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RESUMO

O enrofloxacino ¢ um antimicrobiano pertencente a classe fluoroquinolonas,
sendo utilizado na pratica veterinaria no tratamento de doengas respiratorias e infecgdes
gastrointestinais em animais de pequeno e grande porte. O enrofloxacino esta disponivel
comercialmente na forma injetdvel e de comprimidos, ndo sendo encontrado na forma
semissolida. Entre as formulagdes semissolidas, aquela que permite a administracdo por
via transdérmica mostra-se como eficaz na administracdo de medicamentos de uso
veterinario, ja que ndo possui os inconvenientes da administragdo oral. Entretanto, além
da determinagdo da permeacdo cutidnea e biodisponibilidade deste tipo de forma
farmacéutica, sdo necessarios estudos que envolvam o desenvolvimento farmacotécnico
em conjunto com estudos de estabilidade, tanto do ativo inserido como da base utilizada
na formulacdo. Entre as bases disponiveis para administracdo de ativos por via
transdérmica podemos citar o Pentravan®, que ¢ uma emulsdo 6leo em 4gua que permite
a permeacao transdérmica, uma vez que se trata de uma matriz fosfolipidica. O presente
estudo teve como énfase a preparacdo, caracterizacdo e avaliagdo preliminar da
estabilidade fisico-quimica, de uma formulagdo semissolida de enrofloxacino 0,5%
utilizando a base Pentravan® como veiculo. Diferentes solventes foram avaliados para
solubilizagdo do enrofloxacino e posterior incorporacdo na base. A caracterizacdo da
formulagdo foi realizada a partir dos seguintes testes: aspecto visual, tamanho de
particula, perfil reologico, perfil espectral (na regido do Infravermelho Médio), perfil
por calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise microscopica. A estabilidade
da formulagdo foi avaliada preliminarmente apds armazenagem da formulagdo nas
temperaturas de 30°C e 45°C e determinagao do perfil reoldgico em um intervalo de 10
dias, por um periodo de 30 dias. No presente estudo pode-se concluir que o modo de
incorporagdo, bem como o solvente de solubilizacdo do farmaco influenciaram nas
caracteristicas da formulacdo, alterando aspectos importantes como tamanho de

particula e viscosidade.

Palavras-chave: Enrofloxacino, Pentravan®, Estabilidade.



ABSTRACT

Enrofloxacin is an antimicrobial belonging to the fluoroquinolones class and is
used in veterinary practice in the treatment of respiratory diseases and gastrointestinal
infections in small and large animals. Enrofloxacin is available commercially in tablet
and injectable form and is not found in the semisolid form. Among the semi-solid
formulations, that which allows transdermal administration is shown to be effective in
administering veterinary medicinal products, since it does not have the drawbacks of
oral administration. However, in addition to the determination of cutaneous permeation
and bioavailability of this type of pharmaceutical form, studies involving
pharmacotechnical development are required together with stability studies of both the
inserted active as well as the base used in the formulation. Among the bases available
for transdermal administration of active substances we can mention Pentravan®, which
is an oil-in-water emulsion that allows transdermal permeation, since it is a
phospholipid matrix. The present study emphasized the characterization and preliminary
evaluation of the physical-chemical stability of a semi-solid formulation of enrofloxacin
0.5% using the Pentravan® base as vehicle. Different solvents were evaluated for
solubilization of enrofloxacin and subsequent incorporation into the base. The
characterization of the formulation was performed from the following tests: visual
aspect, particle size, rheological profile, spectral profile (in the region of the Middle
Infrared), differential scanning calorimetry profile (DSC) and microscopic analysis. The
stability of the formulation was preliminarily evaluated after storage of the formulation
at temperatures of 30 ° C and 45 ° C and determination of the rheological profile every
10 days for a period of 30 days. In the present study it can be concluded that the mode
of incorporation as well as the solubilizing solvent of the drug influenced the
characteristics of the formulation, changing important aspects such as particle size and
viscosity.

Key words: Enrofloxacin, Pentravan®, Stability.
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1 INTRODUCAO

O enrofloxacino ¢ um antibiotico pertencente a classe fluoroquinolonas, sendo
utilizado na pratica veterinaria no tratamento de doengas respiratorias e infecg¢des
gastrointestinais em animais de pequeno e grande porte (MARTINEZ, MCDERMOTT,
WALKER, 2006). O enrofloxacino estd disponivel comercialmente na forma injetavel e
comprimidos, ndo sendo encontrado na forma semissolida.

Entre as formulagdes semissolidas, aquelas que permitem a administragdo por
via transdérmica podem ser eficazes para administra¢do de medicamentos de uso
veterinario, ja que ndo possuem os inconvenientes da administracdo oral. Entretanto,
além da determinagdo da permeacdo cutinea e biodisponibilidade deste tipo de forma
farmacéutica sdo necessarios estudos que envolvam o desenvolvimento farmacotécnico
em conjunto com estudos de estabilidade tanto do ativo inserido bem como da base
utilizada na formulagao.

Entre as bases disponiveis para administracdo de ativos por via transdérmica
podemos citar o Pentravan®, que é uma emulsio 6leo em 4dgua que permite a permeagio
transdérmica, uma vez que se trata de uma matriz fosfolipidica (ALMEIDA, K., et
al.,2014). Esta base encontra-se disponivel comercialmente e, segundo o fabricante,
possui elevada afinidade com a pele.

Diferentes autores desenvolveram formula¢des semissolidas contendo

® como base

enrofloxacino na concentragdo de 0,5% utilizando o Pentravan
transdérmica (KIRILOV et al, 2015; DUCROTTE-TASSEL et al, 2016 e 2017).
Entretanto ndo foram encontrados na literatura estudos que caracterizem a formulagdo e
avaliem a sua estabilidade fisico-quimica.

Desta forma, este trabalho tem por objetivo desenvolver formulagdo
transdérmica contendo enrofloxacino 0,5% utilizando a base Pentravan®™ como veiculo

bem como avaliar a estabilidade fisica da formulagdo por um periodo de 30 dias, nas

temperaturas de 30°C e 45°C.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 USO DE QUINOLONAS NO TRATAMENTO DE INFECCOES

Na década de 1980, apds intensas pesquisas realizadas a partir das primeiras
quinolonas, deu-se origem as denominadas quinolonas de segunda geracdo, as
fluoroquinolonas (APPELBAUM., 2000).

As fluoroquinolonas diferenciam das quinolonas de primeira geragdo por
possuirem a combinagdo de um atomo de flior e um grupo piperazinil. As principais
representantes deste grupo sdo: enrofloxacino (uso veterinario), norfloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, lomefloxacina e a perfloxacina. Esta associagdo levou a um
maior espectro de acdo, aumentando a capacidade das quinolonas penetrarem na parede
bacteriana levando, consequentemente, a uma melhor atividade contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, atingindo um perfil farmacocinético melhor (SOUSA,
2007).

O enrofloxacino ¢ um antibiotico sintético derivado das fluoroquinolonas com
atividade de amplo espectro, amplamente utilizado em medicina veterinaria. Esta
fluorquinolona foi a primeira desenvolvida para aplicagdo veterinaria, sendo utilizada
para o tratamento em bovinos, suinos, aves, caes e gatos (SOUZA et al., 2006; ELMAS
et al., 2007). Possui rapida absorc¢do, metabolizacdo e distribuigdo no organismo. O seu
mecanismo de acdo se da através da inibicdo das topoisomerases bacterianas do tipo II,
também conhecidas como DNA girase, impossibilitando a extensdo do espiralamento
das cadeias de DNA, levando a morte bacteriana. Porém, devido a sua elevada
toxicidade, nao ¢ utilizado na medicina humana (RANG et al., 2004; BARREIRO &
FRAGA, 2008). A Figura 1 mostra o ciclo da sintese do DNA bacteriano ¢ alguns
grupos de antibacterianos atuantes, incluindo as fluorquinolonas.

O enrofloxacino foi a primeira fluorquinolona desenvolvida especialmente para
o uso veterinario sendo prescrita com sucesso desde 1989 devido englobar muitas
espécies de animais e disponibilizada no mercado em diferentes formas farmacéuticas
como comprimidos, solu¢do oral e injetavel. No entretanto sdo poucos os estudos os
quais relatam sobre avaliagdo da estabilidade deste farmaco inserido nas diferentes
formas farmacéuticas.

O enrofloxacino encontra-se disponivel comercialmente em diferentes

~ A g . .. ®
concentragdes e formas farmacéuticas, entre elas podemos citar: comprimidos (Baytril ",
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Centril®, Enropet®, Duotri11®, Zelotril® e Bioﬂoxacin®) e injetaveis (Baytril®, Flotril® e

Enrofloxacino”™). Nio estio disponiveis comercialmente formulagdes semissolidas

contendo enrofloxacino. Neste contexto, uma formulagdo semissolida utilizando base

transdérmica como veiculo poderia configurar como uma alternativa para a liberagdo

sistémica deste farmaco.

E um fiarmaco com baixa solubilidade em 4gua e pHs acido. O principal

metabolito ativo do enrofloxacino ¢ o ciprofloxacino, ambos possuem carater anfotero,

com valores de pkal entre 5,5 e 6,0 e pka2 entre 7,7 e 8,7. O equilibrio de ionizacdo

para o enrofloxacino ¢ apresentado na Figura 2 e ¢ valido para outras fluorquinolonas

com grupos piperanzila em sua estrutura (TURIEL et al., 2003).
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Figura 1: Sintese do DNA bacteriano e atuag@o de algumas classes de antibacterianos.

Fonte: Websres( 2005).
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Figura 2: Estruturas e equilibrio de ionizac¢ao do enrofloxacino.

2.2 AVALIACAO DA QUALIDADE DE MEDICAMENTOS DE USO
VETERINARIO

Um dos aspectos que culminou para o desenvolvimento do controle e qualidade
em uma industria farmacéutica diz respeito a validacdo de metodologias que irdo atestar
a qualidade do produto final. Entre as metodologias a serem desenvolvidas para
controle de qualidade podemos citar aquelas aplicadas a matéria-prima como
identificacdo, pureza, presenca de substancias relacionadas e aqueles referentes ao
controle de qualidade do produto final como determinagdes fisico-quimicas (FORESTI,
G et al, 2015). A industria farmacéutica de produtos veterinarios no Brasil possui
regulamentos sobre as Boas Praticas de Fabricacdo estabelecidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (FORESTI, G et al, 2015).
Mundialmente, um dos setores que regulamenta e orienta a produgdo e controle de
qualidade de medicamentos de uso veterinario ¢ o VICH (International Cooperation on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Veterinary Medicinal

Products) (VICH, 2006).

2.3 FORMAS FARMACEUTICAS TRANSDERMICAS

O primeiro sistema transdérmico foi oficialmente aprovado em 1979 pelo FDA
(Food and Drug Administration) e tem o nome Transderm Scop®. Este medicamento
tinha como funcdo prevenir ndusea e vOmito associados a viagens, em especial as
maritimas (ANSEL HC et al., 1999). Corriqueiramente esta formulagdo através de seu
modo de administracdo tem se destacado na industria farmacéutica, e em 2007 estimou-
se a produgdo de um bilhdo de medicamentos transdérmicos no mundo (ROCKVILLE

MD. 2007).
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Atualmente, estes produtos s@o bem aceitos como uma forma de conseguir a
liberacdo de medicamentos para o sistema circulatorio através da pele (PRAUSNITZ
MR et al., 2004). Em relag@o a produgdo desta forma farmacéutica, diferentes métodos
estdo descritos na literatura tanto em escala industrial quanto magistral e estes
medicamentos podem estar disponiveis em diversas formas como adesivos, lipossomas
e microemulsdes. Cada uma destas formas tem caracteristicas e fungdes especificas que
sdo levadas em conta no desenvolvimento da formulacio (PRAUSNITZ MR et al.,
2008; KOGAN A et al., 2006).

A medicacdo por via transdérmica consiste na aplicagdio de uma forma
farmacéutica semissolida sobre a pele com consequente liberacdo e absorcdo do
farmaco por permeacdo cutidnea. Apos esta etapa, o farmaco atinge tecidos subjacentes
ou mesmo a corrente sanguinea, para uma absorcdo sistémica, ndo sofrendo assim
metabolismo de primeira passagem (PRISTA, L. N et al., 2008; VIANNA, D. R et al.,
2010). Diferentes bases transdérmicas sdo disponibilizadas no mercado farmacéutico
como carreadores e/ou promotores de absorcdo para farmacos (GILMAN AG et al,,

2004), dentre elas podemos citar a Pentravan” e Organogel.

2.4 BASE TRANSDERMICA PENTRAVAN®

O Pentravan® ¢ uma emulsdo de 6leo em 4gua que usa tecnologia lipossomal
para garantir sua reprodutibilidade e penetracdo transdérmica de ingredientes
farmacéuticos ativos. Esta base possui algumas vantagens, tais como: facilidade de
preparacdo, boa estabilidade fisica, evita efeito de primeira passagem hepatica e
impossibilita possiveis interagdes do farmaco com o alimento e com a flora intestinal
(ALLEVATO et al, 2007). Suas caracteristicas organolépticas sdo: creme denso
amarelo, com leve odor de lecitina, sendo que, sua coloracdo pode variar, de amarelo
claro ao amarelo escuro, devido a presenga de lecitina (FAGRON®).

A formulagdo desta base ¢ composta pelos seguintes constituintes: miristato de
isopropila, lecitina (soja), palmitato isopropilico, hidroxitolueno butilado (BHT),
simeticona, uréia, sorbato de potassio, estearato de polioxil 40, acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), alcool cetilico, alcool estearico, monoestearato de glicerina, acido
sorbico, acido benzoico, carbomero 940 e tampao com acido cloridrico (FAGRON®,
2018). Esta base destaca-se por ser uma das alternativas de veiculo em formulagdo

transdérmica por ser uma emulsdo pronta para uso. Apresenta praticidade na vinculagao
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do farmaco ao veiculo, além de ser semelhante a camada fosfolipidica da pele,
tornando-a compativel e permeével.

Existe na literatura diversos estudos que comprovam a eficacia da Pentravan®
em relag@o a sua permeabilidade. Estes estudos demonstram que essa emulsdo pode ser
veiculada a testosterona, progesterona, estriol, 17p-estradiol, cetoprofeno,
ciclobenzaprina, nifedipina e resveratrol, os quais obtiveram penetrabilidade
satisfatoria, sendo esses ja disponiveis no mercado (ALMEIDA et al., 2014).

A incorporacdo de enrofloxacino na base Pentravan® foi estudada por Kirilov et
al. (2015) e Ducroté-Tassel et al. (2016 e 2017). O primeiro autor investigou a absor¢ao
percutdnea do enrofloxacino, a partir de duas formulacdes transdérmicas, creme
Pentravan” e organogel LMOG por meio de testes ex-vivo na pele de orelha de porco de
duas formulacdes contendo 0,5% de enrofloxacino. Em intervalos apropriados até 120
h, amostras de difusdo foram tomadas e analisadas usando ensaios de CLAE. Perfis de
permeagdo foram estabelecidos e neste estudo ex-vivo, os valores de fluxo foram de
0,35 pg.em > h' para Pentravan® e 1,22 pg.em > h™' para organogel LMOG,
correspondendo respectivamente a 7,9% e 29,3% de enrofloxacino absorvido apo6s 120
h. O tempo de laténcia (Tlag) de Pentravan® e organogel foi de 6,32 e 0,015 h,
respectivamente. O tempo de absor¢do para atingir a concentracdo do farmaco (2
ng.mL™") no receptor, foi de 60 h com Pentravan®™ e 30 h com o organogel, sugerindo
uma terapia medicamentosa mais eficaz com este ultimo. O enrofloxacino contido no
organogel mostrou-se uma melhor absortividade na pele da orelha do porco do que a
Pentravan®. Este estudo demonstrou que o organogel ¢ uma base transdérmica que
também serve como alternativa para as formulagdes semissolidas, sendo eficaz na
liberagcdo das mesmas. O segundo analisou a permeacdo in vitro do enrofloxacino, sendo
este administrado percutaneamente na pele de uma serpente (Python molurus bivittatus),
usando uma célula de Franz. Esta formulacdo foi baseada na incorporacdo de
enrofloxacino 0,5% em veiculo transdérmico Pentravan®. A quantidade de farmaco
absorvida através da pele foi analisada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Este estudo confirmou que o farmaco pode ser absorvido através da pele de
cobras e investigou a via percutdnea como uma nova op¢ao de administragdo de drogas
no tratamento de serpentes. Em 2017 Ducroté-Tassel publicou um artigo enbasado no
de 2016, onde realizou testes in vivo em serpentes, complementando assim seu primeiro

trabalho.
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Entretanto ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem a

estabilidade fisico-quimica destas formulagdes contendo enrofloxacino.

2.5 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DE SEMI-SOLIDOS

A estabilidade pode ser definida como a amplitude na qual um produto mantém
dentro de limites especificados, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia
apos a fabricacdo, durante o seu periodo de armazenamento e uso. Sua avaliagdo faz-se
necessaria para assegurar a qualidade da formulacdo, desde a fabricacdo até a expiragdo
do prazo de validade (BRASIL, 2004). Varios fatores podem comprometer a
estabilidade fisico-quimica e microbiologica de um sistema emulsionado, como a
escolha de constituintes incompativeis, tipo e concentracdo de emulsificantes,
velocidade de agitacdo, tempo de aquecimento e arrefecimento, quantidades das fases,
temperatura e ambiente de estocagem e contamina¢do por microrganismos (SILVA,
SOARES, 1996; SCHUELLER, ROMANOWSKI, 2000). Desta forma, para
formulacdes semissélidas contendo bases transdérmicas, além da avaliacdo da
permeacdo e agdo farmacologica do ativo, faz-se necessario um estudo de viabilidade
desta forma farmacéutica do ponto de vista farmacotécnico, incluindo avaliagcdes sobre
o modo de incorporacdo do farmaco na base bem como estudos de estabilidade fisico-
quimica das formulagdes. Entre os testes que podem auxiliar na avaliacdo destas
formulagdes podemos citar: Perfil por Espectrofotometria no Infravermelho e
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), determinagdo do tamanho da particula,

avaliagd@o do perfil reoldgico, analise microscopica e determinacdo do teor por CLAE.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagdo transdérmica contendo enrofloxacino 0,5% utilizando a
base Pentravan® como veiculo, bem como avaliar preliminarmente a estabilidade fisica

da formulagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar diferentes métodos de incorporacdo do enrofloxacino na base
transdérmica, bem como o uso de solventes para solubilizagdo.

- Caracterizar a formulag@o a partir dos seguintes testes: aspecto visual, analise
por microscopica Otica, tamanho de particula, perfil espectral (na regido do
Infravermelho Médio), perfil por calorimetria diferencial de varredura e perfil reologico.

- Avaliar a estabilidade da formulagdo nas temperaturas de 30°C e 45°C por

meio do perfil reologico.



20

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados na execugdo deste trabalho:
- Balanga Analitica Shimadzu®, modelo AY 220;
- Agitador magnético Fisatom®, modelo 753%
- Espectrofotometro IR Perkin Elmer®, modelo Lambda 35;
- Microscépio Optico Olympus® modelo CX 21;
- Analisador de tamanho de particula Mastersizer 2000SM;
- Viscosimetro Brookfield;

- Estufa Nova Etica, modelo 400/ND;

4.2 MATERIA PRIMA

- Enrofloxacino com teor declarado de 99,98% de fabricacdo 13/12/2017 e
validade de seis meses) adquirido na empresa PharmaVet (Uruguaiana-RS). Esta
matéria-prima foi caracterizada a partir do teste de identificagdo por espectrometria no
infravermelho médio.

- Base transdérmica Pentravan® (fabricacao 01/08/2017 ¢ validade 01/08/2020)
fabricada pela empresa Fagron e adquirida na empresa Vida Farma — Farmacia de
Manipulacdo (Uruguaiana-RS).

- Etoxidiglicol (Transcutol®™), (fabricacdo 13/12/2017 e validade 11/06/2018)

adquirido na empresa Dermaroma (Uruguaiana-RS).

4.3 PREPARO DA FORMULCAO SEMI-SOLIDA CONTENDO ENROFLOXCINO

No preparo da amostra foram testados os solventes hexano, metanol, etanol e
etoxidiglicol (Transcutol™) com o objetivo de solubilizar o enrofloxacino para posterior
incorporagdo na base transdérmica. Esta etapa teve por objetivo avaliar os diferentes
solventes de solubilizagdo visto que o enrofloxacino possui baixa solubilidade em meio

aquoso (TURIEL et al., 2003). Apds este procedimento, foram pesados 2g de
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enrofloxacino e adicionou-se 6,5 mL de etoxidiglicol. Esta dispersdo foi homogeneizada
durante 20 minutos em agitador magnético. Apds o termino desta etapa, a dispersao foi
adicionada geometricamente a 400 g da base Pentravan® mediante homogeneiza¢ao em
agitador de pas por 30 minutos. Devido a trabalhos descritos na literatura, o qual
descreve a concentracdo de 0,5% do ativo na base como adequada para atingir a
concentragdo plasmatica necessdria para sua acdo farmacoldgica, foi feita a
incorporagdo do farmaco na base nesta concentragdo, apos a determinagdo do solvente

mais adequado para solubilizacao/dispersao.

4.4 CARACTERIZACAO DA FORMULCAO SEMI-SOLIDA CONTENDO
ENROFLOXCINO

A amostra foi caracterizada a partir dos ensaios descritos abaixo:

4.4.1 Aspecto viual

Na analise do aspecto visual foi observada a coloracao e a separagdo de fases das
formulagdes mantidas a 30°C e 45°C no intervalo de 10 dias por um periodo de 30 dias.

A separagdo de fases foi observada visualmente a partir do fundo do frasco.
4.4.1.1 Perfil por espectrofotometria no infravermelho

Para identificar a amostra foi utilizado espectrometria de infravermelho médio
utilizando o método por reflexdo atenuada (FTIR-ATR). O espectro da formulagio foi
comparado com o espectro do enrofloxacino SQR (na forma de po) e do enrofloxacino
solubilizado com o solvente a ser escolhido.

O espectro foi coletado na faixa entre 4000 a 650 cm™ utilizando um

espectrometro Perkin Elmer modelo Frontier.

4.4.2 Perfil por espectrofotometria no infravermelho médio

Para caracterizar a amostra foi utilizado espectrometria de infravermelho médio
utilizando o método por reflexdo atenuada (FTIR-ATR). O espectro da formulagdo foi

comparado com o espectro do enrofloxacino SQR (na forma de p6) e da base
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Pentravan®. O espectro foi coletado na faixa entre 4000 a 650 cm™ em espectrometro

Perkin Elmer modelo Frontier.

4.4.3 Determinacio do tamanho de particula

O diametro médio e a distribui¢do de tamanho de particula foram determinadas
pela técnica de difratometria a laser, utilizando o equipamento Mastersizer 2000
(Malvern™). Cada 100 mg da amostra foi dispersa em 2mL de 4gua destilada e
submetida a agitacdo por 3 minutos em um agitador vortex. Apos este procedimento,
100 pL da amostra foi diluida em 100 mL de agua destilada no amostrador do
equipamento. As analises foram realizadas em triplicata e foi utilizado como parametro
para distribuicdo de tamanho de particula o didmetro médio baseado no volume (d4 3).
Para a determinacdo do indice de polidispersdao (SPAN) foram utilizados os parametros
de distribuicdo acumulada de 10%, 50% e 90% (do.1, dos, doo, respectivamente) para o

calculo através da equacao 1:

SPAN = du.u = dﬂ.l

4.4.4 Perfil reolégico

Na avaliacdo do perfil reologico foi utilizado um viscosimetro de Brookfield,
onde foi definido o spindle a ser utilizado bem como a taxa de cisalhamento adequada
para tracar o perfil reoldégico. O perfil reologico foi também avaliado para as
formulagdes armazenadas em estufa a 30°C e 45°C por um periodo de 30 dias (em
intervalos de 10 dias). Na avalia¢do da viscosidade foram testados diferentes spindles
(RV-06, RV-07, SC4-21, SC4-27, SC4-28, ¢ SC4-29) nas velocidades entre 10 ¢ 130
rpm, com decréscimo da velocidade na mesma escala, obtendo-se o perfil reoldgico. As

medidas foram realizadas em duplicata, para as duas referidas temperaturas citadas.
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4.4.5 Analise microscépica

A amostra foi analisada por microscopia o6tica no aumento de 400x, utilizando
visualizagio mediante camera Olympus® SC30, modelo U-TV0.63XC. As
fotomicrografias foram avaliadas quanto ao formato da fase interna do sistema,
dispersdo das goticulas, bem como sobre a presenca de agregados ou floculados na
formulagdo. As amostras foram realizadas nos tempos 0, 10, 20 e 30, em duplicata com
temperaturas de 30°C e 45°C.

As caracteristicas foram avaliadas através de uma escala, conforme demonstrado

na Tabela 1.

Tabela 1: Escala para andlise microscopica da amostra.

Escala Aspecto

0 Maioria das goticulas com dispersdo heterogénea e
formag@o de aglomerados.

1 Maioria das goticulas com dispersdo heterogénea,
sem formagdo de aglomerados.

) Maioria das goticulas dispersas de forma
homogénea e formagdo de aglomerados.

3 Maioria das goticulas dispersas de forma

homogénea, sem formagdo de aglomerados.

Fonte: (MACHADO., 2013)

4.4.6 Perfil por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A DSC ¢ uma técnica que mede temperatura e fluxo de calor associados a
transi¢des em materiais como uma fungdo do tempo e da temperatura em uma atmosfera
controlada. Avalia diferentes mudancas de uma propriedade fisica de uma substancia
e/ou de seus produtos de reacdo em funcdo da temperatura e do tempo (DENARI,
2012). Os procedimentos para a analise por DSC foram realizados apos adi¢do de cerca
de 2 mg da amostra em cadinho de aluminio, o qual foi hermeticamente fechado
utilizando um sistema de prensa seladora do mesmo. O cadinho de aluminio foi
acondicionado ao forno do equipamento e analisado até 600°C. A analise foi feita no

equipamento modelo DSC-60, marca SHIMADZU.
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4.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA FORMULACAO

A importancia das analises de reologia foi baseada na capacidade de avaliar a
estabilidade fisico-quimica da emulsdo provendo dados pertinentes a estrutura do
produto e de acompanhar as modificacdes decorrentes dos processos de desestabilizagao
(TADROS, 2004). Mudancas nas propriedades reoldgicas de emulsdes representam
importantes alertas precoces de iminente falha do produto (KORHONEN et al; 2001).

A estabilidade fisico-quimica foi avaliada mediante o teste de perfil reoldgico
(conforme descrito no item, 4.4.3) em duas temperaturas diferentes, 30°C e 45°C, por
um periodo de 30 dias, em intervalos de 10 dias. As amostras (25g) foram
acondicionadas em frascos plasticos e mantidas em estufas com temperatura controlada.
Ap6s o periodo definido as amostras foram analisadas em duplicata.

A determinagdo da viscosidade aparente e taxa de cisalhamento foram efetuadas
em um viscosimetro rotacional Brookfield, modelo DV-II+ PRO, utilizando o software

Rheocalc V3.2 (Brookfield Engineering Labs).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DO ENROFLOXACINO

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650
cm-1

Figura 3: Espectro do enrofloxacino

Para a identificacdo do farmaco a ser incorporado na base foi utilizado a
espectrometria no infravermelho médio com identificagdo dos principais picos
referentes a estrutura quimica. De acordo com o espectro, os principais picos referentes
a estrutura quimica estavam presentes, conforme comparagdo com a literatura

(PubChem).

5.2 PREPARO DA FORMULCAO SEMI-SOLIDA CONTENDO ENROFLOXCINO

Ap0s a avaliagdo da solubilidade do enrofloxacino em diferentes solventes, foi
escolhido o etoxidiglicol como meio para solubilizagdo do mesmo. A solubilidade
encontrada do enrofloxacino no etoxidiglicol foi de 0,1 mg/mL, caracterizando-se como
um dos solventes mais adequados devido sua natureza lipofilica. Neste caso, para a
produgdo de 400 g da formulagdo seria necessario solubilizar 2g de enrofloxacino em 20
mL de etoxidiglicol. Entretanto, ao adicionar esta solugdo a base Pentravan® foi
observada uma diminuicdo da consisténcia o que tornou invidvel sua utilizagdo no
limite de solubilidade do enrofloxacino. Desta forma, optou-se por utilizar uma
dispersdo do farmaco neste meio na concentragdo de 0,3 mg/mL, e posterior
incorporagdo desta dispersdo na base, em volume suficiente para ndo alterar a sua

consisténcia. Sendo realizado entido conforme o item 4.3 dos materias € métodos.
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5.3 ASPECTO VISUAL

A amostra apresentou coloracdo pérola, com aspecto brilhoso apos a
incorpora¢do do ativo. Na temperatura de 30°C as mesmas caracteristicas foram
mantidas, decorridos os 30 dias de estudo. Ja a amostra mantida em estufa a 45°C
apresentou coloracdo amarelada e opaca em comparagdo com as amostras mantidas a
30°C.

As amostras mantidas a 30°C ndo apresentaram separa¢do de fases. Ja as
amostras mantidas a 45°C apresentaram separacdo de fases (representando 3,33% da

volume total da amostra) a partir do 10° dia de analise.

5.4 PERFIL DA AMOSTRA POR ESPECTROFOTOMETRIA NO
INFRAVERMELHO

Para identificar a amostra foi utilizado espectrometria de infravermelho médio
utilizando o método por reflexdo atenuada (FTIR-ATR), o qual ndo requer preparo da
amostra. O espectro da formulagdo foi comparado com o espectro do enrofloxacino

SQR (na forma de p6) e do enrofloxacino solubilizado com o solvente a ser escolhido.
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Figura 4: Espectro do enrofloxacino, da base Pentravan™ e da amostra de enrofloxacino 0,5% em base
®
Pentravan
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Por meio dos espectros acima se pode identificar os principais picos referentes

ao farmaco, a base Pentravan® e a formulagdo. Nio foram observadas diferengas no
\ ® ~

espectro referente a base Pentravan™ quando comparado ao espectro da formulagio,

sendo que os principais picos do enrofloxacino apresentaram-se encobertos.

5.5 DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA

Para medir o tamanho e dispersdo das particulas foi utilizado o equipamento
Mastersizer” e as amostras foram caracterizadas no tempo 0 na temperatura de 30°C,

conforme tabela abaixo.

Tabela 2: Didmetro e Span da amostra (Enrofloxacino +Base) e da base Pentravan

Didmetro médio (um) Span
Amostra 16,295 (£ 0,66) 1,215 (£ 0,007)
Base Pentravan® 0,261 (£ 0,007) 1,274 (£ 0,028)
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0025 YWl 1.274 0.433 MNumber
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
429 meig 0138 um 0.281 um
d(0.4):  0.035 um d(0.5):  0.065 um d(0.9): 0.118 um
Partide Sire Distribution
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Figura 5: Distribui¢io do tamanho de particula para a base Pentravan"”.
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Concentration:
00018 %ol

Specific Surface Area:

Span :
1.215

Surface Weighted Mean D[3,2]:

Uniformity: Result units:
0415 Number

Vol. Weighted Mean D[4,3]:

126 g 4772 um 16.285 um
d(0.4):  0.638 um d(0.5):  0.927 um d(0.9): 1.765 um
Particle Size Distribution
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Figura 6: Distribuicdo do tamanho de particula para a amostra.

Foi observada uma diferen¢a entre os valores de didmetro médio entre a base

Pentravan” e a amostra incorporada do farmaco. Este fato pode estar atribuido a um

processo de desestabilizacdo do sistema promovido pelo solvente etoxidiglicol, ou

mesmo ao tempo de agitacdo da formulagao.

5.6 PERFIL REOLOGICO

Na avaliacdo do perfil reologico foi utilizado um viscosimetro de Brookfield,

onde foi definido o spindle a ser utilizado bem como a taxa de cisalhamento adequada

) ®
para tragar o perfil reoldgico. Tanto a base Pentravan™ quanto a amostra apresentaram

comportamento pseudoplastico com tixotropia, conforme demonstrado na Figura 7.
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Figura 7: Graficos da base Pentravan®™ e da amostra com comportamento pseudoplastico e tixotropia

5.7 ANALISE MICROSCOPICA

A amostra foi analisada por microscopia 6tica no aumento de 400x, utilizando
visualizagio mediante camera Olympus® SC30, modelo U-V0.63XC. As
fotomicrografias foram avaliadas quanto ao formato da fase interna do sistema, presenca
de microcristais do farmaco, bem como sobre a presenga de agregados ou floculados na
formulagdo. Na analise realizada nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias, nas temperaturas de
30°C e 45°C nao foram observadas a presenca de microcristais. As fotomicrografias

estdo demonstradas na figura 8:
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Figura 8: Fotomicrografias da amostra e da base Pentravan onde: A=Base Pentravan, B ¢ C= Amostra no
tempo zero, D e E=Amostra no tempo 10 dias e temperatura de 30°C, F ¢ G= Amostra no tempo 10 dias e
temperatura de 45°C, H e I = Amostra no tempo 20 dias e temperatura de 30°C, J ¢ K= Amostra no tempo
20 dias e temperatura de 45°C, L ¢ M= Amostra no tempo 30 dias e temperatura de 30°C, N e O=
Amostra no tempo 30 dias e temperatura de 45°C

A microscopia otica foi utilizada neste estudo no sentido de se ter uma ideia do
aspecto submicrométrico das estruturas e a influéncia do tempo e temperatura sobre as
mesmas. Por ser uma amostra com caracteristicas submicrométricas, a resolugdo das

imagens bem como a avaliacdo dos fendmenos associados estdo limitados pela natureza
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da técnica e podem ndo ser conclusivos, porém tem a capacidade de demonstrar efeitos
mais expressivos como formagdo de agregados e a presenga de cristais do farmaco.
Comparando as imagens obtidas em relagdo ao tempo de estudo, foi possivel
observar agregados maiores para as amostras mantidas a 30°C em relagdo aquelas
armazenadas a 45°C, conforme descrito na Tabela 3. Ndo foi observada a presenga de

cristais do farmaco em nenhuma condi¢do estudada.

Tabela 3: Avaliagdo microscopica das fotomicrografias.

Fotomicrografias Temperatura Dia Escala

A - - 1
B/C - 0 0
D/E 30°c 10 0
F/G 45° 10 3
H/1 30°c 20 0
J/K 45° 20 3
L/'M 30°c 30 0
N/O 45° 30 3

5.8 PERFIL POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

DSC ¢ uma técnica que mede temperatura e fluxo de calor associados a
transicdes em materiais como uma func¢do do tempo e da temperatura em uma atmosfera
controlada. Avalia diferentes mudancas de uma propriedade fisica de uma substincia
e/ou de seus produtos de reacdo em funcdo da temperatura e do tempo.

Conforme observado nas figuras 9 e 10, tanto a amostra quanto a base

apresentaram curvas semelhantes e com pico endotérmico caracteristico em 120° C.
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Figura 9: Curva de DSC referente & base Pentravan®.
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Figura 10: Curva de DSC referente a amostra.

Nao foi observado aparecimento/desaparecimento de picos, o que caracteriza a
ndo interagdo entre os componentes da amostra. Devido a pequena quantidade de

farmaco na amostra, o pico de fus@o do enrofloxacino segundo a literatuta (220°C) se

mostrou encoberto.
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5.9 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA FORMULACAO

5.9.1 Perfis reolégicos das amostras

Os perfis reoldgicos das amostras submetidas ao teste de estabilidade no periodo

de 30 dias podem ser observados nas figuras a seguir.
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Figura 11: Perfil reologico de amostras armazenadas em 30°c por 30 dias.

Para as amostras armazenadas em temperatura ambiente, no periodo de 30 dias,
ndo foram observadas alteragcdes em relagdo ao comportamento pseudoplastico dos dias
0, 10, 20 e 30. Entretanto é possivel observar o fendmeno denominado “tixotropia”, o
qual se mostrou mais acentuado para as amostras analisadas a partir do 10° dia.

Para as amostras armazenadas a 45°C na estufa, no periodo de 30 dias, ndo
foram observadas alteracdes em relagdo ao comportamento pseudoplastico da
formulagdo, conforme pode ser observado na Figura 12. Entretanto € possivel observar
novamente o fendmeno denominado “tixotropia”. E importante observar que, para as
mesmas taxas de cisalhamento, as amostras armazenadas a 45°C apresentaram

viscosidades mais elevadas quando comparadas aquelas armazenadas a 30°C.
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Figura 12: Perfil reolégico de amostras armazenadas em estufa a 45°c por 30 dias.
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6 CONCLUSAO

O enrofloxacino ¢ um antimicrobiano amplamente utilizado na pratica
veterinaria e a incorporagdo do mesmo em uma base transdérmica tem como beneficio
imediato a administragdo por uma via mais adequada para animais de pequeno e grande
porte. O desenvolvimento farmacotécnico deste medicamento requer uma avaliagcdo da
base a ser utilizada bem como da estabilidade da formulagdo. No presente estudo pode-
se concluir que o modo de incorporagdo bem como o solvente de solubilizacdo do
farmaco influenciou nas caracteristicas da formulagdo, alterando aspectos importantes
como tamanho de particula e viscosidade. Estudos mais avangados serdo necessarios
para determinar a formulagdo mais adequada do ponto de vista farmacotécnico

associado a métodos de avaliagdo da permeacdo do farmaco na pele dos animais.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva futura para este trabalho sugere-se os seguintes testes:

- Realizar estudo de estabilidade em periodo superior a 30 dias.

-Caracterizar a formulagdo por Microscopia de Forca Atdmica e técnicas
associadas, no sentido de identificar a estrutura lipossomal e sua estabilidade.

- Desenvolver e validar método indicativo de estabilidade para quantificacao do
farmaco.

- Avaliar a permeagdo do farmaco por métodos in vitro e in vivo.
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