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O objetivo do presente estudo foi desenvolver formulagoes
geleificadas do lapachol, substincia de conhecida atividade
antiinflamatoria. Para otimizacdo das formulagoes, foi verificada
a influéncia da resina de Carbopol® empregada (934P, 940 e 941),
do pH da formulacao (5, 7 e 8), da concentragdo do principio
ativo (0,2%, 0,5% e 1,0%) bem como da incorporagdo de um
promotor de absor¢do (Polissorbato 80) na liberagdo in vitro do
lapachol utilizando células de difusao tipo Franz. Para tanto foram
usadas como barreiras membrana sintética Durapore® e pele de
rato albino tipo Wistar. Os resultados demonstraram que a adi¢do
do Polissorbato 80 na formulac¢do promoveu aumento significativo
na permeagdo do principio ativo através da pele estudada, exceto
para os géis contendo 0,2% de lapachol utilizando Carbopol® 934P
como agente geleificante. Estes géis apresentaram as melhores
taxas difusionais de lapachol, principalmente quando incorporados
em formulagoes com pH 8, nas concentragoes de 0,5% ou 1,0% de
principio ativo. Todavia as preparacdes contendo 1,0 % de principio
ativo apresentaram pequenos cristais de lapachol ndo solubilizados.
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INTRODUCAO

A administracao topica é conhecida como via alter-
nativa da administracao oral de ativos medicamentosos e
oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de
primeira passagem (Guy, 1985; Gwak et al., 2002 ). A ha-
bilidade de um farmaco presente em formulagdes topicas
em permear a pele depende da sua capacidade de libera-
cdo do veiculo para a pele, e da difusdo por esta barreira
para seu sitio de acdo. Sdo poucos os compostos de inte-
resse terapéutico que possuem propriedades fisico-quimi-

cas adequadas para penetrar rapidamente a epiderme via-
vel e principalmente o estrato corneo constituido por cé-
lulas ricas em queratina envolvidas em multiplas camadas
lipidicas que representam a principal barreira a permeagao
(Yokomizo, 1996; Shokri et al., 2001). Assim, varios ar-
tificios t€ém sido empregados objetivando reduzir a propri-
edade de barreira da pele e promover a penetragdo
transdérmica do farmaco (Chien, 1992).

Muitos farmacos encontram-se na forma de
eletrolitos fortes a moderadamente fracos de modo a pro-
porcionarem equilibrio de espécies ionizadas e ndo-
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ionizadas. Estas espécies afetam diretamente a penetracao
sendo a forma ndo-ionizada a que possui melhor
permeabilidade, embora estudos tém demonstrado que o
aumento na solubilizacdo do farmaco através da sua
ionizagdo pode proporcionar aumento da penetragdo e do
fluxo do farmaco (Zatz, 1983; Swarbrick et al., 1984,
Aunst ef al., 1990; Gwak et al., 2002 ). Uma estratégia
para aumentar a permeabilidade de determinados
farmacos € a incorporacao de promotores de absor¢ao na
formulacao (Barry, 1983; Moser ef al., 2001). Neste sen-
tido, tem sido demonstrado que estes compostos podem
alterar reversivelmente a composicdo e/ou organizagao
lipidica e protéica inter e intracelular do estrato cérneo,
proporcionando difusdo adequada do farmaco através da
pele (Santus et al., 1993; Yamane et al., 1995).

O lapachol [2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)-1,4]
¢ uma naftoquinona, que possui atividade antiviral,
antimicrobiana, antiinflamatoria e principalmente
anticancerigena. Nos estudos clinicos descritos na litera-
tura seja utilizando pacientes portadores de cervicites e
cérvico-vaginites cronicas (Wanick ef al.,1970), seja uti-
lizando pacientes portadores de bursite, otite, tendinite e
sinusite (Correia et al., 1988), a atividade antiiflamatoria
do farmaco foi comprovada.

Neste mesmo contexto, estudo preliminar de desen-
volvimento galénico e difusdo in vitro do lapachol incor-
porado em formas farmacéuticas geleificadas realizado
por Santos et al. (1991) mostrou a viabilidade da incorpo-
racao desse composto em formas topicas.

Assim, com base nos relatos anteriores e conside-
rando a via cutanea como alternativa e muitas vezes como
complemento de outras vias de administracao, o objetivo
deste trabalho consiste no desenvolvimento preliminar do
lapachol na forma gel utilizando ensaios de permeacao in
vitro, mediante a analise de aspectos como a influéncia da
resina de Carbopol ® empregada (934P, 940 ¢ 941), do pH
(5,7 ¢ 8), da concentracdo do principio ativo (0,2%, 0,5%
e 1,0%) e a incorporagdo de um promotor de absorcao
(Polissorbato 80) na penetracao do farmaco.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

O lapachol foi obtido do Instituto de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Os
reagentes empregados foram alcool etilico p.a., glicerina
p.a., acetona p.a., isopropanol p.a. ¢ DMSO p.a., obtidos
daMerck®. A matéria-prima Carbopol® dos diversos tipos,
a trietanolamina e o Polissorbato 80 foram obtidos da
GALENA. As membranas artificiais utilizadas nos ensai-

os de difusao in vitro foram de natureza celulosica com
poros de 0,44 mm da Millipore®. Para o ensaio de
permeacao in vitro utilizando pele animal, foram utiliza-
das amostras de pele de rato do tipo Wistar com peso en-
tre 280 ¢ 320 g, idade entre 3,0 e 3,5 meses, todos do sexo
masculino, previamente preparados para o experimento.
Para doseamento foi utilizado cromatografo a liquido de
alta eficiéncia HP-Série 1100 (Hewlet Packard), munido
de degaseificador, bomba quaternaria, injetor manual com
loop de 20 pL, coluna cromatografica Lichrosorb RP-18
250x4 mm (Merck), detector UV e integrador HP 3395.

Estudo de Solubilidade

Excesso de lapachol foi adicionado ao veiculo tes-
te e foram agitados por 48 horas. A suspensao foi filtrada
para obter solucao limpida. Os solventes utilizados neste
estudo foram acetona, etanol, isopropanol, DMSO, agua,
mistura etanol:glicerina (50:50) e (70:30). A concentracao
foi medida utilizando cromatografia a liquido de alta efi-
ciéncia (CLAE), utilizando coluna Lichrosorb RP-18
250x4 mm e fase movel constituida por metanol:solugao
aquosa de acido acético a 5% (80:20), detecgdo em UV a
278 nm(Fonseca et al., 2003).

Desenvolvimento das formas geleificadas

Partiu-se da fomulagdo desenvolvida por Santos et
al. (1991), na qual se empregou lapachol veiculado em
géis de Carbopol® 934, selecionando como referéncia
aquela que apresentou maior grau de cedéncia do fArmaco.
Com base nestes dados e nas caracteristicas do lapachol,
efetuou-se total de 27 formulagdes utilizando 3 tipos de
resinas de Carbopol®, variadas concentrac¢des de lapachol
(0,2%, 0,5% e 1,0%) e 3 faixas de pH das formulagdes (5,
7 e 8), como apresentado na Tabela I, fazendo-se variar um
parametro de cada véz. Os trés tipos de resinas emprega-
das foram: Carbopol® 941, que apresenta boa estabilida-

TABELA | — Composigao das 27 formulagdes, variando os
3 tipos de Carbopol® (941, 934P e 940), as concentracdes
de lapachol (0,2%, 0,5% e 1,0%) e o pH (5, 7 ¢ 8)

Composicao Quantidades (% p/p)
Carbopol® 934P, 941 ou 940 0,50

Glicerina/etanol (30:70) 40

Trietanolamina q.s.p. pH 5,0; 7,0 ou 8,0
Lapachol 0,2;050u 1,0

Agua destilada q.s.p. 100
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de em formulagdes topicas inclusive as que apresentam
substéncias idnicas, Carbopol® 934P, considerado exce-
lente para uso em transdérmicos e topicos, e Carbopol®
940, que produz géis hidroalcodlicos com 6tima clarida-
de (Goodrich, 1997).

Estudos de permeacao in vitro

O estudo foi realizado utilizando seis células de
Franz interligadas a um banho termostatizado, estabiliza-
do a 37 °C e dispostas nos respectivos pontos de uma pla-
ca magnética, promovendo agitacdo constante do meio
receptor. O volume e a drea difusional do compartimento
doador correspondiam a aproximadamente 1,5 mL e
1,15 em?, respectivamente, ¢ o volume do compartimen-
to receptor correspondia a aproximadamente 5,5 mL.
Quantidade em torno de 150 mg do gel foi colocada no
compartimento doador e o meio receptor utilizado foi o
tampao de fosfato pH 7,0. Em intervalos de tempos pré-
determinados, coletou-se todo o liquido receptor, reabas-
tecendo o volume total retirado imediatamente com o pro-
prio liquido receptor na mesma temperatura. No estudo in
vitro, membranas sintéticas foram utilizadas, sofrendo
hidratacdo em agua destilada por 24 horas antes da mon-
tagem nas células de difusdo. Para o estudo de permeacao
utilizando pele animal, ratos albinos adultos, tipo Wistar,
foram sacrificados através de exposi¢do ao éter
(Crevoisier et al., 1974). A pele fresca foi removida por
excisdes da regido abdominal e dispostas nas células de
difusdo tipo Franz com a derme em contato com o compar-
timento receptor (Franz, 1975). O lapachol foi analisado
por espectrofotometria. Todas as formulag¢des estudadas
foram testadas por este método, para posteriormente ser-
vir como parametro para defini¢do da melhor preparagao.

Andlise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizados a Analise de
variancia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A solubilidade do lapachol nos diferentes solventes
analisados encontra-se descrita na Tabela II.

A partir destes dados e dos trabalhos anteriormente
descritos (Santos et al., 1991), escolheu-se o sistema
solvente etanol/glicerina e passou-se a preparar formula-
¢Oes com variadas proporgdes deste sistema (100%
glicerina, 70% glicerina: 30% etanol, 70% etanol: 30%
glicerina e 50% etanol: 50% glicerina). Assim, realizou-
se estudo preliminar de permeacao in vitro utilizando es-

TABELA Il — Solubilidade do lapachol em diversos
solventes determinados a temperatura ambiente

Solventes Solubilidade (mg/mL.)
Acetona 13,88

Etanol 07,80

Isopropanol 22,81

DMSO >100,00

Agua <0,0087
Etanol/glicerina (50/50) 03,58

Etanol/glicerina (70/30) 05,00

tas propor¢des como sistema solvente do lapachol. Obser-
vou-se maior difusdo das formulagdes com a proporcao
etanol 70%: glicerina 30%, sendo estas concentracodes
utilizadas na preparagao dos géis das etapas seguintes
(dados nao publicados).

Dentre os varios fatores que podem influenciar a
penetragdo cutanea dos farmacos, o pH do veiculo, a so-
lubilidade no veiculo e a viscosidade do gel sdo trés fato-
res importantes a considerar. O pH exerce sua agao promo-
vendo a presenca de formas ionizadas e moleculares do
farmaco e estas deveriam mostrar comportamento de pe-
netracao diferentes (Kushla et al., 1991). O emprego de
trés faixas distintas de pH (5, 7 e 8) mostrou ser um
parametro significativo ao se avaliar os perfis cinéticos
difusionais de lapachol a partir dos géis (ANOVA,
p<0,05). Os melhores perfis difusionais, considerando
apenas o parametro pH, foram aqueles observados nas
formulagdes com pH 8 utilizando Carbopol® 934P ( Figu-
ra 1), ocasionado talvez pelo fato do lapachol ser um aci-
do fraco e ter sua solubilidade aumentada neste pH.

Como o aumento da concentracdo do farmaco na
formulagdo eleva a atividade termodinamica do sistema,
aumentando conseqlientemente o fluxo, foi realizada
mudanga na concentragdo inicial do farmaco variando até
concentragdes supersaturadas com o intuito de promover
a permeagdo. Assim, observou-se aumento proporcional
na cedéncia global do farmaco com a modificagdo na con-
centracao de 0,2 para 0,5%. Todavia, quando esta ultima
dose foi aumentada em 100%, passando de 0,5 para 1,0%
de principio ativo, nao se verificou uma duplicagao na li-
beracao do lapachol para todos os casos. Isto pode ser
explicado devido, entre outros, a saturacao deste no vei-
culo. Fato observado principalmente devido a presenca de
cristais de lapachol no veiculo ( Figuras 1 ¢ 2).

A atuacgdo do tipo de resina de Carbopol® na
permeacao in vitro do lapachol a partir dos géis estudados
foi avaliada e pode-se constatar que os perfis cinéticos dos
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FIGURA 1 — Permeacio in vitro de lapachol (ug/cm?) a partir de géis de Carbopol® 934P em fun¢do do pH, nas

concentragdes 0,2%, 0,5% e 1,0% de lapachol.

géis contendo 0,2 e 1,0% de lapachol indicaram diferen-
c¢a significativa entre o uso dos polimeros estudados. Des-
tes, os melhores valores difusionais foram observados
com o emprego de Carbopol® 934P e os menores foram
caracterizados pelo uso do Carbopol® 941 como demons-
trado na também na Figura 2. Nos géis a 0,5% de lapachol,
ndo houve influéncia significativa com a variagao do tipo
de Carbopol®.
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FIGURA 2 — Quantidade total liberada apds 6 horas de
cinética in vitro de lapachol (ug) a partir de géis de

carbopol® 934P, 940 ¢ 941 em pH 8,0, nas concentra¢des
0,2%, 0,5% e 1,0% do lapachol.

Foram selecionados os géis de Carbopol® 934P ¢
941, a pH 8, nas concentragdes 0,2%, 0,5% ¢ 1,0% de
lapachol, com e sem a incorporagao do promotor de absor-
¢ao Tween® 80 a 0,025% para estudo de permeagao utili-
zando pele animal. Estes dois polimeros foram seleciona-
dos por apresentarem respectivamente as preparagoes

onde ocorrem maiores e as menores taxas de liberacdo in
vitro do lapachol nas condi¢cdes experimentais anterior-
mente descritas. Os tensoativos tém sido empregados
como promotores de penetrac¢ao para varios farmacos atu-
ando por dois mecanismos diferentes: interagdes e liga-
¢oes com filamentos de queratina, resultando em desorga-
nizagdo dos cornedcitos e fluidizagdo e conseqiiente
solubilizacdo do estrato corneo. O Polissorbato 80 age
pelos dois mecanismos, pois contém em sua estrutura o
oxido de etileno e uma longa cadeia hidrocarbonada, que
confere caracteristicas hidrofilas e lipofilas a molécula
(Shokri et al., 2001). A presenga do tensoativo teve influ-
éncia consideravel sobre o grau de cedéncia do lapachol
(p< 0,05, ANOVA ¢ teste t pareado) e 0 aumento na con-
centracdo de lapachol foi significativo na liberagao do
principio ativo, no entanto ndo manifestou perfil
difusional diretamente proporcional ao seu crescimento
(Figura 3). A incorporagdo do Polissorbato 80 foi signifi-
cativa nas preparagdes a 0,2% e 0,5% de lapachol, como
demonstrado pelo valores de fluxo na Tabela III, em que
ocorreu aumento do fluxo com a incorporacdo do
Polissorbato 80 nestas formulagdes. Nao houve diferenga
entre o uso dos polimeros de Carbopol® (934P ¢ 941), no
entanto, ocorreu distingdo somente nos géis a 1,0%, no
qual os géis com Carbopol® 934P apresentaram melhores
perfis e fluxo bastante superior aos géis com Carbopol®
941(teste t pareado, p<0,05).

Assim pode-se concluir que o estudo de permeagao
in vitro do lapachol sobre Células de Franz mostrou que o
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principio ativo apresenta boa difusibilidade através de
membrana artificial e pele animal, cujos melhores perfis
foram observados com os géis de Carbopol® 934P a pH 8,
com 0,5% e 1,0% de lapachol e o percentual de liberacao
das preparagdes foram bem maiores que os relatados em
trabalhos publicados anteriormente. O principal fator in-
cidente sobre a liberacao do lapachol foi o pH e embora os
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outros tenham apresentado algumas alteragdes significa-
tivas nos perfis difusionais o gel de Carbopol® 934P com
pH 8 e 0,5% de lapachol parece ser a melhor opgao entre
as preparacdes estudadas. Atualmente, os primeiros ensai-
os farmacoldgicos in vivo com animais corroboraram es-
tes resultados, cujo trabalho sera apresentado posterior-

mente.
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FIGURA 3 — Permeagdo in vitro de lapachol (ng/cm?) a partir de géis de Carbopol® 934P e 941 nas concentragdes 0,2%,
0,5% e 1,0% de lapachol a pH 8,0 em fungdo da presenga de Tween® 80 (0,025%).

TABELA 111 — Fluxo de liberacao do lapachol das diferentes formulagdes utilizadas nos ensaios in vitro utilizando pele

animal
Parametros modificados Fluxo* (mg/cm?/hora)
lapachol (%) Tween® 80
0,2 com 6,66
sem 6,32
Carbopol 934p 0,5 com 9,15
sem 6,27
1,0 com 19,71
sem 16,13
0,2 com 10,25
sem 5,44
Carbopol 941 0,5 com 11,11
sem 6,78
1,0 com 5,81
sem 5,05

* Calculado na porg¢ao linear da curva (“steady state™)
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ABSTRACT

Preliminary development of lapachol gel:
in vitro permeation study

The scope of this work was to develop two gel
formulations containing lapachol, substance with known
anti-inflammatory activity. In order to achieve a more
effective topical delivery, the effects of vehicles and
enhancers were evaluated. The influence of the Carbopol®
resin (934P, 940 and 941), the pH of the formulation (5, 7
and 8), the concentration of the active (0.2%, 0.5% and
1.0%) and the incorporation of Tween® 80 were
investigated. A series in vitro permeation studies were
conduct in classical Franz-type diffusion cells using
Durapore® synthetic membranes and Wistar mouse skins
as barriers. Through the careful analyse of the data
obtained, we could observe that the addition of Tween® 80
leads to a significant increase in the in vitro diffusion of
the active, except for the formulations containing
Carbopol® 934P and 0.2% of lapachol. The formulations
assayed presented best in vitro diffusion rates of lapachol
at pH 8 when 0.5% or 1.0% of the active was added.
However, the preparations containing 1.0% of drug
presented little insoluble crystals of lapachol.

UNITERMS: Lapachol. Gels. In vitro diffusion.
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