DONE a microemulsdes 6leo em agua
(O/A) com o intuito de administrar o DONE pela via intranasal, analisando o efeito dos acidos
graxos dmega-3 e um 6leo de manteiga de origem animal na permeagdo do farmaco.®? Os
resultados mostraram um efeito positivo das microemulsdes no aspecto de entrega do DONE

em ensaios in vivo, em que a formulacdo desenvolvida aumenta significativamente a
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biodisponibilidade do farmaco no cérebro, mostrando a capacidade deste sistema em entregar

moléculas através da barreira hematoencefalica. *

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e caracterizar uma microemulsdo capaz
de incorporar o cloridrato de donepezila, promovendo uma liberagdo controlada para a via de

administragdo transdérmica para possivel tratamento da hipertenséo arterial.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Os materiais utilizados para a formulacdo foram &agua ultrapura, 6leo de babacu
(Orbignya oleifera, Mundo dos Oleos, Brasil), triglicerideos de cadeia média (TCM) (4cidos
caprico e caprilico, Delaware, Brasil), sesquioleato de sorbitano (Span® 83, Sigma-Aldrich,
Brasil), polisorbato 80 (Tween® 80, Sigma-Aldrich, Brasil), 2-(2-etoxietoxi) etanol
(Transcutol® HP, Gatefossé, Franca) e cloridrato de donepezila (Donepezil Hydrochloride,
Ambeed, USA).

Preparo das microemulsoes

Para o preparo das microemulsdes foram inicialmente preparados um mix de tensoativo
(Tween® 80 : Span® 83 : Transcutol - 1,5 : 6,5 : 2) e um mix de dleos (6leo de babagu : TCM —
4 : 6), ambos possuindo um equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) préximo a 6. Foram
preparados dois diagramas pseudoternarios utilizando como vértices o tensoativo mix, o 6leo
mix e a agua. Cada uma dessas amostras foi feita pela metodologia de combinacgéo sistematica

de reagentes para um total de 1 grama de formulacao.

Uma formulacéo branca foi preparada em triplicata com a composic¢ao da microemulséo
otimizada. A formulacdo contendo o farmaco cloridrato de donepezila foi preparada em
triplicata utilizando uma solucéo de 5 mg mL™ do farmaco em agua ultrapura como fase aquosa

na mesma composi¢do da microemulsdo otimizada.
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Caracterizacdo fisico-quimica das microemulsdes

Condutividade e pH

O pH aparente de todas as formulacGes branca e com farmaco foi medido diretamente
nas microemulsdes (pHmetro modelo 86505, AZ Instrument Corp.). O instrumento foi
calibrado usando solugdes padréao de pH 4,0; 7,0 e 10,0.

A condutividade das formulacdes foi medida diretamente nas microemulsées utilizando
0 mesmo equipamento previamente calibrado para a medida. A faixa utilizada para a leitura foi
de 0 a 199,9 uS/cm.

Tamanho de Goticula e indice de polidispersao

O tamanho de goticula e o indice de polidispersdo foram determinados por
espalhamento de luz dindmico (DLS) (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). As microemulsdes brancas e com o farmaco foram adicionadas as cubetas
especificas sem diluicdo e equilibradas no equipamento a 36°C por 120 min, as leituras foram

realizadas a essa mesma temperatura.

Desenvolvimento do método analitico

O método analitico para a anélise do cloridrato de donepezila foi desenvolvido em
cromatografia liquida de alta eficiéncia por arranjos de diodos (HPLC-DAD). O método
analitico de fase reversa (Tabela 3) é isocratico, utiliza uma coluna C-18 (150 x 4,6 X 5um)
como fase estacionaria e tampéo fosfato pH 2 : acetonitrila (71:29) como fases mdveis, 0
comprimento de onda para analise é 268 nm e o tempo de retencdo do analito (DONE) é 4,57

min.

O método foi validado em termos de especificidade, linearidade, precisdo e exatid&o.
Para a especificidade uma amostra de formulacdo branca foi preparada na mesma diluicdo do
ponto médio da curva e analisada no método. Para a linearidade foi realizado uma curva de

calibracdo com seis pontos: 0,1; 0,5; 1; 5; 7,5 e 10 pg/mL de farmaco em &gua ultrapura,
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amostras da curva foram feitas com um n=5. Para a preciséo foram feitas sete dilui¢cbes do ponto
médio (5 ug mL™?), analisadas no dia e 24 h depois, a fim de avaliar a precisio inter-dia. Para a
exatiddao do método, foi realizado dilui¢cdes, combinadas com microemulsdo branca na mesma
proporcdo da formulagio otimizada, nos pontos 0,25; 0,5; 5 e 10 pg mL™* (n=3), avaliando a
exatiddo em pontos: muito baixo (0,25 pg mL™?), baixo (0,5 pg mL™?), médio (5 ug mL?) e alto
(10 pg mL™Y). A extragdo utilizou uma solugdo metanol : agua (50 : 50) como diluente sendo

extraidas por dois minutos no vortex.

Estudo da cinética de liberacdo do Cloridrato de Donepezila

Para elucidar a cinética de saida do DONE de dentro da microemulsdo desenvolvida,

foram realizados dois ensaios in vitro: permeacéo e liberacéo.

A

Membrana

Receptor

/
\

Figura 1. Esquema utilizados nos ensaios in vitro: A - Célula de Franz; B — Copo de Bécker

para dialise

Ensaios de Liberacéo

O ensaio de liberacdo proporciona uma difusdo multidimensional das particulas. Estes
ensaios foram realizados pelo método de dialise (Figura 1B) adicionando-se 1 mL de
formulacdo ou grupo controle dentro da membrana de celulose modificada (cut-off 14 kDa,
Sigma-Aldrich) e entdo o saco de diélise foi colocado em 55 mL de tampéo pH 7,2. Os ensaios
de foram realizados para cada formulacéo, realizando coletas periodicas de 0,5; 1; 2; 3; 4; 7;
24; 30; 48 e 72 h, para o ensaio com a formulagéo. Para o ensaio com grupo controle as coletas
periddicas foram: 0,083; 0,167; 0,250; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 24; 30 e 48 h.
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Ensaios de permeacao

Diferentemente da liberacdo em saco de dialise, 0 ensaio de permeacéo proporciona uma
difusdo unidimensional das particulas. O ensaio de permeacao foi realizado em células de Franz
(figura 1A) a fim de simular a via transdérmica de administracdo. Primeiramente nestes ensaios
de permeacdo foram testados 4 diferentes meios de liberacdo (n=1): tampdo pH 6,8; tampé&o pH
7,2; solucdo aquosa 0,5% Tween® 80 e agua ultrapura, realizando coletas periddicas até 19 h,
utilizando uma solucdo controle de cloridrato de donepezila 0,5 mg/mL. Em seguida, uma
aliquota de 0,2 mg (pesado por diferenga) de microemulsdo com cloridrato de donepezila foi
adicionada na parte superior de cada célula que foi montada com membrana de celulose
modificada (cut-off 14 kDa, Sigma-Aldrich). Esse ensaio foi realizado em quadruplicata (n=4)
no meio de liberacdo tampéo pH 7,2 e realizando coletas periodicas de 0,5; 1; 2; 3; 4; 7; 24; 30;
48 e 70 h de ensaio. O ensaio com o grupo controle (n=4) foi realizado utilizando 0 mesmo
meio de liberagdo (tampdo pH 7,2), fazendo coletas periddicas: 0,083; 0,167; 0,250; 0,5; 1; 2;

3 e 4 horas.

Anadlises estatisticas

Os resultados dos dados obtidos para a caracterizacao fisico-quimica das microemulsdes
e também dos ensaios de dialise foram analisados no Microsoft Excel (2019). A comparacao
entre as médias dos grupos foi realizada pelo teste t student ndo pareado bicaudal. A

significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo das microemulsdes

Mix de tensoativos e 6leos

O equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) é uma propriedade das moléculas a qual mostra

a afinidade que uma molécula anfifilica possui com as fases polar e apolar de um sistema.
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Segundo a literatura, a formacdo de uma microemulsdo agua em 6leo (A/O), é favorecida
quando temos um valor de EHL baixo, proximo a 6.3 Entdo para o obtermos a microemulséo
AJ/O almejada, seguimos o valor de EHL indicado para preparar um mix de tensoativos e um
mix de 6leos, ambos como EHL proximo a 6. Para o mix de tensoativo usamos um tensoativo
com o EHL mais alto e maior afinidade pela fase polar (Tween® 80), um com o EHL mais baixo
e maior afinidade pela fase apolar (Span® 83) e um co-tensoativo (Transcutol® HP), obtendo a
proporcéo 1,5 : 6,5 : 2 respectivamente. J& para o mix de 6leos, foi combinado o 6leo de babacu
com triglicerideos de cadeia média (TCM) na proporcdo de 4 : 6 respectivamente. O equilibrio
hidrofilico-lipofilico ndo é o d(nico pardmetro que vai influenciar na formacdo da

microemulsdo,?® mas é um 6timo guia, obtendo bons resultados experimentais.

Diagramas pseudoternarios

Foram construidos diagramas pseudoternarios com o objetivo de investigar a melhor
composicdo do sistema para a formacdo de uma microemulsdo A/O. Os vértices destes
diagramas sdo agua, mix de 6leos e mix de tensoativos. As microemulsdes sdo sistemas que
tem a caracteristica de ser opticamente translicidas, o que torna a investigacdo experimental de
sua composicao facilitada, pois é possivel identificar visualmente a formagéo deste sistema. 3
No primeiro diagrama (Figura 2 - Diagrama A) 36 amostras foram preparadas, variando de 10
em 10 % a concentracdo dos componentes dos Vértices, e classificando-as por sua aparéncia
visual em diferentes sistemas emulsionados: suspensdo, emulsdo clara, emulsdo liquida,
emulsdo sélida e microemulsdo. Através destas amostras, observou-se indicios de uma regido
promissora a formar microemulsdes, localizada proxima a amostra 5A (regido demarcada no
Diagrama A). Entdo um segundo diagrama (Figura 2 - Diagrama B) teve como objetivo
investigar melhor essa regido delimitada, em que mais 40 amostras foram preparadas dentro
desta regido: entre 8 a 14% de agua, 30 a 50% de 6leo mix e 40 a 60% de tensoativo mix.
Dentre as amostras realizadas, duas delas se destacaram como boas microemulsdes, a amostra
3B (8% agua 46% de 6leo mix e 46% de tensoativo mix) e 14B (10% agua, 44%, de 6leo mix
e 46% de tensoativo mix). Essas foram submetidas a um teste de estabilidade visual durante 10
dias, aonde a amostra 14B se demonstrou mais estavel e, portanto, foi selecionada para a

continuacdo dos estudos. A composicdo da microemulsdo 14B esta na Tabela 1.
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Diagrama A Diagrama B

Tensoatlvu Tensoativo
Mix

AVAVAVAVAVAV
AVAVAVAVAVAVAVA
YAVAYAYAVAVAVAVAVA
AVAVAVAVAVAVAVAVAVA
AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA
ININININS N/ \WAVAVAN

- 1 frua Bleo” 3 oz 1x 1 Agua
Mix Mix

© Suspensao O Emulséo clara © Emulséo liquida O Microemulsao

Figura 2. Diagramas pseudoternarios

Incorporacéo do cloridrato de donepezila & microemulsdo otimizada

Segundo a plataforma de predicdo SwissADME o DONE, é classificado de pouco a
moderadamente soltvel em agua. A solubilidade méxima que conseguimos obter foi de 6 mg
mL1. Uma microemulsdo A/O contendo 6leo de babagu foi otimizada conforme concentracdes
mostradas na Tabela 1. Uma solucdo de 5 mg mL™* de DONE preparada em agua ultrapura foi
utilizada como fase aquosa para a producdo da formulagdo, obtendo com sucesso a
microemulsdo sem alteragdes significativas na estabilidade da formulagdo em termos visuais
comparando-se com a branca (sem farmaco). A concentracdo tedrica de farmaco na

microemulsdo é de 0,5 mg de farmaco por grama de formulacéo.

Figura 2. Microemulsdes branca a esquerda (indicadas com B1, B2 e B3) e microemulsdes-
DONE a direita (indicadas com DONE 1, DONE 2 e DONE 3)
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Tabela 1. Composi¢cdo da microemulsdo desenvolvida e otimizada

Composigdo da microemulséo

Componentes Percentual (m/m %)
Oleo de babagu 17,8
TCM 26,2
Agua/DONE 10
Span® 83 29,7
Tween® 80 7,1
Transcutol® HP 9,2

Caracterizacdes fisico-quimicas

As formulacgdes, branca e com DONE, foram submetidas a uma série de caracterizagdes
fisico-quimicas, com o objetivo de caracterizar o sistema e comprovar que é efetivamente uma

microemuls&o. Os resultados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizages fisico-quimicas das microemulsdes

Caracterizacles

Tamanho de Liberacdo em Permeacdo

pH Condutividade Teor . indice de
. Ak ot goticula L 5 24 horas em 24 horas
aparente (1S cm™) (mg mL™?) (nm)+ polidispersédo (%) %)
Microemulsdo | 7 49, .01 1801 - 27,91+0,73 0,069 +0,041 - -
-Branca
M"ig’g&‘gsa‘) 780+019  10+01 054005 2264+049 0093+0045  135+19 82+16

Diferengas entre as médias foram analisadas por teste t-student e estdo marcadas com * p < 0,05 e *** p < 0,001.

A microemulsdo branca, assim como a microemulsdao-DONE, apresentaram um valor
de pH aparente neutro, préximo de 7, sendo que a microemulsdo-DONE ¢€ ligeiramente mais
béasica (p < 0,05). A condutividade das formulacbes se apresentou com valores de 1,8 £ 0,1 e
1,0 £ 0,1 pS cm™ para a microemulsdo branca e com farmaco respectivamente (p < 0,001).
Ambas estando dentro da faixa de condutividade esperada para microemulsdes A/O, em que a

fase externa é composta majoritariamente por 6leos e tensoativos.

O tamanho de goticula esperado para as microemulsdes é geralmente entre 10 e 100

nm.** O tamanho de goticula da microemuls&o branca e da microemuls&o-DONE é 27,91 nm +
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0,73 e 22,64 nm = 0,49 respectivamente (p < 0,001), o que corrobora que o sistema
desenvolvido é uma microemulsdo. O indice de polidispersdo obtido nas andlises indica que a
distribuicdo das goticulas na formulacdo € homogénea e ndo apresentou diferenca estatistica

das médias entre as amostras com e sem DONE.

Método analitico para quantificacdo do DONE

A Farmacopéia Brasileira ndo possui um método de analise descrito para a quantificacao
do DONE, entdo o método foi desenvolvido em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com base em alguns artigos cientificos encontrados na literatura. 3**Ap6s alguns
testes, foi possivel otimizar e desenvolver um método analitico isocratico, simples e rapido
(Tabela 3), além de sensivel ao DONE encapsulado nas microemulsdes. O método se
demonstrou linear na faixa de 0,1 a 10 ug mL%, com um coeficiente de correlagdo linear (r2) de
0,9991. Este método de analise também mostrou uma excelente precisdo, obtendo um
coeficiente de variancia de 4,1 % entre amostras e um coeficiente de variancia de 1,2 % inter-
dia. A especificidade deste método foi verificada com uma amostra de microemulsdo branca,
aonde nenhum componente da formulacdo absorveu no tempo de retencdo do DONE (Figura

3), mostrando que o método é especifico.

Tabela 3. Pardmetros do método de analise do DONE no CLAE desenvolvido e validado

Método analitico - cloridrato de donepezila

Modo Isocratico

Fase estacionaria 150 x 4,6 x 5um (C-18)

Tampéo Fosfato pH 2 — 71%
Acetonitrila — 29%

Fases Moveis

Comprimento de onda 268 nm
Tempo de retencéo 4,57 min
Tempo total 8 min
Temperatura Coluna 33°C
Volume de Injecéo 25 pL

Fluxo 1 mL mint
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Figura 3. Cromatograma do método analitico desenvolvido. A- Cromatograma do DONE, B-

Cromatograma da microemulséo otimizada branca

Quanto a exatiddo do método, primeiramente foram realizadas 3 dilui¢des, baixa (0,5
ng mL71), média (5 pg mL™?) e alta (10 pg mL™?). Porém, apds uma exaustiva extragio, nio foi
possivel chegar a um valor aceitavel, entdo uma quarta dilui¢cdo, denominada muito baixa (0,25
ug mL?) foi realizada, chegando entdo a um valor de 0,27 pg mL™ + 0,02 de DONE recuperada
da matriz de microemulséo apresentando um erro relativo igual a 8,69% =+ 4,2, sendo entdo um
valor aceitavel, o que torna o método analitico exato para concentragdes muito baixas. Assim,
as andlises de teor das microemuls@es foram realizadas nessa faixa de concentracdo denominada

muito baixa.

Estudo da cinética de liberacdo e permeacdo do cloridrato de donepezila a partir das

microemulsdes

Um ensaio piloto para avaliar os diferentes meios de liberagcdo foram realizados

utilizando inicialmente &gua ultrapura, porém nas analises destas amostras, ndo foi possivel
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identificar nenhum pico no tempo de retencdo do DONE. Isto pode ter acontecido pelo fato do
DONE ter uma grande afinidade com a porcéo lipofilica (log P 3,56), ficando retido na parte
oleosa da formulacgéo, 44% em massa de sua composi¢cdo. Entdo meios de liberagéo diferentes
foram avaliados e o que apresentou um melhor resultado neste ensaio foi o tampao fosfato pH
7,2, em que se observou uma liberacdo maior de farmaco, sendo este escolhido como meio de

liberacdo para os testes posteriores.

O perfil de liberagdo do DONE da formulacdo esta mostrado na Figura 4. Através deste
ensaio é possivel verificar a liberagdo controlada do farmaco propiciada pela formulacéo
diferentemente do controle (p < 0,001). Ap6s 1 h de ensaio o grupo controle ja alcanca 92 % +
15,49 liberado, enquanto ap6s 72 h de ensaio a microemulsdo liberou 19,67 % + 2,75 do
farmaco encapsulado. Ao decorrer do tempo, o percentual do farmaco é sempre crescente, ou
seja, ele esta sendo liberado da formulagdo, o que pode indicar uma liberagdo completa do
DONE em um tempo maior, sendo uma caracteristica interessante para a administracdo

transdérmica, que influenciaria no nimero de aplicagdes ampliando o intervalo entre as

dosagens.
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Figura 4. Ensaio de liberacéo realizado em saco de dialise com tampé&o pH 7,2 no meio
receptor de uma solucé@o aquosa de DONE (controle) e da microemulséo contendo DONE.

Dados representam média * desvio padrado (n = 3)
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O perfil de permeacdo do DONE da formulagio estd mostrado na Figura 5. E evidente
o controle que a formulacgao desenvolvida exerce sobre a passagem do DONE a partir da matriz
de microemulsdo para o0 meio receptor atravessando a membrana de celulose que simula a pele.
Quando comparamos os resultados do grupo controle a microemulsdo observamos dois perfis
totalmente distintos. No grupo controle, todo o farmaco é liberado em poucas horas de ensaio
e, quando este esta encapsulado pela microemulsdo, a permeacao é extremamente mais lenta,
sendo que apos 30 h de ensaio alcanca 10,57 % * 1,98 do farmaco liberado. Além disso,
podemos observar que a formulacdo provoca uma reducdo da variacdo na quantidade de
farmaco permeado (reduzido desvio padrdo), isso pode sugerir que a administragdo
transdérmica do DONE encapsulado na microemulsdo estudada, poderia apresentar baixa
variacdo inter-paciente. Esta propriedade também foi observada em uma microemulsdo
comercial, o Neoral®, através de um clinical trial, em que se obteve uma grande melhora na
linearidade da dosagem e no perfil farmacocinético, entre pacientes, de ciclosporina A quando

encapsulada na microemulsdo (Neoral®), comparada a formulacéo original Sandimmune®.%’
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Figura 5. Ensaio de permeacao realizado em célula de difuséo de Franz com tamp&o pH 7,2 no meio
receptor de uma solucé@o aquosa de DONE (controle) e da microemulsdo contendo DONE. Dados
representam média + desvio padréo (n = 4)

Ambos 0s ensaios, permeacao e liberacdo, ndo resultaram em uma liberacdo completa
do farmaco no meio. Isto pode ter ocorrido devido ao fato de a formulacdo desenvolvida ser

fisicamente bastante viscosa, ndo apresentando um transporte de massa facilitado. Entéo a
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difusdo do farmaco presente na parte da amostra que ndo esta diretamente em contato com a
membrana acaba sendo dificultada, pois ndo entra em contato com 0 meio receptor,
prejudicando a saida do farmaco. Outro fator que pode estar dificultando a liberacéo do farmaco
encapsulado é a afinidade lipofilica (log P 3,56) do DONE e uma solubilidade em agua

reduzida, tornando ndo muito favoravel a migracéo do farmaco para o meio de liberacéo.

Diversos estudos mostram que as microemulsdes tém a capacidade de aumentar a
permeacdo/liberacdo de um farmaco, porém isso depende de diversos fatores como a
composicdo, organizacdo e propriedades fisico-quimicas do sistema. Microemulsées do tipo
O/A, mostram que a quantidade de fase aquosa presente no sistema tem a capacidade de
influenciar sobre a liberacdo do farmaco da formulacio,* onde observa-se uma maior liberagio
de farmaco em menos tempo.®?3° A permeacdo do farmaco encapsulado também esta
relacionada a viscosidade da formulagao, em que de uma maneira geral, quando as formulagdes
possuem elevada viscosidade a permeacdo do farmaco diminui, porém isto acaba variando
muito de formulacéo para formulaco.3® Outro fator com grande influéncia na permeacio do
farmaco da formulacéo € a composicéo do sistema, dependendo do componente pode-se obter
uma aprimoragdo ou um decréscimo na permeacéo do farmaco,®® estando relacionado com a

capacidade desses sistemas em incorporar promotores de absorgio em sua composicao.*042

O ADLARITY® é um novo medicamento aprovado recentemente em 2022 nos EUA,
que administra 0 DONE pela via transdérmica, para o tratamento da doenca de Alzheimer. !
Este medicamento é composto pelo DONE disperso em uma matriz em uma nova tecnologia
chamada Corplex™, desenvolvido pela empresa Corium, Inc, que é um adesivo de matriz
polimérica inovador, de acdo rapida e com perfil de longa duracdo. A existéncia de um
medicamento aprovado pelo FDA, como 0 ADLARITY®, ¢ de extrema importancia pois mostra
a viabilidade de administracdo transdérmica do cloridrato de donepezila.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de uma microemulsdo A/O foi otimizada com sucesso sendo
possivel a incorporacdo do farmaco cloridrato de donepezila, sem alterar significativamente a
estabilidade e as propriedades fisico-quimicas quando comparada a formulagdo branca. A

formulacéo desenvolvida obteve uma baixa condutividade o que corrobora que a organizagédo
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do sistema é do tipo agua em 6leo. O tamanho de goticula esta dentro da faixa caracteristica de
microemulsdo, comprovando a formacéao deste sistema. Um método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado em termos de especificidade, linearidade, precisdo
e exatidao, esse ultimo para uma faixa especifica de concentracdo de DONE. Os ensaios in vitro
da cinética de liberacdo/permeacdo do farmaco, mostraram que a formulagdo desenvolvida
controla a saida do DONE para o meio receptor, sendo possivel uma liberacdo gradual e
continua do farmaco necesséaria para a via transdérmica de administracdo pretendida nesse
trabalho.
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