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Resumo

RESUMO

O acetato de dexametasona (DXM) ¢é um potente anti-inflamatério e
imunossupressor utilizado principalmente no tratamento de doencgas inflamatodrias,
auto-imunes e alérgicas; inibindo o acumulo de células inflamatérias na zona de
inflamacéo. A DXM promove uma série de efeitos colaterais sistémicos, sobretudo a
Sindrome de Cushing. Dessa forma, sua aplicagao topica pode ser conveniente de
forma a localiza-lo no seu sitio de agao, evitando-se efeitos adversos sistémicos. O
polioxietileno 20 cetil éter forma sistemas de fase hexagonal e cubica em contato
com agua. Os sistemas microemulsionados e liquido-cristalinos de fase hexagonal e
cubica tém demonstrado grande vantagem na liberagao topica de varias substancias
dada as caracteristicas de interagao com o estrato cérneo e outras camadas da pele.
Os objetivos desta pesquisa foram desenvolver e caracterizar sistemas micro e
nanoestruturados acrescidos de DXM. Foram desenvolvidos sistemas empregando
agua, polieoxietileno 20 cetil éter e polieter funcional siloxano. Apos delimitagcdo das
regides, foram selecionados alguns sistemas de fase hexagonal e cubica e um
sistema microemulsionado para incorporacdo do farmaco. A caracterizagao do
sistema foi realizada empregando microscopia de luz polarizada (MLP),
espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS) e reologia. Realizaram-se ensaios
de validacdo de metodologia analitica para quantificagdo de DXM por CLAE,
comprovando que o método foi linear, exato e preciso. Os ensaios de SAXS
corroboram com os de MLP e com as caracteristicas reoldgicas dos sistemas, que
evidenciaram que as microemulsdées apresentaram modulo de perda maior que
modulo elastico, resultando em um sistema pouco estruturado quando comparado as
formulagdes liquido cristalinas que sao sistemas mais estruturados. Os ensaios de
perfil de textura demonstraram que os sistemas de fase cubica e hexagonal sao
promissores para aplicagao topica, possuindo boa espalhabilidade e facilidade de
aplicagao. Os ensaios de bioadesdao demonstraram que as formulagdes cubicas sao
mais bioadesivas em relagdo as amostras hexagonais, sugerindo permanecer mais
tempo aderida a pele. Testes de liberagdo mostraram que os sistemas F1D
(microemulsédo), F4D (cubica), F6D (hexagonal) e AT (sistema binario

agual/tensoativo) liberam o farmaco, porém, de acordo com os ensaios de
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permeacao, nao houve permeacao da DXM a partir dos sistemas desenvolvidos. Os
testes de retengdo mostraram que a DXM manteve-se no estrato cérneo. Conclui-se
que os sistemas sao promissores para a administracdo cutdnea de DXM,
promovendo efeito local do farmaco, o que pode levar a uma melhor adesao do
paciente aos tratamentos de doengas cutaneas, minimizando assim alguns efeitos

colaterais.
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Abstract

ABSTRACT

The dexamethasone acetate (DXM) is a potent anti-inflammatory and
immunosuppressive drug used mainly in the treatment of inflammatory diseases,
autoimmune and allergic reactions, inhibiting the accumulation of inflammatory cells
in the inflammation area. The DXM promotes a number of systemic side effects,
especially Cushing's syndrome. Thus, topical application may be appropriate in order
to find it on it site of action, avoiding systemic adverse effects. The polyoxyethylene
20 cetyl ether forms hexagonal and cubic phase systems in contact with water. The
microemulsion and liquid-crystalline phase of hexagonal and cubic system have
shown great advantage in topical delivery of various substances given to the
characteristics of interaction with the stratum corneum and other skin layers. The
objectives of this research were to develop and characterize micro- and
nanostructured systems containing DXM. Systems have been developed using
water, polyoxyethylene 20 cetyl ether and polyether functional siloxane. After defining
the regions, some hexagonal and cubic phase systems and a microemulsion system
were selected for incorporation of the drug. The system characterization was carried
out using polarized light microscopy (MLP), SAXS and rheology. Validation assays of
analytical methodology were performed for quantification of DXM by HPLC, showing
that the method was linear, accurate and precise. The SAXS experiments
corroborate with the MLP and the rheological characteristics of the systems, which
showed that the microemulsions had loss modulus greater than the elastic modulus,
resulting in a less structured system when compared to the liquid crystal formulations
that are more structured systems. The texture profile tests showed that hexagonal
and cubic phase systems are promising for topical application, possessing good
spreading properties and facility of application. Bioadhesion tests showed that cubic
formulations are more bioadhesive for hexagonal samples, suggesting that they
could stay adhered to the skin for a longer time. Clearance tests showed that the
systems F1D (microemulsion), F4D (cubic), F6D (hexagonal) and AT (binary water /
surfactant system) release the drug, however, in accordance with the permeation
tests, there was no permeation of the DXM from the developed systems. The

retention tests showed that DXM remained in the stratum corneum. It can be
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suggested that these systems are promising for cutaneous administration of DXM,
promoting local effect of drug, which can improve the adhesion of the patient to

treatments of skin diseases, thus minimizing side effects.
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INTRODUGAO

Os farmacos sao raramente administrados na forma de substancias quimicas
puras; a sua administracdo é feita através de formulagcbes ou de medicamentos.
Estes ultimos podem variar desde solugdes relativamente simples até sistemas de
liberagdo complexos, dependendo do uso apropriado de adjuvantes de formulagéo
ou excipientes. Especificamente, sdo os adjuvantes de formulagdo que permitem
entre outras fungdes, solubilizar, suspender, espessar, conservar, emulsionar,
modificar a dissolugdo, favorecer a compressibilidade e corrigir as caracteristicas
organolépticas do farmaco, possibilitando a obtengdo de diversas preparagdes ou
formas farmacéuticas (AULTON, 2005).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberagcdo de farmacos tem sido
muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais
eficientes, que possibilitem a sua administragdo com mais seguranca e com efeitos
colaterais minimizados (FORMARIZ et al., 2005).

Tais sistemas possuem diversas aplicabilidades, como implantes cirurgicos,
suturas e curativos como agentes farmacéuticos (HO et al., 2008), além de
apresentarem como vantagens: reducao da quantificacdo de dosagem, redugao de
efeitos adversos, melhor atividade farmacolégica, aumento da adesao ao tratamento
e garantia de efeito terapéutico mais uniforme (OURIEMCHI et al.,1995).

1.1 SISTEMAS DE LIBERAGAO DE FARMACOS

1.1.1 Microemulsdes e cristais liquidos

A introducdo de um novo principio ativo no mercado, além de levar varios
anos de pesquisa, envolve custos altissimos. A alternativa empregada para
contornar estes elevados custos é recorrer a estratégia de desenvolvimento de
sistemas de liberagdo para estes principios ativos, o que tem permitido o aumento
de sua eficiéncia, a reintrodugdo de outros principios ativos anteriormente
descartados por suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novas
substancias antes que sejam efetivamente langcadas no mercado ou utilizadas na
terapéutica (MAINARDES et al., 2006).
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Dessa forma, durante os ultimos anos tém sido desenvolvidos novos veiculos
com o objetivo ndo s6 de aumentar a seletividade e eficacia de principios ativos,
como também permitir a reducdo da sua dose total necessaria, minimizando os
efeitos colaterais toxicos, além de permitir o controle de sua liberacéo (GRILL et al.,
2009; VENUGOPAL et al., 2009).

Em virtude do grande numero de cita¢des na literatura cientifica, as industrias
farmacéuticas tém se mostrado interessadas no desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados, os quais apresentam vantagens relacionadas principalmente ao
fato de promoverem liberacdo controlada de farmacos, além de protegerem
principios ativos da degradacao térmica ou fotodegradacdo (GUTERRES et al.,
2007; MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Dentre os sistemas de liberagao controlada, destacam-se os sistemas micro e
nanoestruturados, como as microemulsdes e os sistemas liquido-cristalinos, os quais
sdo capazes de compartimentalizar farmacos nas goticulas da fase interna, as quais
possuem propriedades fisico-quimicas bastante diferentes das do meio dispersante,
induzindo modificacbes nas propriedades biolégicas das substancias incorporadas
(BHARGAVA et al.,1987; FORMARIZ et al., 2005).

As microemulsbées (ME) sdo definidas como sistemas claros, transparentes e
estaveis. Tratam-se de misturas isotropicas contendo agua, oOleo e tensoativo,
podendo ou ndo ser adicionado um co-tensoativo. Muitos cientistas e tecndlogos
vém estudando seu grande potencial em aplicacbes farmacéuticas pelo fato de
propiciarem biodisponibilidade melhorada e aumento da absorcdo de farmacos,
inclusive em aplicagdes tépicas (KOGAN; GARTI, 2006). Estes sistemas apresentam
algumas vantagens tais como: modo de preparo pratico, baixo custo, estabilidade
elevada e capacidade de incorporar diferentes classes de farmacos (ABOOFAZELI;
BARLOW; LAWRENCE, 2000).

Os sistemas microemulsionados podem ser classificados em trés tipos
diferentes: ME do tipo agua em 6leo (A/O), na qual ocorre dispersédo de goticulas do
componente hidrofilico no componente lipofilico; ME do tipo 6leo em agua (O/A), na
qual ocorre o processo inverso, ou seja, a dispersdo de goticulas do componente
lipofilico no componente hidrofilico, e o terceiro tipo, que € ME com estrutura

bicontinua, composta de agua e 6leo e que possui goticulas de ordem de 1-100 nm
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(CRUZ; UCKUN, 2001; FORMARIZ et al. 2005). A Figura 1 apresenta a

representacdo esquematica da organizagao das ME.

Figura 1 Representacao esquematica da organizagcdo das ME

Microemulsio A/()

Microemulssio O/A
Estrutura bicontinua

Fonte: FORMARIZ et al. (2005)

Lehmann (1889) descreveu um estado intermediario na transformacao
térmica a partir do estado sdlido para o liquido, que ficou conhecido como cristais
liquidos (CLs) (CHORILLI et al., 2009; MULLER-GOYMANN; FRANK, 1986).

Os cristais liquidos séo classificados em liotropicos e termotrépicos. Quando
ocorre a formacao destes sistemas com a adicdo de solventes eles sdo chamados
de liotropicos, ja para os termotropicos, a sua formacdo € dependente da
temperatura. Conforme ocorre alteragdo da concentragcdo de tensoativo, diferentes
formas liquido-cristalinas podem ser formadas, como lamelares, hexagonais e
cubicas. A fase lamelar é formada por camadas paralelas e planares de bicamada
de tensoativo separadas por camadas de solvente, formando uma rede
unidimensional. Ja na fase hexagonal, os agregados sédo formados pelo arranjo de
cilindros longos formando estruturas bidimensionais. Nos sistemas de fase cubica,
as moléculas estdo arranjadas num sistema tridimensional, o qual consiste de duas
redes congruentes de canais de agua envolvidas por bicamadas lipidicas ou de
tensoativo (FORMARIZ et al., 2005).

A elucidacdo da estrutura interna destes sistemas, além de ser muito

importante, é também muito complexa. Assim, técnicas sofisticadas sao necessarias
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para atingir este objetivo. Métodos como espalhamento de raios-X a baixo édngulo —
SAXS (RAMAN et al.,, 2003), espalhamento de néutrons a baixo angulo — SANS
(REYNOLDS et al.,, 2004), espalhamento de luz (Light Scattering) (SINTOV,
SHAPIRO, 2004), microscopia eletrénica de transmissdo e ressonancia magnética
nuclear (KREILGAARD, 2002) estdo sendo cada vez mais utilizadas nas ultimas
duas décadas. Outros métodos como a condutividade iénica (SINTOV; SHAPIRO,
2004), viscosidade (SPICLIN et al., 2003), espectroscopia de fotocorrelagao
(LEHMANN et al., 2001), microscopia de luz polarizada (KREILGAARD, 2002), entre
outros, também sao frequentemente utilizados para o estudo do comportamento
fisico-quimico interno dos sistemas nanoestruturados.

A identificacdo das formas liquido-cristalinas pode ser realizada através da
combinagao de varias técnicas fisico-quimicas, como difracdo de néutrons, SAXS e
reologia, juntamente com a microscopia de luz polarizada, a qual € muito empregada
devido ao fato das formas serem facilmente detectadas devido a birrefringéncia
(BRINON et al., 1999; FERRARI, 1998; MORAIS, 2006; URBAN, 2004).

A microscopia de luz polarizada é uma ferramenta vital para a identificagao e
classificagdo dos materiais liquido-cristalinos. As fotomicrografias sao provas de
texturas observadas, normalmente pelo uso de luz polarizada (FERRARI, 1998). Sob
um plano de luz polarizada, a amostra € anisotrépica se for capaz de desviar o plano
de luz incidente e isotrdpica se ndo desviar a luz. Mesofases lamelares e hexagonais
sdo anisotrdpicas, enquanto as cubicas sao isotropicas (FORMARIZ et al., 2005;
MORAIS, 2006; URBAN, 2004).

As Figuras 2 e 3 representam as fotomicrografias de sistemas anisotropicos
de fase lamelar e hexagonal, respectivamente, obtidas a partir da microscopia de luz

polarizada.
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Figura 2. Microscopia de luz polarizada fase lamelar (sistema anisotrépico)
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Fonte: CUIHUA et al (2010)

Figura 3. Microscopia de luz polarizada fase hexagonal (sistema anisotropico)

Fonte: PHELPS, BENTLEY, LOPES (2011).

Em um estudo reoldgico, propriedades como elasticidade, viscosidade e
plasticidade s&o estudadas através de analises de deformagao e fluxo dos materiais
submetidos a tensdes por um determinado tempo, permitindo assim obter
informacdes estruturais e analisar quais efeitos sdo causados através da aplicacao
desta forgca e tempo (SCHRAMM, 2006). As aplicagdes destas medidas na area
farmacéutica facilitam a caracterizagdo de materiais, ajudam a estudar como um
produto pode ser ejetado de um frasco, verificar a espalhabilidade de uma logao,
creme ou gel aplicado sobre a pele (GENARO, 2000).

A densidade (D) é a razdo entre a massa de uma substancia e o volume
ocupado por esta massa. Logo, a densidade ¢é igual a massa por unidade de volume
e é dada pela equacéo 1 (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010):

massa
volume

D= (1)
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A densidade é uma caracteristica fisica da substancia e pode ser usada para
auxiliar na sua identificagdo. Em geral, quando se da a densidade de um sélido ou
liguido, a massa é expressa em grama, € o volume, em mililitro ou centimetros
cubicos. Uma vez que a densidade varia com a temperatura, é importante indicar a
temperatura na qual foi realizado o ensaio de densidade (HEIN; ARENA, 1998).

A densidade relativa € a comparagao da massa especifica de uma substancia
com a de uma outra substancia. No caso de sélidos e liquidos, a densidade relativa
€ tomada em relagcédo a agua. No caso de gases, a densidade relativa € tomada em
relacao ao ar ou hidrogénio (HEIN; ARENA, 1998).

De acordo com Farkas e colaboradores (2001), a grande vantagem de se fazer o
uso de cristais liquidos como sistema de liberagao € promover uma melhor estabilidade
fisica e um amplo potencial de solubilizagdo dos farmacos (CHORILLI et al., 2011).

Estes sistemas sdo também muito utilizados na liberagao de principios ativos
para uso topico, principalmente quando apresentam arranjo lamelar, pois esta
estrutura demonstra grande similaridade com a membrana lipidica intercelular da
pele (MAKAI et al., 2003).

1.2 ADMINISTRACAO CUTANEA DE FARMACOS

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, tendo uma superficie
de dois metros quadrados e pesando cerca de 5 kg em individuos adultos. A sua
principal fungéo é proteger o corpo do meio envolvente, impedindo a perda de agua
e a entrada de materiais estranhos, tornando-se uma barreira eficiente na
permeacao de moléculas exogenas (GODIN; TOUITOU, 2007; HADGRAFT, 2001).

A camada mais externa da pele € a epiderme, que é separada da derme por
uma fina camada de membrana basal; ja a camada mais profunda € a hipoderme,
conhecida também como tecido celular subcutaneo (POET; McDOUGAL, 2002).

Estudos mostram que muitos farmacos podem ser administrados pela via
cutanea, a qual oferece vantagens como a supressdo de efeito de primeira
passagem hepatica, estabilizagdo dos niveis plasmaticos e auséncia de degradagao
pelo trato digestério, resultando em diminuicdo de efeitos adversos (MACHET;
BOUCAUD, 2002).
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Existe uma gama muito grande nos indices de absorgdo cutédnea entre
diferentes compostos quimicos, a qual € limitada pelo estrato cérneo, sobretudo para
substancias hidrofilicas. Em geral, os produtos lipofilicos sdo absorvidos mais
rapidamente, enquanto que os hidrofilicos podem penetrar mais lentamente na pele.
(POET; McDOUGAL, 2002).

A permeabilidade € em geral inversamente proporcional a espessura do
estrato corneo, o qual pode agir como um reservatério do farmaco, permitindo a
penetracdo gradual para o interior das camadas viaveis da pele, durante um longo
periodo de tempo (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).

Diversos trabalhos tém enfocado a utilizacdo de microemulsbées e sistemas
liquido-cristalinos para uso topico.

Peltola e colaboradores (2003) e Weiwei e colaboradores (2009) em seus
estudos observaram que a aplicagdo topica de microemulsdes € vantajosa por
promoverem aumento da concentragdo do farmaco na pele, uma vez que grande
quantidade do farmaco pode ser incorporada na formulagdo. Além disso, os
componentes da microemulsdao podem reduzir a barreira de difusdo do estrato
cérneo, favorecendo o aumento da taxa de permeacéao do farmaco através da pele.

A utilizacdo de cristais liquidos para incorporagao de principios ativos de uso
topico apresenta vantagens funcionais relacionadas ao fato de: promoverem
liberacdo controlada de substancias ativas; incorporarem principios ativos em
matrizes liquido-cristalinas ou mesmo em formulagdes que os contenham, pois os
cristais liquidos protegem as substéncias ativas sensiveis a degradagéo térmica ou
fotodegradacao; promoverem aumento da retengdo de agua no estrato cérneo
proporcionando aumento na hidratagdo cutanea (BENITA, 2006; FERRARI, 1998;
MORAIS, 2006; NESSEEM, 2001).

Spiclin e colaboradores (2003) verificaram que sistemas liquido-cristalinos
foram empregados para promoverem liberacdo controlada do fosfato de ascorbil
sédico. Santos e colaboradores (2005), por sua vez, observaram aumento da

estabilidade do éleo de caléndula incorporado aos sistemas liquido-cristalinos.
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1.3 TERAPIA CUTANEA COM GLICOCORTICOIDES

Os corticoides sao moléculas de esteroides sintetizadas e secretadas pelo cortex
supra-renal, Os principais esteroides sao aqueles com atividade mineralocorticoide e
glicocorticoide. Os que afetam o equilibrio hidroeletrolitico sdo os mineralocorticoides e
seu principal hormbénio enddgeno é a aldosterona. O cortisol é o principal
glicocorticoide, atuando na funcao cardiovascular, na regulacdo do metabolismo,
imunidade e crescimento. Os corticosteroides sintéticos se encontram em grande parte
ligados a albumina, podendo assim ficar na forma livre, estando disponivel para atuar
na célula alvo, sendo representados, principalmente, pela hidrocortisona, corticosterona
e dexametasona (KATSUNG, 2006; RANG; DALE; RITTER, 2001).

Uma vez que o horménio esteroide esta livre no liquido intersticial e no
plasma, ele pode penetrar na célula e assim se ligar aos receptores, este complexo
ligante receptor é transportado até o nucleo interagindo com proteinas nucleares e o
DNA, obtendo resposta dos glicocorticoides (KATSUNG, 2006).

Os (glicocorticoides induzem inibicdo da proliferacdo de varias células,
incluindo fibroblastos. Esta € uma possivel causa da atrofia cutanea, as vezes
irreversivel, observada com o tratamento a longo prazo (CASTRO, 2005).

A administragao oral, nasal ou parenteral dos glicocorticoides pode levar a
diversos efeitos adversos. CALDAS & SCHRANK (2001) relataram em seus estudos
que a administracao nasal de dexametasona no tratamento de rinite alérgica, pode
levar ao desenvolvimento da Sindrome de Cushing (prolongada exposi¢cao de
glicocorticoides, atingindo corrente sanguinea). Outros efeitos colaterais relatados
devido ao uso prolongado de glicocorticoides por via sistémica incluem alteracdes
nos 0ssos, diminuicdo da velocidade de crescimento em criancas e alteragdes no
tecido conjuntivo (KATSUNG, 2006).

Silva (2006) relatou que os glicocorticoides reduzem o numero de mitoses,
diminuindo a multiplicagao celular. Dessa forma, ocorre menor formac¢ado da camada
de queratina, tornando os farmacos possiveis candidatos a utilizacdo de

determinadas doengas dermatoldgicas, como a psoriase.

Marcia Helena Oyafuso



Introducdo 27

E de grande importancia ressaltar que a solubilidade dos glicocorticoides em
um veiculo constitui um determinante na permeacao cutdanea de um glicocorticoide
topico (KATZUNG, 2006).

Os efeitos colaterais desta classe terapéutica sdao muito enfatizados, mas
podem ser evitados quando prescritos corretamente e administrados na quantidade
apropriada (VIVIER, 2000). Brunton, Lazo e Parker (2007) orientam quanto a
necessidade de monitoramento da toxicidade dos glicocorticoides empregados
topicamente, uma vez que podem causar atrofia cuténea, estrias, purpura e
erupcdes acneiformes.

Dentre os glicocorticoides, a dexametasona tem-se destacado nos ultimos
tempos. Este farmaco € considerado um potente anti-inflamatério e
imunossupressor, utilizado para o tratamento de doencas inflamatérias, auto-imunes
e no tratamento de alergias nasais, cutaneas e oftalmicas (BHARDWAJ; BURGESS,
2010; SCHIMMER; PARKER, 2001).

Este farmaco difunde-se através das membranas celulares formando
complexos com os receptores citoplasmaticos especificos. Ao penetrarem no nucleo
da célula, unem-se ao DNA e estimulam a transcricdio do mRNA. Como anti-
inflamatorio inibe a acumulagdo de células inflamatorias na zona de inflamagéo,
inibindo a fagocitose e a liberagdo de alguns mediadores quimicos envolvidos no
processo inflamatério. Como imunossupressor reduz a concentragcao de linfécitos,
diminui a unido das imunoglobulinas aos receptores celulares da superficie e inibe a
sintese ou liberagao de interleucinas. Suas formas de administragéo séo por via oral,
intramuscular, intravenosa e topica. Quanto ao uso tépico, recomenda-se cautela no
uso em curativos oclusivos, fraldas e areas cobertas devido ao aumento de sua
absor¢cao (AME, 2002). Salienta-se que ainda nao existem no mercado sistemas
micro e nanoestrurados, como o caso dos sistemas propostos neste trabalho

acrescidos de dexametasona.
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1.3.1 Dexametasona

A dexametasona (DXM) pode se apresentar nas formas de:

o 21-acetato de dexametasona, com formula molecular Cy4H31FOs, massa
molar de 434,50, ponto de fusdo entre de 215 - 221 °C e comprimento de onda
maximo de 239 nm;

. 21-(3,3-dimetilbutirato, terc-butilacetato com férmula molecular de CogH3gF Og.
Ha a forma de 21-(fosfato de sédio) com formula molecular CyHzsFNa,OgP e peso
molecular de 516,40;

o 17,21-diproprionato, com formula molecular C,gH3707, peso molecular de 504,59;

o palmitato-21 com férmula molecular de CzgHsgFOg.

A dexametasona é solUivel em agua a 25 °C na concentracdo de 0,1 mg mL™,
soluvel também em acetona, alcool e cloroférmio, com absorbancia no UV de 239
nm (MERK, 2006).

Dostal e Gameli (1990) observaram que o uso de dexametasona e
hidrocortisona proporcionaram efeitos diferenciados sobre a cicatrizagdo de lesoes,
retardam a dificuldade de cicatrizagdo, comparado ao uso de metilprednisolona na
minimizagéo de problemas pos-cirurgicos ou traumaticos da cicatrizag&o.

A dexametasona € considerada farmaco de primeira linha no tratamento da
dermatite atdpica aguda e dermatite de contato (MAIA et al., 2000).

Huches e Rustin (1997) e Fang e colaboradores (1997), relataram em seus
estudos que a dexametasona-21-acetato, possui cerca de 20 a 30 vezes maior
poténcia em relacdo a hidrocortisona. Sua formula molecular é CyHo9FOs e sua

férmula estrutural esta representada na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica do acetato de dexametasona.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e caracterizar sistemas micro e
nanoestruturados estabilizados com polioxietileno 20 cetil éter (Brij® 58) utilizando
poliéter funcional siloxano (DC® 193) e agua, para a administracdo cutanea de

acetato de dexametasona (DXM).

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver sistemas nanodispersos liquido-cristalinos de fase hexagonal e

cubica acrescidos de DXM;

o Incorporar e quantificar DXM nos sistemas nanodispersos liquido-cristalinos
obtidos;
o Caracterizar os sistemas obtidos utilizando recursos como microscopia de luz

polarizada, espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS) e reologia;

o Realizar ensaios de perfil de textura e bioadesao in vitro;

o Avaliar a estabilidade do acetato de dexametasona nos sistemas obtidos;

o Desenvolver e validar método analitico de quantificacdo do DXM por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

o Realizar ensaios de liberagao in vitro das formula¢des escolhidas;

o Realizar estudos de retencao e permeacao in vitro para as formulacoes

escolhidas, empregando peles de modelo animal.
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MATERIAIS
3.1.1. Materias-primas e Reagentes

o Acetato de dexametasona (Purifarma);

. Acetonitrila, J.T. Baker, HPLC;

o Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl® AWS, Croda);
. Agua ultra pura (Milli'Q Plus);

. Fosfato de potassio monobasico (Quimis);

o Hidroxido de sodio (Quimis);

. Metanol, J.T. Baker, CLAE;

o Poliéter funcional siloxano (DC® 193) (Dow Corning);
o Polioxietileno 20 cetil ether (Brij® 58) (Sigma-Aldrich).
o Orelhas suinas (Frigorifico Olhos d’Agua)

3.1.2. Equipamentos e Acessorios

o Cartucho SPE Strata C18-E 500mg/3mL (Phenomenex);

o Discos brancos de papel filtro esterilizados (Labroclin);

. Espectrofotdmetro BECKMAN® modelo DU-530;

o Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Varian® ProStar 310;

o Dermatémetro

o Kits seringas da BD Biosciences Pharmingen;

o Membrana de acetato celulose 0,45 um (Sigma-Aldrich);

° Microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena;

. pH-Metro MicroNal® B474;

o Redmetro HAAKE, modelo RS1, com software € Rheowin 3.5;

o Sistema automatico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette Plus

(Hanson Research Corporation®);
o Analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems, Surrey, UK).

° Ultra Turrax
° Vortex
° Lavadora ultrassoénica

o Fitas adesivas (Scoth 750 3M)

Marcia Helena Oyafuso



Materiais e Métodos 32

METODOS
3.2.1. Preparo das formulagoes

As formulagdes foram compostas pela mistura de agua, poliéter funcional
siloxano (DC® 193) e polioxietileno 20 cetil éter (Brij® 58). Estas foram levadas ao
banho-maria até atingirem a temperatura de 60 °C, suficiente para fundir o
tensoativo e homogeneizadas com auxilio de um bastdo de vidro. As formulagdes
foram preparadas em frascos transparentes e apds seu resfriamento foram

tampadas com tampas de borracha.

3.2.1.1. Diagrama de fases

Foram construidos trés diagramas de fases, sendo fixado em cada um o tensoativo
€ a agua, variando os tipos de 6leos (acido oleico, dleo mineral e dleo de silicone).

Para a obtencédo dos diagramas de fases foram trabalhados os 36 pontos
internos de cada diagrama utilizando as proporgbes de 5 a 95 % de cada
componente, a saber, agua, 6leo e tensoativo. Também, foram estudadas as
misturas binarias de agual/tensoativo (A/T) e tensoativo/6leo (T/O) dos diagramas.
Foram usadas as relagdes de A/T na faixa de 1:9 até 9:1. O mesmo procedimento
foi utilizado para a mistura binaria de T/O. Os sistemas formados foram detectados
visualmente e identificados como cristal liquido (CL) - formulagbes viscosas
transparentes; microemulsédo (ME) - formulagbes liquidas transparentes; emulséo
(EM) - formulacdes leitosas e separacao de fases (SF) - formulagbes heterogéneas,

sendo delimitadas estas regides no diagrama.

3.2.2. Caracterizagao fisico-quimica

Os sistemas selecionados foram caracterizados por estudos de microscopia
de luz polarizada, espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), comportamento

reoldgico, perfil de textura e bioadeséo in vitro.
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3.2.2.1. Microscopia de luz polarizada

As formulagdes foram colocadas sobre lamina de vidro, cobertas com laminula e
analisadas em microscopio sob luz polarizada Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena.
Avaliou-se a homogeneidade dos sistemas, verificando-se a presenca de area de
anisotropia, indicativo da presenca de cristais liquidos. A analise foi realizada a

temperatura ambiente.

3.2.2.2. Comportamento reolégico

Os sistemas foram analisados por medidas reolégicas utilizando Reémetro
Haake, modelo RS1, acoplado a computador com software Rheowin 3.5, em que o
equipamento funcionou pelo principio de rotagdo de um dispositivo de placa e placa
(sensor placa PP35Ti), diametro de 35 mm e distancia entre as placas (gap) de
0,500 um, sendo a temperatura mantida constante (32 °C).

As propriedades reoldgicas dos sistemas foram avaliadas por ensaios de
escoamento e por ensaios mecanico-dindmicos ou de oscilagdo. No ensaio de
escoamento, realizou-se um estudo da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento na regido de 0 a 100 s™'. Nos ensaios reoldgicos por
solicitagcao oscilatéria, as medidas foram realizadas em fungéo da frequéncia (0,1 —

100 Hz), aplicando uma tenséao de 5 Pa.

3.2.2.3. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

As formulacdes foram avaliadas por SAXS de acordo com sua evolugao
estrutural em fungéo do teor de agua e do tensoativo. Os dados foram coletados na
estacdo de medidas D-11 A do Laboratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS) em
Campinas-SP, que é equipada com um monocromador do tipo Si (111), com
comprimento de onda de 1,608 A o espalhamento por particulas existentes no
sistema sem amostra foi subtraido da intensidade total da amostra. As intensidades
de todas as amostras foram medidas em unidades relativas, mas para uma
comparagao quantitativa, as medidas foram normalizadas nas mesmas condi¢oes

experimentais.
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3.2.2.4. Ensaio de perfil de textura

As formulagdes foram submetidas ao teste TPA (Texture profile analysis)
através do analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems, Surrey, UK).
Este teste consistiu em dois ciclos de compressdo da amostra, resultando numa
curva forca x tempo com a qual foi possivel obter as caracteristicas mecanicas do

sistema, como dureza, compressibilidade, adesividade e coeséo (SENYIGIT, 2010).

3.2.2.5. Ensaio de bioadesao in vitro

Foi utilizado o analisador de textura TAXTplus (Stable Micro Systems, Surrey,
UK), e como membrana a pele de orelha de porco dermatomizada. Com os
resultados obtidos, foi construida a curva forca x distancia, que resultou no pico de
adesdo e no trabalho de adesdo do sistema. Os ensaios foram realizados em
triplicata (KOFFI et al., 2006).

3.2.3. Testes de estabilidade
3.2.3.1. Avaliacgao visual

As amostras foram observadas visualmente quanto as alteragdes do tipo: cor,
separagao de fases e homogeneidade, no periodo de 6 meses e em temperatura

ambiente.

3.2.3.2. Teste de centrifuga

A avaliagdo da estabilidade frente a centrifugacéo foi realizada empregando-
se 5 g de cada amostra em estudo, as quais foram centrifugadas a 3000 rpm, por 30

minutos.
3.2.3.3. Determinacgao do pH das formulagdes envolvidas no estudo

A medida de pH foi realizada em peagdmetro, utilizando-se amostras diluidas

em agua destilada (5 %).
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3.2.4. Ensaios de solubilidade do DXM
3.2.4.1. Determinagao do espectro de absor¢ao do DXM no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Preparou-se uma solugao etandlica de DXM de concentragdo 100 png mL™.
Partindo da solugdo-mée, realizou-se uma diluigdo na concentragdo de 20 ug mL™.
Apds a homogeneizagao, foi realizada a leitura espectrofotométrica na faixa de

comprimento de onda de 200 a 400 nm.

3.2.4.2. Determinagao da solubilidade do DXM na formulagéao

Em 5 g da formulagao foi adicionado o farmaco sob agitagdo. As amostras
foram analisadas com uso de microscépio, para visualizar a presenca de cristais de
DXM. A porcentagem maxima solubilizada de DXM nos sistemas foi anotada. Apos a
certificacdo da adigdo do excesso de farmaco, as amostras foram deixadas em
repouso, no periodo de 24 horas e a temperatura ambiente. Posteriormente as
mesmas foram diluidas em etanol para a concentragdo do meio da curva 20 g mL’

e analisadas em espectrofotdmetro.

3.2.5. Desenvolvimento e validagcao da metodologia analitica para quantificagao
do DXM nos estudos de retencao cutanea in vitro, utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a validagdo dos métodos analiticos foram utilizados os parametros
analiticos preconizados pelas diretrizes do Comité Internacional em Harmonizacao
(ICH, 2005), os meétodos foram: condi¢des cromatograficas, determinacdo da

linearidade, especificidade, precisado, exatidao, limites de detecgao e quantificagao.

3.2.5.1. Condigdes cromatograficas

A deteccao da DXM foi feita por CLAE, o equipamento utilizado foi um HPLC
Varian com detector espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e Rheodine VS

125, auto-amostrador Varian ProSar® modelo 410.
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As condi¢des experimentais foram: fase mével constituida por uma mistura de
metanol e acetonitrila (1:1) e agua (70/30, v/v), coluna RP-18 (VARIAN-
CHROMSEP®) dimensdes 250 mm x 4.6mm e. 5um de tamanho de particula, fluxo
0,8 ml.min™", volume de injecdo 50 pl, detecgédo a 239 nm e temperatura do forno de
25 °C. A validagao da metodologia analitica foi realizada usando os parametros:
linearidade, precisdo intra-corrida e intermediaria, exatiddo, especificidade /
seletividade, limite de deteccgéo e limite de quantificagdo, sugeridos pelos guias ICH
(2005) e ANVISA (BRASIL, 2003).

3.2.5.2. Linearidade

As diluigdes foram preparadas partindo de uma solugao mae de DXM 100 ug
mL", utilizando metanol como diluente. Através do estudo de regressao linear, foi
determinada a equacédo da reta. Com a construgcdo de trés curvas analiticas, em

diferentes dias, foi possivel avaliar a linearidade.

3.2.5.3. Especificidade

Injetou-se 1 % de cada amostra sem o farmaco, as quais foram diluidas em
10 mL de metanol, de forma a garantir que ndo houvesse interferéncia na deteccéo
e quantificacdo do DXM com os componentes das formulagoes.

3.2.5.4. Precisao

A precisdo foi avaliada através de ensaios de precisdo instrumental,
repetibilidade e precisdo intermediaria. No ensaio de precisao instrumental, foram
realizadas trés injecbes consecutivas da solugcdo padrdao de DXM no nivel de
concentragao de 100 %. Assim, foram calculados a média, o desvio padrao (DP) e o
coeficiente de variagao (CV). A repetibilidade foi avaliada através da analise de trés
amostras de SLC-DXM em um mesmo dia. A preciséo intermediaria, por sua vez, foi
determinada pela analise de trés amostras na mesma concentragao, realizadas em

trés dias distintos.
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3.2.5.5. Exatidao — recuperacgao

A exatidao foi avaliada através de teste de recuperacao da concentracédo de
DXM (baixa, meédia e alta) obtida na metodologia de quantificagdo comparada com a
quantidade conhecida de DXM na amostra. Os experimentos de recuperagao foram
feitos em ftriplicata para cada concentragcdo. A exatidao foi expressa pela relacéo
entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a concentragao

tedrica correspondente, calculada pela equacéao 2.

Concentracio média experimental
Exatidio = — x 100 (2)
Concentracio tedrica

3.2.5.6. Limite de deteccgao e limite de quantificagao

Os limites de detecgao (LD) e quantificacéo (LQ) foram calculados utilizando
valores de DP e inclinagao das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ tedricos foram

obtidos através do calculo das equacgdes 3 e 4, respectivamente.

LD:DPX3 3)
IC
DP x10
LQ = 4
Q="c ()

em que: DP = desvio padréo do intercepto com o eixo de Y; IC = inclinacdo da

curva analitica.
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3.2.6. Ensaios de liberagcao, permeacao e retengao cutanea in vitro

3.2.6.1. Metodologia analitica para quantificagao da DXM nos estudos de
permeacao cutanea e liberagao in vitro, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Foi construida a curva analitica da DXM em tampao fosfato de potassio
monobasico 0,01M pH 7.4, adicionado de 0,5 % de alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP. A partir de solugdo estoque primaria de 1 mg mL™ de DXM em
metanol, foi preparada uma solugao estoque secundaria de 100 pg mL" de DXM em
tampao. Foram preparadas diluigbes correspondentes as concentragdes de 0,1 — 20 ug
mL" a partir da solucdo estoque secundaria. Cada concentracdo foi preparada em
triplicata e as solugdes resultantes foram filtradas em membranas de acetato de
celulose (Millipore®) com poros de 0,22 um de didmetro e analisadas por CLAE. As

condigdes utilizadas para detecgao da DXM foram as mesmas descritas no item 3.2.5.1

3.2.6.2. Ensaio de liberagao in vitro

A liberacdo da DXM das formulagdes escolhidas foi avaliada utilizando-se
equipamento automatizado de permeacgdo cutanea (Hanson Microette HANSON
0700-1251, Figura 5), contendo seis células de Franz modificadas, de volume
aproximado de 7 mL. A liberacdo do farmaco foi avaliada utilizando-se membrana
sintética de acetato de celulose 0,45 ym (Sigma-Aldrich), com solugao receptora
composta por tampao fosfato 0,01M pH 7.4, contendo 5% de alcool cetilico etoxilado
20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl AWS®). As formulagdes foram previamente
pesadas e transferidas com auxilio de espatula para o copo dosador colocado sobre
a membrana disposta na célula de difusdo de Franz (aproximadamente 300 mg e

area de exposicdo de 1,77 cm?).
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Figura 5. Equipamento automatizado de permeacao cutanea (Hanson Corporation) e Célula
de Difusao de Franz.

Os experimentos foram conduzidos a 32,5°C e a solugao receptora foi
constantemente agitada a 300 rpm, por meio de um placa magnética agitadora, onde
as células ficaram dispostas.

Aliquotas de 2 mL foram coletadas nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4,
8,12,16, 20 e 24 horas, filtradas em membrana 0,45 ym e analisadas por CLAE para
avaliar a cinética de liberacdo do farmaco. Um volume de 0,8 mL foi desprezado
antes do inicio de cada coleta. As aliquotas da coleta e os volumes desprezados
foram repostos automaticamente e os valores utilizados nos calculos da quantidade
real permeada por tempo em fungao da area de exposicao.

A equacgdo 5 (USP, 2009) foi utilizada para calcular a quantidade real

liberada/permeada (Q,., ) em determinado tempo:

real

Qreal,t = CtVr + ZVcCc (5)

em que: Q= quantidade real permeada referente ao tempo t; C,= concentragéo
obtida referente ao tempo t; V,= volume da solugdo receptora (7 mL); C.=
concentragdo da amostragem anterior; V, = volume amostrado (coletado + limpeza).

O perfil de liberagdo das formulagdes foi avaliado matematicamente seguindo
modelos de ordem zero (concentragdo versus tempo), pseudo-primeira ordem

(concentragao versus raiz quadrada do tempo) e primeira ordem (log da concentragao
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versus tempo). Os coeficientes de correlagdo (r) da fracdo linear das curvas de
liberacao foram estabelecidos pela inclinagdo da reta obtida por regressao linear.

Os coeficientes de difusdo foram calculados usando a equacgao de Higuchi
(equacao 6) (HIGUCHI, 1962; LARRUCEA et al., 2001):

0- ZCOPT (6)
T

em que: Q= quantidade liberada em ug cm? no tempo t; C, = quantidade inicial do

farmaco adicionado em ug; D = coeficiente de difusdo; t=tempo de experimentagéo

em segundos.

3.2.6.3. Ensaio de permeacgao cutanea in vitro

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas peles de orelha de porco,
obtidas no Frigorifico Olhos d’Agua logo apds o abate rotineiro de animais para o
consumo. As orelhas recebidas foram lavadas e os vasos sanguineos, gordura,
tecidos e pélos ndo desejados em excesso foram removidos com o auxilio de
tesoura, descartando-se as orelhas nas quais foram observados danos na pele. Em
seguida, as orelhas foram dissecadas com auxilio de pinga e bisturi.

As peles foram dermatomizadas, com auxilio de um dermatémetro, na
espessura de 500 uym, retirando-se apenas o estrato corneo, epiderme e a camada
mais externa da derme.

Uma porgéo da pele foi acondicionada entre o compartimento doador e receptor da
célula de Franz de forma que o estrato cérneo ficou mantido em contato com a formulagao,
e a derme em contato com a solugao receptora (PRIMO et al., 2008). Amostras da solugao
receptora foram coletadas nos intervalos de 4, 6, 8, 10, 12,16 e 24 horas.

A quantificacdo de DXM na solugao receptora foi realizada por CLAE, utilizando
a curva analitica obtida na validagcdo do método. As peles submetidas ao estudo de
permeacao foram limpas com algodao embebido em agua destilada e avaliadas

quanto a retengéo.
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Os experimentos foram conduzidos a 32 °C £ 0,5 °C e a solucédo receptora foi

mantida sobre agitagao a 300 £ 0,2 rpm.

3.2.6.4. Ensaio de retengao cutanea in vitro

Para analise de retencado cutanea in vitro a pele ficou exposta a formulacao
(1 ,77cm2) por 24 horas, nas condi¢cdes experimentais da permeacao cutanea in vitro.
Ao final do tempo, as peles foram retiradas da célula de difusdo. Removeu-se o
excesso de formulacédo na pele com papel absorvente, sendo mantidas em vidro de
reldgio durante a técnica de tape stripping para nao haver perda do principio ativo. O
estrato coérneo foi retirado com a técnica de tape stripping, utilizando-se 16 fitas
adesivas (Scoth 750 3M), descartando-se a primeira fita. As fitas foram transferidas
para um tubo de ensaio com 5 mL de metanol, agitado em vértex por um minuto e
posteriormente submetido ao banho de ultrassom por 15 minutos. A solugao foi
filtrada em membrana 0,45 uym e injetada em CLAE para quantificagdo da DXM .

Apds a retirada do estrato cérneo verificou-se a retengdo da derme e
epiderme, picotando-se o restante da pele com o auxilio de uma tesoura. Os
fragmentos foram colocados em tubo para centrifuga. Adicionou-se 5 mL do solugéo
extratora composta por metanol, agitado em vortex por 2 minutos, levado ao
homogeneizador Turrax® por um minuto e em seguida para lavadora ultrassdnica por
30 minutos. Ao final, filtrou-se em membrana de e 0,45 pym e quantificou-se por
CLAE a DXM presente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CONSTRUGAO DO DIAGRAMA DE FASES

A utilizagdo do diagrama de fases permite delimitar as regides formadas com
diferentes porcentagens de tensoativo, agua e Oleo. Foram construidos trés
diagramas sendo possivel comparar a influéncia do uso de diferentes tipos de fase
oleosa (silicone fluido, 6leo mineral e acido oleico), fixando o uso do tensoativo
polioxietileno 20 cetil éter.

A Figura 6 representa o diagrama de fases para o sistema estabilizado com

polioxietileno 20 cetil éter (Brij® 58), fase oleosa (DC®193) e agua destilada.

Figura 6. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com polioxietileno 20 cetil éter
como tensoativo, fase oleosa (silicone fluido) e fase aquosa agua destilada. As regides
delimitadas representam: EM — emulsao, SF — separacao de fases, CL — cristal

polioxietileno 20 cetil éter

0 silicone

agua 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 fluido

Pela Figura 6, foi possivel delimitar varias regides: uma area de emulsao na
regido de 5 a 80 % de dleo, utilizando fase aquosa na proporgédo de 5 a 30 % e
variando de 15 a 90 % de tensoativo. Com o acréscimo de agua ocorreu formagao
de sistema liquido-cristalino, em uma regido com proporgoes de 20 a 60 % de agua,
20 a 80 % de tensoativo e 5 a 50 % de fase oleosa. Acima de 60 % de fase aquosa,

5 a 80 % de 6leo e até 40 % de tensoativo obteve-se a regido de microemulsao.
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Uma pequena regido de separagao de fases foi formada, podendo analisar que a
proporgao de tensoativo nesta regido nao foi suficiente para estabilizar o sistema.
A Figura 7 apresenta o diagrama de fases para o sistema estabilizado com

polioxietileno 20 cetil éter, 6leo mineral e agua.

Figura 7. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com polioxietileno 20 cetil éter
como tensoativo, fase oleosa (6leo mineral) e agua destilada. As regides delimitadas
representam: EM — emulsdo, SF — separacdo de fases, CL — cristal liquido e ME —
microemulsao.

polioxietileno 20 cetil éter

100

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Oleo
mineral

agua

Pela Figura 7, a obtengdo do diagrama de fases partindo dos componentes
oleo mineral, polioxietileno 20 cetil éter e agua, proporcionou uma maior regido de
separacao de fases. Uma pequena regidao de microemulsdo foi formada com
propor¢cdes de tensoativo de 10 a 20 %, fase oleosa com 5 % e agua nas
quantidades de 80 a 90 %. Ja a regido de cristal liquido foi identificada aos 5 % de
fase oleosa, contendo também agua nas proporgdes de 30 a 80 % e tensoativo nas
proporgoes de 20 a 70 %.

A Figura 8 representa diagrama de fases para o sistema estabilizado com

polioxietileno 20 cetil éter, acido oleico e agua.
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Figura 8. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com poloxietileno 20 cetil éter
como tensoativo, fase oleosa (acido oleico) e agua destilada. As regides delimitadas
representam: EM — emulsao, SF — separacao de fases, CL — cristal liquido, H/L — Fase de
transicado Hexagonal/Lamelar e ME — microemulsao.

polioxietileno 20 cetil éter

agua

Pela Figura 8, ao utilizar agua, acido oleico e polioxietileno, verificou-se a
formagao de cristal liquido nos intervalos de 20 a 80 % de tensoativo, 5 a 50 % de
fase oleosa e 20 a 70 % de agua. Observou - se algumas regides de transicao, as
quais foram delimitadas como hexagonais/lamelares. Ja acima dos 70 % de agua e
no intervalo de 5 a 30 % de tensoativo, fixando acido oleico em 5 %, foi possivel
delimitar a regido de microemulsgo.

Com o uso do diagrama de fases foi possivel analisar as regides formadas
com diferentes proporcées de agua, 6leo e tensoativo. O polioxietileno 20 cetil éter
foi escolhido como agente tensoativo, sua formula molecular € C1gH33(OCH2CH2)20-
OH e apresenta equilibrio hidrofilo lipofilo (EHL) de 15,7. O polioxietileno 20 cetil éter
tem sido utilizado no desenvolvimento de cremes, logdes e microemulsdes (Product
Information, 2006).

A escolha da fase oleosa foi definida comparando os diagramas, fixando o
tensoativo e avaliando a influéncia dos diferentes tipos de 6leo na formacgdo dos
sistemas. Com a formacdo de sistemas liquido-cristalinos em uma regido bastante

definida, optou-se pelo uso do silicone fluido de copolimero glicol (DC® 193), por
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também apresentar beneficios tais como: protecédo, formacgao de pelicula, ndo irritante

para a pele, facilidade de espalhamento e toque sedoso (CHORILLI et al., 2009).

4.1.1. Escolha das regides a serem estudadas

Os sistemas foram selecionados levando em conta a proporcao de tensoativo,
optando por regides com baixas proporgdes, podendo assim minimizar possiveis
irritacdes ao tecido cutaneo. As formulagdes selecionadas foram F1, F2, F3, F4, F5 e

F6, cujas propor¢des estao registradas na Tabela 1.

Tabela 1. Formulagbes preparadas com diferentes concentracdes de tensoativo. Para as
formulagdes F1, F2 e F3 foram fixadas as concentragbes de 6leo. Para as formulacdes F4,
F5 e F6 foram fixados os valores de tensoativo.

Férmulas (%)
Composicao
il F2 F3 F4 F5 F6
agua 60 50 40 50 40 0
silicone fluido 30 30 30 10 20 30
polioxietileno
glicol 20 cetil éter | 10 20 30 40 40 40

4.2. Caracterizacgao fisico-quimica do comportamento de fases das formulagoes

As formulagbes selecionadas encontram-se assinaladas no diagrama de
fases, apresentado na Figura 7. As mesmas foram preparadas através da mistura
dos trés componentes (agua, 6leo e tensoativo), aquecendo-os e promovendo leve

agitagao, adquirindo a homogeneizagao por completa.
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Figura 9. Diagrama de fases para o sistema estabilizado com polioxietileno 20 cetil éter
como tensoativo, fase oleosa silicone fluido e agua. As areas delimitadas representam: ME -
microemulsao, CL — cristal liquido, EM- emulsao, SF- separacdo de fases. Os pontos
selecionados para estudo encontram-se assinalados no diagrama.

polioxietileno 20 cetil éter

0

100

Osilicone
fluido

agua

Optou-se por estudar os pontos F2, F3, F4, F5 e F6 devido a formacao de
cristal liquido em baixas concentracdes de tensoativo. Ja o ponto F1, por estar em
uma regidao de microemulsdo, foi escolhido para que possa ser comparado seu
comportamento em relagao aos cristais-liquidos.

Os sistemas selecionados para estudo foram nomeados F1, F2, F3, F4, F5 e
F6, que compreendem as formulagdes sem adicdo do farmaco; ja os nomeados
F1D, F2D, F3D, F4D, F5D e F6D compreendem as formulacbes em que se
adicionou DXM na concentracao usual de 0,1 %. A incorporacdo da dexametasona
foi realizada na fase oleosa, sendo posteriormente adicionado polioxietileno 20 cetil

éter e agua.

4.2.1 Microscopia de luz polarizada

Na Figura 10 estdo representadas as fotomicrografias obtidas por microscopia
de luz polarizada, nas quais foram observadas as amostras F1 a F6, logo apds o
preparo. As formulacgdes F1, F2 e F4 sob o plano de luz polarizada, ndo desviaram a

luz demonstrando serem isotropicas (campo escuro). As formulagbes F3, F5 e F6
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desviaram o plano de luz polarizada, sendo observadas estruturas estriadas,

caracteristicas de mesofase hexagonal de cristais liquidos liotrépicos.

Figura 10. Fotomicrografias das formulagbes F1 a F6, obtidas por microscopia de luz
polarizada apés o preparo.

F1 campo escuro F2 campo escuro F3 “estrias”
(Sistema isotrépico) (Sistema isotrépico) (Sistema anisotropico)

&

F4 campo escuro F5 “estrias” F6 “estrias”
(Sistema isotropico) (Sistema anisotropico) (Sistema anisotropico)

As formulagdes F1, F2 e F4 identificadas como sistemas isotropicos, sob
plano de luz polarizada ndo desviaram a luz. Sabendo que a formulagcdo F1 obteve
viscosidade relativamente baixa, pressupde-se ser microemulsao, ja as formulagdes
F2 e F4, por possuirem viscosidade elevada, possivelmente devem ser mesofases
cubicas de cristais liquidos. As formulacées F3, F5 e F6 apresentaram-se como
caracteristicas de mesofases hexagonais. Assim para confirmar a presenca da
microemulsédo e das mesofases cubicas e hexagonais observadas nas formulagoes,

realizou-se estudo de SAXS, que sera discutido posteriormente.
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4.2.2. Comportamento reolégico

As amostras foram estudadas em relacdo ao seu comportamento
viscoelastico, com objetivo de avaliar as caracteristicas estruturais das formulagdes.

A viscoelasticidade linear de um sistema deve ser avaliada respeitando o
intervalo onde a tensao aplicada nao deforme a estrutura dos sistemas, que por sua
vez é totalmente dependente da frequéncia. Ja a viscosidade nao-linear acontece na
regidao em que ocorre deformacao dos sistemas, podendo destruir ligacdes internas
ou agregados moleculares (SCHRAMM, 2006).

Com o intuito de avaliar a viscoelasticidade linear das amostras, foram
realizados os ensaios de varredura de tensao, na faixa de 0 a 100 Pa, com uma
frequéncia fixa de 1 Hz.

Através da anadlise dos graficos de varredura de tensdo, concluiu-se que a
faixa de viscoelasticidade linear apresentou-se em regides baixas e que a melhor
tensao para se realizar os espectros mecanicos foi de 5 Pa.

As medidas reoldgicas dependentes da frequéncia foram realizadas para
caracterizar propriedades viscoelasticas dos sistemas, estabelecendo uma
correlacdo entre as estruturas. Assim as propriedades viscoelasticas dos cristais
liquidos sdo importantes na liberagédo transdérmica, no sentido de propor adeséao a
pele e penetragdo nas microfissuras (BENDER, 2008; YARIV et al., 2010).

As caracterizacdes reologicas foram determinadas a partir dos modulos de
armazenamento ou elastico (G’) e modulo de perda ou viscoso (G”) em fungao da
frequéncia, no entanto quando ocorrer o predominio do modulo elastico (G’) sobre o
modulo viscoso (G”) compreende — se que o sistema possue uma maior
estruturacao, e fortes interagdes entre as moléculas (YARIV et al., 2010).

Os reogramas das amostras F1 e F1D (Figuras 11 e 12) apresentaram modulo
de perda (G”) maior que o mddulo de armazenamento (G’). Esse comportamento
indicou caracteristicas de um comportamento predominantemente viscoso, sugerindo
sistemas pouco organizados, evidenciado também pela dependéncia de G’ pela
frequéncia, ou seja, a medida que se aumenta a frequéncia angular, verifica-se o

aumento do modulo de armazenamento (KHONDKAR et al., 2007).
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Figura 11. Reograma da formulacao F1. Figura 12. Reograma da formulagéo F1D
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As amostras F2 e F2D (Figuras 13 e 14) apresentaram os pontos de (G’) e
(G”) praticamente coincidentes, demonstrando um certo equilibrio entre os
compostos viscosos e elasticos, verificou-se também que a presencga do farmaco na

formulagdo n&o alterou a estrutura do sistema.

Figura 13. Reograma da formulacao F2. Figura 14. Reograma da formulagcéao F2D.
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No comportamento reolégico da formulagdo F3 (Figura 15), os mddulos
elastico (G’) e o mddulo viscoso (G”) resultaram em valores mais elevados em
relacdo a formulacdo F3D (Figura 16), indicando que a adicdo do farmaco levou a
uma diminuicdo da estabilidade do sistema. Mesmo com a diminuicdo da
estabilidade na presenca do farmaco, em F3D os mddulos elastico e viscoso

demonstraram um certo equilibrio, pois seus pontos coincidiram-se.
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Figura 15. Reograma formulacao F3.
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Figura 16. Reograma formulagao F3D.

'3 Pa)n (Fas)

Tanto nas formulagbes F4 quanto na

o (rad's)

FAD (Figuras 17 e 18), o modulo de

armazenamento (G’) foi maior que o médulo de perda (G”). Esse resultado indicou

caracteristicas de um comportamento predominantemente elastico, sugerindo que os

sistemas estdo bem estruturados e possuem fortes interacdes entre as moléculas e

que a adicdo do farmaco nao causou desestruturacdo no sistema. O mesmo

aconteceu para as formulagdes F5 e F5D (Figuras 19 e 20).

Figura 17. Reograma formulacao F4.
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Figura 18. Reograma formulagéo F4D.
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Figura 19. Reograma formulacao F5. Figura 20. Reograma formulacao F5D.
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As amostras F6 e F6D (Figuras 21 e 22) demonstraram em baixas
frequéncias certo equilibrio entre os materiais viscosos e elasticos devido a
coincidéncia dos pontos de (G’) médulo elastico e (G”) modulo viscoso. No entanto,
em frequéncias mais altas, o sistema obteve estruturas mais organizadas, pois o

modulo de armazenamento (G’) foi maior que o modulo de perda (G”).

Figura 21. Reograma formulacéo F6. Figura 22. Reograma formulagéo F6D.
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Com o intuito de estabelecer uma analise quantitativa estrutural dos sistemas
obtidos, foi possivel calcular a dependéncia de (G’) pela frequéncia, utilizando
regressao linear (r) dos dados do comportamento reolégico das formulacdes. Além
disso foi calculado o expoente n através do modelo de equacao de power law “Lei
da Poténcia” (SAXENA et al., 2011):
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G'=So" (7)

em que: G'= médulo de armazenamento; o= frequéncia oscilatoria; S = resisténcia

do gel; n= expoente viscoelastico.

Os parametros S e n sao indicativos da densidade de reticulagao no interior
do gel, ou seja, quanto mais alto for o valor de S, mais reticulada e forte sera a
estrutura do gel. Contrariamente, o valor de n diminui com o aumento da reticulagao,
assim, valores de n altos indicam géis com estruturas mais fracas (SAXENA et al.,
2011).

Na Tabela 2 estdo dispostos os valores da resisténcia do gel (S) e do

expoente viscoelastico (n) dos sistemas estudados.

Tabela 2. Valores da resisténcia do gel () e do expoente viscoelastico ( ) das formulagdes
(tensao 5 Pa).

Amostras S n
F1 0,0042 2,80
F1D 0,229 2,79
F2 46098,3707 0,0695
F2D 2569,085 0,42
F3 4619,88 0,1691
F3D 4619,88 0,433
F4 114738,7597 0,0042
F4D 74713,87 0,058
F5 106820,7925 0,0318
F5D 109499,5456 0,0806
F6 30400,8861 0,2102
F6D 50425,4895 0,1901

Através dos resultados obtidos a partir da equagao de power law, foi possivel
analisar os valores de S para cada amostra. Assim as amostras que apresentaram
maiores valores de S foram as amostras que continham fixado o valor de tensoativo

em 40 %, ou seja, F4, F5, F6 e F4D, F5D e F6D, sabendo que quanto maior o valor
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de S, mais interagdes fortes entre as moléculas e estruturado sera o sistema. Ja as
formulacdes F2, F3 e F6 e F2D, F3D e F6D, as quais continham fixado o valor de
fase oleosa em 30 %, também obtiveram valores de S maiores que n,
demonstrando serem sistemas bem estruturados, porém nao tao elevados quanto as
demais amostras. As amostras que demonstraram valores de n superiores ao de S
para cada formulagcdo foram as amostras F1 e F1D, indicando que os sistemas
apresentaram estruturas mais fracas, sugerindo que a presenga de agua aos 60 %
nestas formulagdées promoveu uma menor estruturacado do sistema, que € coerente a
sua caracterizacdo haja vista ser uma microemulsdo, diferente dos sistemas mais
estruturados caracterizados como cristais liquidos.

Na Figura 23 esta representada a evolugdo estrutural do médulo de
armazenamento das formulacdes, onde foi possivel verificar que F2, F3, F4, F5 e F6
resultaram em maiores valores de (G’), sendo sistemas mais estruturados que F1, o

mesmo aconteceu para as amostras com adicao de farmaco na Figura 24.

Figura 23. Reograma evolucgédo estrutural do Figura 24. Reograma evolugao estrutural do
modulo de armazenamento das amostras F1 moddulo de armazenamento das amostras
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4.2.3. Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos pela microscopia de luz
polarizada, as medidas de SAXS foram realizadas, podendo assim fornecer resultados
mais sensiveis e informacgdes sobre a nanoestrutura de forma mais conclusiva.

Os sistemas foram caracterizados verificando-se a posi¢ao dos picos (q+, 2,
gs, ...) € assim foi calculada a razao entre os (q) obtidos, em fun¢ao da posicao do
primeiro pico (q4). Com os valores obtidos foi possivel caracterizar os sistemas em
hexagonais, cubicos e lamelares.

A Figura 25 revela a intensidade de espalhamento, I(q), em fungédo do vetor
espalhamento (q) para os sistemas estudados. Os resultados de SAXS estdo de
acordo com a microscopia de luz polarizada, o qual confirma a presenca de fases

hexagonais, cubicas e microemulséo.
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Figura 25. Caracterizacao por SAXS das formulagdes F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F1D, F2D,

F3D, F4D e F6D.
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Para as amostras com o farmaco incorporado observa-se que, exceto para

F4D, todas as outras apresentam praticamente sobreposigdo das curvas, sugerindo

que a incorporacao do farmaco néo alterou a estrutura do sistema. Mesmo nao

ocorrendo a sobreposicédo da curva de F4D, seus valores de picos obtidos revelaram

a presenca de estrutura cubica. Os resultados revelam a sensibilidade da técnica de

Marcia Helena Oyafuso



Resultados e Discussao 56

SAXS e as informagdes mais conclusivas que esta técnica fornece no estudo desses
sistemas.
A Figura 26 representa as medidas de SAXS das formulagbes em que o

componente oleoso foi fixado em 30 %.

Figura 26. Evolucao estrutural das formulagées F1, F2, F3, F6 e F1D, F2D, F3D e F6D
fixando o componente oleoso em 30 %.

a)

g

As medidas de SAXS analisadas com 30 % de fase oleosa fixada revelaram
informacgdes sobre a mudanga de estruturas que ocorreram com a diminuicdo de
agua e acrescimo de tensoativo. Na Tabela 3 estdo dispostas as porcentagens de

agua e tensoativo para melhor observagdo da mudanga de fases ocorridas.

Tabela 3. Porcentagens dos componentes: 6leo, agua, tensoativo e fases estruturais.

Formulagodes (%)
Componentes
F1 F2 F3 F6
o 30 30 30 30
A 60 50 40 30
T 10 20 30 40
Estrutura Microemulsao Cubica Hexagonal Hexagonal

O = dleo; A = agua; T = tensoativo

Ao analisar a evolugao estrutural dos sistemas obtidos por SAXS, foi possivel

comparar as formulacdes em relacdo ao acréscimo de tensoativo e diminuicdo de
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agua, revelando que estruturas como a microemulsdo, podem formar estruturas
cubicas e hexagonais. Estes resultados sugerem que a microemulsdo seja um
precursor para a formacdo de cristais liquidos. O mesmo ocorreu para as
formulagdes contendo o farmaco.

Ja na Figura 27, estao representadas as medidas das formulagdes em que o

componente tensoativo foi fixado em 40 %.

Figura 27. Evolugéo estrutural das formulagcdes F4, F6 e F4D, F5D e F6D fixando o
componente tensoativo em 40 %.

As medidas de SAXS analisadas com 40 % de tensoativo fixada revelaram
informacdes sobre a mudancga de estruturas que ocorreram com a diminuicido de
agua e acréscimo de fase oleosa. Na Tabela 4 estdo dispostas as porcentagens de

agua e tensoativo para melhor observacdo da mudanca de fases ocorridas.
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Tabela 4. Porcentagens dos componentes: 6leo, agua, tensoativo e fases estruturais.

Formulagodes (%)
Componentes
F4 F5 F6
o 50 40 30
A 10 20 30
T 40 40 40
Estrutura Cubica Hexagonal Hexagonal

O = ¢dleo; A = agua; T = tensoativo

Com os resultados obtidos através das medidas de SAXS, ao comparar as
porcentagens dos componentes das formulagdes, observou-se que ao fixar os 40 %
de tensoativo, partindo da formulagdo F4 classificada como microemulsdo, sua
estrutura pode mudar com a diminuicdo da agua e acréscimo de fase oleosa,
podendo gerar fases cubicas e hexagonais.

Uma série de parametros estruturais foram determinados através das
medidas de SAXS, podendo assim caracterizar as estruturas das fases liquido
cristalinas. Os valores de espalhamento do vetor g, correspondentes aos picos que
sao correlacionados Q1:02:93:qs = 1:1,73:2:2,64, mostra que estes valores de
espalhamento sao caracteristicas de periodicidade de fase hexagonal, indicando que
a amostra € um cristal liquido hexagonal. Os valores de (q) correspondentes aos
picos em que se correlacionam q:g2:qs = 1:2:3 exibem comportamento de cristais
liquidos lamelares (ZHANG et al., 2008). J& para os cristais liquidos de fase cubica
correlacionam-se os valores 1,41:1,73:2,82:3 (YARIV et al.,, 2010). Na Tabela 5

estdo representados os valores obtidos da razdo entre as distancias dos picos.
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Tabela 5. Razao entre as distancias interplanares para as formulagées F1 a F6 e F1D a
F6D, obtidos por SAXS.

Formulagao Ormaxi Qmax2 Omax3 di/d, | dq/d; estrutura
F1 0,85 - - - - Microemulsao
F1D 0,86 - - - - Microemulséao
F2 0,91 1,29 1,58 1,41 1,73 Cubica
F2D 0,90 1,27 1,56 1,41 1,73 Cubica
F3 0,97 1,68 1,94 1,73 2,00 Hexagonal
F3D 0,96 1,67 1,94 1,73 2,02 Hexagonal
F4 1,03 1,47 1,79 1,42 1,73 Cubica
F4D 0,89 1,26 1,54 1,41 1,73 Cubica
F5D 0,95 1,65 1,91 1,73 2,01 Hexagonal
F6 1,02 1,77 2,04 1,73 2,00 Hexagonal
F6D 1,01 1,75 2,02 1,73 2,00 Hexagonal

Para determinar o tipo de estrutura de cada sistema verificou-se a posigcao
dos picos (q1, 2, 93, etc...) e determinou-se a raz&o entre os diversos (q) em fungao
da posigao do primeiro pico (q1). A partir dos valores obtidos foi possivel identificar
quais foram as mesofases das estruturas liquido-cristalinas presentes (hexagonal,
cubica). Os resultados obtidos através das medidas de SAXS corroboram com os de

MLP, podendo analisar as estruturas com respostas mais conclusivas.

4.2.4 Ensaio de perfil de textura

Os testes de propriedades mecanicas das formulagdes sdo de grande
importancia na liberacdo de farmacos pela via cutdnea e ajudam a analisar
parametros para que se tenha uma boa aplicacdo da formulacdo, obtendo futura
aceitacao do paciente (SENYIGIT, 2011).

A analise do perfil de textura (TPA) das formulagdes foi realizada, sendo
avaliados os parametros como: dureza (g), compressibilidade (g.s.), adesividade
(g.s) e coesao.

Os parametros dureza e compressibilidade avaliam a facilidade de aplicagao da

formulagédo, simulando sua ejecdo da embalagem e espalhabilidade na pele; a
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adesividade e a coeséo estao relacionadas a sua adesividade (bioades&o), sendo que
na coesao € analisada a forga existente entre as moléculas relacionada a recuperagao
estrutural da formulagéo para uma seguinte aplicagéo (TAN et al., 2000).

As formulagdes identificadas como microemulsées (F1 e F1D) ndo foram
sujeitas as analises de propriedades mecanicas, como dureza, compressibilidade,
adesividades (g.s) e coesividade, pois ndo impuseram resisténcia mecanica ao fluxo.

Os resultados obtidos a partir da analise do perfil de textura das amostras F4,
F4D; F6 e F6D revelaram que as formulagées F4 e F4D apresentaram nos parametros
adesividade (g.s), compressibilidade (g.s), dureza (g) e coesao maiores valores
comparados as formulagdes F6 e F6D. Sugere-se entdo que o sistema de fase cubica
(F4 e F4D) possui melhor facilidade de aplicagéo da formulagao na pele, sendo de facil
espalhabilidade; com melhor poder de reestruturagdo para uma proxima aplicagdo do
produto. Foi avaliado que a presenca do farmaco nas formulagbes nao alterou suas

propriedades mecanicas. A Figura 28 representa os graficos de TPA.
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Figura 28. Analise do perfil de textura das formulag¢des F4, F4D, F6 e F6D (n=6)
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4.2.4.1. Ensaios de bioadesao in vitro

Os ensaios de bioadesdo das formulagbées F4, F4D, F6 e F6D foram
avaliados sobre pele suina e esta representada na Figura 29.

Todas as amostras analisadas em pele suina foram hidratadas antes de cada
ensaio de adesao, e como apresentam estruturas diferentes, o contato com a agua
também contribuiu para diferengas nos picos e trabalho de adesbes encontradas
entre as formulagoes.

As formulacbes F4 e F6 foram classificadas como fases cubica e hexagonal
por microscopia de luz polarizada, respectivamente, como ja haviam sido relatadas.
As formulagdes F4 e F4D, caracterizadas como bem viscosas, ao entrarem em
contato com a pele hidratada podem adsorver mais agua, aumentando a viscosidade

e estruturagao, tornando-as mais bioadesivas que as formulagcbes F6 e F6D, que
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apresentam fase hexagonal e menor viscosidade mesmo em contato com a agua, o

que justifica os valores menores de bioadesao.

Figura 29. Ensaios de bioadesao das formulagdes F4, F4D, F6 e F6D.
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Os ensaios do pico de adesao podem ser explicados pela teoria do umedecimento,
onde as amostras ao entrarem em contato com agua, adquirem uma viscosidade maior e,
consequentemente, uma maior bioadesdo em contato com a pele suina.

Quanto aos resultados de trabalho de adeséo, as amostras F4 e F4D também
apresentaram maior trabalho de adesao em relagao as formulacdes F6 e F6D, como
mostra a figura 29. Devido a maior viscosidade da formulacdo F4, ela precisa de
uma maior forca para remover a formulagdo da pele do que a formulagcdo de fase
hexagonal que € menos viscosa.

Portanto, os resultados demonstraram que a formulacdo F4 apresentou maior
bioadesdo, o que a torna uma alternativa para a administracao tépica de farmacos,

pois permite que a formulagao permanega mais tempo aderida a pele.
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4.3. Teste de estabilidade das formulagoes
4.3.1. Avaliagao visual da estabilidade das formulagoes

Apos o preparo das formulacbes as mesmas foram armazenadas em
temperatura ambiente no periodo de seis meses. As fotomicrografias das
formulacdes F1 a F6 obtidas por microscopia de luz polarizada sao apresentadas na
Figura 30.

Figura 30. Fotomicrografias das formulagdes F1 a F6, obtidas por microscopia de luz
polarizada apos seis meses de preparo.

F1 campo escuro F2 campo escuro F3 “estrias”
(Sistema isotrépico) (Sistema isotropico) (Sistema anisotropico)

F4 campo escuro F5 “estrias” F6 “estrias”
(Sistema isotrépico) (Sistema anisotropico) (Sistema anisotropico)

A Figura 31 apresenta as fotomicrografias das formulagées F1D a F6D (com
DXM) obtidas por microscopia de luz polarizada apdés seis meses de

armazenamento das formulagdes.
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Figura 31. Fotomicrografias das formulagbées F1D a F6D, obtidas por microscopia de luz
polarizada apds seis meses de preparo.

F1D campo escuro F2D campo escuro F3D “estrias”
(Sistema isotropico) (Sistema isotropico) (Sistema anisotropico)

F4D campo escuro F5D “estrias” F6D “estrias”
(Sistema isotropico) (Sistema anisotropico) (Sistema anisotropico)

Devido a grande estabilidade termodinédmica estes sistemas nao registraram
qualquer tipo de alteracao fisica, como separagao de fases, precipitagcdo, mudanca
de cor e odor. As analises feitas por microscopia de luz polarizada também néo

demonstraram alteracdes quanto a estabilidade das estruturas liquido-cristalinas.

4.3.2. Teste de centrifuga

O teste da centrifugacao foi realizado utilizando 5 g de cada amostra em
estudo, as quais foram centrifugadas a 3000 rpm, por 30 minutos, e nenhuma
alteracdo quanto a separacao de fases foi observada, demonstrando que as
formulagdes mantiveram-se estaveis.

4.3.3. Determinacao do pH das formulag6es envolvidas no estudo

Os valores de pH obtidos para as diferentes formulagdes a temperatura

ambiente estio descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de pH obtidos para as diferentes formulacoes.

Formulagodes F1 F2 F3 F4 F5 F6

pH 4,18 3,93 3,70 4,33 4,52 3,93
Formulagodes F1D F2D F3D F4D F5D F6D
pH 4,14 3,69 3,60 3,64 3,63 3,62

Observou-se na Tabela 6 que nao houve alteragdes significativas nos valores

de pH apos a adicdo de DXM.

4.4. Determinacao do espectro de absor¢dao do DXM no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

O espectro de absorcdo de DXM utilizando o etanol como solvente esta

representado na Figura 32 e foi obtido contra branco de etanol.

Figura 32. Espectro de absorcdo no UV-VIS da solucao etandlica de DXM, de concentracao

de 20 pg mL-1.
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Segundo a Figura 32, a solugao etandlica de dexametasona apresentou A =
239 nm. Este dado corrobora os obtidos na literatura (MERK, 2006; USP, 2006).
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4.5. Determinacgao da incorporagao do DXM na formulagao por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE)

A partir dos valores obtidos e a equagédo da reta, foram calculadas as
quantidades maximas de farmaco incorporado nas formulacdes F1, F2, F3, F4, F5 e
F6. A curva analitica do DXM em metanol encontra-se detalhada no subtitulo
Validagao.

A Tabela 7 apresenta a quantidade de dexametasona incorporada nas

formulagdes, obtidas por CLAE.

Tabela 7. Quantidade de DXM incorporada nas formulagdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6.

Parametros dexametasona incorporada (mg g™ formulagao)
Estatisticos [, F2 F3 F4 F5 F6
Média (n=3) 1,28 2,26 5,30 4,26 4,00 4,13
DP* 0,014 0,037 0,049 0,20 0,12 0,15
CV **(%) 1,10 1,67 0,92 4,71 3,18 3,76

DP*= desvio padrao; CV** = coeficiente de variagéo

A formulagdo F3, caracterizada como um sistema liquido-cristalino de fase
hexagonal, quando comparada a F6, também sistema hexagonal, foi a que
quantidade de DXM

comportamento de solubilizar uma maior quantidade de farmaco pode estar

apresentou maior incorporada, sugere-se que este

relacionado a formulagao, por apresentar maiores valores de agua.
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4.6. Desenvolvimento e validagao da metodologia analitica para quantificagao
do DXM nos estudos de retencao cutanea in vitro, utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Embora existam métodos farmacopeicos para quantificacdo do DXM por
CLAE (USP, 2006), a composigao dos sistemas de liberagao, como o tensoativo e a
fase oleosa, pode interferir na quantificagao do farmaco; por isso, fez se necessario
desenvolver e validar o método para quantifica-la nestes sistemas.

A validagdo de um meétodo analitico tem como objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, para a determinagao
qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos. Assim, por meio de estudos experimentais, a validacao
deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas
assegurando a confiabilidade dos resultados. Ao considerar uma metodologia
validada, alguns parametros devem ser avaliados: linearidade, especificidade,

preciséo, exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacdo (BRASIL, 2003).

4.6.1. Linearidade

E a capacidade de um método analitico assegurar que os resultados obtidos
sao diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado (ANVISA, 2003). A linearidade deve ser determinada pela
analise de no minimo 5 concentracdes diferentes e obter como coeficiente de
correlagao (r) o valor de 0,99.

Na Tabela 8 estdo dispostos os valores das areas sobre a curva, obtidos a
partir da leitura das solugdes de diferentes concentragdes. Para estes valores foram
calculados a regresséo linear. O intercepto no eixo Y obtido foi 0,0007 e a inclinagéo
da linha de regressao foi 0,0021.Equacao onde y= 0,0007x+0,0021.
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Tabela 8. Concentragdes das solugdes padréo utilizadas para a construgdo da curva
analitica e os respectivos valores da area sob a curva (ASC) obtida por CLAE no
comprimento de onda de 239 nm (n = 3).

[DXM] (ug mL™") | ASC (mAU) DP CV (%)
1,0 0,002495 0,000070 2,83
2,5 0,005460 0,000062 1,14
5,0 0,0115923 0,000245 2,12
10,0 0,022098 0,000628 2,84
15,0 0,031586 0,000593 1,88
20,0 0,042841 0,000706 1,65
25,0 0,053016 0,001143 2,16

DXM = acetato de dexametasona; ASC= area sobre a curva; DP =desvio padréao; CV=coeficiente de

variagao.

4.6.2. Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impureza e produtos de degradacédo. E
necessario demonstrar a capacidade de seletividade do método entre compostos
com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado
pela obtencdo de resultados positivos em amostras contendo o farmaco,
comparativamente com resultados negativos obtidos com amostras que nao
contenham o farmaco (BRASIL, 2003).

A representacdo dos cromatogramas nas Figuras 33, 34 e 35, demonstram
que o método é especifico para a determinagao da dexametasona, pois o pico da
DXM eluiu no tempo de 9,5 minutos e para os demais componentes, a eluicao

ocorreu abaixo deste tempo.
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Figura 33. Cromatograma da DXM em metanol
(acetonitrila/metanol 1:1) e agua 70/30 em 239 nm.
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4.6.3. Precisao

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, na qual se avalia.

Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e instrumentagdo. A
repetibilidade do método é verificada por no minimo nove determinagdes, ou seja,
trés concentragdes: baixa, média e alta com trés replicas cada.

Preciséo intermediaria (precisao inter-corridas): concordancia dos resultados
do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e ou
equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo intermediaria
recomenda-se um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes. A
precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio padrao ou desvio

padrao relativo (coeficiente de variagao) segundo a equacao 8:

DP

CV =
CDM

x100 (8)

em que: DP= desvio padrdo; CMD= concentracdo média determinada. O valor
maximo aceitavel do coeficiente de variagédo é até 5 % (BRASIL, 2003).

Dois tipos de ensaios foram realizados para avaliar a precisdo: a
repetibilidade no mesmo dia e a precisao intermediaria em dias diferentes.

Na Tabela 9 estdo representados os valores obtidos para o ensaio de

repetibilidade.

Tabela 9. Resultados obtidos para ensaio de precisédo por repetibilidade (n=3)

[DXMJsesrica (Mg mL™) Area DP CV (%)
1,0 0,002512 0,000068 2,74
10,0 0,02213 0,000625 2,83
30,0 0,06351 0,000825 1,31

DXM = acetato de dexametasona; DP =desvio padrdo; CV=coeficiente de variagao.
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Os valores de CV foram avaliados em relagcédo a area dos picos encontrados,
para 3 concentragdes da curva analitica, ou seja, baixa, média e alta (1, 10 e 30 ug
mL'1). O coeficiente de variagado entre as amostras teve seu maior valor em 2,83. De
acordo com BRASIL (2003), o valor maximo aceitavel para o coeficiente de variagao
€ de 5 %. Assim os resultados obtidos demonstraram que o método é preciso.

Na Tabela 10, estdo dispostos os resultados para o ensaio de precisao

intermediaria, realizada em trés dias consecutivos.

Tabela 10. Resultados obtidos para ensaio de preciséo intermediaria (n=3)

[DXMJiesrica (Mg mL™) Area DP CV (%)
1,0 0,002139 0,000026 1,22
10,0 0,02274 0,000150 0,66
30,0 0,06504 0,000464 0,71

DXM = acetato de dexametasona; DP =desvio padrao; CV=coeficiente de variagao.

Os valores obtidos do coeficiente de variacdo, para o ensaio de precisdo

intermediaria, encontraram-se abaixo de 5 %, demonstrando que o método € preciso

4.6.4. Exatidao — recuperacgao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).

Com os dados do coeficiente de variagao de cada concentragéo foi possivel
analisar a precisao. A exatidao foi expressa com a porcentagem de recuperagao da
concentracdo de DXM na quantificacdo comparada com a quantidade conhecida de

DXM na amostra. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 11.
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Tabela 11. Calculos dos parametros estatisticos da exatidao para validagdo do método de
quantificagao da DXM por CLAE.

Concentragdes determinadas (ug mL™)
1,0 10,0 30,0
Média 0,85 10,18 29,51
DP 0,000070 0,000608 0,000773
CV (%) 0,008 0,0059 0,0026
Recuperacgao 85,41 101,8 98,36

DP =desvio padrao; CV=coeficiente de variagao.

Os resultados dos calculos dos coeficientes de variacdo e porcentagem de
recuperacao demonstraram que o método foi preciso, pois os valores de CV % foram
inferiores a 5 %. A exatidao foi comprovada por resultar em valores de recuperagao
dentro da faixa de 80 a 110 % (BRASIL, 2003).

4.6.5. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. E estabelecido por meio de
analises de solugdes de concentracbes conhecidas e decrescentes, até o menor
nivel detectavel (ICH, 2005).

O LQ é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisao e exatidao aceitaveis sob as condi¢gdes experimentais
estabelecidas. E estabelecido por meio das andlises de solugdes contendo
concentragdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel (ICH, 2005).

Os valores das concentragbes 1,0; 2,5 e 5 ug mL™ calculados a partir das
leituras das areas sob a curva das amostras, foram substituidos na equacao para o
calculo de LD e LQ. O valor de LD obtido foi de 0,05 pg mL™" e o valor de LQ foi de
0,16 g mL™", sendo consideravelmente abaixo que a menor concentragéo

empregada na curva analitica.
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4.7. Avaliacao da liberagao, permeacao e retengao cutanea in vitro

4.7.1. Metodologia analitica para quantificagao do DXM nos estudos de
permeacao cutanea e liberagao in vitro, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A linearidade do método de quantificacdo da DXM por CLAE foi determinada
através da construgéo da curva analitica da DXM em tampao fosfato de potassio
monobasico 0,01M pH 7.4, adicionado de 0,5 % de alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 50P (Procetyl AWS®). As areas médias dos picos da DXM versus os
dados de concentracéo foram tratados por regresséao linear. O desvio padrao para a
inclinacao e o intercepto da curva analitica foi calculado (Figura 36).

Os resultados obtidos foram utilizados nos ensaios de liberagédo in vitro e
permeacao cutanea. Esta curva apresentou-se linear, com equagdo y = 0,0019x +
0,0002 e coeficiente de regresséo linear 0,9997, onde encontram-se dentro do

preconizado pela legislagdo BRASIL (2003).

Figura 36. Curva analitica do DXM em tampao fosfato de potassio 0,01M pH 7.4 adicionado
de 0,5 % de alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado.
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Realizou-se teste de liberacdo in vitro na formulagdo F6D (hexagonal),
contendo 0,1 % de DXM. O experimento permitiu avaliar o perfil de liberagado do
farmaco, relacionado com a saida do mesmo do sistema matricial. A Figura 37

apresenta o ensaio de liberagao da formulagado F6D.
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Figura 37. Perfil de liberagéo in vitro (% de liberagao) de DXM incorporada na formulacao
F6D (hexagonal), contendo DXM 0,1 % (média de n=6).
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Os resultados mostraram que a liberacdo do farmaco se inicia apds 8 horas
de experimento e continua em escala crescente até o intervalo de 24hs.

Para a formulagdo F1D (microemulsao), o ensaio de liberagao permitiu avaliar
que a partir de 30 minutos de experimento, foi possivel avaliar a liberagdo do

farmaco da matriz. A Figura 38 representa o perfil de liberagao deste sistema.

Figura 38. Perfil de liberacdo in vitro (% de liberagdo) de dexametasona incorporada na
formulagao F1D (microemulsao) contendo dexametasona 0,1 % (média de n=6).
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A Figura 39 apresenta o perfil de liberagéo in vitro do DXM incorporado na
formulagao F4D (cubica).
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Figura 39. Perfil de liberagéo in vitro (% de liberagdo) do DXM incorporado na formulagéo
F4D (cubica) contendo DXM 0,1 % (média de n=6).
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Este ensaio revelou resultados semelhantes aos ensaios de liberacdo da
formulagcdo F6D (hexagonal). A liberacdo do farmaco para este sistema teve inicio
no intervalo de tempo de 8 horas. No periodo de 24hs, a porcentagem maxima
liberada foi em torno de 6%, enquanto que F6D liberou em torno de 4% de farmaco.

Ensaios com sistemas binarios (agua e tensoativo) também foram realizados
com o objetivo de avaliar se a presenca do silicone fluido de copolimero glicol
poderia contribuir para a retencdo do farmaco na pele em sistemas mais
estruturados como cristais liquidos de fases hexagonais e cubicas, bem como para
as microemulsdes. A Figura 40 representa a liberacdo do sistema binario, cujos

componentes sdo: 50% de agua e 50% de tensoativo (fase hexagonal).

Figura 40. Perfil de liberagado in vitro (% de liberagédo) de dexametasona incorporada no
sistema binario AT (agua/tensoativo 1:1), contendo dexametasona 0,1% (média de n=6).
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O perfil de liberagdo do sistema binario AT revelou semelhanca aos demais

sistemas estudados, a liberagcdo do farmaco teve inicio apés 8 horas de experimento
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sugerindo assim que a presenga do silicone no sistema binario ndo interferiu no

tempo de liberagao do farmaco da matriz, mas na quantidade liberada sim.

Figura 41. Perfil de liberacao in vitro (% de liberagdo) de DXM incorporado nos sistemas F1,
F4, F6 e propilenoglicol (PG). (média de n=6).

F1 o
F4
F6 ° °
PG

oOope

%)

dexametasona liberada (%

Tempo (h)

Comparando-se as amostras F1D, F4D e F6D, estatisticamente, verificou-se
que as formulagdes n&o diferem entre si, quanto a porcentagem de DXM liberado em
24 h, porém, estas liberaram quantidade de farmaco significativamente (p<0,05)
maior, sendo 3,38, 5,03 e 3,37% respectivamente, quando comparada a formulagao
AT (sistema binario agua/tensoativo), que liberou 1,68%. Tais dados sugerem que a
que a presenca de silicone no sistema facilita a liberacdo de DXM. Foi possivel
observar a liberagdao de DXM em propilenoglicol, sendo estatisticamente maior que
as demais formulagbes (17,73%). Estes resultados sugerem que a estrutura do
sistema pode modular a liberagao do farmaco em relagéo ao tempo.

A Tabela 12 apresenta a porcentagem de DXM liberada apos 24horas de

experimento.
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Tabela 12. Porcentagem de DXM liberada, apds 24h de experimento.

Amostra Estrutura Liberacao(%)
F1D Microemuls&o 3,38

F4D Cubica 5,03

F6D Hexagonal 3,37

AT Hexagonal 1,68
Propilenoglicol controle - 17,73

AT= sistema binario agua/tensoativo

A partir dos ensaios de liberacéo, foi possivel avaliar e comparar a liberagao
do farmaco de cada sistema estudado, F1D, F4D, F6D e AT. Na literatura constam
varios modelos cinéticos para representar os perfis de liberacdo dos farmacos dos
sistemas. Assim, foram aplicados os modelos matematicos: Baker e Lonsdale,
Peppas, Hixon e Crowell, Higushi, Primeira Ordem e Weibull para cada sistema.
2001), F1D, F4D e AT seguem o modelo matematico de Weibull e a formulagdo F6D
o modelo matematico de Peppas. O modelo matematico de Weibull (equacao 9)
pode ser aplicado para o processo de dissolugao e liberagao, assim o valor de b da
equacgao de Weibull ajuda a definir o mecanismo de transporte do farmaco, onde b
=1 expressa liberacdo de primeira ordem, b (0,75 - 1) expressa mecanismo de
liberagao fickiniano e transporte de caso 2; b >1 indica curva sigmoidal e mecanismo
complexo de liberagédo, onde ocorre intumescimento e erosdao simultaneamente para
liberagéo do farmaco (PAPADOPOULOU et al., 2006; COSTA & LOBO, 2001).

4 [— (t— Ti}b]
m= LT e a (equagéo 9)

onde: m é fragdo acumulada de farmaco; t € o tempo final; Ti € o tempo de
laténcia, até que o processo de dissolugao ocorra; b € a curva como forma exponencial

€ a € o parametro de escala, relacionado com tempo decorrido de ensaio.

Marcia Helena Oyafuso



Resultados e Discussao 78

O modelo matematico de Peppas (equagao 10) também pode ser expresso
através da analise do valor de n contido na equacdo, onde n é o expoente de
liberacdo, caracterizando os diferentes mecanismos de liberacdo, os valores de n=
0,5 expressa modelo de difusdo de Fick, os valores de n que vao de 0,5 a 1,
expressam um modelo ndo fickiano, onde ocorre transporte anoémolo, n=1 transporte

de caso Il e n>1 expressa modelo de super transporte de caso |l.

Mw~ ' (equagdo 10)

onde: a é a constante cinética de liberagdo controlada; n é o expoente de liberagao e
Mt/M é a fragcédo do farmaco liberado ao longo do tempo.

Dessa forma, os ensaios de liberagdo para as formulagdes F1D e F4D
demonstraram seguir o modelo de liberagdo de Weibull, que resulta em um
mecanismo complexo de liberacdo, onde ocorre intumescimento e erosao
simultaneamente para a liberagdo do farmaco. Para a formulagao F6D, foi utilizado o
modelo de Peppas, onde o valor de n foi maior que 1, revelando modelo de super
transporte de caso |l.

Os estudos de permeacao e retengdo cutanea sao de grande importancia no
sentido de avaliar as interacbes de uma formulagdo com a pele, como se da a
difusdo do farmaco nas diferentes camadas da pele, onde é possivel analisar a
penetragcado do farmaco, retendo ou nao no estrato cérneo ou nas demais camadas
da pele, como epiderme e derme.

Os ensaios de permeacao dos sistemas estudados (F1D, F4D, F6D e o
sistema binario A/T) n&o apresentaram indicios de farmaco permeado em nenhum dos
intervalos de tempo. Os estudos de retengdo demonstraram que ocorreu retencéo de

dexametasona no estrato corneo, os dados estdo dispostos na Tabela 13.
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Tabela 13. Quantidade de dexametasona retida e ou permeada na pele em pg.cm-2, apés
24h de experimento.

Amostra Estrutura Retencdo EC | Retencdo Ep+Derm | Permeagao
(g.cm?) (ng.cm™)
F1D microemuls&o 37,29 # - -
F4D cubica 22,82 # - -
F6D hexagonal 18,19 #° - -
AT hexagonal 15,36 ° - -

EC=estrato corneo; Ep+Derm =epiderme + derme; AT= sistema binario agua/tensoativo

Nos estudos de retencdo observou-se que todos os sistemas apresentaram
retencdo de dexametasona no estrado cérneo (EC) n&do havendo retencdo na
epiderme + derme e na permeacgdo. Os resultados obtidos revelaram que as
formulagcdées F1D, F4D e F6D séao iguais do ponto de vista estatistico. F1D e F4D
séo diferentes de AT e F6D tem comportamento de retenc&o igual ao do sistema AT
que também é de fase hexagonal.

A amostra F1D €& a que apresentou maior quantidade de DXM retida no
estrato corneo. Observou-se também que o sistema binario AT ndo apresentou
diferenca significativa quando comparado a formulagdo F6D, sendo ambos de
estruturas hexagonais, porém sem a presencga da fase oleosa. Neste sentido sugere-
se que a auséncia de silicone no sistema binario AT demonstrou perfil de retengcao
semelhante aos demais sistemas. Os resultados sugerem que os sistemas
desenvolvidos podem ser utilizados para a administracdo cutanea de farmacos como

a DXM, em que se objetiva efeito de acao local.
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CONCLUSOES

o Através da construgédo do diagrama de fases, foi possivel analisar as diversas
regides formadas com diferentes formas estruturais, em fungéo da propor¢ao dos
componentes agua, 6leo e tensoativo, levando assim a diferentes comportamentos

de liberagao de farmacos;

o Foi possivel obter sistemas com diferentes formas de estruturagao utilizando
polioxietileno 20 cetil éter como tensoativo e poliéter funcional siloxano como fase

oleosa e agua ultra pura;

o A técnica de SAXS, juntamente com a microscopia de luz polarizada e
reologia, foram de extrema importdncia na caracterizagdo dos sistemas. As
utilizacbes de técnicas diferentes complementaram-se, reforcando os resultados

obtidos na identificagao estrutural dos sistemas;

o Os ensaios de analise de perfil de textura revelaram que o sistema de fase
cubica (F4 e F4D) possui melhor facilidade de aplicagdo na pele e € de melhor
espalhabilidade que o sistema de fase hexagonal (F6 e F6D), sendo também mais
bioadesivo.

o Os métodos analiticos para quantificagcdo do DXM nos ensaios de permeagao

e retencao cutanea in vitro por CLAE demonstraram-se sensiveis, exatos e precisos;

o Os ensaios de liberacdo revelaram que os sistemas F1D(microemulséo),
F4D(cubica) e F6D(hexagonal) liberam o farmaco na porcentagem de 3 a 5%.
Quando comparado ao sistema binario AT (1%), sem a presencga do silicone fluido,
notou-se, que o sistema AT libera uma quantidade de farmaco significativamente
menor em relagdo aos demais sistemas, sugere-se entdo que a auséncia da fase
oleosa no sistema e sua estruturacdo, podem modular a liberagdo do farmaco em

relagado ao tempo.
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° As formulagdes F1D, F4D e F6D promoveram retengdo de DXM no estrato
cérneo, sugerindo serem sistemas que ao serem administrados pela via cutanea,
facilitam o efeito de agdo local da DXM, minimizando possiveis efeitos adversos,

promovendo melhor adesao do paciente ao tratamento.
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