UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

AVALIACAO DO POTENCIAL DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA
ADMINISTRACAO CUTANEA DE DEXAMETASONA

NATALIA BARBOSA VEDOVATO

ARARAQUARA -SP
2011



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

AVALIACAO DO POTENCIAL DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA
ADMINISTRACAO CUTANEA DE DEXAMETASONA

NATALIA BARBOSA VEDOVATO

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
ao Curso de Graduacdo em Farmécia -
Bioguimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara,area de Pesquisa
e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos,da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”’para obtencao
do grau de Farmacéutico-Bioquimico.

ORIENTADORA: PROF2, DR2, MARIA PALMIRA DAFLON GREMIAO

CO- ORIENTADORA: DRA. HILRIS ROCHA E SILVA

ARARAQUARA - SP

2011



RESUMO

Os sistemas nanoestruturados sdo capazes de aumentar a permeacao de um
farmaco sem alterar as suas propriedades e direciona-lo para regides especificas
favorecendo a interagcdo com sistemas bioldgicos. Algumas formagdes dos sistemas
nanoestruturados cristais liquidos, microemulsdes podem permitir a liberacao lenta
do farmaco o que propicia um efeito mais prolongado da acdo deste, aumento da
solubilidade e estabilidade de farmacos, capacidade de agir como sistemas
reservatorios, diminuicdo da toxicidade, bem como melhor a biodisponibilidade dos
farmacos. A dexametasona (DMA) é um corticGide muito utilizado, mas que possui
muitos efeitos colaterais,como eritema,hipertensao arterial,acne,aumento de peso e
apetite,entre outros,devido sua capacidade de atravessar o estrato cérneo por
difusdo, assim ele é capaz de alcancar a circulacdo e causar efeitos colaterais
sistémicos. Para diminuir a acdo desses efeitos indesejaveis € preciso controlar a
permeacdo desta classe de farmaco e aumentando a sua retencdo cutanea. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de sistemas nanoestruturados
estabilizados com 4alcool cetilico etoxilado e propoxilado(PRO) como tensoativo,
acido oléico (AO) ou o6leo mineral (OM) como fases oleosas para a administragcao
cutanea de DMA. Estas fases oleosas foram selecionadas por apresentarem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, bem como promoveram diferencas
estruturais em formulacdes de estudos anteriores. A caracterizagdo por microscopia
de luz polarizada mostrou que a dexametasona pouco interfere na estruturacao das
formulacBes. A reologia mostrou que as formulagfes, com acido oléico como fase
oleosa, AO1 e AO2 séao as formulagcbes com melhores condi¢cbes de aplicacdo
cutanea. Os cristais liquido de fase cubica, foram os que mais foram capazes de
solubilizar DMA, além de apresentarem as maiores forcas de bioadesao. Ensaios de
liberacdo in vitro em célula de difusédo tipo Franz mostraram que a concentracao de
DMA permeada foi mais elevada quando incorporado nas formulacbes de fase
cubica de 6leo mineral como fase oleosa, em relacdo as formulacbes de fase
lamelar e microelmulsdes, mas que estas retém uma quantidade de farmaco maior

na pele do que as demais.

Palavras-chave: dexametasona, cristais liquidos, microesmulsdes, bioadeséo.
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1. INTRODUCAO

Desde 1948, com a introducdo da cortisona e mais tarde a hidrocortisona
(1951), os esterbides anti-inflamatorios tornaram-se uma proeminente da classe
farmacoldgica. Elas sdo atualmente os farmacos de escolha para o tratamento de
varias doencas, apesar dos seus efeitos secundérios adversos,como
eritema, hipertenséo arterial,acne,aumento de peso e apetite,entre outros. (AVERY..et
al.,1997) .

O wuso de esterdides tépicos representou um grande avango em
dermatologia. O acetato de dexametasona (9-fluoro-11B,17,21-triidroxi-16a-
metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona) € um esterdide indicado para o tratamento de
diversas patologias como por exemplo: afeccdes alérgicas graves,doencas
reumaticas,herpes zoster oftdlmico entre muitas outras, devido a sua acéo
antiinflamatéria e imunossupressora, podendo prevenir ou suprimir processos
inflamatorios de varias naturezas, inclusive resultantes de radiagcdes, mecanicos,
quimicos e infecciosos. Embora o efeito ndo atinja a doenca de base, seu uso é
muitas vezes de vital importancia na supressao do processo histopatolégico natural
ou para combater efeitos secundarios de outros farmacos (Figura 1). (Gasco.et

al.,1988)

Figura 1. Estrutura quimica dexametasona
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Este esterdide é freqientemente incorporado em pomadas, cremes, logoes,
aerossois e microemulsfes (GASCO.et al.,1988).

Vérios estudos tém sido realizados para examinar os fatores que controlam a
absorcéo percutanea desta classe de farmacos. Os corticoides atravessam o estrato
coérneo por difusdo transepidérmica e sua concentracdo na epiderme depende da
razdo de penetracdo cutanea, da polaridade do farmaco e da perfusdo sanglinea da
derme. Deste modo, o corticéide atravessa a camada de queratina do estrato corneo
e exerce seu efeito na camada granulosa da epiderme e, para alcangar a circulagao
e produzir os efeitos colaterais sistémicos, deve penetrar na barreira entre a
epiderme e a derme. Assim, para se obter um efeito topico satisfatério, € desejavel
modular a permeacdo do farmaco, diminuindo sua migracdo para a

derme(URBAN,2004) .

O corticosteréide aplicado topicamente produz seu efeito local pela ligacéo
com receptores especificos de glicocorticéides localizados na epiderme e na derme,
sendo a afinidade da ligacdo maior na epiderme do que na derme. Através de varias
modificacdes moleculares conseguiu-se aumentar a atividade antiinflamatéria dos
corticosteréides, resultando em uma gama de compostos de variadas poténcias.
Entretanto, 0 aumento da poténcia pode aumentar a ocorréncia de efeitos colaterais
e a aplicacdo destes corticoides em &reas extensas do corpo por periodos
prolongados aumenta a probabilidade de ocorrer efeitos colaterais sistémicos. Os
efeitos colaterais locais observados na terapia topica com corticosterdides incluem
atrofia epidérmica, dérmica e subcutanea (AVERY .et al., 1997).

Para algumas patologias, o aumento da concentracdo de farmacos no estrato

cérneo € mais importante para a eficacia e seguranca do tratamento que o aumento
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da absorcédo percutanea (HASHIGUCHI, 1997). Em razéo disso, pesquisas sobre
novas alternativas tecnoldgicas que modulem a liberacao destes farmacos tém sido
realizadas (AVERY.et al.,1997). Nosso grupo de pesquisa tem estudado sistemas
coloidais bastante promissores para a liberacdo destes farmacos. Estes sistemas,
compostos por um alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP, co-polimero
tri-bloco, &gua e diferentes fases oleosas, podem formar sistemas
termodinamicamente estaveis e com alta capacidade de solubilizacdo de
farmacos(URBAN,2004; LANDGRAF,2006). O comportamento de fase, que forma
sistemas mais estruturados com o aumento da propor¢cdo de agua, torna estes
sistemas bastante interessantes para utilizacdo na liberacdo de farmacos. As
caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas deste tensoativo e das fases
oleosas, assim como as propor¢cdes dos constituintes, sdo fatores essenciais na
formulacdo desses sistemas coloidais. Urban (2004) verificou que sistemas
compostos por Procetyl (PRO),agua e miristato de isopropila apresentaram
diferentes estruturas em funcéo da variagdo da proporcdo entre os componentes
(Figura 2).

Figura 2. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com PRO como tensoativo, fase
oleosa miristato de isopropila e 4gua. As areas delimitadas representam: ME — microemulséo,
CL - Cristal liquido, EL —emulséo liguida, EV — emulséo viscosa e SF — separacao de fases
(Urban, 2004).
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A capacidade de incorporagcdo da dexametasona nestes sistemas foi cerca de
10 vezes maior que em seus componentes isoladamente, sendo possivel a
incorporacdo de uma concentracdo 10 vezes maior que a dose farmacoldgica
recomendada. Nesse trabalho, foi observado que a formulagdo de cristal liquido
promoveu maior permeacdo e retencdo de dexametasona em pele de orelha de
porco que o creme, empregando os mesmos componentes (URBAN, 2004).
Alterando a fase oleosa, foi possivel obter sistemas com diferentes formas de
agregacao e concentracoes de componentes (LANDGRAF, 2006).

Microemulsfes séo sistemas isotropicos e termodinamicamente estaveis,
geralmente composto de uma combinagao de trés a cinco componentes: 6leo, agua,
tensoativo, co-tensoativo e substancia ativa (CONSTANTINIDES,1997). As
microemulsfes apresentam um grande potencial como sistemas de carreamento do
farmaco, porque eles podem melhorar a solubilidade, a absor¢cdo e a eficacia
terapéutica do medicamento.(FORMARIZ,2005).

Os cristais liquidos (CLs) sé@o conhecidos desde 1889, quando Lehmann
descreveu um estado intermediario na transformacao térmica a partir do estado
sélido para um liquido. Em 1922, Friedel usou o termo “estado mesomorfico” (mesos
— intermediario e morphé — forma) para definir este quarto estado da matéria; com
isso, os CLs passaram a ser denominados como fases mesomorficas ou
mesomorficas cristalinas. (MULLER-GOYMANN,1986; FERRARI,1998).

Esta fase intermediaria apresenta propriedades caracteristicas tanto de
sélidos quanto de liquidos, ou seja, possui ordem estrutural, rigidez e ligacdes
definidas como os solidos e mobilidade, regides desordenadas e fluidas como os

liquidos (MULLER-GOYMANN,1986, MORAIS,2006).
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Na caracterizacdo de sistemas liquido-cristalinos, as medidas reoldgicas séo
de extrema importancia, pois fornecem informacdes relacionadas ao arranjo das
moléculas de tensoativo num sistema tensoativo/agua/dleo. A fase lamelar
geralmente apresenta-se como liquido viscoso e a fase hexagonal tem a viscosidade
semelhante a de um gel, enquanto que a viscosidade da fase cubica é
extremamente elevada (GABBOUN, 2001; HYDE, 2001).

A utilizacdo de CLs em produtos de uso topico apresenta vantagens
funcionais como controle da liberacdo de substancias ativas; incorporar principios
ativos em matrizes liquido-cristalinas ou mesmo em formula¢gdes que os contenham,
pois os CLs protegem as substancias ativas sensiveis a degradacdo térmica ou
fotodegradacao; promoverem aumento da retencdo de agua no estrato cérneo,
proporcionando aumento na hidratacdo cutanea (MULLER-GOYMANN,1986;
MORAIS,2006).

No desenvolvimento de sistemas liquido-cristalinos, € extremamente
importante a escolha dos componentes, de maneira a atingir os critérios desejados,
como eficacia, seguranca, estabilidade e aceitacdo pelo consumidor. Logo, a
tendéncia € ter se cada vez mais disponiveis matérias-primas que permitam bom
sensorial e boa estabilidade da formulacéo, propiciando um prazo de validade viavel
para comercializacdo do produto (AYANNIDES,2002; LEONARDI,2006).

A interacdo entre farmaco e sistema desempenha um importante papel no
controle da liberacdo, sendo que a velocidade e a extensdo da liberacdo de
farmacos incorporados nesses sistemas dependerdo da estrutura do agregado,
assim como das suas caracteristicas fisico-quimicas. Essas propriedades tornam

possivel a utilizacdo de microemulsdes e cristais liquidos como veiculos carreadores
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de substancias ativas, os quais devem ser capazes de controlar a liberacdo das
substancias neles incorporados (GABBOUN, 2001; URBAN,2004).

Esses sistemas coloidais tém sido utilizados como sistemas de liberacdo de
farmacos em diferentes vias de administracdo e, dependendo dos constituintes
utilizados, podem modular a liberagéo tanto de farmacos hidrofilicos como lipofilicos

(BAROLI, 2000).

O sucesso terapéutico de produtos topicos esta relacionado também com a
habilidade de se conseguir concentracfes terapéuticas de farmaco na pele ou
mucosa por um tempo tédo longo quanto necessario (NACHT, 2002). Em razao disso,
o tempo de residéncia da preparacao no local de acéo € outro fator que pode limitar
a eficacia de preparac6es administradas por via tépica. Assim, o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos com propriedades bioadesivas tem sido
amplamente explorado com o objetivo de aumentar o tempo de permanéncia da
preparacao no local de acdo.( NACHT, 2002).

A bioadeséo pode ser definida como o estado em que dois materiais, dentre
os quais pelo menos um é de natureza bioldgica, sdo mantidos juntos por um
periodo prolongado através de forgas interfaciais (SMART, 2005). O potencial de
sistemas bioadesivos consiste em prolongar o tempo de residéncia da preparacao
no local de acao, intensificando o contato com a barreira epitelial da pele ou mucosa
(HAGERSTROM,2003). Assim, o aumento do tempo de residéncia da preparagdo
farmacéutica no local de ac&do, combinado com a liberagdo controlada do farmaco,
pode favorecer a manutencdo da concentracdo efetiva no local de acéo, podendo
com isso aumentar a eficiéncia terapéutica e reduzir a frequiéncia de administracéo

de farmacos (WOODLEY,2001; HUANG,2000).
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E possivel delinear um sistema bioadesivo nas mais variadas formas
farmacéuticas, uma vez que a propriedade da adesdo depende das caracteristicas
do material utilizado para sua preparacdo(EVANGELISTA,2006) . Alguns exemplos
podem ser citados, como nano/microparticulas (Bravo-Osuna et al., 2007),
microemulsfes (Vyas et al., 2006), dispersdes coloidais de polimeros bioadesivos
(Kockisch, et al., 2001, sistemas semi-sdlidos, mesofases liquido cristalinas (Bruschi
et al., 2008) e hidrogéis (Bruschi. et al., 2007; Huang .et al., 2000).

Embora os estudos dos mecanismos envolvidos e o desenvolvimento de
novos sistemas bioadesivos tenham evoluido nos ultimos vinte anos, ainda nédo ha
uma tecnologia desenvolvida especialmente para analisar a bioadesdo. A maioria
dos testes foi adaptada de outras técnicas ja existentes, mas Sao necessarios para
selecionar os promissores candidatos a material bioadesivo e também para estudar
seus mecanismos de acdo. A maioria das metodologias encontradas na literatura
baseia-se na avaliacdo da forca de bioades&o, ou seja, da forca requerida para
guebrar a ligacdo entre a membrana modelo e o material bioadesivo
(CARVALHO,2009).

Com o desenvolvimento de materiais bioadesivos mais eficientes, é possivel
conceber sistemas com propriedades carreadoras mais adequadas para veicular
varios farmacos. Eles podem ser projetados para aderir tanto a pele quanto as
mucosas e, assim, diminuir efeitos sistémicos indesejaveis. Finalmente, com esses
sistemas sera possivel desenvolver sistemas com farmacos ja existentes e produzir
novos produtos com respostas terapéuticas mais adequadas. (CARVALHO,2009).

A reologia também é um estudo importante pois,ajuda a estabelecer
um entendimento tedrico das relacdes entre as propriedades viscoelasticas e as

microestruturas do sistema (SIDDIG; RADIMAN; MUNIANDY, 2006).
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A correlagéo entre tenséo de cisalhamento e taxa de cisalhamento que define
o comportamento de fluxo de um liquido é mostrada graficamente em diagramas
chamados de curvas de fluxo. (SCHRAMM, 2006). Os diferentes tipos de curva de
fluxo  tém seus correspondentes tipos de curva de viscosidade. As curvas de fluxo
representam duas partes do experimento, a curva ascendente que indica o
aumento da taxa de cisalhamento, e a curva descendente, guando a taxa de
cisalhamento é reduzida continuamente (SCHRAMM, 2006).

A curva ascendente representa o comportamento do fluxo, que pode ser
comportamento de fluxo newtoniano, pseudoplastico, plastico e dilatante. O fluxo
newtoniano é representado por uma reta, e a razdo de todos os pares de valores de
tensdo e taxa de cisalhamento pertencentes a essa reta é constante. Isso significa
gue a viscosidade ndo é afetada por mudancas na taxa de cisalhamento, ja que ela
€ a tangente do angulo. O fluxo é pseudoplastico quando sofre diminuicdo de
viscosidade quando a taxa de cisalhamento aumenta. Esse aumento favorece a
reorientacdo das particulas rigidas na direcdo do fluxo, e as interacdes
intermoleculares que causam resisténcia ao fluxo tornam-se menores, provocando o
afinamento do fluxo, conhecido por shear thinning. O fluxo plastico é descrito como
os liquidos pseudoplasticos, mas com limite de escoamento, e na curva intercepta a
ordenada ndao na origem, mas no ponto critico (yield point). O comportamento de
fluxo dilatante € caracterizado pelo aumento da viscosidade quando a taxa de
cisalhamento aumenta (SCHRAMM, 2006).

O comportamento reoldgico descreve o comportamento de um liquido, gas ou
solido quando submetido a uma dada tensdo sob um intervalo de tempo

(WOOD,2001).
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A viscosidade € uma expressao que representa a resisténcia do fluido ao
fluxo (deformacédo ou escoamento). Quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia,
e esta é dada pela razéo entre a tensdo de cisalhamento aplicada e o gradiente de
cisalhamento, sendo diretamente proporcional a temperatura (WOOD, 2001).
Quando ha uma relacdo linear direta entre a tensdo e taxa de cisalhamento, os
fluidos sdo chamados de Newtonianos, isto €, ndao é afetado pelas alteracdes da
taxa de cisalhamento. Quando ndo h& proporcionalidade entre tais parametros, os
fluidos sdo ndo-Newtonianos, podendo ser plasticos, pseudoplasticos ou dilatantes
(SCHRAMM, 2006).

O fluxo newtoniano é representado por uma reta, e a razdo de todos os pares
de valores de tensdo e taxa de cisalhamento pertencentes a essa reta é constante.
Isso significa que a viscosidade ndo é afetada por mudancas na taxa de
cisalhamento. O fluxo é pseudoplastico quando sofre diminuicdo de viscosidade
guando a taxa de cisalhamento aumenta. Esse aumento favorece a reorientacao das
particulas rigidas na direcdo do fluxo, e as interagdes intermoleculares que causam
resisténcia ao fluxo tornam-se menores, provocando o afinamento do fluxo. O fluxo
plastico é descrito como os liguidos pseudoplasticos, mas com limite de
escoamento, e na curva intercepta a ordenada nao na origem, mas no ponto critico.
O comportamento de fluxo dilatante é caracterizado pelo aumento da viscosidade

qguando a taxa de cisalhamento aumenta (SCHRAMM, 2006).



19

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de sistemas coloidais
estabilizados com alcool cetilico etoxilado e propoxilado(PRO) para a administracdo

cutanea de dexametasona (DMA).

2.1.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Construcdo de diagramas de fases com o tesoativo procetyl e as fases
oleosas é&cido oléico e 6leo mineral;

e Escolha dos sistemas de interesse,;

e Caracterizacéo fisico-quimica das formulacdes escolhidas por microscopia de
luz polarizada e comportamento reologico;

e Determinacéo da capacidade de solubilizacdo da DMA nas formulacdes;

e Estudo das propriedades bioadesivas;

e Avaliagcdo da permeacéo in vitro.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS E REAGENTES

Acido oléico (Synth®);

Agua deionizada Milli-Q;

Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl AWS, CRODA);

Alcool etilico (Quemis®).
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e Dexametasona (Purifarma®);
e Metanol P.A. (Quemis®);

e Oleo mineral.

3.2 EQUIPAMENTOS

e Balanca semi-analitica Ohaus - AS200;

e Centrifuga Sorval, modelo TC 6 Du Pont;

e CLAE Varian, médulo de distribuicéo de solvente ProStar/Dynamax® 210/215,
detector espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e Rheodine® VS
7125, injetor automatico Varian ProSar®modelo 410, coluna RP-18 (Varian® -
Chromsep®) 250 mm x 4.6mm |.D. 5 ym tamanho de particula;

e Dermatémetro (Nouvag TCM 300, Goldach, USA).

e Espectrofotdmetro HP 8453;

e Microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena;

e Purificador de agua Milli-Q Plus — Millipore;

e Rebmetro HAAKE, modelo RS1 (Rheowin 3.5);

e Sistema automatico com célula de difuséo vertical de Franz — Microette Plus

(Hanson Research Corporation ©

3.3. METODOS
3.3.1. Desenvolvimento dos sistemas

3.3.1.1.Construcao do diagrama de fases
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Construi-se dois diagramas de fases variando as fases oleosas,para tanto
utilizou-se Procetyl (PRO) como tensoativo,acido oléico (AO) e 6leo mineral (OM)
como fase lipidica e agua. Para isso, pesou-se 0s componentes e preparou-se nove
formulacdes contendo propor¢cdes de tensoativo e 6leo que variaram de 1:9 até
9:1(tensoativo/6leo). Nestas, acrescentou-se agua destilada em pequenas
guantidades (100 pL) até que se obtivesse aproximadamente 100% de agua.
Durante o experimento, observou-se visualmente os sistemas que foram formados,
e, posteriormente, plotou-se os resultados no software Sigma 10.0, obtendo-se os
diagramas de fases para as duas fases oleosas testadas.

Assim foi possivel classificar e eleger as formulacdes para caracterizacao.

3.3.1.2. Caracterizacao fisica dos sistemas coloidais

3.3.1.2.1. Microscopia de luz polarizada (MLP)

As amostras selecionadas foram caracterizadas por MLP através de um
microscépio de luz polarizada - Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena. Realizou-se o teste
primeiramente com as formulagdes sem DMA e posteriormente com as formula¢des
contendo 0,1% de DMA. Colocou- se as amostras sobre uma lamina de vidro e

cobriu-se com uma laminula, em seguida foram observadas no microscopio.

3.3.1.2.2. Comportamento reolégico

O comportamento reologico das formulagdes selecionadas foi realizado

através do teste de fluxo ou escoamento, que consiste na avaliacao da estrutura da
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formulagcdo em relagcédo ao fluxo bem como na determinagéo da viscosidade. Para
esse estudo o equipamento utilizado foi um redmetro (HAAKE, modelo RS1), e o
teste de fluxo determina os valores de gradiente de cisalhamento e de tenséo, a
partir dos quais foi possivel determinar a viscosidade das formulagcdes. O dispositivo
utilizado foi do tipo placa.

Durante as determinacgdes a temperatura foi controlada em 25°C +/- 1°C e as
formulacdes foram submetidas a uma taxa de cisalhamento que variou de 0 a 200
1/s e respeitando um intervalo de 300 segundos na curva de ida e 300 segundos na
curva de volta.

Para este estudo apenas as formulacdes de &cido oléico foram testadas,as de
6leo mineral ndo ser analisadas,devido ao equipamento ndo suportar formulacdes

com alta viscosidade.

3.3.2. Desenvolvimento de metodologia analitica por espectroscopia de UV-
visivel, para determinac¢do daincorporacdo da dexametasona.

3.3.2.1. Elaboracdo da curva analitica para determinacdo da capacidade de
solubilizagdo da DMA.

Para determinacdo da quantificagdo de DMA nos sistemas, foi construida uma
curva analitica em etanol,conforme metodologia validada por Landdgraff (2007).
Para isso, preparou-se uma solucédo estoque de DMA em etanol na concentracéo de
100 pg/mL. Posteriormente adicionou-se 2,0 mL de etanol em uma cubeta de
espectrofotometro e foram adicionados volumes crescentes da solucao etandlica de
DMA, de modo a se obter diferentes concentracdes. As leituras espectrofotoméricas

foram feitas em triplicata em A = 239 nm.

As diluicGes foram realizadas em triplicata para andlise utilizando metodologia

de espectroscopia no UV-Vis em espectrofotbmetro no comprimento de onda de A =
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239 nm. A curva e o coeficiente de correlacéo linear (r). foram obtidos usando-se a

média das trés determinacdes.

3.3.3.2.2 Avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de dexametasona nos
sistemas

Primeiramente, avaliou-se a solubilidade da DMA nos constituintes
empregados para a elaboracao das formulagdes utilizadas.

Devido a viscosidade da maioria das amostras, a quantificacdo de DMA nas
formulagdes, nédo foi possivel de ser realizada por métodos tradicionais, como 0s
gue envolvem a solubilizacdo de excesso do farmaco na amostra, posterior
centrifugacdo e quantificacdo. Portanto, foi realizado um ensaio prévio de
incorporacdo, que consistiu da adicdo de quantidade crescentes de DMA aos
componentes e formulacbes em estudo, até a formacdo de precipitado, mediante
observacéao visual.

Para isso, pesou-se 2g de formulacdo e acrescentou-se DMA em
porcentagens crescentes, sob agitacdo manual, até que se observasse formagao de
precipitado. As formula¢fes ficaram em repouso por 24h ap6s cada adicdo de DMA.
Ao final das 24h observou-se as formulacdOes e registrou-se a quantidade de DMA
gue solubilizou e que precipitou.

A partir dos resultados obtidos, incorporou-se farmaco nas formulacdes e,
apos 24 h, pesou-se uma quantidade das mesmas que, ao se preparar diluicées em
etanol, a concentracao final teérica de farmaco na solucdo estaria dentro da curva

analitica desenvolvida.
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As diluicdes preparadas foram analisadas em espectrofotbmetro conforme
item 3.2.2.1. Os valores de absorbancia foram usados para calcular a concentracao

de farmaco solubilizado.

3.3.3. Avaliacdao in vitro da forca bioadesiva

A maioria dos métodos usados para mensurar o efeito quantitativo bioadesivo
encontrados na literatura estdo baseados na forgca requerida para separar as pontes
de ligacdo entre a membrana modelo e o adesivo. A forca de tensdo € um exemplo
dentre as forcas hoje estudadas e pode ser definida como a forgca que o material
expressa para separar duas partes de forma longitudinal, sem sofrer nenhum tipo de
dano (SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY, 2006).0s métodos utilizados
medem a forga requerida para separar as pontes adesivas entre a membrana usada
e 0 sistema bioadesivo testado. (SUDHAKAR, KUOTSU, BANDYOPADHYAY,
2006).

Para este teste foi utilizado um analisador de textura TAXT plus através do teste
Hold Until Time, o qual mede a for¢a aplicada na remoc¢édo da formulacéo a partir de
uma membrana modelo. No presente trabalho, utilizou-se a pele de orelha de porco,
ndo escaldada e adquirida do frigorifico Olhos d’agua, situado na cidade de Ipud,
Sé&o Paulo. As peles foram limpas e retiradas da regido posterior da orelha do porco,
sendo a camada subcutanea inteiramente retirada e os pelos cortados. As peles
foram dermatomizadas em uma espessura de 500um mantendo-se o estrato corneo,
epiderme e parte da derme. As membranas foram lavadas com agua destilada,

secas e armazenadas a temperatura de -20°C até o momento de serem utilizadas
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(LAFFORGUE. et al., 1997). As membranas foram utilizadas dentro do periodo de

trinta dias ap6s o abate do animal.

A pele de orelha de porco foi afixada no sensor primeiramente com uma fita
dupla face, seguido de uma gota de cola Superbonder® e elasticos, conforme as

figuras abaixo ilustram:

Figura 3. Figuras representativas (A e B) do teste de bioades&do das amostras de AO usando
analisador de textura.

AgE

As amostras de acido oléico foram pesadas e colocadas em tubos de
centrifuga, tipo Falcon (BD®, 45 mL), e foram centrifugadas a 3500 rpm por 3
minutos, para tornar a superficie das amostras lisas.

Ja as amostras de 6leo mineral por serem muito viscosas, foram colocadas
em frascos pequenos de plasticos rasos, com pouca profundidade, conforme mostra
a figura 4. Elas foram misturadas e a superficie mantida lisa com espétulas a cada

teste.
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Figura 4. Figura representativa do teste de bioades&o das amostras de OM usando analisador
de textura.

Também foi feito um gel de CARBOPOL® 974P, na concentragdo de 5%, e
realizou-se os mesmos procedimentos citados acima, para posteriormente comparar
o resultado com o das formulagées escolhidas, uma vez que 0 CARBOPOL® é um

polimero reconhecido na literatura por sua alta capacidade de bioadeséo.

3.3.4. Avaliacdo da permeacdo in vitro das formulacdes selecionadas

3.3.4.1. Validacao de metodologia analitica
Para avaliar a permeacéo in vitro das formulag6es,validou-se uma metodologia

analitica por CLAE de acordo com a resolucdo 899 de 29 de maio de
2003.(Anvisa,2003).

A validacdo de um método analitico é definida como sendo um processo

através do qual € possivel garantir que 0 método em questdo atenda as exigéncias

desejadas (BRITTAIN, 1998), o que significa poder reproduzir um método e obter

resultados seguros.
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3.3.4.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (Anvisa, 2003). Segundo a ANVISA, a
linearidade deve ser determinada pela analise de no minimo, 5 concentracfes
diferentes e o coeficiente de correlacao (r) dever ser = 0,99.

No presente trabalho, a linearidade consistiu na constru¢cédo da curva analitica
para quantificacdo de DMA por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para
a elaboracao da curva analitica, preparou-se uma solucéo estoque contendo 0,1 g
de DMA, diluida em 100 mL de metanol, obtendo-se assim uma concentra¢céo de 1,0
mg/mL. A partir desta solucdo foram feitas diluicdes, retirando-se aliquotas de 2,5;
5;10; 50; 100; 200; 300; 400 e 500 uL da solugcédo estoque e colocando em um baldo
volumétrico de 10mL, completando-se o volume com tampé&o fosfato 50 mM pH 7.2
contendo 0,5% de PRO, que foi a solugdo receptora usada nos ensaios de
permeacédo. As solu¢des foram analisadas por (CLAE), no comprimento de onda de
239 nm, usando os parametros relatados na tabela 1.

Os resultados obtidos foram relacionados em um grafico da concentracéo da
solucdo em funcdo da area sob a curva. Desta forma a equacédo da reta e o

coeficiente de correlacao linear foram obtidos.
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Tabela 1. Condi¢cBes cromatogréficas para obtencdo da curva analitica em tampéo fosfato
50mM pH7,2.

Equipamento CLAE Varian Pro
Star

Detector / Comprimento de onda DAD / 239nm
Coluna / Comprimento / Tamanho de particula C18/ 250 x 4mm /
S5um

Fase movel metanol / agua
65:35

Fluxo ImL/min.

Volume injetado 20puL

3.3.4.3. Especificidade

E a capacidade que o método possui de determinar um composto em presenca
de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagcdo e
componentes da matriz (Anvisa.2003). A especificidade foi avaliada através da
analise comparativa dos cromatogramas da solucdo tampao e da solucdo tampéo

com DMA.

3.3.4.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (rotulado). A exatiddo é

calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito
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adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga (Anvisa. 2003).

A exatidao foi determinada em triplicata, com trés concentra¢Ges diferentes da
curva, 0,5, 10 e 30 pg/ml , expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a teodrica correspondente (percentual de
recuperacao), conforme mostra a equacao abaixo:

Eq.1

% recuperacado = valor encontrado na analise da amostra simulada x 100
guantidade real do padréo

3.3.4.5. Precisao

A precisao é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisdo de um
método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padrao relativo
(coeficiente de variacdo) de uma série de medidas. (Anvisa.2003).

A preciséao intra-corrida ou repetibilidade foi avaliada usando trés concentragctes
diferentes da curva, 0,5, 10 e 30 pg/mL, no mesmo dia e sob as mesmas condi¢cdes
experimentais. Os resultados foram analisados através do coeficiente de variagao.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.4.6. Limite de deteccao e de quantificacao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra

gue pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des



30

experimentais estabelecidas. Pode ser calculado baseando-se no desvio padréo da
resposta e ainclinagdo da curva analitica. (Anvisa.2003).

O limite de quantificacdo de um método representa a mais baixa concentracao
da substancia em exame presente na amostra que pode ser quantificada com
adequada precisdo e exatidao sob as condicdes experimentais estabelecidas. Pode
ser calculado com base no desvio padrédo da resposta e a inclinagcdo da curva

analitica (ICH, 1996; BRITTAIN, 1998; USP, 2002).

Estes parametros foram avaliados com base na obtencédo de 3 curvas analiticas
do farmaco contendo concentracdes proximas ao suposto limite de quantificacao,
utilizou-se as concentracdes de 0,5, 1 e 5ug/mL. Calculou-se os desvios padréao dos
coeficientes angulares das retas e os coeficientes lineares das mesmas e aplicou-se
em equacdes indicadas pelo ICH (2005) e ANVISA (2003) para obter os valores de

LQ e LD, conforme equacdes abaixo.

Eq.2 LD = 3,3x0 Eq.3 LQ=10x0
S S

Onde: o = desvio padéo e S = inclinagdo da curva de calibracao.

3.3.5. Avaliacado in vitro da permeacdo cutanea citar em quais formulagcoes
forma feitas.

Para a determinacdo dos perfis de permeacdo in vitro dos farmacos, foi
utilizado o Sistema automatico com célula de difus&o vertical de Franz — Microette
Plus (Hanson Research Corporation®. As membranas biolégicas utilizadas foram
peles de orelhas de porco, dissecadas e dermatomizadas como no teste de

bioadesdo. Os experimentos foram conduzidos a 37°C, 300 rpm, empregando o



31

como meio receptor tampéao fosfato com pH 7,2 contendo 0,5% de PRO para manter
as condicdes sink.

Sobre a extremidade das células foram colocadas as peles de orelha de
porco, com a derme voltada para a solucéo receptora. Espalhou-se uniformemente
sobre toda a area da membrana, aproximadamente, 300 mg da formulag&o contendo
0,1% de dexametasona. Foram coletadas amostras de 1,5 mL nos tempos de
30min,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 horas.

As aliquotas foram filtradas por membranas de 0,45um (MILLIPORE®) e
guantificadas por CLAE conforme parametros relatados no item 3.3.4.1. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS

4.1.2. Diagrama de fases

ApoGs analise dos diagramas de fases, as formulagdes escolhidas foram as que
se enquadraram nas regifes de cristal liquido e microemulsdo, por terem
caracteristicas desejadas para os testes, ou seja, caracteristicas de viscosidade e
liberacdo controlada desejadas para aplicagdo cutanea. Os diagramas de fases
estdo representados nas figuras 5 e 6.

As concentra¢cOes de cada componente utilizado estdo representadas na tabela
2. As formulagdes contendo acido oléico como fase oleosa foram denominadas com

AO e as contendo 6leo mineral, com OM.
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Figura 5.Diagrama de fases para o sistema estabilizado com é&lcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP como tensoativo, fase oleosa acido oléico e 4gua destilada. As areas
delimitadas representam: ME — microemulséo, CL- cristal liquido,EM- emulsao,SF — separacéao

de fases

Figura 6. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com &lcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP como tensoativo, fase oleosa 6leo mineral e agua destilada. As areas
delimitadas representam: ME — microemulsdo, CL- cristal liquido, EM- emulsdo e SF -

separacao de fases.
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Tabela 2.Porcentagem de componentes utilizado nas formula¢fes selecionadas

Formulacdes Tensoativo (%) Fase oleosa % Fase aguosa %
AO1 40 10 50
AO2 40 20 40
AO3 40 30 30
AO4 40 40 20
AO5 40 50 10
OoM1 40 10 50
OM?2 50 10 40

4.2. Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas coloidais

4.2.1. Microscopia de luz polarizada (MLP)

A microscopia de luz polarizada € uma técnica que possibilita a classificacao
guanto a isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo diferenciar
microscopicamente os tipos de estruturagdo. Os sistemas isotropicos sdo aqueles
gue ndo desviam luz sob o plano de luz polarizada, e os anisotropicos desviam luz
sob o plano de luz polarizada .(DAVIDSON, M.W et al.,2003)

A figura 7 mostra os resultados de MLP para as formulagfes sem farmaco.
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Figura 7. Fotografias obtidas por MLP das formula¢gbes estudadas sem o farmaco.

A figura 8 mostra o comportamento apresentado pelas formulagdes com a

adicdo de 0,1% de DMA, na MLP:

Figura 8. Fotografias das amostras obtidas por microscopia de luz polarizada (MLP).
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As formulagbes AO4, AO5, OM1, OM2 com e sem DMA mostraram campo
escuro,ou seja ndo desviam a luz na MLP. Esse comportamento é caracteristico de
ME ou CL de fase cuUbida, entretanto sabendo-se que as ME tende a ter baixa
viscosidade e os CL de fase cubica tem alta viscosidade (ALMEIDA,2003)
classificou-se AO4 e AO5 como ME e OM1 e OM2 como CL de fase cubica. As
formulagcdes AO2+DMA e AO3+DMA apresentaram comportamento anisotrépico,
mostrando na MLP presencga de “cruzes de malta”, sugerindo CL de fase lamelar. Ja
a AO1 foi possivel observar a presenca de estrias, na presenca e na auséncia de
DMA, caracteristico de CL de fase hexagonal (Figura8).

Comparando-se as formulacées com DMA e sem DMA foi possivel perceber
gue a unica formulacdo que obteve mudanca de estrutura foi a AO2+DMA passando
da fase hexagonal para lamelar, o que pode ter ocorrido devido a presenca de
alguns grupamentos polares do farmaco que podem ter interagido com os demais

constituintes da formulac@o proporcionando uma estruturacao diferente.
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Tabela 3. Composicéao (%) das formulac¢des para caracterizagao fisica do sistema e resultados

de MLP.

Formulacbes Tensoativo Fase oleosa | Fase aquosa MLP
\Componentes (%) (%) (%)
AO1; 40 10 50 CL
AO1+DMA hexagonal®;CL
hexagonal®
AO2; 40 20 40 CL
AO2+DMA hexagonal®;CL
lamelar*
AQOS3; 40 30 30 CL lamelar*; CL
AO3+DMA lamelar*
AO4; 40 40 20 ME"; ME*
A04+DMA
AO5;AO05+DMA 40 50 10 ME"; ME*
OM1; 40 10 50 CL cuUbica®; CL
OM1+DMA cibicat
OoM2; 50 10 40 CL cubica’;CL
OM2+DMA

cubica’

Nota: * estrias; * cruz de malta; ‘campo escuro.

4.2.2. Comportamento reoldgico

A figura 9 mostra os resultados do teste de escoamento para as formulagdes

selecionadas, com e sem farmaco. Abaixo seguem os gréficos representativos do

comportamento reoldgico, das formula¢fes escolhidas com e sem DMA:



Figura 9.Comportamento reoldgico das formulagdes sem e com DMA.
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Obs:A linha preenchida é representativa da curva de ida e a vazada representativa

da curva de volta.

Observou-se que as formulagbes AO3, AO4 e AO5 obtiveram um
comportamento semelhante ao newtoniano tanto nas formula¢gées contendo DMA
como nas formulacdes sem o farmaco, sugerindo-se que a viscosidade ndo é
afetada por mudancas na taxa de cisalhamento.

As formulagdes AO4 e AOS5 foram caracterizadas como ME, ja a AO3 como
CL de fase lamelar. As formulacdes AO1 e AO2, que séo CL de fase hexagonal e
lamelar respectivamente, apresentaram um comportamento pseudoplastico,

apresentam uma deformacdo em sua estrutura quando sdo submetidas a uma dada
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tensdo, essa deformagcdo é representada pela area de histerese. AOl1 e AO2
apresentaram a area de histerese na presenca do farmaco, elas diminuem a
viscosidade conforme s&o submetidas a uma taxa de cisalhamento .

A Figura 10 mostra os graficos referente a avaliacdo da viscosidade das
formulagdes, auxiliando numa uma melhor avaliagdo do comportamento das

formulacbes com DMA em relagdo a variagcdo da viscosidade versus a taxa de

cisalhamento aplicada.

Figura 10. Comportamento de viscosidade das formula¢cdes com DMA.
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As formulacBes AO1 e AO2 obtiveram a viscosidade diminuida ao serem
submetidas a uma forca de cisalhamento em relacdo as formulacdes AO3, AO4 e
AO5. A diminuigdo da viscosidade juntamente com o comportamento pseudoplastico
observado no ensaio de escoamento mostram que a formulacdo AO1 e AO2 tende a
possuir uma facilidade maior na sua espalhabilidade sobre a pele, ou seja, ao ser
aplicada ela consegue se espalhar com facilidade, devido a diminuicdo da
viscosidade ao se aplicar uma certa forca,e ao mesmo tempo possui a propriedade
de permanecer no local da aplicacdo sem escorrer, 0 que deve ao seu

comportamento pseudoplastico.

4.3. Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacdo da
incorporacao da dexametasona.

4.3.1. Elaboracdo da curva analitica para determinacdo da capacidade de
solubilizagdo da DMA.

A curva analitica do DMA em etanol, a equacdo da reta e o coeficiente de

correlacdo linear (r?) estéo representados na figura 11.
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Segundo a ANVISA (2003), recomenda-se que a linearidade seja determinada
pela analise de, no minimo, cinco concentracdes diferentes e o intervalo de
linearidade para ensaio de dissolucao deve estar entre +20% sobre o menor e maior
valor do farmaco. A curva analitica foi determinada a partir de dez concentragdes, as
guais foram lidas através de espectroscopia no UV, em triplicata, em A = 239 nm. O
coeficiente de correlagdo encontrado foi de 0,9988 e a equacéo dareta y= 0,0373x —

0,0214.

A partir dessa equacao e do valor de absorbancia das solugdes foi possivel
calcular a quantidade de farmaco incorporado nos diferentes solventes e nas

formulacdes.

Figura 11. Curva analitica do DMA em etanol, obtida por espectroscopia no UV em 239 nm
(n=3).y =0,0373x — 0,0214, r* = 0, 9988.
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Tabela 4. Valores das absorbancias das solu¢des etandlicas de DMA obtidas por
espectrofometria no comprimento de onda de 239 nm, média de trés determinacdes, desvio
padréo e coeficiente de variacéo.

Conc.D | Absl Abs 2 Abs 3 Média Desvio CV (%)
MA Padréo

(Mg/mL)

4,31 0,1278 0,1255 0,1243 0,126 0,0018 1,402
5,66 0,2050 0,2027 0,2125 0,207 0,0052 2,492
6,98 0,2389 0,2379 0,2482 0,242 0,0057 2,360
9,09 0,3182 0,3163 0,3180 0,317 0,0010 0,330
11,11 0,3866 0,3852 0,3850 0,386 0,0009 0,222
13,04 0,4535 0,4811 0,4554 0,463 0,0154 3,328
14,89 0,5271 0,5532 0,5253 0,535 0,0156 2,923
16,67 0,5909 0,6259 0,5881 0,602 0,0210 3,498
20,00 0,7182 0,7463 0,7184 0,728 0,0162 2,222
23,08 0,8381 0,8539 0,8209 0,838 0,0165 1,972

4.3.2. Avaliacao da capacidade de solubilizagdo de dexametasona nos

sistemas.

Foi testada a solubilidade da DMA nos constituintes empregados para a
elaboragdo das formulacdes utilizadas. E importante conhecer a solubilidade do
farmaco em cada componente empregado na formulagédo, pois as particulas do
farmaco inicialmente precisam ser solubilizadas para que entdo possam sofrer

particdo e se difundir para interface veiculo/estrato cérneo.
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A DMA foi mais soluvel no tensoativo do que nas fases oleosas (Figura 12),

possivelmente devido a caracteristica polar do PRO ser maior do que das fases

oleosas (maior caréater apolar).

Figura 12. Quantidade de DMA solubilizada nos constituintes empregados para elaboracéo das

formulac@es.
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Tabela 5. Ensaio prévio daincorporagdo do DMA nas formulagdes contendo acido oléico e
6leo mineral: quantidade de farmaco em que se observou dissolucdo completa e quantidade
em que se observou precipitacéo.

Formulagdes

Quantidade de DMA incorporado

Dissolucéo completa (%)
Precipitacao (%)
AO1 0,4 0,6
AO2 0,6 0,8
AO3 0,2 0,4
AO4 0,2 0,4
AO5 0,2 0,4
OoM1 3 3,2
OoM2 4,3 4,5
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O ensaio prévio foi realizado para verificar qual a quantidade maxima de DMA

seria possivel dispersar nas formulagcdes sem que houvesse a precipitacdo deste. A

metodologia foi utilizada devido a viscosidade da maioria das formulacdes, por iSso

nao se realizou o0 método tradicional de centrifugacao.

Apbés 0 ensaio prévio, realizou-se o teste usando-se a metodologia por

espectroscopia no UV, obtendo-se os valores de absorbancia e calculando-se as

concentracbes de DMA incorporadas nas formulacdes, como é possivel observar na

Tabela 6.

Tabela 6. Quantidade maxima de DMA incorporada nas formulagdes (mg/g), média e desvio.

Formulagéo ni n2 n3 MEDIA* DP*
AO1 11,08 8,8 9,26 9,71 1,20
AQO2 9,03 9,09 7,11 8,41 1,12
AO3 9,46 8,84 8,99 9,09 0,32
AO4 9,15 9,42 9,59 9,39 0,22
AO5 10,30 10,20 8,44 9,65 1,04
OM1 18,88 18,66 18,84 18,79 0,11
OM2 15,38 15,45 14,46 15,10 0,55

*media e desvio padréo (DP) de triplicata
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Os testes realizados nos mostram que as formulagcdes que contém OM como
fase oleosa, conseguiram solubilizar uma quantidade de DMA de 15 a 18 vezes mais
do que a concentracdo usual 1mg/g, sendo que a OM1 foi a formulacdo que mais
incorporou DMA.As formulacdes que contém AO como fase oleosa, incorporaram
em média 9mg/g de farmaco (Tabela 6 e Figura 13), ndo sendo observado nenhuma
diferenca significativa entre as formulacdes de AO em relacdo a quantidade de
farmaco solubilizada apesar de as mesmas apresentaram diferencas estruturais e

diferencas na quantidade de componentes presentes.

No geral, observou-se que as formula¢fes de fase cubica solubilizaram uma
guantidade de DMA maior quando comparado aos demais sistemas, sugerindo-se

ser a melhor estrutura para este farmaco solubilizar.

Figura 13. Gréafico comparativo da quantidade de DMA incorporada nas formulagdes.

18,7994

15,1009

9,7107

9,3903  9,6517
I 8,4113 9,0993 I

AO1CL AOZ2CL AO3CL AO4 ME AO5S5ME OM1 CL OM2CL
Hexagonal Lamelar Lamelar Cubica Cubica

DMA/g de formuacao)

Média de DMA incorporada (mg

Formulagdes




46

4.4. Avaliacao in vitro daforca bioadesiva

Na década de 1980 esse conceito comecou ser aplicado em sistemas de
liberacdo de farmacos. Ele consiste na incorporacdo de moléculas adesivas em
algum tipo de formulag&o farmacéutica, a qual fica em contato intimo com o tecido
de absorcao, liberando o farmaco perto do local de agdo, com o consequente
aumento da biodisponibilidade, promovendo efeitos locais e sistémicos
(HAGERSTROM, 2003; WOODLEY, 2001).

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos para o teste de bioadesao
realizado com as formulagcbes selecionadas, comparando-se com o gel de

CARBOPOL® 974P a 5%.

Figura 14. Forca de biadesédo das formulagdes com e sem DMA em comparacao com forgca de
bioadesdo do Caropol®.
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A figura 14 mostra que as formulagcbes OM1 e OM2 com ou sem farmaco
apresentaram uma grande for¢ca de bioadesao, até mesmo quando comparados com
sistemas que ja sdo comprovados pela literatura, que possuem uma alta bioadesao,
como o Carbopol®.

A forca de bioadesdo dessas formulagbes sdo muito superiores as demais
formulagBes estudadas, podendo-se atribuir a sua estrutura cubica, essa alta

propriedade de adesao.

4.5. Avaliacdo da permeacdo in vitro das formula¢cdes selecionadas

4.5.1. Validacdo da metodologia analitica

A curva analitica do DMA em tampé&o fosfato 50mM pH 7,2 + 0,5% de PRO foi

obtida através de analises cromatograficas, em triplicata, em comprimento de onda A
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=239 nm. A equacdao representativa da regresséao linear foi y= 0,0005x - 6E-05, com

coeficiente de determinacéo ( R?) de 0,9998 (Figura 15).

A partir dessa equacado e do valor da area do pico das solucdes foi possivel

calcular a quantidade de farmaco liberado, a partir da formulagéo, no meio receptor.

Figural5.Curva analitica do DMA em solucédo tampé&o fosfato 50mM pH 7,2 + 0,5% de PRO
obtida por analise cromatografica em 239nm (n=3). y= 0,0005x - 6E-05 converter e R? =0, 9998.
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4.5.1.2 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas da solucao receptora (tampéo fosfato 50mM pH 7,2 + 0,5% de PRO)

e solugéo receptora contendo DMA (Figuras 16 e 17).



Figura 16. Cromatograma da solucao
(VIv).
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componentes das formula¢fes foi confirmada pela comparacdo dos cromatogramas
ilustrados nas figuras 16 e 17. Os picos mostram boa resolucéo, indicando alta
especificidade seletividade do método.

Observou-se que a fase movel ndo interferiu no aparecimento do pico do
farmaco, que foi em aproximadamente 15 minutos, portanto o método mostrou-se

especifico.

45.1.3 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo ensaio de recuperacéo. Os resultados mostrados

na Tabela 8 referem-se a média de trés determina¢des para cada concentracao.

Tabela 7. Resultados obtidos nos testes de recuperacédo para validagéo dos ensaios de
liberacdo in vitro.

Concentragcdo de | Média Desvio Padrdo | Recuperacao (%)
DMA (ug/mL)

0,5 0,53 0,023352 105,47

10 9,76 0,189487 97,57

30 29,61 0,91381 98,70

A recuperacado foi calculada através da injecao de solu¢cBes de trabalho nas
concentragcbes de 0,5, 10 e 30ug/mL de DMA, em triplicata. Os valores das
porcentagens de recuperacdo estdo na tabela 8 e estdo dentro da faixa limite

preconizada pela ANVISA(2003) que é de 80 a 120%.
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Os resultados dos ensaios de precisdo foram expressos como desvio padrédo e

coeficiente de variagdo (CV) e podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 8. Coeficientes de variagcdo obtidos nas analises das amostras de concentracdo 0,5; 10

e 30uL de DMA para ensaios de precisdo em solucao receptora.

Parametros Solucéo receptora contendo DMA
(Hg/mL)
Média* 0,48 9,86 27,25
Desvio padrao 0,01 0,09 0,26
Coeficiente de variacéo | 1,47 0,93 0,96
(%)

* Corresponde a trés determinacdes

A precisao representa a variabilidade dos resultados em séries repetidas de

andlises, sob as mesmas condi¢des experimentais. Os resultados (Tabela 11)

mostram baixa variabilidade, devido aos CVs menores de 5 % que é o valor

preconizado pela ANVISA (2003).

4.5.1.5. Limites de deteccédo (LD) e de quantificacao (LQ)

A Tabela 10 mostra os resultados obtidos para os limites de deteccao e

guantificacao.
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Tabela 9. Resultados obtidos para o célculo dos limites de deteccéo e de quantificac&o para
validacado dos ensaios de liberag&o in vitro.

Concentragao (ug/mL) meédia e desvio*
0,5 0,000189 ; 0,00000569
1 0,000433; 0,00000404
5 0,002424 ; 0,0000344
Desvio padrao médio (o) 0,0000147
Inclinag&o da curva padrao (S) 0,0005
Limite de deteccao 0,10 ug/mL
Limite de Quantificacéo 0,29 ug/mL

* Os dados representam a média e desvio padréo de trés determinacgdes.

Os LD e LQ sao muito importantes porque os sistemas de liberagcdo podem
liberar quantidades muito baixas de farmaco. O LD foi 0,10 ug/mL e LQ foi 0,29

pgg/mL.(Tabela 10).

4.6. Avaliacao in vitro da permeacgéao cutanea

Esse estudo nos permite correlacionar a influéncia da estrutura fisico-quimica
das formulagdes, juntamente com a sua capacidade bioadesiva em fungcdo da
capacidade de penetracdo ou permeacdo do farmaco, o que proporciona um perfil
de permeacédo e uma idéia de como essas formulagdes podem se comportar durante

a administracdo cutanea. A Tabela 11 e as figuras 18 e 19 mostram os resultados.



Tabela 10. Quantidade de DMA permeada por area apds 12h de experimento.

Formulacéo Estrutura | Qreal (ug/cm?)
AO3 CL Lamelar 41,0
AO4 ME 21,0
AO5 ME 23,6
OoMm1 CL Cubica 18,0
om2 CL Cubica 74,19

Figura 18.Perfis de permeacéo in vitro das formula¢gdes de AO3,A04 e AO.
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Figura 19.Perfis de permeacéo in vitro das formula¢cdes de AM1 e OM2.
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Os perfis de permeacédo das formulacbes estudadas mostraram que as
formulacdes AO3 e OM2 atingem seu platd de liberacéo por entre 10 e 12 horas ,ja
a formulagcdo OM1, AO4 e AO5 apresentaram uma tendéncia crescente de liberagéo
de farmaco.

A formulagcdo OM2 foi a que apresentou maior liberacdo de DMA em relag&o
as demais, conforme mostra a Tabela 11. Essa formulagcado foi caracterizada como
CL de fase cubica.

Nos testes de bioadesdo, OM2 ,assim como a OM1, foi uma das formulagdes
gue se no teste da bioadesé&o.A sua alta bioadesividade pode ter resultado em uma

propriedade de maior liberac&o de farmacos em relacédo as demais formulacdes.
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5.CONCLUSAO

As formulagcGes foram caracterizadas por MLP e verificou-se que o tipo e
concentracdo de fase oleosa séo importantes para a formacao de diferentes
estruturas. As formulagdes com 6leo mineral apresentaram maior viscosidade
em relacdo as de &cido oléico, o que é caracteristico de cristais liquido de
fase cubica conforme mostrou a MLP. A adicdo de DMA nao alterou o tipo de
fase formada nas formulagbes, com excecao de AOZ2 que obteve uma
mudanca estrutural de fase hexagonal para lamelar.

Os estudos de reologia mostraram que dentre as formulagcfes escolhidas as
AO1l e AO2 sao as que melhores apresentaram caracteristicas de
espalhabilidade, por terem caracteristicas tixotropicas.

Os ensaios de solubilidade da DMA indicaram sua superior capacidade de
solubilizacdo no tensoativo (PRO) do que nos demais constituintes das
formulacdes isoladamente, além disso, as formulagcdes de 6leo mineral
incorporaram uma quantidade significativa maior de farmaco do que as
formulagcBGes de &cido oléico, essa propriedade pode ter se dado devido a
estruturacdo de fase cubica, que é tipico de alta viscosidade. Ja as
formulacdes de acido oléico incorporaram praticamente a mesma quantidade
de DMA, apesar de serem de fases diferentes (hexagonal, lamelar, ME) todas
apresentavam baixa viscosidade como caracteristica em comum.

A bioadesdo também apresentou resultados muito diferentes em relacdo as
formulagbes de AO e OM, estas obtiveram resultados satisfatorios sobre a
forca de biadesdo, provavelmente também devido ao tipo de estrutura ja

mencionado acima. Na permeacao in vitro, os perfis obtidos nos mostram que
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as formulagdes de AO tiveram perfis bem parecidos,excedendo a formulagéo
AO3 ,ndo alterando muito de uma formula para outra, ja as formulacdes de
OM, mais uma vez se destacaram, mostraram uma alta capacidade de
permeacao de farmaco;

e A alta viscosidade, alta capacidade de incorporacdo do farmaco, a
capacidade de bioadesdo, juntamente com o perfil de permeagcdo das
formulacdes de OM fazem desses sistemas interessantes para o estudo de

férmulas para a administragdo cutanea de farmacos .
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