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RESUMO

Santos, RA.Desenvolvimento de microemulsdes e sua transformacéo in situ em géis de
fase liquido-cristalina como plataforma para liberacdo sustentada de farmacos e seu uso
no tratamento do alcoolismo. [Dissertacdo (mestrado em Farmacologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo;2017.

Esforgos significativos tem sido feitos para desenvolver formulacdes capazes de sustentar
a liberacdo de farmacos usados no tratamento de doencas cronicas e com baixa adesao,
como alcoolismo. Ainda assim, sdo necessarias formulagdes simples, seguras, passiveis
de auto-administracdo, que aumentem a taxa de adesao ao tratamento e diminuam o custo
da saude publica. Este estudo focaliza o desenvolvimento de microemulsées que apos
captacdo de agua in vivo do tecido subcutaneo transformar-se-d80 em géis de fase
hexagonal para liberagdo sustentada da naltrexona. Diagramas de fase mostrando a
relacdo, o tipo e propor¢céo de componentes e sistemas formados foram construidos, e trés
microemuls@es a base de (i) monooleina e tricaprilina (ME-MO), (ii) vitamina E TPGS e
propilenoglicol (ME-TPGS) e (iii) TPGS e Span (ME-Span) foram selecionadas. Todas
apresentaram diametro inferior a 150 nm e comportamento Newtoniano. ME-MO e ME-
TPGS originaram fase hexagonal apos intumescimento, enquanto que ME-Span originou
fase lamelar. Esta Ultima permitiu a incorporacéo de 3.8-vezes menos nhaltrexona, e resultou
na liberacdo mais rapida do farmaco (65% em 96 h), provavelmente em decorréncia da sua
menor viscosidade. Baseado na capacidade do gel formado de resistir a diluicdo, ME-MO
foi selecionada para estudos in vivo. ApOos administracdo subcutanea, foi observado
formacdo da fase hexagonal em 48 h e sua persisténcia por mais de 30 dias em
camundongos, promovendo liberacdo prolongada de Alexa flior 647 durante esse periodo.
A eficacia da formulacéo foi avaliada utilizando modelo de preferéncia condicionada por
lugar. Os animais foram distribuidos em quatro grupos, sendo administrado por via
subcutanea: 1) solucdo salina (controle); 2) solucao de naltrexona (1 mg/kg) diaria por 8
dias (30 min antes da administracéo de etanol); e 3) ME-MO com 5% ou 10% de naltrexona
(administracdo Unica). Etanol (2 g/kg) ou salina foram administrados por via intraperitoneal
antes do experimento. Todos 0s animais tratados com naltrexona apresentaram menor
preferéncia condicionada ao etanol, sugerindo reducéo dos efeitos recompensadores da
droga. N&o observou-se diferenca estatisticamente significante entre a solucdo de
naltrexona e ME-MO 5%, mas o grupo ME-MO 10% diferiu estatisticamente da solugao
naltrexona diaria e ME-MO 5%. Os resultados sugerem que o ME-MO 10% antagonizou a
preferéncia condicionada por lugar induzida pelo etanol. Esses resultados demonstram o
potencial de ME-MO como uma plataforma para liberagéo prolongada de farmacos visando
o tratamento de dependéncia quimica.

Palavras-chave: Nanocarreador. Liberagdo sustentada. Alcoolismo. Naltrexona.
Preferéncia Condicionada por Lugar.



ABSTRACT

Santos, RA. Development of microemulsions and their in situ transformation in liquid-
crystalline phase gels as a platform for sustained release of drugs and their use in the
treatment of alcoholism. [Master thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;2017.

Significant efforts have been made to develop formulations capable of sustaining the release
of drugs used in the treatment of chronic diseases, but simple formulations that can be easily
and self-administered, and cause minimal local reactions are still needed. This study
focuses on the development of microemulsions that can swell and transition into
nanostructured hexagonal phase gels upon water uptake in vivo as a plataform for sustained
release of naltrexone. Microemulsions were prepared using monoolein, vitamin E TPGS
(TPGS), BRIJ or Span as structure-forming surfactants in combination with mono or
tricaprylin as oil phase, water and propylene glycol as viscosity modifier. Microemulsions
composed of (i) monoolein and tricaprylin (ME-MO), (ii)) TPGS and propylene glycol (ME-
TPGS) and (iii) TPGS and Span (ME-Span) were selected. All microemulsions displayed
nanometric size below 150 nm and rheological behavior consistent with Newtonian systems.
Uptake of 20% or more of water by ME-TPGS and ME-MO led to formation of hexagonal
phase while ME-Span resulted in lamellar phase. The later incorporated 3.8% less
naltrexone, and promoted the fastest drug release (approximately 65% within 96 h), most
likely due its lower viscosity. ME-MO was selected for further evaluation based on its ability
to form gels that resisted dilution. Gels formed in vivo approximately 48 h after ME-MO
subcutaneous administration, and persisted locally for over 30 days providing slow release
of Alexa fluor compared to a propylene glycol solution. Formulation efficacy was evaluated
using a conditioned place preference model (CPP). Mice were distributed into groups, and
subjected to subcutaneous administration of saline (control), 1 mg/kg naltrexone solution
daily (8 days), ME-MO with 5 or 10% naltrexone (single administration), Alcohol (2g/kg) or
saline was administered intraperitoneally before CPP training. Statistically significant (p <
0.05) between groups naltrexone and ME MO solution 5%. However no statistically
significant difference was observed between the solution of naltrexone and ME-MO 5%.
These results support the use of ME-MO as a plataform for sustained release of drugs useful
in the treatment of drug addiction.

Keywords: Nanocarrier. Sustained Release. Naltrexone. Alcoholism. Conditioned Place

Preference.
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1 INTRODUCAO

“‘Beber inicia num ato de
liberdade, caminha para o habito e, finalmente, afunda na necessidade”.

Benjamin Rush

O élcool é uma substancia que acompanha a humanidade desde seus primérdios e
sempre ocupou um local privilegiado em todas as culturas, como elemento fundamental nos
rituais religiosos, fonte de agua ndo contaminada ou ainda presenca constante nos
momentos de comemoracao e de confraternizacdo, quando se brinda a todos e a tudo (1).

A dependéncia ao alcool é um grave problema de saude publica no Brasil e no
mundo. De acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude estima-se
consumo per capita de 10,1 L de etanol para o ano de 2025, no Brasil. Estatisticamente é
responsavel por 3,2% das mortes no mundo o que em dado absoluto, representa cerca de
5,5 milhdes de morte/ano.

Seu tratamento é desafiador, mesmo para os melhores programas terapéuticos
disponiveis. Esta dificuldade decorre do pequeno numero de medicamentos aprovados
para o uso e também pela elevada taxa de abandono, proximo a 50% (2, 3). A naltrexona,
administrada por via oral e atualmente por via intramuscular € uma das poucas op¢des
farmacoldgicas eficazes disponiveis para o tratamento desta condicao.

Sabemos que um dos grandes problemas para o tratamento de algumas doencas
cronicas € a incidéncia de efeitos adversos e alta frequéncia de administracdo necessaria
para alguns farmacos, o que acaba levando a falta de adeséo as recomendacfes médicas,
um problema enfrentado no dia-a-dia pelos profissionais da salde. Aqui propomos o
desenvolvimento de sistemas biorresponsivos nanoestruturados para a liberagao
sustentada de cloridrato de naltrexona, utilizando a via subcutanea como via alternativa a

administracao oral da naltrexona a fim de melhorar a adeséo ao tratamento farmacoloégico.
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1.1 Alcoolismo e alternativas para tratamento

O transtorno por uso do alcool representa um grande problema de saude publica
devido a sua prevaléncia, consequéncias e custos para sistemas de saude e
consequentemente para a sociedade (4). Em 1966 a Associacdo Médica Americana (AMA)
passou a considerar o alcoolismo como doenca e em 1988 incluiu as dependéncias a outras
drogas como condi¢cdes médicas passiveis de tratamento.

O Departamento Nacional de Saude nos EUA publicou em abril de 2010 que 28%
dos adultos acima de 18 anos consomem alcool em niveis que 0s colocam em risco ao
desenvolvimento do alcoolismo e problemas hepaticos, entre outros problemas médicos e
psicossociais (5).

Uma pesquisa mais recente conduzida pelo Departamento de Salude Americano
(U.S. Department of Health and Human Services) disponivel em 2012 apontou que 9.2%
da populacdo com idade igual ou superior a 12 anos utilizaram drogas ilicitas durante o més
anterior a pesquisa (aproximadamente 30% admitiram ter usado uma vez na vida) (6).
Entre as drogas ilicitas, a maconha (cujo uso médico e até recreacional é legalizado em
alguns estados americanos) é a mais utilizada, enquanto que o uso ilegal de analgésicos
opibides (como fentanil e oxicodona) encontra-se em ascensao, o que é refletido na busca
por tratamento (6,7).

Aproximadamente 52% destes individuos admitiram a ingestdo de alcool, sendo que
6.2% costumam ingerir 5 doses ou mais uma vez por semana. Paralelamente, sabe-se que
as lesdes traumaticas representam cerca de 30 % de vidas perdidas nos Estados Unidos
anualmente entre pessoas de 1 a 44 anos. Em pacientes traumatizados na emergéncia,
encontra-se a exposi¢ao ao alcool em cerca de 30% dos casos (7).

O panorama brasileiro ndo € muito diferente. De acordo com dados publicados do
Observatério Brasileiro de Informagfes sobre Drogas do Ministério da Justica em 2010,
conclui-se que “alcool e tabaco sdo as drogas de maior prevaléncia de uso na vida, em
todas as capitais brasileiras seguidas pelos inalantes”. O levantamento realizado em 2007,
pela Secretaria Nacional de Politicas Sobre Drogas (Senad) investigou os Padrdes de
Consumo de Alcool na Populacéo Brasileira. O estudo foi realizado em 143 municipios do
Pais e detectou que 52% dos brasileiros acima de 18 anos faz uso de bebida alcodlica pelo
menos uma vez ao ano. Do conjunto dos homens adultos, 11% bebem todos os dias e 28%
de 1 a 4 vezes por semana. Quanto a intensidade do consumo de bebidas alcodlicas, 24%

da populacéo bebe frequentemente e pesado (pelo menos uma vez por semana, 5 ou mais
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doses) e 29% sao bebedores pouco frequentes e ndo fazem uso “pesado”. De acordo com
dados do “National Institute on Alcohol Abuse and Alcholism” estadunidense cerca de 1,5
milh&o de adultos receberam tratamento para alcoolismo em instalagbes especializadas em
2014.

O alcool € um depressor do sistema nervoso central (SNC) que produz inicialmente
euforia, diminuicdo da ansiedade e excitacdo em concentracdo seérica baixa e resposta
comportamental variavel. O efeito deste esta intimamente relacionado a concentragdo
sérica; entre 0,01 — 0,05 gmL* tem-se comportamento de aspecto normal, j& concentracdo
superior a 0,35 gmL™* confere estado de coma (8). Compreende desde uma intoxicacdo
aguda, com sintomas que incluem sonoléncia, ataxia e fala arrastada, até torpor e coma
(5). O individuo que consome bebida alcodlica de forma excessiva, ao longo do tempo,
pode desenvolver dependéncia, condicdo conhecida como alcoolismo. Os fatores que
podem levar ao alcoolismo sao variados, envolvendo aspectos de origem bioldgica,
psicoldgica e sociocultural. A maioria dos parametros de farmacocinética do alcool estédo
sujeitos a grande variabilidade intersubjetiva, como exemplificado pelas altas
concentracdes de alcool no sangue atingidas na ingestdo de doses idénticas ajustadas em
peso, tempo até o pico apds o final do consumo e a taxa de eliminacéo de alcool do sangue
(8). O etanol é metabolizado pela alcool desidrogenase com a producdo de acetaldeido,
gue é entdo metabolizado por uma aldeido desidrogenase mitocondrial conhecida como
ALDH2.

Quanto ao mecanismo de acdo do etanol, as primeiras hipéteses eram voltadas
para sua acdo em membranas lipidicas. Pensava-se que, devido ao tamanho pequeno da
molécula (C2HeO) e a natureza ndo especifica da molécula de alcool, provavelmente ndo
teria um dominio de ligacdo especifico sobre as proteinas, mas interferiria nas membranas
lipidicas da central sistema nervoso (SNC). No entanto, o etanol interage com a bicamada
lipidica em concentracbes muito superiores as clinicamente relevantes (9, 10). Desde
entdo, os pesquisadores buscam outros alvos moleculares da droga. Os efeitos do alcool
no encéfalo incluem mudancgas nos niveis e fungéo de neurotransmissores, canais idnicos,
receptores, enzimas e outras moléculas intracelulares, culminando em mudangas
sinpticas em circuitos cerebrais que regulam compulsividade e inibicdo de
comportamento. As mudancas nestes sistemas moleculares levam a tolerancia e
abstinéncia, quando o alcool é removido do sistema. As acdes primarias inibitorias e

ativadoras do etanol sobre os diferentes canais e receptores idnicos dependem de uma
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série de variaveis, especialmente da concentracéo de alcool e a composicao da subunidade
de um canal ou receptor particular (11).

As regides cerebrais que desempenham um papel importante na mediacdo dos
efeitos reforcadores do etanol foram identificadas por uma variedade de estudos
neurofarmacolégicos, com lesdo de regides especificas, microinjecdo e microdialise. A
amigdala estendida e a via dorsal mesolimbica, incluindo a area tegmental ventral do
mesencéfalo (VTA), o nucleo accumbens e o cortex pré-frontal, sdo as principais regidées
encefalicas que medeiam as acdes reforcadoras do alcool (12, 13). A via dopaminérgica
mesolimbica é conhecida por ser controlada, em grande parte, pela atividade
glutamatérgica na VTA. O sistema serotoninérgico proveniente do nucleo dorsal da rafe
também exerce influéncia na atividade dopaminérifica da VTA e do ndcleo accumbens. A
VTA também é regulado pelo GABA e projecdes encefalinérgicas do palido ventral e do
ndcleo accumbens. Finalmente, os cannabinoides (CBs) e os opidides podem aumentar a
liberacdo de dopamina no ndcleo accumbens, ativando os neurénios dopaminérgicos na
VTA (11, 14, 15).

A via mesolimbica da dopamina para a VTA e para o nucleo accumbens / e o
estriado ventral (NcAcc/VS) possuem um importante papel no refor¢co positivo do alcool
(16). Os niveis extracelulares de dopamina nos roedores no nucleo accumbens estao
aumentados tanto quando se faz a injecdo deste, ou quando da sua administracao por via
oral (17). O alcool induz a liberag&o de dopamina no nucleo accumbens / e o estriado ventral
e parece mediar a ativacdo de dopamina nos neurénios no VTA,; esse aumento da taxa de
disparo € visto tanto in vivo quanto in vitro (16). A administracdo do etanol como primeiro
efeito, ocasionaria mudancas nos corpos celulares dopaminérgicos, localizados na VTA
como aumento de liberagdo de dopamina no NcAcc, logo maior estimulagcéo de receptores
D1 e D2, pelo neurotransmissor conferindo aumento da atividade locomotora (via palio
ventral) e efeito reforcador do etanol.

Estudos com roedores tém demostrado que o aumento de dopamina no NcAcc
apos a administracdo aguda de alcool ocorre, em parte, por uma inducédo da liberacéo
endogena de opidide, um achado confirmado em humanos (18, 19). O refor¢o positivo do
alcool resulta de uma interacdo entre alcool, opidides endégenos e dopamina, sendo
mediado em parte pela liberacdo enddgena de opidides na area ventral tegumentar do
mesenceéfalo. Estes opidides inibem a acéo inibitéria de interneurénios GABAérgicos (acido
gama-aminobutirico), desinibindo a via dopaminérgica. Uma vez essa via “desinibida”,

aumentam os disparos neuronais, aumentando a liberagdo de dopamina no nucleo



20

accumbens (20) (figura 1). Assim sendo, o0 receptor y -opidide parece ter importancia
particular no reforco positivo do alcool.

Assim, os opidides enddgenos estdo envolvidos ndo sé nas acbes das drogas
classificadas como opiodides, como também nos efeitos do alcool. Existem trés classes de
opibdides enddgenos: endorfinas, encefalinas e dinorfinas. Todos exercem seus efeitos ao
interagir com trés subtipos de receptores opidides: u, & e K. A hipotese de que o reforco
positivo do alcool é mediado, pelo menos em parte, pela liberacdo de opidides endégenos
no encéfalo é apoiada por numerosos estudos que demonstram que 0s antagonistas de
opidides suprimem o consumo de alcool em uma variedade de espécies e modelos (21).
Além disso, a inativacdo completa (isto €, knockout) do receptor de opidides u bloqueia a
auto-administracéo de alcool em camundongos. A naltrexona, um antagonista de receptor
de opiaceos subtipo-inespecifico, atualmente aprovado como um tratamento para o
alcoolismo em seres humanos é particularmente eficaz na reducédo do consumo excessivo
de alcool. Os sistemas opidides influenciam as acfes do etanol tanto através da interacéo
com o sistema dopaminérgico mesolimbico, quanto independente dele, como demonstrado
pelos aumento induzido pelo etanol no conteddo extracelular de endorfina no nucleo
accumbens (ver figura 1).

Os antagonistas dos receptores de opidides interferem com os efeitos
recompensadores do alcool, atuando em locais na é&rea ventral tegmental, nucleo
accumbens e nucleo central da amigdala (22).
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Figura 1- Modulacdo da via dopaminérgica mesolimbica pelo sistema opioide. Fonte: National
Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA).



21

As propriedades reforcadoras do alcool podem ser avaliadas usando um
procedimento chamado preferéncia condicionamento por lugar. O condicionamento €
amplamente definido como um pareamento entre um estimulo ndo-condicionado e um
estimulo condicionado. O estimulo ndo-condicionado é a administragdo do farmaco ou outra
recompensa ao modelo, e o estimulo condicionado é o ambiente distinto no qual o animal
€ colocado apés a administracdo do farmaco ou recompensa (23). O pareamento muitas
vezes se desenvolve de uma associacao entre os estimulos ndo-condicionado e o estimulo
condicionado que resulta em uma futura resposta condicionada (CR). O CR pode assumir
a forma de preferéncia ou aversao exibida durante o periodo de teste. No periodo de teste,
0 organismo tem acesso livre para entrar em uma camara previamente associada ao
medicamento ou para entrar em uma camara nao associada ao medicamento (24). Neste
procedimento, as pistas contextuais estdo associadas a presenca ou auséncia da droga -
por exemplo, os roedores séo repetidamente colocados em um ambiente especifico onde
recebem etanol e em outro ambiente onde recebem salina. Posteriormente, os roedores
podem explorar livremente esses ambientes. Se 0 animal gasta mais tempo explorando o
ambiente pareado com etanol, esse comportamento reflete os efeitos de reforgo positivo

condicionado do etanol (25).

1.2 Naltrexona e outros farmacos utilizados no tratamento da dependéncia ao
alcool

O farmaco naltrexona foi aprovado pela agéncia regulatéria americana Food and
Drug Administration (FDA) como farmacoterapia para o alcoolismo e sua eficacia tem
suporte em uma meta analise de muitos estudos clinicos randomizados (26). As
mensurac¢des motivacionais descritas foram suprimidas pela delecéo genética do receptor
p-opidide nos ratos, e resultado similar foi obtido com antagonistas p -opioides. (16, 27,
28). Outros farmacos aprovados incluem o acamprosato, que age nos neurotramissores de
GABA e glutamato, o topiramato, que exerce seu efeito aumentando a inibicdo GABA e
reduzindo a neurotransmisséo glutamatérgica, e o dissulfiram, que interfere na degradacao
do alcool, resultando no acumulo de acetaldeido, o que produz uma reacao de “desprazer’
(nauseas, palpitacdes, rubor facial, por exemplo).
A naltrexona é um antagonista de opiéides com maior afinidade aos receptores do
tipo u, de maneira que o paciente ndo obtém a sensacgéo de prazer/ euforia associada ao
uso de opioides (10, 11). A naltrexona esta relacionada quimicamente com outro

antagonista de receptores opidides conhecido como naloxona, entretanto sua
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biodisponibilidade oral e a duracédo de acdo sdo maiores (16). Na figura 2, é representada

a estrutura molecular do farmaco.

HO

Figura 2- Representacao da estrutura quimica da molécula de naltrexona.

O farmaco também reduz a taxa de recaida do consumo e o desejo compulsivo pelo
alcool (29). Ha ainda relatos de melhora terapéutica quando da associacado de naltrexona
e terapia cognitiva comportamental (30). Além de sua utilizacdo no tratamento de
dependéncia ao alcool, sua administracao é também aprovada pelo FDA para o tratamento
da dependéncia a opibides, além de ter se mostrado eficaz (mas ainda sem ser aprovado)
no tratamento de dependéncia a metanfetamina e cocaina (em associa¢ao a buprenorfina)
e no tratamento de compulséo por jogos e obesidade (em associacdo com bupropiona)
(30).

A despeito de suas multiplas potenciais aplicacdes, o uso oral da naltrexona é
limitado pela sua extensiva eliminagdo pré-sistemica o que resulta em biodisponibilidade
baixa que varia entre 5 e 40%, e necessidade de administracao frequente (31, 32). De
frente a este enunciado, sistemas de liberacdo que utilizem via de administracao diferente
da oral e ao mesmo tempo, apresentem a propriedade de prolongar a liberacdo deste
farmaco, podem permitir contornar o efeito do metabolismo de primeira passagem além de

reduzir a frequéncia de administracdo melhorando a adeséo ao tratamento.
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1.3 Liberacao sustentada e sistemas de liberacéo liquido-cristalinos

Diversos sistemas de liberacao tém sido investigados para a liberacdo modificada de
naltrexona, incluindo microparticulas, géis, dispositivos transdérmicos, comprimidos bucais
e implantes subcutaneos (33-37). De fato, o interesse por novas formulacbes que
contornem as desvantagens apontadas estd bem ilustrado em revisdes recentemente
publicadas (31, 38-40).

Dentre estes, microparticulas para administracdo intramuscular e implantes
poliméricos subcutaneos estdo em fase de estudo clinico (implantes) ou receberam
aprovacao (microparticulas) em alguns paises para o tratamento de alcoolismo e/ou
dependéncia associada a opidides. Apesar de seus beneficios, tanto as microparticulas
guanto os implantes oferecem desvantagens significativas. Desvantagens associadas as
microparticulas incluem o fato do processo de producdo ser geralmente dispendioso,
envolver multiplos passos e equipamentos especificos. Além disso, sua administracao
intramuscular (via aprovada para o sistema) requer um profissional treinado. Ja os
implantes necessitam de procedimentos cirdrgicos para sua inser¢ao e, com frequéncia,
retirada (29, 41). Com base nesses problemas, faz-se necessario o desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas que permitam a liberacéo prolongada do farmaco por algumas
semanas e uma administracdo mais facil.

Para tal, propomos o uso de formulagdes precursoras fluidas, mais especificamente
microemulsdes que, mediante administracdo subcutanea e absor¢éo de fluidos do tecido,
sofram geleificacdo in vivo formando sistemas liquido-cristalinos nanoestruturados. Com
isso propomos combinar a simplicidade da obtencdo e estabilidade termodinamica de
microemulsdes, a disponibilidade de tensoativos relativamente baratos para sua obtencéo,
e a habilidade de sistemas liquido-cristalinos de sustentar e modular a liberacdo de
compostos. Conforme mostra a figura 3, a formulacdo precursora (microemulsdo), apos
administracdo subcutédnea deve absorver agua do tecido subcutaneo (processo de
geleificagdo), formando assim um sistema nanoestruturado com habilidade de sustentar a

liberag&o do farmaco.
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Figura 3- Esquema do sistema proposto e formagéo do gel in situ.

As microemulsdes (ME) sdo agregados, muitas vezes esféricos, com diametro
geralmente inferior a 150nm, tipicamente da ordem de 100 nm (42, 43). Apesar da
denominacéo "micro", o sistema € formado por goticulas com tamanhos suficientemente
pequenos (na faixa nanométrica) para ser opticamente transparente. Por essa razao, outras
denominacdes, como "submicron emulsion” tém sido utilizadas para designar esse sistema.
ME séo, de forma geral, definidas como sistemas termodinamicamente estaveis, isotropicos
e transparentes, resultantes da mistura de dois liquidos imisciveis, (usualmente agua e
Oleo) estabilizados por um filme de compostos tensoativos, localizados na interface
Oleo/adgua (42-44).

Os sistemas liquido-cristalinos sdo frequentemente encontrados em nossas vidas.
Por exemplo, as membranas das células sdo resultado de uma fase liquido-cristalina
liotropica que € originada pela agregacdo de fosfolipides em agua. Os cristais liquidos
podem ser definidos como o estado da matéria cujas propriedades mecanicas e simétricas
sdo intermediarias entre os sdlidos cristalinos e os liquidos isotropicos. Nos cristais, as
moléculas estao altamente organizadas enquanto que nos liquidos, as moléculas difundem-
se livremente (45). Sistemas liquido-cristalinos combinam a organizacao de moléculas dos
cristais sélidos com o movimento das moléculas no estado liquido. Os sistemas liquido-
cristalinos sdo de grande importancia para administracdo de farmacos, pois podem
incorporar compostos com solubilidades variadas, proteger os farmacos da degradacao
fisica e enzimatica, diminuir o efeito de primeira passagem e controlar sua liberacao (46-
48).

Sédo frequentemente classificados em sistemas termotrépicos ou liotropicos. O

primeiro é obtido por aumento de temperatura e o liotrépico, por sua vez € influenciado pela
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proporcao dos solventes. As fases mais comumente encontradas em sistemas liotropicos

séo lamelar, hexagonal e cubica (49), conforme ilustrado na figura 4.

Cristal liquido

Hexagonal inversa Cubica- Pn3m
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Figura 4- Representacdo esquematica de fases liquido-cristalinas. Adaptado de Spomenka Milak e
Andreas Zimmer (49).

A fase lamelar consiste em estruturas lineares de bicamadas lipidicas alternadas
entre canais de agua e pode ser usada para obter a fase cubica por sua habilidade de
absorver excesso de agua dos fluidos biologicos (49).

A fase liquido-cristalina cubica exibe a mais complexa organizacdo espacial
conhecida das fases liquido-cristalinas. O nome “cubico” originou-se a partir de resultados
de difracdo de raios -X que mostraram simetria cubica (49). A estrutura da fase cubica
consiste em bicamadas curvas, que se estendem em trés dimensdes, apresentam
espessura estimada de 3,5 nm e separam duas redes de canais de agua continuos. Esses
canais ndo se intereceptam, e exibem didmetro de aproximadamente 5 nm quando
completamente intumescidos (50).

A fase hexagonal é caracterizada por longas estruturas cilindricas bidimensionais,
podendo existir na forma reversa, na qual as cabecas polares do composto formador de
fase ficam na regido interna dos cilindros e a porgcao apolar fica localizada ao redor dos
cilindros; ou na normal, onde as cabecas polares do composto localizam-se na regiao
externa dos cilindros (51, 52). Embora essas fases se apresentem macroscopicamente
como géis, a viscosidade é bastante diferente nas fases cubica, hexagonal e lamelar, o que
pode influenciar a liberacdo do farmaco (49).

A fase hexagonal foi selecionada aqui em decorréncia da sua estrutura nanométrica
(diametro dos cilindros e espessura das bicamadas é da ordem de nandmetros) e
versatilidade estrutural, caracterizada pela presenca de dominios hidrofilicos e hidrofobicos,

apresentando a capacidade de prolongar a liberacdo dos compostos hidrofilicos com
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caracteristica fisico-quimicas semelhantes ao cloridrato de naltrexona (49, 53). Além disso,
ela apresenta viscosidade intermediaria entre a cubica e lamelar. Sabe-se que a
viscosidade é de grande importancia para a liberagdo de compostos; em decorréncia de
sua elevada viscosidade, a fase cubica poderia resultar em liberacéo mais lenta do farmaco
(54, 55) .

A transicdo de uma fase menos viscosa como por exemplo uma microemulséo ou a
fase lamelar em estrutura bicontinua cubica ou fase hexagonal reversa pode ocorrer em
decorréncia de alteracbes na temperatura, concentracdo de solvente (como agua) e/ou
adicao de outros compostos, como farmacos (48, 53). Aqui propusemos sistemas capazes
de se transformar em fase hexagonal (reversa e normal, dependendo do composto
formador) mediante absorcdo de &gua. Essa transicdo pode ser explicada pelo fator de
empacotamento (K), que relaciona a forma da molécula do composto formador com
propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar. O fator de
empacotamento representa a medida da geometria preferencialmente adotada pelo
tensoativo quando da formacédo de agregados (56). Em outras palavras, € um parametro
muito util para predizer a mesofase que € preferencialmente formada por um composto, e

pode ser calculada pela equacéao 1:

K=Vh /Ao. Lc (equacgéao 1)

K=fator de empacotamento

Vh=volume da parte hidrofébica do tensoativo

Ao=éarea da seccdo transversal da cabeca polar do tensoativo
Lc=comprimento da cauda hidrofobica do tensoativo

De acordo com Engstron et.al, 1992 tem-se geralmente k~1 para a fase lamelar, ~1,3
para fase cubica bicontinua e ~1,7 fase hexagonal reversa. A transicdo entre fases em
funcdo do formato de compostos formadores de fase (principalmente a monoleina) e seu
fator de empacotamento foi estudada e idealizada por diversos autores, conforme ilustrado
na figura 5 (57):
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Figura 5- lIdealizacé@o das fases formadas por tensoativos e outros lipidios formadores de fases em
funcdo do formato do tensoativo e seu fator de empacotamento. Adaptado de Kulkarni, Langmuir,
2011(57).

Para compostos que formam sistemas reversos como 0 monoglicerideo monoleina,
0 aumento de agua permite que os grupos das cabecas polares do monoglicerideo se
movam mais livremente em uma direcdo perpendicular relativa ao plano da camada de
agua. Estes movimentos promovem desordem da cadeia hidrofébica do monoglicerideo,
aumentando assim Vh. Como a interacdo dos grupos da cabeca polar sdo fortes (em
decorréncia de ligacdes de hidrogénio), a sua secéo transversal tende a ser constante, e
o fator de empacotamento aumenta porque Vh aumenta, enquanto Ao e LC permanecem
constantes, facilitando a transformacéo de fase lamelar para cubica (47). Uma base racional
semelhante pode ser utilizada para transformacao da microemulsdo A/O em fase hexagonal
reversa, ja que estas sdo sistemas mais semelhantes aos micelares reversos (alguns
autores utilizam o termo “micela intumescida” para microemulsdes), sendo que o aumento
de volume da cadeia apolar do tensoativos pode levar a formagéo do sistema hexagonal.

A transicao entre fases quando do uso de compostos que formem sistemas normais
na presenca de agua (como tensoativos BRIJ e Vitamina E TPGS) € menos estudada. Para
vitamina E TPGS, por exemplo, acredita-se que a sequéncia de fases formada a medida
gue o teor aquoso aumente seja: fase micelar reversa, fase hexagonal e fase micelar

normal.(58)
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Comparado a outros sistemas de liberacdo sustentada desenvolvidos para
naltrexona, o uso de microemulsdes e sua geleificacdo com formacéo in vivo da fase
hexagonal ou lamelar oferece diversas vantagens: (28, 29, 39, 41, 59, 60)

- a viscosidade da formulagao precursora pode ser ajustada com a fase oleosa a fim de
facilitar sua administracdo subcutanea,

- microemulsdes séo de facil preparacao, o que reduz custos e complexidade relacionados
ao desenvolvimento,

- a via subcutanea parece ser superior se comparada a outras vias no que diz respeito a
poténcia da naltrexona em reduzir o consumo de etanol,

- a administracdo subcutanea € mais simples e ndo requer treinamento extensivo, de modo
que familiares do paciente (se ndo o préprio) podem executar a administracao (de maneira
similar a insulina);

- ao contrario de implantes que devem permanecer no mesmo sitio, o local de
administracdo do sistema proposto pode ser alternado a fim de reduzir possiveis reacdes

locais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma microemulsdo passivel de administracdo subcutanea que mediante
absorcédo de agua in situ, suscitard em gel nanoestruturado capaz de sustentar a liberacéo

de naltrexona.

2.2 Objetivos especificos

A. Desenvolvimento e caracterizagao fisico — quimica de formulag@es precursoras, estudo
de sua geleificacao e conversdo em sistemas nanoestruturados in vitro e incorporacao de

naltrexona

B. Avaliacdo da formacdo da fase liquido-cristalina in vivo; e de sua capacidade de

sustentar a liberagdo de um marcador fluorescente;

C. Avaliacédo da influéncia da formulacdo contendo naltrexona sobre o as propriedades
reforcadoras positivas induzidas pelo etanol em modelo de preferéncia condicionada por

lugar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Farmaco e reagentes

ALEXA FLUOR 647 carboxylic acid, adquirido da Invitrogen, Lote # 1301255;

BRI1J-97 (BRIJ) Polyoxyl 10 oleyl ether CAS:9004-98-2 C3sH76011, peso molecular 709 Lote:
#MKBL6769V. Adquirido de Sigma Life Science;

ETANOL adquirido da empresa Synth, Lote #190119

CLORIDRATO DE NALTREXONA (NTX) CAS16676-29-2, C20H23NO4 HCl.peso molecular
377,86. LOTE#SLBF8548V. Adquirido de Sigma Life Science;

MONOCAPRILINA, Glyceryl Monocaprylate (MC) CAS 26402-26-6,adquirido de ABITEC
CORPORATION Lote:11203-6

MONOLEINA (MO) adquirido Kerry Lote # 0905800057;

PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS) PCODE 1001461214 P4417-50TAB Lote:
#SLBD4322V, adquirido de Sigma Life Science;

PROPILENOGLICOL (PG) 1,2 Dihydroxypropane CAS (- ) - 1,2 - Propanediol [4254-14-2]
(+) 1,2 — Propanediol [4254 -15-3] , C3,Hs O2, peso molecular 76,09 Lote:169012,
adquirido de Synth;

SPAN 80, Sorbitan monooleate (SPAN) CAS:1338-43-8 C24H440s, peso molecular 429,
Lote: #MKBF2220V. Adquirido de Sigma Life Science

VITAMINA E-TPGS (TPGS) 4-O-(2-Hydroxyethyl)-1-O-[2,5,7,8-tetramethyl-2-(4,8,12-
trimethyltridecyl) -3,4-dihydrochromen-6-yl] butanedioate CAS:9002-96-4
C3305H54(CH2CH20)20-22, peso molecular aproximadamente 1513. Possui propriedades

anfifilicas — cabeca hidrofilica (polietilenoglicol 1000) e a porg¢éo lipofilica (d- a-tocoferol).
HBL= 13, adquirido da ISOCHEM BATCH NUMBER:1101020048.



31

TRICAPRILINA (TRI) Captex 300 EP/NF adquirido de ABITEC Corporation, Lote #
13061UT16.

3.2 Desenvolvimento das microemulsdes

Base racional: € importante ressaltar novamente que as microemulsdes foram

desenvolvidas e avaliadas em busca de formulacdes capazes de transformarem-se em fase
hexagonal mediante a absorcéo de agua do tecido celular subcutaneo. Tanto a fase do tipo
reversa como normal foram consideradas. No entanto, durante o desenvolvimento das
formulagbes, nos deparamos também com microemulsdes capazes de formar a fase
lamelar. Como esta € menos viscosa, consideramos sua relevancia para liberacdo de
maiores quantidades de naltrexona, e por isso, optamos por comparar sistemas capazes
de formar fase hexagonal do tipo reversa (contendo monoleina como composto formador),
do tipo normal (contendo vitamina E TPGS como composto formador) e fase lamelar
(contendo vitamina E TPGS-Span).

Microemulsbes foram desenvolvidas usando o método da titulacdo. Como
tensoativos/composto formador de fase foi utilizado vitamina E TPGS (TPGS), monoleina,
BRIJ e SPAN, isoladamente ou em associacdo. Como fase oleosa foi utilizado
monocaprilina, sendo esta substituida por tricaprilina quando da utilizacdo de monoleina
como lipidio estrutural (53, 61-65). A tricaprilina foi utilizada para permitir a formacao de
fase hexagonal em temperaturas biologicamente relevantes; em sua auséncia, a monoleina
forma fase hexagonal somente em temperaturas elevadas (47). O propilenoglicol foi
utilizado como co-tensoativo dado sua capacidade de aumentar a incorporacdo de agua
em microemulsdes e modular a viscosidade (61). Uma possivel explicagdo para o aumento
da quantidade de agua incorporada resulta da capacidade do propilenoglicol de particionar-
se no compartimento aquoso, reduzindo sua polaridade o que consequentemente,
facilitando a emulsificagéo (66). Diferentes proporc¢des entre tensoativos foram utilizadas
conforme representacdo na tabela 1. Foi utilizado apenas agua destilada como fase

aguosa.
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Tabela 1- Razdes entre os componentes da mistura de tensoativos e fase oleosa utilizadas no
desenvolvimento de microemulsdes.

TENSOATIVO: N
ESTUDO CO-TENSATIVO PROPORCOES
I TGPS
I BRIJ
[l TPGS: SPAN 1:0,15 e 1:0,30
\Y TGPS: PG 8,6:1,4; 7,5:25e6,7:3,3
\% (MO: TRI 9:1): PG 64:36

Protocolo experimental: Para desenvolvimento das microemulsdes, a fase oleosa e o (S)

tensoativo (s), foram aquecidos até fusdo em placa de aquecimento (ajustada para 60° C)
apos pesados em balanca analitica (Ohaus Pioneer TM, Toledo). A fase oleosa e o sistema
tensoativos/co-tensoativo foram misturados (m/m) nas seguintes proporcoées: 0:10, 1:9, 2:8,
3:7,4:6, 55, 6:4,7:3,8:2,9:1, 10:0 m/m (67). As misturas foram entao tituladas, utilizando-
se de aliquotas de 5 uL de agua destilada, sob moderada agitacdo. Através da inspec¢éo
visual, foi considerado microemulséo a formulacao fluida, transparente e de uma Unica fase
(67-70). O desenvolvimento do sistema contendo monoleina foi um pouco diferente: em
decorréncia da necessidade da tricaprilina para a formacao da fase hexagonal, o lipidio foi
misturado a tricaprilina em proporc¢ao fixa (9:1 m/m) e esse sistema foi entdo adicionado de
propilenoglicol em propor¢des variando entre 9:1 e 1:9 (m/m).

Com base nos diagramas obtidos, 3 microemulsdes foram selecionadas (tabela 2)
em decorréncia da possibilidade de obtencdo de formulagbes fluidas e isotrépicas —
caracterizadas como microemulsfes, capazes de transformarem-se em fases liquido-

cristalinas mediante a adicdo de agua.

Tabela 2- Composicao das microemulsdes escolhidas para incorporacdo do farmaco

Formulacéao Tensoativo: Co-tensoativo Fase Oleosa Agua
ME-TPGS TPGS:PG, 7.5:2.5, (68%) Monocaprilina (17%) 15%
ME-Span TPGS: Span, 1:0.15 (68%) Monocaprilina (17%) 15%

ME-MO MO (45%), PG (30%) Tricaprilina (5%) 20%
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3.2.1 Caracterizacao das formulacdes

ObservagOes visuais e de microscopia de luz polarizada (DM RXP, Leica, DMR,
Germany, equipado com software Light Analize) foram utilizadas para identificar as
microemulsdes e discerni-las de fases liquido-cristalinas. Enquanto que as microemulsdes
séo sistemas fluidos e isotropicos, os sistemas liquido-cristalinos do tipo hexagonal foram
identificados como sistemas semi-sélidos exibindo birrefringéncia sob luz polarizada (71,
72).

As formulacbes foram avaliadas macroscopicamente 24 horas e 5 dias pds-preparo,
apos repouso em temperatura ambiente, a fim de observar alteracdo na cor, transparéncia
e homogeneidade (73).

A microemulsdes selecionadas (ME-TPGS, ME-Span, ME-MO) e seus respectivos
géis de fase hexagonal (obtidos mediante adi¢cdo de 30% de agua para as duas primeiras
formulacdes e 40% de agua para a microemulsdo de monoleina) foram também avaliados
com relacdo ao comportamento reologico e viscosidade. Para tal, as amostras foram
submetidas a taxa de cisalhamento variando até 1000 1/s utilizando-se do reébmetro do tipo
cone-placa (Brookfield, USA) equipado com cone 50 ou 75. As andlises foram realizadas
em duplicata (42,49). As medidas de fluxo foram tratadas com a aplicagdo do modelo da
Lei das Poténcias (indicada na Equacéo 2) a fim de determinar o indice de escoamento e
confirmar o comportamento reoldgico:

1=K y" (equacéo 2)
onde 1 é a tensao de cisalhamento, y é a taxa de cisalhamento, K € um indice relacionado
a consisténcia e n é o indice de escoamento (61). Neste modelo, n > 1 representa um fluido
dilatante, n < 1 representa um fluido pseudoplastico e n = 1 um fluido Newtoniano (61).
Estes parametros foram calculados ajustando o modelo matematico da Equacgao (2) as
curvas de ida dos reogramas utilizando software Origin pro verséo 9.

O didmetro das goticulas das microemulsées foi determinado pelo método de
espalhamento dindmico de luz “(light scattering)”. Foi usado equipamento Zetasizer
(Malvern, nano Z90) (74). No método, o movimento browniano das moléculas da disperséo
€ utilizado para o célculo do raio hidrodinamico (56, 75). As microemulsdes ME-TPGS, ME-
Span, ME-MO, foram analisadas sem diluicdo para que ndo houvesse transformacao de
fases, ja que as microemulsdes se transformaram em fases liquido-cristalinas mediante

diluicado
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3.2.2 Intumescimento

Para acompanhar a taxa de absorcdo de agua e determinacdo da cinética de
intumescimento, as microemulsdes foram pesadas em tubos do tipo eppendorf (200 mg) e
500 uL de agua foi adicionado ao tubo. Este, por sua vez, foi colocado em banho, a
temperatura de 37° C. Apo6s intervalos de 2, 4, 6, 8 12 e 24 h, a agua foi cuidadosamente
removida e o gel formado foi pesado. A quantidade de agua absorvida em funcéo do tempo
foi representada graficamente e as curvas foram analisadas utilizando equacgfes de cinética

de ordem zero, primeira ordem (equacéo 3) ou segunda ordem (equagéao 4):

In Weo/(We - W) =kt (equacao 3)

W= t/W = 1/k W=? + t/ We (equacéo 4)

Onde W« ¢ quantidade maxima de agua absorvida pela formulagdo em um tempo
t, We - W é a quantidade de dgua ndo absorvida e k é a constante de proporcionalidade
(76-80) .

Para determinarmos o tempo necessario para transformacédo da microemulsdo em
fase hexagonal, amostras da formulacdo foram coletadas entre 2 e 24 horas para
visualizacdo no microscopio de luz polarizada e acompanhamento da formacao da fase
hexagonal.

Como os tensoativos BRIJ e TPGS ndo formam géis resistentes a diluicdo, também
avaliamos o tempo da persisténcia do gel, ou seja, por quanto tempo a fase hexagonal

formada por esses tensoativos era observada em presenca de excesso de agua.

3.2.3 Incorporagéao de naltrexona

O farmaco foi incorporado nas formulagdes selecionadas (Tabela 2). A intencéo foi
incorporar a maior quantidade do farmaco possivel sem que houvesse alteracdo na
estrutura do sistema. O farmaco foi dissolvido diretamente na microemulsdo a fim de
obtermos concentracao final variando entre 1 e 10% (m/m). Apos 5 dias de repouso, as
microemulsdes foram inspecionadas visualmente e em microscopio de luz polarizada. Para
avaliar a influéncia do farmaco sobre a formacao da fase hexagonal, agua foi adicionada

(concentracao final de 30-40%). Para a formulacdo ME-TPGS e para a formulacdo ME-MO
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foi possivel incorporar 5% de NTX (m/m), sendo essa concentracdo aumentada para 10%
apos 5 min de sonicacdo em banho.

Entretanto, para a formulagdo ME-Span, a adi¢cdo de quantidades superiores a
1,3% do farmaco (m/m) resultou em sua precipitacdo no sistema, mesmo apis sonicacao

em banho.

3.2.4 Liberacao in vitro do farmaco

Sabe-se que a composicdo, estrutura interna e viscosidade de sistemas podem
influenciar a liberacdo de farmacos, o0 que, consequentemente influencia sua
biodisponibilidade (53, 61). O tempo necessario para formacao da fase hexagonal também
pode influenciar a liberacdo, uma vez que a formulacdo precursora (microemulsao), por ser
mais fluida, imp&e menor restricdo a difusdo de compostos (81). Estudos de liberacéo in
vitro foram conduzidos para avaliarmos como a composi¢ao da formulacao precursora afeta
a taxa e mecanismo de liberacdo do farmaco.

A liberacdo da naltrexona foi avaliada in vitro utilizando a célula de difusdo de Franz
(area 1 cm?) (67). FormulagGes precursoras foram colocadas no compartimento doador da
célula de difuséo, separada da fase receptora (tampao fosfato 100mM, pH= 7,4 — preparado
24 horas anterior ao inicio do experimento) por uma membrana de celulose (cut off massa
molecular = 1000). Esta membrana foi hidratada em &gua destilada por 24 horas
anteriormente ao inicio do experimento. O compartimento doador foi preenchido com 3 mL
da solucédo tampdo, e a membrana foi clampeada entre os compartimentos de cada célula.
O fluido receptor foi mantido sob agitacao, utilizando barra magnética constante, a 250 rpm.

No tempo 0 h,, 100 mg das microemulsfes selecionadas ME-TPGS, ME-Span e ME-
MO (tabela 2) contendo naltrexona foram colocadas no compartimento doador. Apos 4, 8,
12, 24, 36, 48, 60, 72 e 84 h, aliquotas de 200 uL da fase receptora foram removidas para
quantificacdo da naltrexona através de espectrofotometria em 220nm.

A quantidade de farmaco liberada foi representada graficamente de diversas formas
para avaliacdo da cinética de liberacdo (67, 82, 83). Foram gerados graficos nos quais a
guantidade de farmaco liberada foi plotada em funcédo do tempo ou da raiz quadrada do
tempo e o log da concentracdo remanescente foi plotada em funcdo do tempo. A cinética
da ordem zero é caracterizada pela relacado linear entre a porcentagem liberada e o tempo;
em cinética de pseudo primeira ordem (ou Higuchi), a porcentagem liberada é linear em
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funcdo a raiz quadrada do tempo, enquanto que em cinética de primeira ordem, o log da

guantidade de farmaco remanescente na formulagéo é linear em funcéo do tempo.

3.3 Avaliacdo da capacidade do gel de sustentar a liberagdo de um marcador
fluorescente

Este experimento teve como objetivo demonstrar que a fase hexagonal ndo apenas
é formada in vivo a partir da formulacao precursora, mas também €é capaz de sustentar a
liberacdo de compostos. Foi avaliado em tempo real e no mesmo animal se a formulacao
tinha capacidade de reter o marcador fluorescente Alexa Flior 647 por longos periodos de
tempo (1 semana ou mais) ou se o marcador era removido rapidamente do local do depésito
e distribuido. Para este experimento foram utilizadas as formula¢cdes ME-TPGS e ME-MO
devido a capacidade de incorporar maiores quantidades de farmacos e promoverem
liberacdo mais lenta de naltrexona. Como controle foi utilizada solugdo do marcador em
propilenoglicol na mesma concentragéo da microemulséo.

Camundongos Black C57 machos fornecidos pelo Biotério do Departamento de
Farmacologia— Unidade Il (biotério de camundongos) foram utilizados nesse experimento
(protocolo 103/ 2015 adendo ao certificado 072/ 2014/CEUA, aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo). Os animais tinham idade de 60 dias e peso variando entre 25 e 28 g. Estes animais
foram mantidos em gaiola de polietileno branco (28,5cm X 17,5cm X 12,0 cm) com cinco
camundongos por caixa, com agua e racao ad libitum. A temperatura da sala foi controlada
em 24° C +2°C. Os experimentos foram conduzidos entre 7 horas e 30 minutos e 15 horas.
O manuseio dos animais seguiu as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento.

Estes animais foram depilados, em dorso, utilizando-se de Veet™, sob anestesia
inalatoria com isofluorano 1,5 L/min. Foi usado cerca de 5 g deste cosmético no dorso dos
animais, massageando com a ponta dos dedos, por cerca de 50 segundos. Com uma gaze
umida foi realizada massagem nos pelos até depilacdo. Apds este procedimento, 0s
camundongos foram devidamente lavados com agua aquecida a 37° C, e colocados em
estufa climatizada a 29° C até recuperacdo completa da anestesia inalatéria.

Apos 24 horas, as formulagdes precursoras ME-TPGS e ME-MO contendo 0,05% do
Alexa Fluor 647 foram administradas subcutaneamente na regido dorsal dos camundongos.

Foi utilizado um sistema de geracdo de imagens in vivo (IVIS Spectrum, disponivel no
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centro de Facilidades para Pesquisa do ICB-USP) a fim de visualizar o destino do Alexa
Flaor 647.

A retencdo do marcador no local de injecdo bem como sua distribuicdo sistémica
foram monitoradas 2, 5, 11, 19 e 34 dias, apés a administracdo. A intensidade da
fluorescéncia no animal foi quantificada utilizando-se o filtro de emissao/excitacdo entre
650-700 nm.

3.4 Avaliacdo da influéncia da formulacéo sobre a Preferéncia Condicionada por
Lugar (PCL) induzida pelo etanol

3.4.1 Animais

Para o experimento de condicionamento foram utilizados camundongos C57/BI6
machos, com 60 dias de idade, peso variando de 25-28g fornecidos pelo Biotério do
Departamento de Farmacologia— Unidade Il (biotério de camundongos) da Universidade de
Sdo Paulo. Uma semana antes do experimento, eles foram alocados no biotério do
Laboratorio de Neurobiologia do Comportamento do Departamento de Farmacologia. Os
animais foram mantidos em condicdes padrdo com temperatura e umidade controlados (24°
+ 29C e umidade de 55%), sendo as trocas de caixa moradia realizadas em cada 3 dias, e

o ciclo de iluminacédo de 12 horas claro e 12 horas escuro (ciclo claro das 7h00 as 19h00).

3.4.2 Aparato utilizado para PCL

O ensaio foi realizado no equipamento da empresa Insight™ (EP156 C), que
consiste em um aparato de aspecto retangular de trés compartimentos ( 4,6 x12,7 x 12,7
cm), contendo um lado com parede pretas com listras brancas verticais e piso em barras,
parte central paredes de cor cinza e piso liso de aluminio, e um terceiro compartimento com
paredes brancas e listras horizontais pretas e piso em grade de xadrez; cada

compartimento é separado por uma guilhotina, conforme mostrado na foto da figura 6 (84).
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Figura 6- Aparato manual de preferéncia condicionada por lugar da empresa Insight ™M EP 156C
Visdo superior.

3.4.3. Preferéncia Condicionada por Lugar — O teste

O ensaio teve duracdo de dez dias, sendo realizado no periodo do inicio da tarde

(13h00) e dividido em trés fases, com todo o procedimento registrado em video:

-Habituacéo (primeiro dia) é dado a chance de o animal explorar o aparato, por 15
minutos, onde a partir do momento que o animal estivesse com as quatro patas dentro do
compartimento, o tempo foi cronometrado e a soma de cada episddio perfez a soma total

do tempo da habituacéo.

-Condicionamento (segundo ao nono dia): nos oito dias consecutivos o animal so
teve acesso a um compartimento do aparelho. Os animais receberam injecao de etanol (2,0
g/kg) — via intraperitoneal ou salina em dias alternados e foram pareados nos respectivos
compartimentos por 5 minutos. Dentro de cada grupo experimental, metade dos animais
recebeu o etanol no compartimento com paredes pretas e listras brancas verticais e piso
em barras, e consequentemente, a outra metade no compartimento de paredes brancas
com listras pretas horizontais e piso em grade de xadrez. A salina foi injetada no
compartimento oposto ao do etanol, em dias alternados. Apds o pareamento, 0s animais

foram devolvidos a caixa moradia.
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-Teste (décimo dia) os camundongos foram alocados, um por cada vez no
compartimento neutro da caixa, com livre acesso aos outros dois compartimentos, como na
fase de habituacdo. O tempo que os animais permaneceram em cada compartimento foi

registrado, durante 15 minutos.

3.4.4 Desenho experimental do protocolo de PCL

Os animais utilizados para o protocolo de estudo foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, com idade de 60 dias. Durante a fase de condicionamento, os animais dos
Grupos 1 e 2 receberam injecbes diarias de salina e naltrexona, respectivamente, 30
minutos antes da injecdo de etanol. Apds a habituacéo, os animais dos grupos 3 e 4 foram
injetados com a microemulséo selecionada ME-TPGS 5% e 10%, respectivamente (tabela

2), subcutaneamente na linha média do dorso do animal imediatamente abaixo da cabeca,

- Grupo 1: (CT-SF) aplicacao de salina (1 mg/kg -diariamente) sc, n =7 animais;

-Grupo 2: (CT-NTX) aplicacdo de solucdo naltrexona (1 mg/kg) sc, diariamente, n = 6
animais ;

- Grupo 3: (ME-MO 5%) 100 mg microemuls&o contendo 5% de naltrexona, n = 7 animais ;
- Grupo 4. (ME-MO 10%)100 mg de microemulsdo contendo 10% de naltrexona, n= 6

animais

3.4.5 Anélise estatistica

O intervalo de tempo gasto no compartimento central foi desconsiderada, a andlise
foi feita por delta do compartimento pareado com o etanol e no dia do teste. Os resultados
de preferéncia por lugar foram analisados com o teste paramétrico de andlise de variancia
de uma via (ANOVA) e post hoc (Tukey) para identificar diferenca estatistica entre os
grupos. A analise estatistica da avaliacdo do estudo da preferéncia condicionada por lugar
foi feita pelo delta de tempo de cada animal do dia do teste no compartimento pareado de

etanol com o da habituag¢do. O programa estatistico utilizado foi o Origin 9.0 bit 32.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento das microemulsdes

Diagramas de fase que demonstram a relacdo entre os tipos de fase formadas e
composicdo dos sistemas foram obtidos e estdo apresentados na figura 7-9. As
formulacdes fluidas, transparentes e sem separacdo de fases foram classificadas como
microemulsdes e estdo demonstradas na regido sombreada em preto nos diagramas das
figuras 7-9. As regibes sombreadas em cinza denotam géis caracterizados por microscopia
de luz polarizada como fase hexagonal. As demais areas representam sistemas fluidos e
turvos ou bifasicos.

Como pode ser observado na Figura 7, o uso de TGPS e BRIJ como tensoativo
estrutural permite a formacao de microemulsdes com areas extremamente semelhantes e
pequenas (aproximadamente 26% da area total do diagrama). Microemuls@es capazes de
se transformarem em fase hexagonal foram obtidas quando do uso de tensoativo e fase
oleosa em proporc¢des variando entre 1.0 e 6:4 (m/m) e teor de agua abaixo de 70%. A area
da formacao do gel foi um pouco maior quando do uso de TPGS (20% comparado a 16%
para o diagrama contendo BRIJ), e por isso optou-se pelo uso de TPGS como tensoativo

estrutural.
0.0,1.0 0.0 1.0
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Figura 7- Diagramas de fase ternarios mostrando a relacao entre o tipo de tensoativo utilizado e os
sistemas formados. A regido sombreada em preto denota microemuls@es, e regido em cinza denota
géis classificados como fase hexagonal.
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Em seguida, adicionou-se propilenoglicol como co-tensoativo a fim de aumentar a
area de formacao das microemulsdes, permitindo a incorporacdo de maiores quantidades
de agua nas microemulsdes. Isso é importante para reduzir a viscosidade dos sistemas
formados (facilitando a administracdo) e permitir incorporacdo de mais farmaco, ja que o
cloridrato de naltrexona € hidrofilico. Como pode ser observado na Figura 8, 0 aumento na
concentracao de propilenoglicol promoveu aumento na area de formacao da microemulséao,
mas também uma reducédo na area do gel observada quando a proporcdo de TPGS:PG foi
67:33 (m/m). Assim, optamos por utilizar a propor¢gao de 75:25 a fim de reduzir a

viscosidade sem comprometer a formacao do gel.

1.0 1.0
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Figura 8- Diagramas de fase pseudoternarios mostrando a relacao entre a propor¢cao TPGS:PG
utilizada na mistura tensoativo-co-tensoativo e sistemas formados. A regido sombreada em preto
denota microemulsdes, e regido em cinza denota géis classificados como fase hexagonal.

Avaliamos também a utilizacdo do Span 80 como co-tensoativo. A utilizacdo da maior
guantidade de Span na mistura tensoativo-co-tensoativo resultou em maior area de
microemulsdo sem comprometer a formacgéo do gel (Figura 9). No entanto, € necessario
ressaltar que o uso do Span induz formacéo de fase lamelar e ndo hexagonal. Optamos por
utilizar a menor concentragdo de Span uma vez que a quantidade maxima de agua
incorporada em microemulsdes que originavam fase lamelar ndo sofreu aumentou com a
concentracdo deste co-tensoativo. Para comparar a liberacdo do gel de fase lamelar e

hexagonal, uma microemulséo contendo Span foi também selecionada.
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Figura 9- Diagramas de fase pseudoternarios mostrando a relagéo entre a proporgdo TPGS: Span
utilizada na mistura tensoativo-co-tensoativo e sistemas formados a regido sombreada em preto
denota microemulsdes, e regido em cinza denota géis classificados como fase lamelar.

A fase lamelar formada pelo adicdo de Span pode ser justificada, pois este apresenta
balanco hidro lipidico (HLB) 4,3. De acordo com o proposto por William Griffin em 1954,
tensoativos com HLB na faixa de 3-6 sdo hidrofébicos, logo alteram o parametro de
empacotamento do TPGS por afetar o volume de cadeia apolar, 0 que no caso de
compostos que formam fase normal, contribui para a transicdo de fase hexagonal normal
em sistemas lamelares (85).

Quanto as formulagbes contendo monoleina como tensoativo principal, utilizamos
tricaprilina como fase oleosa a fim de garantir a formacao da fase hexagonal a temperatura
biologicamente relevante. O diagrama de fases foi organizado de maneira diferente das
demais formulacdes devido a necessidade de fixarmos a propor¢do entre monoleina e
tricaprilina em 9:1 ou 8:2 (m/m), uma vez que estudos anteriores do grupo mostraram que
nessas proporcoes houve formacao de fase hexagonal mediante adicdo de agua acima de
15% (9:1) ou 20% (8:2). Optamos por utilizar aquela com maior quantidade de lipidio
estrutural ou seja 9:1, a fim de garantir a formacdo de fase hexagonal com menores
guantidades de agua o que resultaria em formacao mais rapida do sistema.

Fixando-se a proporcdo entre monoleina e tricaprilina em 9:1 foi adicionado o
propilenoglicol como co-tensoativo e modulador de viscosidade, em diferentes
concentracdes. O objetivo do propilenoglicol € servir como co-tensoativo na formacao da
microemulsédo, permitindo incorporacdo de mais agua, e tornar a formulacdo fluida o
suficiente para ser injetada subcutaneamente sem impedir a formacao da fase hexagonal.

Como pode ser observado na Figura 10, maiores quantidades de agua foram

necessarias para formacao da fase hexagonal (representada por triangulos ou circulos) a
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medida que a proporc¢éao de propilenoglicol foi aumentada. O uso de propor¢cées MO-TRI:PG
menores que 4:6 (m/m) aboliu a formacéo da fase hexagonal. Diante desses resultados, foi
selecionada a microemulsdo contendo 50% de MO-TRI, 20% de é&gua e 30% de
propilenoglicol por possuir quantidade de agua mais similar aos outros sistemas, enquanto

mostrando-se fluida para administracéo.

Figura 10- Diagrama de fase pseudoternarios mostrando a relagdo entre a composicdo de
formulacdes e tipo de sistema formado. Quadrados: sistema isotropico caracterizado como
microemulsao, triangulo invertido: fase hexagonal, circulo: fase hexagonal contendo excesso de
agua, losango: separacao de fases.

4.1.1 Avaliacéo da isotropia

Na figura a seguir estdo apresentadas as diversas formula¢des quando observadas
sob o microscoépio de luz polarizada. Esta microscopia € utilizada para diferenciar fases
liquido-cristalinas anisotropicas (como as fases hexagonal e lamelar) de microemulsdes e
outros sistemas isotropicos (53, 61). Sob um plano de luz polarizada a amostra é
anisotropica se for capaz de desviar o plano de luz, logo isotropica caso isso ndo ocorra e
ao serem avaliadas em microscépio de luz polarizada, apresentaram-se como um campo
escuro, sem textura caracteristica (48). Por outro lado, as fases lamelares e hexagonais
apresentam texturas caracteristicas.

Como pode ser observado na figura 11, microemulsdes observadas sob luz

polarizada apresentam-se como um campo escuro, sem nenhuma textura caracteristica.
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Figura 11- Imagem obtida por Microscopia de luz polarizada da microemulsdo ME-TPGS. Imagens
semelhantes foram obtidas com as outras microemulsdes. Barra = 200 um.

Na fase hexagonal, os agregados sao formados pelo arranjo de cilindros longos
formando estruturas bidimensionais. Apresentam-se como estruturas estriadas,
assemelhando-se a leques, conforme podemos observar na figura 12 (A e C). O arranjo
lamelar apresenta-se com varias camadas (lamelas) sobrepostas, formando estruturas

denominadas "cruzes-de-malta”, conforme pode ser observado na figura 12-B (86).

Figura 12- Imagem obtida por Microscopia de luz polarizada do cristal liquido. (A) TPGS: PG
(7,5:2,5, m/m), contendo 25% de &gua. (B) TPGS: Span (1:0,15 m/m) contendo 20% de &gua. (C)
ME-MO contendo 40% de agua. Barra = 200 um.
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4.1.2 Avaliacdo do comportamento reologico e viscosidade

As formulagdes selecionadas foram caracterizadas com relagdo a viscosidade. Nos
graficos da Figura 13 é possivel observar a relagdo entre a viscosidade e taxa de
cisalhamento, utilizadas para estudar o comportamento reologico dos sistemas. As
microemulsées ME-TPGS, ME-Span e ME-MO (Figura 13 A, Figura 13C e Figura 13 E)
apresentam comportamento Newtoniano, no qual a taxa de deformacdo € diretamente
proporcional & tensédo do cisalhamento. De acordo com lei de Newton da viscosidade, a
relacao entre tensdo de cisalhamento (forca de cisalhamento x area) e o gradiente local de
velocidade é definido de uma relacéo linear, sendo a constante de proporcionalidade a
viscosidade do fluido. Esse tipo de fluido apresenta viscosidade constante a mesma
temperatura. Esse tipo de comportamento € interessante considerando que a microemulsdo
sera administrada subcutaneamente, de modo que seu cisalhamento durante a inje¢cao ndo
resultara em alteracdo da viscosidade.

Os géis de fase hexagonal obtidos mediante adicdo de agua na concentracao final
de 30% (para o sistema formado por TPGS) ou 40% (para o sistema formado por
monoleina) apresentaram comportamento reoldgico compativel com sistemas
pseudoplasticos. Tal comportamento é caracterizado pela relacdo nao linear entre tenséo
de cisalhamento e taxa de deformacéo, e reducao da viscosidade com aumentos da taxa

de deformagéo (Figura 13 B, Figura 13 D e Figura 13 F).
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Figura 13- Comportamento reoldgico e viscosidade das microemulsdes (painéis a esquerda) e géis
(painéis a direita) selecionados: ME-TPGS (A), gel formado a partir de ME-TPGS (B), ME-Span (C),
gel formado a partir de ME-Span (D), ME-MO (E), gel formado a partir de ME-MO (F). O géis foram
obtidos mediante adicdo de 30% de agua as microemulsdes e 40% no caso de ME-MO.



47

4.1.3 Tamanho das goticulas por espalhamento dinamico de luz

As microemulsdes foram avaliadas quanto ao seu tamanho e os resultados estéo
ilustrados na Figura 14 e Tabela 3. Quando essas goticulas s&o iluminadas por um feixe de
luz de laser, ocorre o espalhamento deste, que sendo detectado em um angulo determinado
varia em uma taxa dependente da velocidade de difusdo da particula a qual, por sua vez,
€ governada pelo seu tamanho, fornecendo informacgfes diretas sobre o movimento
translacional das goticulas e permitindo o calculo do tamanho destas através das relacdes
empiricas adequadas. Todas as microemulsfes apresentaram diametro inferior a 150 nm,
0 que esta de acordo com a literatura que caracteriza as microemulsdes (87-89).

O indice de polidispersidade (Pdl) é utilizado como parametro que revela a qualidade
da dispersao, variando de 0,1 a 1; quanto mais proximo de um, mais heterogénea e
polidispersa é a distribuicdo das particulas, ora que valores até 0,25 geralmente indicam

uma distribuicdo homogénea dos globulos (87, 88).

Tabela 3- Tamanho e Pdl das microemulsdes selecionadas.

Microemulséo Tamanho (d.nm) Pdl
Pico 1 Pico 2
ME-TGPS 32,16 6,007 0,305
ME-SPAN 146,90 0,000 0,147
ME-MO 30,29 5,718 0,297
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Figura 14- Gréficos representativos da distribuicdo de tamanho de particulas das formulacdes
selecionadas. (A) ME-TPGS. (B) ME-Span e (C) ME-MO.

Observando estes dados, o tamanho das particulas e o Pdl encontram-se em
conformidade com dados da literatura. Para a microemulséo de TPGS, nota-se o maior Pdl
ja para a ME-Span o menor. O maior Pdl de ME-TPGS e ME-MO reflete a presenca de
duas populagdes: como podemos ver nos graficos de distribuicdo de tamanho da figura 14,
ha pequenos picos de diametro inferior a 10 nm. Esses pequenos tém intensidade bem
menor comparado ao picos principais, mas sua presenca sugere que ME-TPGS e ME-MO

sdo mais heterogéneas que ME-span.
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4.1.4 Incorporacao de Farmaco

Tendo em vista as trés formulac¢des escolhidas, os farmacos foram incorporados. A
guantidade maxima de naltrexona incorporado nas microemulsées ME-TPGS e ME-MO foi
5% (m/m), sendo essa concentracéo elevada para 10% mediante sonicacdo em banho por
5 minutos. Entretanto, ndo foi possivel incorporar concentracdes acima de 1,3% na
microemulsdo ME-Span, devido também a formac&o de precipitados. Como pode ser
observado na Figura 15, a adi¢cdo do farmaco ndo impediu a formacéo da fase hexagonal

e lamelar.

Figura 15- Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada (A) 5% de naltrexona na
microemulsdo ME-TPGS; (B) 1,3% de naltrexona na ME-Span; (C) 5% naltrexona em ME-MO; (D)
ME-TPGS com 5% de naltrexona adicionado de 40% de agua; (E) ME-Span com naltrexona a 1,3%
acrescido de 30% de agua; (F) ME-MO com naltrexona a 5% contendo 40% de agua.

4.1.5 Avaliagao do intumescimento

A taxa de intumescimento afeta o tempo de formacdo da fase liquido-cristalina e
consequentemente, a liberacdo. Aqui determinamos o tempo necessario para formacao da
fase hexagonal e da fase lamelar e a taxa de absor¢céo de agua. Para acompanhar a taxa
de absorcdo de agua e determinacdo da cinética de intumescimento, os géis formados
foram pesados em intervalos regulares entre 2 e 24 horas. Paralelamente, foi determinado
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0 tempo necessario para transformacao da microemulséo no gel de fase liquido-cristalina;
para isso, amostras da formulacdo foram coletadas entre 2 e 24 horas para visualiza¢do ao
microscopio de luz polarizada e acompanhamento da formacéo do gel.

Como pode ser observado na Figura 16, a formulacdo ME-MO é capaz de absorver
mais agua. A quantidade maxima absorvida, com a qual ha formacéao de platd (16%, sendo
a quantidade inicial de agua 20%) € coerente com o diagrama de fases representado na
Figura 10, que mostra a formacao de fase hexagonal (com excesso de agua) com uma
concentracéo final de 4gua de 40%.

—=— ME-TPGS
20, [* ME-SPAN
—a— ME-MO

Intumescimento (%)
=
N

0 10 20
Tempo (h)

Figura 16- Perfis de intumescimento de sistemas liquido-cristalinos das microemulsdes
selecionadas em meio a imerséo de agua e temperatura de 37°C.

As formulagcbes ME-TPGS e ME-Span foram capazes de absorver menores
guantidades de agua, o que também é coerente com os digramas de fases que mostram a
formacéo de sistemas liquido-cristalinos com 20-25% de agua (sendo o teor inicial 15%).
Também pode ser observada uma leva reducédo do intumescimento de ME-TPGS e ME-
Span apos 10 horas. Uma possivel explicagdo para o fendmeno se relaciona ao fato do
tensoativo estrutural ndo formar sistemas resistentes a diluicdo. Dessa forma, um pouco do
tensoativo pode se dissolver na agua e consequentemente, ser eliminado juntamente com

0 excesso de dgua no processo de pesagem.
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Os dados obtidos no estudo do intumescimento foram avaliados segundo Schott
(1992), utilizando modelos de primeira ordem e segunda ordem, e os coeficientes das
regressdes lineares estdo representados na Tabela 4. A andlise desses coeficientes de
correlacdo sugere que o intumescimento das matrizes segue cinética de Segunda Ordem.

Tabela 4- Coeficiente de correlagdo linear obtido utilizando diversos modelos para linearizagdo do
intumescimento dos sistemas.

Formulagao Ordem zero Primeira Ordem Segunda Ordem
ME-MO 0,510 0,868 0,998
ME-TPGS 0,701 0,705 0,994
ME-Span 0,135 0,107 0,981

Dependendo do fator de empacotamento do lipidio, diferentes estruturas liquido-
cristalinas podem ser formadas. A formacdo das diferentes estruturas também é
influenciada por fatores como pH, forca ibnica, temperatura, pressao e a presenca de
aditivos ou farmacos que podem ocasionar diferentes transicées de fases (51). Por isso,
foi importante determinar que durante o intumescimento formava-se realmente a fase
liquido-cristalina de interesse. E possivel observar na figura 17 que as fases lamelar e
hexagonal foram formadas apés 4 horas (formula¢cdes com TPGS) ou 8 horas (formulacdes

com monoleina) de contato com excesso de agua.
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ME-Span

ME-TPGS

ME-MO

Figura 17-lmagens obtidas por microscopia de luz polarizada demonstrando a relacdo entre tempo
e formacao de fases liquido-cristalinas. No painel superior é possivel observar que a microemulsao
ME-Span em contato com excesso de agua, forma fase lamelar. As outras microemulsdes, quando
em contato com o excesso de agua, originaram fase liquido cristalina hexagonal.

4.1.6 Teste de liberacéo in vitro

A liberacdo da naltrexona a partir das microemulsdes selecionadas em funcéo do
tempo esta representada na figura 18. Quando foi utilizada a solugdo do farmaco em
propilenoglicol (5%, m/m), conseguimos observar que em 24 horas quase 90% foi
encontrado na fase receptora, indicando que a membrana utilizada nao restringe a
passagem do farmaco.

Quando o farmaco foi incorporado em ME-Span, houve um pequeno retardo na
liberac&o, sendo mais de 60% do farmaco liberado em 96 horas. Por outro lado, ME-MO e
ME-TPGS promoveram reducfes mais pronunciadas na liberacdo, demonstrando seu

potencial para prolonga-la. Mais especificamente, a liberacdo de naltrexona a partir de ME-
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MO foi de aproximadamente 31% em 96 horas, enquanto que apenas 15% do farmaco foi

liberado quando utilizada a formulacdo ME-TPGS. Vale ressaltar que a quantidade de

farmaco incorporado em ME-Span € menor, de forma que muito embora a porcentagem de

liberacdo seja maior, a quantidade absoluta ndo € (ver Discusséo). A quantidade liberada

mostrou independente da concentracao de farmaco adicionada no sistema (Figure 19).
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Figura 18- Liberacéo da naltrexo

na em funcéo do tempo quando do uso da solucéo de farmaco em

propilenoglicol, ou das formulagfes selecionadas (ME-Span, ME-TPGS, ME-MO).
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Figura 19- Comparacéo da liberacdo do farmaco naltrexona a partir de ME-MO quando utilizado na

concentracao de 5% e 10%
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Em seguida, estudamos a cinética de liberacdo utilizando modelos de ordem zero,
pseudo-primeira e primeira ordem. Em cinética de ordem zero, a porcentagem liberada é
linear em funcdo do tempo; em cinética de pseudo-primeira ordem (ou Higuchi), a
porcentagem liberada é linear em funcéo a raiz quadrada do tempo, enquanto que em
cinética de primeira ordem, o log da quantidade de farmaco remanescente na formulacéo
€ linear em funcdo do tempo. Apds obtidos os graficos para cada modelo, foram
determinados os coeficientes de correlagéo, que encontram-se listados na tabela 5.

Tabela 5- Coeficiente de correlagéo linear obtido utilizando diversos modelos para linearizagédo da
liberacdo de naltrexona.

Formulacdo | Ordem zero | Pseudo Primeira Ordem | Primeira Ordem
ME-TPGS 0,945 0,980 0,969
ME-Span 0,919 0,979 0,960

ME-MO (5%) 0,957 0,995 0,968

ME-MO (10%) 0.848 0.960 0.849

Com base neste coeficiente, podemos afirmar que a liberagdo das matrizes
estudas seguem cinética de pseudo-primeira ordem, ou seja a porcentagem de liberacéo
do farmaco é linear em fun¢éo da raiz quadrada do tempo. Por causa da menor quantidade
de farmaco incorporada, a formulacdo ME-Span foi excluida. Entre ME-MO e ME-TPGS
(ambas capazes de prolongar a liberacdo de naltrexona), optamos por estudar in vivo a
formulagdo ME-MO por que a quantidade maxima de farmaco liberada por essa formulagéo
foi um pouco maior (~ 31%). A cinética de liberacdo manteve-se a mesma quando a
naltrexona foi adicionada na concentracédo final de 10%, sugerindo que ela independe da

concentragéo de farmaco.
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4.2 Avaliacdo da formacao do gel in vivo e sua capacidade de sustentar a liberacéo
de um marcador fluorescente

A administracéo subcutanea de 100 uL da formulacdo ME-MO resultou na formacéao
de depdsito que pbde ser observado por mais 30 dias no animal. A sequéncia de fotos
demonstrada na Figura 20, tem por finalidade demonstrar o aspecto no local da
administracao e o tipo de sistema formado (através de analise por microscopia). Podemos
observar uma diminuicdo centripeta no local do injeto, tempo dependente, ja mediante a
palpacdo do mesmo nota-se um aumento da consisténcia local. Apds 2, 10 e 20 dias os
animais foram sacrificados, o gel retirado e analisado por microscopia de luz polarizada
para verificar a formacao da fase hexagonal. Como pode ser observado, em 2 dias a fase
hexagonal foi formada in vivo, persistindo por mais de 20 dias. Vale ressaltar que em
experimentos subsequentes, o gel foi observado no local por até 34 dias apés a

administragao.

Figura 20- Formacdo do gel de fase hexagonal in vivo apds 2 (A), 10 (B) e 20 dias (C) da
administracdo de ME-MO. A estrutura hexagonal foi confirmada por microscopia de luz polarizada
como pode ser observado nos painéis a direita. Barra: 200 um.
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Havendo demonstrado a formacgéo do gel in vivo, a etapa subsequente do trabalho
envolveu avaliar a liberacdo de um marcador, ou seja, avaliar em um mesmo animal se o
marcador era liberado de forma rapida ou mais prolongada ao longo de dias em
comparacao com uma solucédo do marcador em propilenoglicol. Como pode ser observado
na Figura 21, a presenca de fluorescéncia foi observada no local da aplicacdo da
microemulsdo ME-MO por mais de 30 dias. E possivel observar também que quando
solucdo de propilenoglicol foi administrada, houve espalhamento maior da formulagéo,
atingindo uma regido maior em alguns animais comparado com a microemulsao. Por outro
lado, a fluorescéncia no local de administracdo desapareceu em menos de 20 dias apds a
aplicagcéo. Esses resultados indicam a habilidade do gel de reter o marcador no local de
aplicacdo por periodo de tempo superior comparado a solucdo, e portanto, prolongar sua

liberacao.
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ME-MO CONTROLE

Figura 21- Acompanhamento do processo de libera¢éo do marcador Alexa 647 em fungéo do tempo
a partir do gel de ME-MO comparado a solugéo controle em propilenoglicol.

Um fato interessante observado foi a permanéncia da fluorescéncia resultante da
administracao da solucéo do marcador em propilenoglicol por tempo de 10 dias. Esse efeito
parece ter sido ocasionado pela adsor¢cédo do marcador no tecido cutaneo, que promoveu a
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coloracdo do tecido mesmo apos a solucao ter sido absorvida, como pode ser observado
na Figura 22. Aos 20 dias, a coloracéo da pele (bem como a fluorescéncia) desapareceu.
Isso ndo ocorreu quando foi administrada a microemulsdo ME-MO. Essa diferenga pode
ser atribuida a liberacdo de menores quantidades (por unidade de tempo) do marcador a

partir do gel, evitando sua adsorcédo no tecido ao redor da formulacdo e sua coloracao.

Figura 22- Formacao do gel de fase hexagonal com retencdo do marcador no gel ap6s 5 (D5) ou
20 (D20) dias da administracdo de ME-MO, comparado a solugdo do marcador (controle, C). Notar
gue alguns animais controle apresentaram coloracdo azulada na pele mesmo na auséncia da
formulacdo apés 5 dias, o que indica uma possivel adsorcdo cutanea do marcador e pode justificar
a presenca de fluorescéncia em alguns animais controle em periodos de tempo superiores a 5 dias.

Foi possivel quantificar as médias da radiancia (através do software do equipamento
IVIS) no local de administracdo em fungéo do tempo, e a relagcéo entre esses parametros é
representada na figura 23. Como pode ser observado, os valores de radiancia no local de
administracao diminuem mais lentamente quando da administracédo de ME-MO comparado
a solucdo controle em propilenoglicol, o que indica mais uma vez a habilidade da

formulacdo desenvolvida em prolongar a liberacdo de compostos.
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Figura 23- Decaimento da radiancia no local de administracdo em funcdo do tempo apos
administragdo de ME-MO e solug&o do marcador em propilenoglicol.

4.3 Avaliacdo da influéncia da formulacdo sobre os efeitos reforcadores positivos
induzidos por etanol em modelo de preferéncia condicionada por lugar

Havendo demonstrado o potencial de ME-MO como um sistema de liberagédo para a
naltrexona, avaliamos entéo a eficacia do sistema sobre os efeitos reforcadores induzidos
por etanol em modelo de preferéncia condicionada por lugar. Esta avaliacao foi realizada
com a variacdo (delta) do tempo de permanéncia de cada animal no dia do teste no
compartimento pareado de etanol em relacdo ao da habituacdo. O programa estatistico
utilizado foi o Origin 9.0 e o poder da analise do teste estatistico calculado pelo programa
utilizado para a analise da amostra contendo de 26 amostragens foi 1.

Na figura 24, foi plotada a média de variagdo dos tempos. No grupo CT-SF foi 142,57
segundos, no grupo controle com naltrexona usado diariamente por via subcutanea foi de
52 segundos, para o grupo tratado com microemulsdo com 5% de naltrexona foi de 79
segundos e para o ultimo grupo a variacéo foi de menos 68 segundos. Para estabelecer a
comparacao entre os grupos foi usado o teste de post hoc Tukey (conforme ilustrado na
figura 25) e usado p < 0,05 como probabilidade de significaAncia. Observou-se diferenca
estatisticamente significante em todos os grupos exceto na comparacao entre o grupo CT-

NTX e a microemulsdo com naltrexona 5%. Ou seja, todos 0s animais tratados com
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naltrexona apresentaram menor preferéncia condicionada ao etanol comparados com o
grupo controle CT-SF, sugerindo reducédo dos efeitos recompensadores da droga. Nao
observou-se diferenca estatisticamente significante entre a solugcéo de naltrexona e ME-MO
5%, mas o grupo ME-MO 10% diferiu estatisticamente da solugcdo naltrexona diaria e ME-

MO 5%.
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Figura 24- Representacéo grafica da média e erro padréo dos grupos estudados na PCL. Os dados
mostram a diferenca entre o tempo gasto no compartimento pareado com a droga no dia do teste e
0 tempo gasto no mesmo compartimento no dia da habituacdo. Em vermelho o grupo CT-SF, em
verde o grupo CT-NTX, em azul o grupo ME-MO5%, em ciano o grupo ME-MO 10%.
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Figura 25- Analise das diferencas das médias utilizando o post hoc de Tukey. A barra em vermelho
indica diferenca estatistica significante. A barra em preto ndo houve diferenca estatistica
significante.
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5 DISCUSSAO

A habilidade de liquidos isotrépicos de formarem sistemas liquido-cristalinos apos
contato com excesso de agua dos fluidos corporais esta descrita na literatura (49-53, 61,
71, 74, 90). Estes sistemas podem ser formados a partir de lipidios anfifilicos que
intumescem na presenca de 4gua e formam varios tipos de cristais liquidos. Os sistemas
liguido-cristalinos sdo muito promissores para administracao sustentada de farmacos, mas
por serem na sua maioria viscosos, sua formacéao in situ € necessaria (48, 53, 76, 77).

O tipo de fase liquido-cristalina formada é determinada pelo tipo de composto
formador (tensoativo ou lipidio em sua maioria), sua concentracao no sistema, bem como
a incorporagédo de outros aditivos como farmacos, solventes e outros tensoativos e/ou co-
tensoativos (91). Lipidios como a monoleina, fosfatidilcolina, fitantriol, monolinoleina,
monoelaidina e oleil glicerato, bem como tensoativos como polisorbato 80 e vitamina E
TPGS sao exemplos de compostos utilizados para formacdo de fases liquido-cristalinas
liotropicas (52, 92-94). Dentre eles, o mais conhecido formador de fase liquido-cristalina é
o glicerii monoleato (ou monoleina). Quando colocado em contato com &gua, ele
reorganiza-se em bicamadas lipidicas formando uma fase micelar reversa (L2) e trés tipos
de fases liquido-cristalinas (lamelar, hexagonal reversa e fase cubica) dependendo da
temperatura e da quantidade de agua. A fase lamelar estruturalmente apresenta-se em
arranjo linear alternado por bicamadas lipidicas e canais de agua. A fase hexagonal reversa
(Hu) consiste em infinitas hastes de agua separadas pela bicamada lipidica. A fase cubica
€ a mais complexa e usualmente observada entre a fase lamelar e a fase reversa hexagonal
(91).

Nesse trabalho, além da capacidade de formacdo da fase liquido-cristalina, foi
necessario observar a capacidade de formacdo das microemulsdes. Assim, avaliar a
influéncia do tipo de tensoativo e da razdo entre eles é fundamental para assegurar a
formacéao dos sistemas e a capacidade de absor¢céo de agua para a transformacéo de fases
in vivo (95, 96). Os tensoativos usados neste projeto foram TPGS, Span e monoleina. A
escolha foi baseada em estudos da literatura mostrando que além de fase liquido-cristalina,
esses compostos eram também capazes de formar microemulsdes com estruturas internas
variadas dependendo do teor de agua (61, 97, 98).

A incorporacdo de outros compostos aos sistemas liquido-cristalinos pode resultar
em completa mudanca de fase (91) dai a importdncia de avaliarmos a influéncia da

incorporacao da naltrexona no sistema. Embora a incorporagdo da naltrexona ndo tenha
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alterado a formacéo da fase liquido cristalina, sua solubilidade no sistema foi um fator
determinante para a quantidade a ser incorporada: em sistemas formados por TPGS: Span,
guantidades maiores que 1,3% nao puderam ser dissolvidas, o que pode ser justificado pela
auséncia de propilenoglicol na formulagcdo uma vez que o farmaco é bastante sollvel neste
solvente.

Ao avaliarmos as caracteristicas das formula¢cdes isotropicas, que caracterizamos
como microemulsBes, observamos que todas as formulagcdes eram isotrépicas ao
microscopio de luz polarizada e apresentaram didmetro nanométrico, inferior a 150 nm.
Essas caracteristicas sdo compativeis com sistemas microemulsionados (42).

O comportamento reolégico das microemulsées (ME-TPGS e ME-MO) é do tipo
Newtoniano, no qual a tenséo é diretamente proporcional a taxa de deformacéo. Esse tipo
de comportamento tem sido descrito para microemulsdes do tipo dgua -em- 6leo (A/O), 6leo
-em- agua (O/A) ou bicontinua, embora o comportamento ndo Newtoniano também ja tenha
sido descrito para microemulsées mais viscosas, principalmente as bicontinuas (46, 99).
Embora n&o tenham sido realizados estudos para identificagcdo da estrutura interna das
microemulsées, elas sdo provavelmente do tipo A/O j& que a quantidade de agua é bem
inferior a quantidade de Oleo utilizada. O comportamento Newtoniano implica que as
microemuls@es apresentam viscosidade constante a mesma temperatura para diferentes
taxas de cisalhamento, de modo que durante a injecdo no tecido subcutaneo nao devera
ocorrer alteracdo da viscosidade. Embora a composi¢cdo do sistema e tipo de composto
formador (TPGS ou monoleina) ndo influenciem o comportamento reologico das
microemulsfes, esses fatores influenciam a viscosidade das formulacdes: ME-TPGS
apresentou viscosidade de 0,420 + 0,010 Pa.s, ou seja 4,9 vezes superior a viscosidade de
ME-MO (0,085 + 0,03 Pa.s).

Os géis de fase hexagonal obtidos mediante adicdo de agua na concentracao final
de 30% (para o sistema formado por TPGS) ou 40% (para o sistema formado por
monoleina) apresentaram comportamento reoldégico compativel com sistemas
pseudoplasticos. Tal comportamento é caracterizado pela relacdo nao linear entre tenséo
de cisalhamento e taxa de deformacéo, e reducao da viscosidade com aumentos da taxa
de deformacéo (Figura 12 B e D). Esses dados sugerem novamente que o tipo de composto
formador, ou seja, monoleina ou TPGS, ndo influencia o tipo de comportamento reolégico.
O comportamento pseudoplastico € consistente com estudos prévios da literatura e pode
ser decorrente da formacao de vesiculas multilamelares em altas taxas de cisalhamento

(100-102). Por outro lado, a fase hexagonal formada por monoleina exibiu menor
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viscosidade, o que foi evidenciado pela necessidade de maiores tensdes de cisalhamento
no gel formado por ME-TPGS para obtencédo de deformacdes semelhantes ao gel da ME-
MO. Essa diferenca pode ser decorrente da menor propor¢do do composto formador de
fase no gel formado por ME-MO (aproximadamente 34%) comparado ao gel de ME-TPGS
(45%) associado a maior quantidade do aditivo hidrofilico propilenoglicol, o que pode
aumentar a desordem e mobilidade do tensoativo formador de fase (103). Ja o oposto foi
observado para ME-Span, uma vez que sistema liquido-cristalino formado foi a fase lamelar
e ndo a hexagonal; a fase lamelar é visivelmente menos viscosa.

Os dados obtidos no estudo do intumescimento foram avaliados segundo Schott
1992, utilizando modelos de primeira ordem e segunda ordem. Os coeficientes de
correlacdo (Tabela 4) demonstram que o intumescimento das matrizes ME-MO e ME-TPGS
segue cinética de Segunda Ordem. De acordo com Schott, em um sistema que sofre
intumescimento de segunda ordem, o processo € controlado pela relaxacdo que ocorre no
sistema durante a captacdo de agua. Neste caso, a velocidade de intumescimento diminuiu
de maneira diretamente proporcional a area interna dos sitios que ainda n&o interagiram
com a 4gua em determinado tempo. Muitas matrizes poliméricas usadas como sistemas de
liberacdo de farmacos apresentam intumescimento de acordo com a cinética de primeira
ordem (51). Estudos anteriores demonstraram que além da monoleina, o BRIJ e fitantriol
também absorbem agua de acordo com cinética de segunda ordem (76, 104, 105). Por
outro lado, o tensoativo hidrofilico 6leo de castor etoxilado parece sofrer intumescimento de
acordo com cinética de pseudo-primeira ordem (76, 104, 105). Essa diferenca pode ser
decorrente do tempo utilizando para avaliar o intumescimento, que foi de apenas 2 horas
no caso do Oleo de castor etoxilado, ndo sendo atingido o equilibrio.

Uma das mais importantes e desafiadoras areas no estudo de dispensacao dos
farmacos é predizer a liberacdo em funcéo do tempo usando modelos matematicos simples
ou até mesmo sofisticados (106-108). Existe um grande namero de revisées que tem como
assunto a liberacdo de farmacos. O mecanismo de liberacdo de farmaco oferece uma
maneira de categorizar em difuséo controlada, intumescimento controlado e quimicamente
controlado (106).

A liberacdo de farmacos in vitro a partir de sistemas liquido-cristalinos tem sido
investigado em diversos estudos. O mecanismo de liberagdo ndo € completamente
entendido. Diferentes tipos de transporte de massa podem estar envolvidos no controle de
liberacdo do farmaco. Pode estar intuido a difusdo de agua no sistema, dissolucéo, efeitos

osmaticos, erosao da matriz formada. A vasta maioridade dos modelos teéricos é baseado
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nas equacodes de difusdo. O fenbmeno de difusédo é intimamente conectado com a estrutura
do material. Diversos fatores parecem estar envolvidos, como por exemplo propriedades
como a concentracdo de farmaco solubilizada e sua afinidade pelos canais de agua da
estrutura liquido-cristalina, composicdo e estrutura dos cristais liquidos (que estédo
relacionados com o contetdo de agua inicial, com a taxa de absorcdo de agua e com o
tamanho dos canais hidrofilicos) e viscosidade, além das condi¢bes experimentais usadas
para realizar o ensaio de liberagdo in vitro (71, 109, 110). Em geral, acredita-se que a
liberacdo de farmacos desses sistemas seguem trés etapas: dissolucdo do farmaco
suspenso na matriz, seguido da difusdo através do sistema e a transferéncia da matriz
para a fase receptora (111).

O tamanho dos canais das estruturas liquido-cristalinas pode influenciar na liberagao
do farmaco. Por exemplo, foi descrito que a liberacdo de compostos hidrofilicos de fase
hexagonal reversa € menor do que na fase bicontinua cubica, provavelmente devido ao
menor tamanho dos canais hidrofilicos da fase hexagonal (76). Além do diametro, a
tortuosidade dos canais de dgua também parece ser importante (91, 109).

A quantidade de naltrexona liberada difere entre as formulagcdes estudadas.
Comparando a quantidade de liberacdo nas primeiras 24 horas e nas horas subsequentes,
observou-se que o sistema ME-Span liberou uma quantidade maior de farmaco, em um
tempo menor, enquanto que com ME-TPGS e ME-MO obteve-se uma liberacdo mais
sustentada. De acordo com as observacdes das Figura 15-18, ME-Span liberou cerca de
65% em 96 horas o que em valores absolutos representaria cerca de aproximadamente
0,85 mg. Entretanto, ME-MO liberou cerca de 31% do farmaco, o que representaria 1,5 mg
e ME-TPGS liberou cerca de 15% no mesmo periodo (cerca de 0,75 mg). As diferencas de
liberacdo podem estar relacionadas ao tipo de fase liquido-cristalina formada e sua
viscosidade. A fase lamelar formada por ME-Span é menos viscosa, e por isso, impde
menor resisténcia a difusdo do farmaco. Embora tanto ME-MO quanto ME-TPGS formem
fase hexagonal, o sistema formado por ME-TPGS é mais viscoso, impondo maior
resisténcia a difuséo e liberacdo da naltrexona (91, 112). Esses resultados sugerem que,
mesmo considerando a maior porcentagem liberada por ME-Span, uma menor quantidade
absoluta de farmaco estaria disponivel para seu efeito em decorréncia de menor quantidade
de farmaco incorporado no sistema. Por isso o sistema ME-Span foi descartado.

De acordo com os dados apresentado na tabela 5, podemos afirmar que ME-MO,
ME-Span e ME-TPGS apresentam liberacédo seguindo cinética de pseudo-primeira ordem,

ou seja a porcentagem de liberacdo do farmaco é linear em funcdo da raiz quadrada do
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tempo. Higuchi descreve o mecanismo de liberacdo dos farmacos como um processo de
difusdo baseado na lei de Fick (lei quantitativa na forma de equacdo diferencial que
descreve diversos casos de difusdo de matéria ou energia em um meio no qual inicialmente
nao existe equilibrio), estando dependente da raiz quadrada do tempo. Porém, o uso desta
relacdo em sistemas que intumescem pode tornar-se insuficiente, uma vez que a auséncia
de intumescimento é um dos requisitos para uso deste modelo (113). Assim, a equacao de
Higuchi apresenta fortes limitacdes na interpretacdo dos mecanismos de liberacdo
controlada desses sistemas. No entanto, € 0 mais realista dos varios mecanismos que
ocorrem nos sistemas matriciais que o modelo de ordem zero (114).

O aumento da quantidade de naltrexona para 10% em ME-MO n&o alterou a cinética
de liberacdo, o que corrobora resultados anteriores que demonstraram que a liberacao
independe da concentracdo de farmaco incorporada inicialmente (105). Com base nos
resultados obtidos, a formulacdo ME-MO foi selecionada para experimentos in vivo.

A formulacdo ME-MO contendo 0.05% do marcador fluorescente Alexa fluor 647
(m/m) foi administrada na regido dorsal de camundongos sem pelo anestesiados com
isofluorano, e a retencdo do marcador no local de injecao foi monitorada 2, 5, 10, 20 e 34
dias apds a administracéo utilizando o equipamento VIS com filtro para absor¢cdo em 650-
700 nm. O IVIS Spectrum é um equipamento que permite a captacéo de fluorescéncia e
bioluminescéncia in vivo. Possui um conjunto otimizado de filtros de alta eficiéncia e
algoritmos espectrais que permite tirar o proveito de marcadores fluorescentes em todo o
comprimento de onda azul até préximo da regido do infravermelho. Foi observado que a
transformacao da microemulsdo em gel de fase hexagonal ocorre in vivo em dois dias, e 0
gel persiste por mais de 30 dias no local assim como a fluorescéncia do marcador
incorporado na formulacdo. Isso demonstra sua capacidade de promover uma liberacao
mais lenta do composto incorporado comparado a solu¢ao controle em propilenoglicol.

A poténcia da naltrexona de reduzir o consumo de alcool varia dramaticamente de
acordo com a literatura. Por exemplo alguns estudos em roedores sugerem que doses
menores que 0,1 mg/kg reduziria 0 consumo de alcool e o reforco positivo por ele induzido.
Outros estudos mostram que inje¢des por via intraperitoneal com doses entre 3 ou 30mg/kg
de naltrexona fracassaram em reduzir o consumo de é&lcool e o reforgco positivo por ele
induzido (60). A via de administracdo do antagonista opidide pode ter um impacto
substancial em experimentos pré-clinicos, raramente enfatizado na literatura quanto aos
efeitos da administracdo do etanol afirmam as autoras Keith L. Williams, Carissa L.

Broadbridge. Elas demonstraram que 0,1 mg/kg de naltrexona quando usado via



67

subcutanea reduz o reforco positivo do alcool. Entretanto, quando a via intraperitoneal foi
estudada foi necessaria uma dose 10 vezes maior (60). Sabe-se que é aprovada a
administracdo intramuscular de 380 mg de naltrexona incorporada em microparticulas a
cada 30 dias para tratamento de dependéncia ao alcool. Considerando que o volume
maximo considerado passivel de administracdo subcutanea varia até 4 mL (mais
comumente até 2 mL) e que a concentracao do farmaco na microemulsao é 5% (m/m), seria
possivel administrar até 200 mg de farmaco, o que comparativamente a quantidade de
farmaco administrada com as microparticulas, seria suficiente para cerca de 15 dias de
tratamento. Na tentativa de aumentar a quantidade de farmaco administrado, conseguimos,
apos sonicacdo da fase aguosa da formulacdo contendo propilenoglicol e agua, dissolver
10% de naltrexona mediante sonicacdo em banho por 5 minuto. Sendo a naltrexona
administrada na forma de cloridrato, ela poderia atuar como um agente osmoticamente
ativo, podendo ocorrer a formacao de necrose no tecido celular. Nao foi observado nenhum
tipo de leséo na pele e tecido de camundongos apds administracdo da formulacéo contendo
5 ou 10% de naltrexona.

O aparato de preferéncia condicionado por lugar € utilizado para estudar os efeitos
recompensadores positivos e aversivos (negativos). O objetivo do teste de Preferéncia
Condicionada por Lugar € caracterizar o potencial gratificante de uma droga ou outra
condicao experimental. Em 1976, os autores Rossi e Reid publicaram um relato no qual o
tempo gasto no compartimento pareado com a morfina em relagédo ao tempo da solucéo
controle foi utilizado (115). O protocolo usado neste experimento foi descrito em 2006 pelos
autores Cunningham, Gremel e Groblewski estes descrevem no artigo o protocolo de PCL
ao etanol (116). A associacdo do ambiente com a injecdo, por si, promove uma resposta
motivacional. Esse tipo de associacao permite ao animal associar o evento com base na
experiencia prévia. Quando o estimulo € recompensador, os camundongos tendem a
aproximar-se do compartimento em contato com o estimulo positivo (nesses estudo foi
usado a dose de 2,0 g/kg, intra peritoneal de etanol, que espera-se produzir uma
preferéncia condicionada por lugar. Em um estudo inicial que examina os efeitos do etanol
no paradigma da PCL, descobriu-se que baixas doses (<0,8 g/kg) nédo tiveram efeito (117).
Entretanto os roedores tendem a evitar contato com aquele ambiente que causa aversao.
Sabido que o alcool é uma droga de abuso, e certamente promove efeitos
recompensadores € portanto, esperado que o0 animal permaneca mais tempo no
compartimento que foi oferecido a injecdo de etanol intraperitoneal ao invés do

compartimento que recebeu a solugédo salina. O efeito reforcador positivo do etanol no
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grupo CT-SF foi observado por uma meédia positiva na diferenca entre o tempo gasto no
compartimento pareado com etanol no dia do teste menos o tempo que o animal passou
neste compartimento no dia da habituacao (Figura 23).

Vale ressaltar que o etanol tem um efeito bifasico, onde o efeito reforgador positivo,
expresso por uma estimulacdo locomotora inicial, predomina durante a curva ascendente
de absorcdo. Cunningham et al. (116) observaram que uma exposic¢ao relativamente curta
(5 minutos) durante a fase de condicionamento era mais eficaz na indugéo da PCL. Como
anteriormente justificado, a sensacdo de recompensa esta ligada a um complexo sistema
em “cascata”, envolvendo diversas estruturas e varios neurotransmissores. O resultado final
do processo consiste na ativagcdo de uma via dopaminérgica mesolimbica. O processo se
inicia no hipotalamo, com atividade excitatoria de neurdnios serotoninérgicos, isto leva a
liberacdo de meta-encefalina na area tegmentar ventral, o qual inibe a acao inibitéria do
GABA sobre os neurénios secretores de dopamina. Desinibidas as células dopaminérgicas
“disparam” no feixe mesolimbico e a dopamina termina por se acoplar com seus receptores
D2, no hipocampo (via amigdala) e no nucleo accumbens onde, mais uma vez, a encefalina
neutraliza a acao inibitéria do GABA. Promove-se, assim, a despolarizacdo dos neurbnios
dopaminérgicos (pds-sinapticos) nestas duas areas, o que completa a “cascata” e gera a
sensacao de recompensa. O bloqueio de receptores opidides no cértex cingulado anterior
(regido atribuida ao incentivo motivacional) reduz a PCL (118).

Os efeitos de farmacos para o tratamento da dependéncia do alcool foram testados
em 1998 por Cunninghan et al. (25). Nesse estudo levantaram a hipotese de que a
naltrexona poderia interferir no processo de aprendizado associativo. Logo poderia extinguir
tanto o condicionamento quanto a aversdo, porém o farmaco aumentou a expressao da
aversao. Apesar de nao interferir no aprendizado associativo, o farmaco contribuiu na
averséo ao alcool (119).

O procedimento envolve o condicionamento operante de uma predilecdo por um
compartimento particular que tem sido pareado com um estado induzido pela substancia
ou condicdo testada. Se um farmaco apresenta propriedades gratificantes, o animal
passara mais tempo no compartimento com o qual foi pareado. O procedimento de
preferéncia condicionada por lugar é classicamente usado desde 1940 (120).

Como pudemos evidenciar pela comparagéo do teste post hoc houve diferenca
estatisticamente significante para p<0,05 entre todos os grupos, exceto CT-NTX e ME-MO
5% (Figura 24). Estas diferencas podem ser justificadas pelo fato de no grupo ME-MO 10%
haver liberacdo de maiores quantidades da naltrexona, Com ME-MO com 10% de
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naltrexona espera-se obter uma concentracdo sérica maior quando comparada com a
microemulsédo ME-MO 5%.

Quando se compara estes dois outros grupos (CT-NTX versus ME-MO 5%)
apesar de ndo ter tido diferenca estatisticamente significante p > 0,05%, o proprio fato de
nao necessitar administracao diaria da naltrexona torna-se por si uma grande vantagem,
visto que uma unica administracdo de uma formulacdo subcutanea pode evitar a
administracao diaria, subcutanea da naltrexona.

Todavia, pensando na comodidade da posologia ao paciente, espera-se aumento
da adesédo ao tratamento. Por isso, a via de administracdo é de suma importancia. Numa
comparacao sistematica da eficacia e tolerabilidade de administracdo oral versus injetavel
(via intramuscular) de naltrexona, o autor Roozen et al. (59, 121) verificou que a formulacao
injetavel demonstrou beneficios iguais ou maiores que a naltrexona oral na promoc¢éo da
abstinéncia total, tempo para a primeira bebida, e uma reducéo na taxa de eventos de dias
de consumo em relacao ao placebo (122). Estes mecanismos considerados pela acédo da
naltrexona incluem a redugao do “craving”. A maioria dos individuos quando expostos aos
seus habitos alcodlicos observa-se o aumento da necessidade de beber, o que é
acompanhado de reatividade psicofisiologica, como aumento da frequencia cardiaca,
pressao arterial e rubor da pele. Medicamentos que controlam a urgéncia de beber podem
promover a abstinéncia e consumo do alcool. Pela reducdo dos efeitos estimulantes do
alcool, potencializacdo dos efeitos sedativos (estudos tém mostrado que a naltrexona causa
aumento do auto-relato de fadiga, tensdo e confusdo) e aumento do controle cognitivo
(dados pré-clinicos recentes sugerem que as farmacoterapias, incluindo a naltrexona,
podem funcionar aumentando o controle cognitivo e diminuindo a tomada de decisao
impulsiva (121). Além disso, é possivel propor o uso da formulagdo com menor quantidade
de naltrexona em outras patologias conforme descricdo off-label na literatura. A
administracao de baixa dose de naltrexona (4,5mg/dia) tem sido investigada com resultados
promissores na Doenca de Crohn; fibromialgia; esclerose mudltipla; obesidade (em

associagcao com bupropiona); cancer; AIDS e doencas autoimunes (123-126).
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6 CONCLUSOES

Microemulsbes com diametro da fase dispersa inferior a 150nm foram obtidas com
éxito utilizando diferentes tensoativos e co-tensoativos. As microemulsées ME-TPGS e ME-
MO originaram fase hexagonal mediante absorcdo de agua, enquanto que ME-Span
originou fase lamelar.

As microemulsfes apresentam comportamento reoldgico tipo newtoniano e as fases
hexagonal e lamelar compartam-se como fluido pseudoplastico. Todas as microemulsdes
foram capazes de incorporar o farmaco, embora em diferentes concentracdes: a formulacéo
ME-Span incorporou 1,3 %, enquanto que ME-TPGS e ME-MO incorporaram até 5%.
Independentemente da quantidade incorporada e do tipo de fase, a liberagcdo pode ser
melhor descrita de acordo com cinética de pseudo-primeira ordem. Essas formulacfes
sustentaram a liberac&o do farmaco por tempo superior a 80 horas.

A microemulsdo ME-MO formou gel de estrutura hexagonal apés 48 h, que se
manteve por mais de 30 dias. Através da experimentacédo VIS, observou-se fluorescéncia
do marcador no local da aplicacdo por até 34 dias com a administracao do gel, o que implica
em liberacéo lenta, ao contrario do que foi observada quando da administracdo da solucéo
do marcador.

A microemulsdo ME-MO com 5% de naltrexona reduziu os efeitos recompensadores
do etanol.

A microemulsdo ME-MO com 10% de naltrexona antagonizou a preferéncia

condicionada por lugar induzida pelo etanol.
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