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RESUMO

O acetato de dexametasona (DXM) é um glicocorticoide com eficécia antiinflamatoria
e imunossupressora, sendo utilizado nas doengas autoimunes. Sua acdo antiinflamatéria
advém da inibicdo do acumulo de células (macréfagos, linfocitos e neutréfilos) na area da
inflamacdo, inibindo também a liberacdo de mediadores da inflamagdo como interferon-y e
TNF-o. Ja a atividade imunossupressora ¢ alcancada com a redu¢do do concentrado de
linfocitos e inibicdo da sintese e/ou liberacdo de interleucinas. Porém o uso continuo do DXM
ocasiona uma série de efeitos colaterais sistémicos, sendo interessante sua aplicacdo topica
para viabilizar a promocéo do aumento da liberacéo e a estabilizacdo dos niveis plasmaticos
do farmaco. Sistemas nanoestruturados como microemulsdes (ME) e os cristais liquidos (CL)
vém sendo estudados como novos sistemas de liberacdo, pois além de se comportarem como
reservatorios de farmacos também possibilitam o aumento da estabilidade e da solubilidade
dos principios ativos. Os objetivos deste trabalho foram desenvolver e caracterizar sistemas
micro e nanoestruturados, com intuito de incorporar DXM e avaliar sua permeagao cutanea in
vitro. Foram desenvolvidos sistemas utilizando &gua, silicone (DC® 193C fluido) e
polioxietileno-20-oleil éter (Brij® 98). Os 36 pontos do diagrama de fases foram avaliados,
sendo elaboradas formulagGes com diferentes propor¢des de agua, 6leo e tensoativo, sendo
possivel delimitar regides como: sistemas transparentes de alta viscosidade (STAV), sistemas
transparentes de baixa viscosidade (STBV), sistemas liquido-transparentes (SLT), emulsdo
viscosa (EV) e emulsdo liquida (EL). Trés formulagdes foram selecionadas para os ensaios de
caracterizacdo, fixando-se a concentracdo de tensoativo (T) em 40% e variando-se as
concentracdes de agua e de silicone, denominadas A, B e C. As analises de microscopia de luz
polarizada (MLP) evidenciaram estruturas anisotropicas na forma de estrias, caracteristicas de
fase hexagonal, para as formulacdes A e B. Também foi observado “campo escuro” nas

formulacBes de baixa viscosidade (C), sugerindo ser um sistema isotropico, possivelmente



ME. Ensaios reologicos evidenciaram comportamento tixotrépico das formulagbes. O DXM
foi incorporado na concentracdo de 0,1% nas formulagfes, que passaram a ser denominadas
AF, BF e CF. Os testes de liberacdo mostraram que as formulacées AF, BF e CF liberaram o
farmaco respectivamente em 0,90%, 1,22% e 3,21% entretanto nos testes de permeacgédo o
DXM ndo permeou a partir dos sistemas desenvolvidos. Nos ensaios de retencdo foi
observada a retencdo do farmaco no estrato corneo nas seguintes porcentagens 22,82% (AF),
35,74% (BF) e 25,66% (CF). Estatisticamente, as trés formulacdes retiveram a mesma
guantidade de acetato de dexametasona. Conclui-se entdo que o0s sistemas possibilitaram
maior retencdo do farmaco na pele, possibilitando maior efeito local. Portanto, esses sistemas

podem ser considerados promissores para a administra¢do cutanea do DXM.

Palavras-chave: sistemas nanoestruturados, acetato de dexametasona, permeagao cutanea.



ABSTRACT

The acethyl dexamethasone (DXM) is an effective glucocorticoid with anti-
inflammatory and immunosuppressive, and is used in autoimmune diseases. Its anti-
inflammatory action stems from the inhibition of the accumulation of cells (macrophages,
lymphocytes and neutrophils) in the area of inflammation, also inhibiting the release of
mediators of inflammation such as interferon - y and TNF - a. As for immunosuppressive
activity is achieved by reducing the concentration of lymphocytes and inhibition of synthesis
and / or release of interleukins. But the continued use of DXM causes a number of systemic
side effects, it is interesting topical application to facilitate the promotion of increased release
and stabilization of plasma levels of the drug. Nanostructured systems as microemulsions
(ME) and liquid crystals (LC) have been studied as new delivery systems because in addition
to behave as drug reservoirs, provide increased stability and solubility of the active
ingredients. The objectives of this study were to develop and characterize micro and
nanostructured systems, in order to incorporate DXM and evaluate their in vitro skin
permeation. Systems have been developed using water, silicone (DC ® 193C fluid), and
polyoxyethylene -20- oleyl ether (Brij® 98). The 36 points of the phase diagram were
evaluated, formulations prepared with different ratios of water, oil and surfactant is possible
to delineate regions as transparent high viscosity systems (STAV) systems, transparent , low
viscosity (STBV) systems, fluid - transparent (SLT) , viscous emulsion (EV) and liquid
emulsion (EL). Three formulations were selected for the characterization tests , determining
the concentration of surfactant (T) by 40% and varying concentrations of water and silicon,
termed A, B and C. The analysis of polarized light microscopy (PLM) showed anisotropic
structures in the form of grooves, hexagonal phase characteristics for formulations A and B. It
was also observed "dark field" in the low viscosity formulations (C), suggesting be an

isotropic system, possibly ME. Rheological showed thixotropic behavior of the formulations.



DXM was incorporated at a concentration of 0.1 % in the formulations, which are now called
AF, BF and CF. The tests showed that the release formulations AF, BF, and CF released the
drug respectively 0.90%, 1.22 % and 3.21% however permeation tests DXM not permeated
from the systems developed. In tests of retention was observed retention of the drug in the
stratum corneum in the following percentages 22.82 % (AF), 35.74 % (BF) and 25.66 % (CF).
Statistically, the three formulations retained the same amount of dexamethasone acetate. It
was concluded that the systems have enabled higher drug retention in the skin, allowing a
greater local effect. Therefore, these systems can be considered promising for dermal

administration of DXM.

Keywords: nanostructured systems, dexamethasone acetate, permeation.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos tém sido extensamente estudados em
funcdo das vantagens farmacoldgicas que apresentam em relacdo as formas farmacéuticas
convencionais. Dentre essas vantagens estdo a manutencdo do nivel terapéutico com discreta
oscilacdo; aumento da concentracdo plasmatica do farmaco; aumento da seguranca no uso de
farmacos com alta poténcia e diminuicéo de efeitos toxicos (VENDRUSCOLO et al., 2005).
Diante dessas caracteristicas presentes nos sistemas de liberacdo de farmacos, pode-se

melhorar a adesdo dos pacientes ao tratamento e consequentemente a eficacia deste.

Vendruscolo et al. (2005) define como farmacos mais adaptaveis aos sistemas de
liberacdo de farmacos aqueles que, além de outras caracteristicas, sao Uteis no tratamento de

enfermidades cronicas.

Atencdo especial recebem as microemulsdes (ME) e os cristais liquidos (CL) no
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo. Ambos possibilitam tanto a incorporacédo de
farmacos hidrofilicos como de farmacos lipofilicos; aumentam a estabilidade e solubilidade
dos farmacos e comportam-se como reservatorios de farmacos. (CONSTANTINIDES, 1995;

BRINON et al., 1999; GABBOUN et al., 2001).

As microemulsdes (ME) sdo caracterizadas como sistemas constituidos por dois
liquidos imisciveis, frequentemente agua e 6leo, estabilizados por um tensoativo na interface
oleo/agua (LAWRENCE, DALMORA, OLIVEIRA, 2004) que pode estar associado ou ndo a
um co-tensoativo. A estabilizacdo exercida no sistema pelo tensoativo é devido a sua
propriedade de reduzir a tensdo interfacial entre os liquidos imisciveis, formando agregados
esféricos e com diametros na ordem de 100 A (OLIVEIRA et al., 2004). Os tensoativos nao
ibnicos devem ser os de preferéncia para preparacdes farmacéuticas, pois sdo mais estaveis

frente mudancas de pH e também minimizam a toxicidade (CRUZ, UCKUN, 2001).
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As ME podem caracterizar-se basicamente como microemulséo 6leo em agua (O/A) e
microemulsdo agua em 6leo (A/O). Nas O/A, a agua é a fase dispersante e 0 0leo esta disperso
na forma de goticulas coloidais e nas A/O, 0 6leo € a fase dispersante e a &gua esta dispersa na

forma de goticulas coloidais.

Devido a estabilidade termodinamica das ME, estes sistemas possuem vantagens em
relacdo a emulsbes e suspensdes, como por exemplo, maior tempo de vida util, estabilidade
elevada, opticamente transparentes e a incorporacdo de diferentes farmacos com as mais
variadas propriedades fisico-quimicas (WARGAFTIG, 2000; CONSTANTINIDES, 2005).
As ME quando utilizadas em sistemas de liberacdo de farmacos, otimizam a eficacia
terapéutica de farmacos melhorando sua biodisponibilidade e, consequentemente reduzindo a
dose administrada bem como os efeitos colaterais causados pelos farmacos (CERA, 2002),
porém € necessario atentar-se para que o tamanho das goticulas da fase interna da
microemulsdo e a viscosidade do sistema sejam ideais, a fim de facilitar a difusdo do farmaco
no alvo terapéutico (CORREA, 1996). Farmacos lipofilicos em &gua tém sua solubilizacdo
melhorada em sistemas microemulsionados, pois se encontram localizados em goticulas
internas as quais possuem caracteristicas fisico-quimicas bem distintas da fase dispersante
(BHARGAVA et al., 1987). As ME podem ser aplicadas em varias vias de administracdo

como oral, vaginal, ocular, tdpica entre outras.

Os cristais liquidos sdo sistemas de interesse na utilizagdo como sistema de liberagdo
de farmaco, pois possuem semelhanga com as membranas biolégicas. Também chamados de
mesofases, devido a suas propriedades de condensar caracteristicas de sélidos e liquidos
(FORMARIZ et al., 2005), possuem como caracteristica comum uma ordenada orientacao das
interfaces (EZRAHI et al., 1999). Dos solidos, os cristais liquidos asseguram as caracteristicas
anisotrépicas e de ordenamento, j& dos liquidos guardam as propriedades de fluidez e tenséo

superficial.
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CLs quando formados pela adicdo de solventes, sdo denominados cristais liquidos
liotrépicos (HYDE, 2001), usualmente estes sao formados por definidas proporcoes de dgua e
até dois tensoativos, sendo que a agua (fazendo o papel do solvente) hidrata somente a parte
hidrofilica da molécula do tensoativo (HYDE, 2001). Apresentam-se molecularmente
ordenados intercalando-se regides hidrofilicas e hidrofébicas (GABBOUN et al., 2001). Ja os
CLs ditos termotrépicos sdao dependentes da temperatura para manterem sua estabilidade

(HYDE, 2001).

Dependendo da concentracdo do tensoativo no sistema, os cristais liquidos adotam
variadas formas liquido-cristalinas denominadas lamelares, cubica e hexagonal (GABBOUN
et al., 2001). Na fase hexagonal, cilindricos longos formam os agregados estabelecendo-se
estruturas bidimensionais e de viscosidade parecida com um gel; na fase clbica, o arranjo
molecular é tridimensional constituindo-se de bicamadas de tensoativo ou lipidios que
envolvem duas redes de canais de agua e possui alta viscosidade. Dentre as diferentes fases, a
fase lamelar é a que melhor mimetiza a membrana bioldgica e é a mais recomendada para 0
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. Esta fase é constituida por bicamadas
de tensoativo que estdo desagregadas por camadas de solvente e sua apresentacdo é na forma
de um liquido viscoso (GABBOUN e HYDE, 2001). Por meio de microscopia de luz
polarizada é possivel classificar as diferentes fases de cristal liquido; a amostra pode ser
anisotropica, desvia o plano de luz incidente (fases hexagonal e lamelar) ou isotrépica, ndo

desvia o plano de luz incidente (fase cubica) (NORLING et al., 1992).

Os CL séo caracterizados por micelas ordenadas as quais apresentam
intercaladamente suas por¢oes hidrofilicas e lipofilicas, podendo o farmaco, de acordo com a
sua caracteristica, instalar-se nas regifes lipofilicas ou hidrofilicas, além da bicamada de
tensoativo (MULLER-GOYMANN, FRANK, 1986). Muitas podem ser as vias de

administracdo dos cristais liquidos, dentre elas a topica que é a via de interesse nesse estudo.
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A eficacia de um farmaco administrado topicamente esta relacionada com as suas
caracteristicas farmacoldgicas e com a sua biodisponibilidade no alvo terapéutico
(LOFTSSON, OLAFSSON,1998). Os tecidos profundos da pele, frequentemente, sdo 0s
principais alvos dos farmacos utilizados para doencas dermatoldgicas, sendo assim, estes
farmacos precisam atravessar o estrato corneo (fase limitante da absorcdo cutanea) para que

em algumas etapas cheguem até a microcirculagdo (MARTINS e VEIGA, 2002).

A psoriase é uma doenca inflamatéria de pele, ndo contagiosa, crénica e de carater
autoimune. E mediada por linfocitos T que na epiderme liberam suas citocinas promovendo
infiltracdo de neutrofilos, macrdéfagos e linfécitos; hiperproliferacdo de queratindcitos e
dilatacdo e aumento dos capilares da regido (BERTH-JONES, 2009). As regifes mais
afetadas sdo joelhos, cotovelos, couro cabeludo e 6rgaos genitais e, 0 tamanho da area afetada
pode ser desde pequenas lesdes até lesbes que afetam todo 0 membro. Estudos mostram que
portadores de psoriase frequentemente tém familiares afetados, para gémeos univitelinos a
concordancia chega a 70%, porém o desenvolvimento da doenca também depende de fatores
ambientais que podem ser estresse, alguns medicamentos, infeccdes bacterianas e virais (HIV)

(BERTH-JONES, 2009).

Um dos tratamentos mais utilizados para essa doenca é a administracdo topica de
glicocorticoides (SENYGIT et al.,, 2009), pois possuem atividades antiinflamatdria,
imunossupressora e antiproliferativa. Introduzidos para o uso topico no inicio da década de
1950, os corticoides sdo na atualidade os medicamentos mais prescritos pelos médicos

dermatologistas (WIEDERSBERG et al., 2007).

Os receptores de glicocorticoides na pele séo encontrados na derme, camada da pele
na qual se encontra como principais células os fibroblastos que estdo intimamente ligados

com as respostas imunes e antiinflamatdrias da pele. A absorcdo cutdnea de medicamentos
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que possuem em sua composicdo glicocorticoides é realizada em basicamente trés etapas
principais: liberacdo do farmaco (glicocorticoide), permeacao na epiderme seguida de difuséo

até a derme e ligacdo com os receptores de glicocorticoides (WIEDERSBERG et al., 2007).

Mesmo sendo largamente utilizados para o tratamento de doencas inflamatdrias, os
glicocorticoides podem causar efeitos adversos que vao de moderado a grave dependendo do
tempo da corticoterapia e de sua duracdo. Doses antiinflamatorias de glicocorticoides durante
um tratamento prolongado podem ocasionar, por exemplo resisténcia a glicose, osteoporose,

erupcdes acneiformes e atrofia cutanea (CASTRO, 2005).

E interessante que farmacos com extensos efeitos adversos, como os glicocorticoides,
possam ser administrados por via topica, pois além da consideravel diminuicdo de efeitos
adversos pode-se promover o aumento da liberacdo de farmaco na area lesada e a

estabilizacdo dos niveis plasmaticos do farmaco (MARTINS, 2004).

O glicocorticoide acetato de dexametasona (DXM) é um eficaz antiinflamatério e
imunossupressor utilizado nas doencas autoimunes como artrite e psoriase (BHARDWAJ,
2010). Sua acdo antiinflamatoéria advém da inibicdo do acimulo de células (macrofagos,
linfocitos e neutrdfilos) na area da inflamacdo, inibindo também a liberacdo de mediadores
quimicos da inflamacdo como interferon-y e TNF-a (BERTH-JONES, 2009). Ja a atividade
imunossupressora é alcancada com a reducgdo do concentrado de linfdcitos e inibe sintese e/ou

liberacdo de interleucinas.

A dexametasona tambem pode ser encontrada na forma de acetato de dexametasona,
representado pela formula molecular C,4H31:FOs (MERK INDEX, 2001). Pode ser identificado
por meio de absorcdo infravermelha e absorcdo ultravioleta (MERK INDEX, 2001). A
substancia € um po cristalino branco ou quase branco (Farmacopeia Britanica); soldvel em

acetona, etanol, cloroférmio; levemente solivel em cloreto de metileno; sollvel em agua a
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25°C na concentracdo de 10mg/100mL (MERK INDEX, 2001). A fdérmula estrutural do

acetato de dexametasona esta representada na figura abaixo.

Figura 1. Estrutura quimica do acetato de dexametasona.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse projeto é avaliar a permeacdo cutdnea do DXM incorporado em

sistemas nanoestruturados.

2.1. Objetivos Especificos

Desenvolver sistemas nanoestruturados para incorporacdo do acetato de dexametasona
Caracterizar estruturalmente os sistemas obtidos utilizando recursos como microscopia
de luz polarizada e ensaios de reologia;

Avaliar a estabilidade do acetato de dexametasona nos sistemas obtidos;

Realizar testes de liberacdo, permeacdo e retencdo cuténea in vitro das formulacgdes

desenvolvidas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais

Acetato de dexametasona (Purifarma®);

Acetonitrila, J.T. Baker®, HPLC;

Alcool propoxilado 5 OP (Procetyl® AWS, Croda);
Agua ultra pura (Milli’Q Plus®);

Fosfato de potassio monobasico (Quimis®);

Hidréxido de sédio (Quimis®);

Metanol, J.T. Baker®, CLAE;

Poliéter funcional siloxano (DC® 193) (Dow Corning);
Polioxietileno 20 oleil éter (Brij® 98) (Sigma-Aldrich).
Orelhas suinas (Frigorifico Olhos d’Agua®)

Cloreto de sodio (Vetec®);

3.2. Equipamentos

Cartucho SPE Strata C18-E 500mg/3mL (Phenomenex®);
Discos brancos de papel filtro esterilizados (Labroclin®);
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Varian® ProStar 310;
Dermatémetro Nouvag® TMC 300;

Kits seringas da BD Biosciences Pharmingen®;

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

21
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e Microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena®;
e Peagdmetro MicroNal® B474;
e Intruments Rheometers AR 2000 TA, modelo AR 2000;

e Sistema automatico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette Plus (Hanson

Research Corporation®);
e Analisador de textura TA-XTplus® (Stable Micro Systems, Surrey, UK):;
e Ultra Turrax Quimis®;
e Vortex®;
e Banho de ultrassom, Unique®, Ultra Sonic Cleaner;
e Fitas adesivas (Scoth® 750 3M)
e Banho de ultrassom, Unique®, Ultra Sonic Cleaner;

e Centrifuga, Sorval®, modelo TC 6 Du Pont.

3.3. Métodos

3.3.1. Preparo das Formulagdes

Preparou-se dois gramas de formulagdes compostas por agua destilada, silicone
(DC® 193 C fluido) e tensoativo polioxietileno 20 oleil éter (Brij® 98) em frascos
transparentes com tampa, variando-se as concentrages dos componentes, conforme descrito

no item 3.3.1.1.
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3.3.1.1. Diagrama de Fases

Ao Brij® 98 (T) foi adicionada a fase oleosa silicone - DC® 193 C fluido (O), e para a
obtencdo do diagrama de fases foram utilizadas as relacdes de T/O na faixa de 1:9 até 9:1. A
essa mistura, foi adicionada a agua destilada com auxilio de uma micropipeta automatica,
realizando a pesagem de todos os componentes da formulacdo em balanca analitica. As
formulacBes foram levadas ao aquecimento em banho-maria a 65°C e depois de atingida a
temperatura foram retiradas do banho e com um bastdo agitados vigorosamente até o

resfriamento.

As transicdes de mistura semi-solida para sistema liquido transparente (SLT), sistema
liquido transparente de alta viscosidade (STAV), sistema liquido transparente de baixa
viscosidade (STBV), emulsdo liquida (EL) e emulsdo viscosa (EV) foram detectadas
visualmente contra fundo escuro. Aos sistemas selecionados foi incorporado o farmaco
acetato de dexametasona (DXM) numa concentracdo de 0,1%. O mesmo procedimento foi

adotado para o sistema T/A, para titulacdo com a fase oleosa (O).

3.3.2. Caracterizacdo Fisico-quimica

Os sistemas selecionados foram caracterizados por estudos de microscopia de luz

polarizada e comportamento reolégico.

3.3.2.1. Microscopia de Luz Polarizada
Uma pequena quantidade de formulacdo foi colocada, cada uma, sobre uma lamina de
vidro que foi coberta com laminula e analisada em microscépio sob luz polarizada Jenamed 2,
Carl Zeiss — Jena. Nesse ensaio avaliou-se a homogeneidade da dispersé@o e classificou as
formulagBes quanto ao comportamento mediante ao plano de luz incidente. A analise foi

realizada a temperatura ambiente.



24

3.3.2.2. Comportamento Reoldgico

Para analisar o comportamento reoldgico empregou-se redbmetro de gradiente e tenséo
de cisalhamento controlados Intruments Rheometers AR 2000 TA, modelo AR 2000, no
modo de fluxo, na temperatura de 32°C com geometria cone-placa paralelas de 40mm de
diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,052mm. Cuidadosamente, as amostras foram
aplicadas a placa inferior, assegurando-se 0 minimo cisalhamento da formulacéo e o tempo de
repouso necessario (relaxamento da tensdo introduzida prévia a analise) de 5 minutos
anteriores a cada determinacdo. As curvas ascendente e descendente de fluxo foram geradas a
partir de um gradiente de cisalhamento que tinha como intervalo de 0 s™* a 100 s. O gradiente
de cisalhamento foi aumentado durante um periodo de 120s, mantido no limite superior por
10s e, entdo, diminuido durante um periodo de 120s. A selecdo de faixa de cisalhamento foi
determinada de acordo com a consisténcia de cada formulacdo (BRUSCHI, 2006; JONES et

al., 2009).

3.3.3. Testes de Estabilidade

3.3.3.1. Avaliacéo Visual

As amostras foram observadas visualmente quanto as alteracdes do tipo:
separacdo de fases, cor e homogeneidade, no periodo de trés meses, na temperatura entre 25 a
30°C.

3.3.3.2. Teste de Centrifuga

A avaliagdo da estabilidade frente a centrifugacdo foi realizada submetendo-se cinco

gramas, de cada amostra em estudo, a 3000 rpm, por 30 minutos.

3.3.3.3. Determinacéo do pH das Formulagdes Envolvidas no Estudo
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O equipamento foi calibrado com uma solucdo padrdo de pH 7,0 e em seguida com
outra solucdo padréo de pH 10. As medidas de pH foram realizadas em amostras diluidas em

agua destilada (5%) a 25,0 £ 0,5 °C.

3.3.4. Ensaio de Permeacéo In Vitro

3.3.4.1. Escolha da Solugao Receptora
Foi utilizada como solucéo receptora a solugéo tampéo fosfato 0,2M pH 7,4, acrescido

de 0,5% de alcool cetilico propoxilado (Procetyl®).

3.3.4.2. Ensaio de Permeacédo Cutéanea In Vitro

O ensaio foi realizado utilizando-se peles de orelha de porcos recém- abatidos e um
sistema automatico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette Plus, apresentado na

Figura 2.

Figura 2 — Sistema automatico com célula de difusdo vertical de Franz — Microette

Plus.

As orelhas foram previamente higienizadas em dagua corrente e posteriormente
removeu-se a cartilagem com tesoura e bisturi. Tecidos como adiposo e pelos foram retirados
e as peles foram entdo dermatomizadas, utilizando-se um dermatdmetro, na espessura de

500um sendo isolados somente o estrato corneo, epiderme e derme.
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No compartimento receptor, foi colocada solu¢do tampéo fosfato 0,2 M pH 7,4, as
peles foram hidratadas e cortadas em tamanho apropriado para o ensaio de permeacdo, na
sequéncia as peles foram colocadas na célula de difusdo com o lado da derme voltado para
baixo, ficando em contato com a solugéo receptora e a regido do estrato corneo voltada para
cima. Espalhou-se, de maneira uniforme, sobre toda a area da membrana, 0,30 g das
formulacBes contendo 0,1% de acetato de dexametasona, sendo essa massa previamente
obtida utilizando a peca de vidro unida ao anel dosador por fita adesiva que foram tarados e
adicionada formulacéo até completar o anel dosador. O volume do meio receptor foi de sete
mL e a area disponivel para a difusdo foi 1,77 cm? (PRIMO et al., 2008).

O sistema de agitacdo foi acionado e amostras de 2,0 mL da fase receptora foram
coletadas nos tempos de 30, 60, 120, 240, 480, 720, 960, 1200 e 1440 minutos.

A “condi¢do sink” foi mantida repondo-se 2,0 ml da solucdo receptora ao sistema ap0os
cada coleta. O experimento foi realizado em hexaplicata, conduzido a 32° + 0,5°C e a solucgéo
receptora foi constantemente agitada a 300 + 0,2 rpm.

De acordo com Aronson (1993) e Bentley (2002), para calcular a quantidade permeada
(Q), levaram-se em consideracdo as diluicdes posteriores a primeira coleta, utilizando-se a
equacéo 1:

Qreal, t = Cmensurado, t.Vr + ¥n-1 . Ca.Va (equagéo 1)
onde Q representa a quantidade permeada acumulada, Qreal,t indica o valor real no tempo t,
Cmensurada,t é a concentracdo mensurada da coleta no tempo t, Vr representa o volume da
solucdo receptora da célula de difusdo, Ca € a concentracdo da amostra removida, e Va é o
volume removido de amostra.

A quantificacdo de DXM na solucdo tampéo 0,2 M pH 7,4 foi feita por cromatografia
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando a curva analitica em solugcdo tampéao 0,2 M, pH 7,4,

obtida no desenvolvimento do método analitico, para determinar a concentracdo de acetato de
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dexametasona permeado. As peles submetidas ao estudo de permeacdo foram limpas com

algoddo embebido em &gua destilada e avaliadas quanto a retencéo.

3.3.4.3. Retengéo Cutanea In Vitro

O ensaio de retencdo no estrato corneo (EC) foi realizado expondo a pele de porco a
permeacdo apos higienizacdo e fixacdo da mesma em placa de vidro com o auxilio de fita
adesiva. Foram recortados 16 pedacos de fita adesiva (Fita Scoth® 3M 750) com tamanho da
area semelhante ao que a pele ficou em contato com a formulacdo durante a permeacao e,
realizou-se a técnica de tape stripping, descartando-se a primeira fita, pois esta era apenas
retirar algum resquicio de excesso de formulacdo. Os tubos de ensaio foram entdo agitados em
Vortex® por 2 minutos, a sequir colocados no ultrassom por 30 minutos, centrifugados e a
solucdo filtrada em membrana Millipore® de 0,45um.

Para o ensaio de retencdo na epiderme + derme (E + D) a area de pele em contato com
a formulacéo foi recortada em pequenas tiras e transferida para tubo de Beckman contendo 5
mL de metanol, agitada em Vortex® por 2 minutos e triturada com o auxilio de Turrax por 3
minutos. A suspensdo de tecido ficou no ultrassom por 30 minutos e em seguida o0s tubos
foram centrifugados. Com o uso de membrana Millipore® de 0,45 pm, o sobrenadante foi
filtrado (ROSA et al., 2003).

Partindo da curva analitica em metanol obtida no desenvolvimento de metodologia
analitica realizado por Oyafuso (2012), a quantificacdo de DXM foi realizada por CLAE para
os dois ensaios. Mesmo existindo uma metodologia farmacopeica bem estabelecida fez-se
necessario uma nova metodologia, pois os componentes da formulacdo poderiam interferir na

quantificacdo do acetato de dexametasona (Oyafuso, 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Preparo das Formulacdes

4.1.1. Diagrama de Fases

Com a construcdo do diagrama de fases, foi possivel caracterizar visualmente

todas as formulagdes, obtendo-se o diagrama ilustrado na Figura 3.

Diagrama de Fases
Brij 98 ®

Agua O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100  Silicone

Figura 3. Diagrama de fases. As areas delimitadas representam: STL — sistema
transparente liquido; STAV — sistema transparente de alta viscosidade; STBV - sistema

transparente de baixa viscosidade; EL — emulsdo liquida; EV — emulsdo viscosa.

As formulagBes, que se apresentaram como emulsdes viscosas ou liquidas, foram
descartadas da andlise microscépica de luz polarizada, pois sua opacidade descaracteriza a
presenca de cristais liquidos e microemulsdes. Todos os demais sistemas foram analisados. O
tensoativo  escolhido  (Brij® 98) possui uma extensa cadeia  carbdnica
(C18H35(OCH,CH2)NOH) e caracteriza-se por ser um tensoativo ndo iénico. Esse tipo de

tensoativo € ideal para aplicacfes farmacéuticas e formulagdes nanoestruturadas, pois € mais
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estavel frente a mudancas de pH e forca ibnica, além de minimizar problemas de toxicidade
(FORMARIZ, 2005; CRUZ, UCKUN, 2001).

Por meio do diagrama de fases foi possivel selecionar os SLC, STAV e STBV. Estes
foram analisados por microscopia de luz polarizada (MLP) a procura de estruturas que

caracterizassem cristais liquidos (anisotropia e isotropia) e microemulsdes (isotropia).

4.2. Caracterizagdo Fisico-Quimica

4.2.1. Microscopia de Luz Polarizada

Através da MLP, foi realizada uma andlise estrutural das formulacdes e posterior
confirmacédo de caracteristicas de CLs e MEs. Os CLs foram identificados pela presenca de
estrias, caracteristico de mesofase hexagonal, como mostrado nas Figuras 4 e 5. As MEs tém

como caracteristica a presenca de campo escuro e a baixa viscosidade do sistema.

Figura 4 — Fotomicrografia correspondente a MLP de CLs liotrépicos anisotrépicos de
mesofase hexagonal, para formulacdo constituida por 40% de tensoativo, 20% de 6leo e 40 %

de 4gua. Aumento focal: 40x.
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Figura 5 — Fotomicrografia correspondente a MLP de CLs liotrdpicos anisotropicos de
mesofase hexagonal para formulacdo constituida por 40% de tensoativo, 30% de 6leo e 30%

de 4gua. Aumento focal: 40x

Figura 6 — Fotomicrografia correspondente a MLP de MEs para formulagédo

constituida por 40% de tensoativo, 40 % de dleo e 20% de &gua. Aumento focal: 40x.



31

As laminas foram preparadas como descrito no 3.3.1, sendo obtido o diagrama de
sistemas apresentados na Figura 7.

Brij 98 ®

Agua Silicone

Figura 7 — Diagrama de sistemas. As areas delimitadas representam: STL CE — sistema
transparente liquido campo escuro; STAV HEX — sistema transparente de alta viscosidade
estrutura hexagonal; STBV HEX - sistema transparente de baixa viscosidade estrutura
hexagonal; STBV ME sistema transparente de baixa viscosidade microemulsionado; EL —

emulsdo liquida; EV — emuls&o viscosa.

Através do diagrama de fases, selecionou-se formula¢Ges mais apropriadas para a
incorporacdo do DXM, as quais foram posteriormente submetidas a testes de caracterizacéo
fisico-quimica, estabilidade e permeacéo cutanea in vitro.

Selecionou-se trés formulagdes, as quais as concentragcbes dos componentes estdo
apresentadas na Tabela 1. Essas formulacgdes foram escolhidas levando-se em consideragéo a

baixa concentracdo de tensoativo (40%), diminuindo assim quaisquer possiveis irritagdes



32

cutaneas. As formulacbes contendo DXM tiveram seu nome acrescido de um F (ex.: AF, BF e

CF).

Tabela 1. Concentracdes (%) dos componentes das formulagdes.

Amostras Fase oleosa (%)  Tensoativo (%) Fase aquosa (%0)
A 20 40 40
B 30 40 30
C 40 40 20

4.2.2 Comportamento Reoldgico

A reologia é um estudo que descreve as caracteristicas de fluxo de sistemas liquidos,
semi-sélidos e sélidos. Ela também pode ser definida como o estudo das propriedades de
fluxo e deformacdo da matéria (AULTON, 2005; LAHOUD, 2009).

Sendo assim, o ensaio reoldgico se torna atil na avaliacdo de sistemas
nanoestruturados, pois estes também sdo submetidos a tensdes durante a aplicacdo dos
mesmos na pele.

Avaliou-se 0 comportamento reoldgico das formulacdes, sem e com acetato de
dexametasona, através do ensaio de escoamento utilizando-se reémetro com velocidade
controlada — CR.

Foram obtidos diagramas que correlacionam tensdo (t) ¢ taxa de cisalhamento (}),
também conhecidos como curva de fluxo (SCHRAMM, 2006).

A seguir, seguem os diagramas na Figura 8.
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Figura 10: Formulacdo C e Formulagéo CF.

Todas as amostras apresentavam comportamento ndo newtoniano, ou seja, nao
apresentavam linearidade entre a tensdo e a taxa de cisalhamento. Os reogramas
evidenciaram a presenca de tixotropia nos sistemas, ou seja, a curva de volta (descendente),
encontra-se desarticulada em um plano inferior a curva ascendente. (FORMARIZ, 2006). A
tixotropia esta associada a uma lenta recuperacdo do arranjo e consisténcia do sistema que

fora perdida durante o cisalhamento.
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Todos os reogramas apresentados indicam presenca de tixotropia nesses sistemas, com
perfil de reconstrucdo tempo dependente, ou seja, com area de histerese, a qual indica a
energia necessaria para desestruturar a estrutura tixotropica (SCHRAMM, 2006).

O perfil tixotrépico é uma importante caracteristica para formulacdes topicas, pois
com a tensdo de cisalhamento exercida durante a aplicacdo do produto, a formulagéo fica
menos viscosa, facilitando a aplicacdo e quando a tensdo é retirada, a formulacdo recupera

gradativamente a consisténcia, aderindo assim na pele.

4.3. Testes de Estabilidade
4.3.1. Avaliagéo Visual

As amostras, previamente preparadas, foram armazenadas em frasco de vidro
transparente com tampa, ao abrigo da luz e na faixa de temperatura de 25 a 35°C. Passado trés
meses, as amostras foram avaliadas quanto a alteracdo de cor e separacdo de fases. As
amostras A, AF, B, BF, C e CF mantiveram-se transparentes e homogéneas. Sendo assim, a
metodologia de preparo das amostras, bem como o armazenamento foram realizados com
éxito.

4.3.2. Teste de Centrifuga

Apos o teste de centrifuga, 3000 rpm por 30 minutos, ndo houve separacdo de fases
das amostras A, AF, B, BF, C e CF, indicando que as amostras possuiam estabilidade fisico-

quimica.
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4.3.3. Determinacéo do pH
O pH das amostras A, AF, B, BF C e CF estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — pH das amostras A, AF, B, BF, C e CF.

Amostra pH
A 4,88
AF 4,45

B 4,60

BF 4,23
C 4,71
CF 4,23

As amostras acrescidas de DXM apresentaram uma ligeira diminuicdo de pH em
relacdo as formulacbes ausentes de farmaco, resultado esperado, ja que o ativo tem
caracteristicas acidas. Mesmo com a diminuicdo do pH, espera-se que as formulacdes sejam
toleradas pela a maior parte da populacdo, quando utilizadas topicamente, uma vez que a pele
secreta uma substancia com importante capacidade tamponante, tolerando formula¢Ges com

pH entre 3 e 9 (LEONARDI et al., 2002).
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4.4. Ensaio de Liberacdo, Permeacéo e Retencdo In Vitro

4.4.1. Ensaio de Liberacéo In Vitro
Os testes de liberagéo in vitro foram realizados nas formulagdes AF (hexagonal), BF
(hexagonal) e CF (microemulséo) contendo 0,1 % de DXM. O intuito deste experimento foi

de avaliar o perfil de liberagdo do DXM a partir das formulagdes.

35
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Figura 11. Perfil de liberagdo in vitro (%) de DXM incorporada nas formulagdes
AF, BF e CF, contendo DXM 0,1 % (média de n=6).

A formulacdo AF (hexagonal) promoveu a liberacdo do farmaco somente depois de 20
horas de experimento e a porcentagem maxima de liberacdo foi de 0,90%.
A formulacdo BF (hexagonal) liberou o farmaco a partir da primeira hora de

experimento e a porcentagem maxima de liberacéo foi de 1,22%.

A formulacdo CF permitiu a liberacdo do farmaco a partir de duas horas de

experimento e a porcentagem maxima de liberacéo foi de 3,21%.
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Estatisticamente as formulacbes BF e CF nédo diferem entre si, quando comparadas em
relacdo a quantidade de farmaco liberado. Ja a formulacdo AF é estatisticamente diferente das
demais (p<0,05), indicando que a quantidade de farmaco liberada por ela foi menor.

Os experimentos acima sugerem que o silicone (fase oleosa dos sistemas) pode
auxiliar na liberacdo de acetato de dexametasona, visto que a formulacdo AF, que possui a
menor porcentagem de silicone, liberou menor quantidade do farmaco quando comparada

com as demais.

4.4.2. Ensaio de Permeacéo e Retenc¢ao In Vitro

Os experimentos de permeacdo e retencdo séo validos para estimar as interagfes que a
formulagdo constitui com a pele, mostrando como se dara a difusdo do farmaco nas diferentes
camadas da pele, se o farmaco ficara retido ou ndo no estrato corneo (camada mais externa da
pele) e se o fa&rmaco atingird camadas mais profundas desse 6rgéo.

Durante todo o intervalo de tempo utilizado para realizagdo dos experimentos de
permeacdo cutanea das formulacdes AF, BF e CF, ndo foram constatadas qualquer evidéncia
de permeacdo do farmaco, sugerindo que o silicone possa formar uma pelicula e esta, ajuda a
reter o DXM na pele.

Os estudos de retengdo mostraram que 0 acetato de dexametasona ficou retido no
estrato corneo, nao havendo assim retencdo na epiderme + derme. As formulacGes AF, BF e
CF, estatisticamente, retiveram a mesma quantidade de farmaco. Com isso podemos concluir
que essas formulacbes sdo adequadas para a utilizacdo via tdpica, onde se deseja um efeito

local do farmaco, como a dexametasona.
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Tabela 3 — Comparagéo da retencdo no EC e na E + D do acetato de dexametasona entre as

amostras.
Retencdo EC Retencdo E + D
[ng/ml] [ng/ml]
AF 22,82 0
BF 35,74 0
CF 25,66 0

4.4.3. Andlises de Variancia entre Formulactes AF, BF e CF

A anélise de variancia foi utilizada para comparar os perfis de liberacdo e de retencdo
cuténea das formulages AF, BF e CF. Utilizou-se o Test T para comparar as formulagoes.
Quando p < 0,05 constata-se que houve diferenca significativa entre as formulacbes. Ao se
realizar as analises para o perfil de liberacdo, pode-se observar que as formulacdes BF e CF
ndo tiveram diferenca significativa, porém ambas diferiram quando comparadas com a
formulacdo AF. Para analise de perfil de retencdo cutanea, nenhuma das formulacGes

apresentou diferenca significativa em relacdo as demais.

Tabela 4 — Comparacao estatistica dos Perfis de Liberacao das Formulacdes AF, BF e CF.

Comparacao de Perfis de Liberacdo das Formulacdes

AF e CF AF e BF BF e CF
p<0,05 p<0,05 p>0,05

. . . ) Estatisticamente ndo
Estatisticamente diferentes  Estatisticamente diferentes )
diferentes
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Tabela 5 — Comparacéo estatistica dos Perfis de Retencdo no EC das formulagdes AF, BF e
CF.

Comparacao de Perfis de Retencdo EC das Formulagdes

AF e CF AF e BF BF e CF
p>0,05 p>0,05 p>0,05

Estatisticamente iguais Estatisticamente iguais Estatisticamente iguais
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5. CONCLUSAO

O diagrama de fases possibilitou a analise estrutural das formulacdes geradas a partir
das diferentes concentracdes de tensoativo, fase oleosa e fase aquosa.

A microscopia de luz polarizada foi imprescindivel para caracterizar os sistemas
formados, sugerindo que as formulagdes AF e BF, pela anisotropia e presenca de “estrias”,
fossem cristais liquidos de fase hexagonal e que, a formulacdo CF, pela isotropia e
consisténcia, fosse um sistema microemulsionado.

Os estudos reoldgicos caracterizaram as formulacdes como possuindo perfil
tixotropico em A, AF, B, BF, C e CF.

Os ensaios de liberacdo mostraram que a formulacbes AF, BF e CF liberam
respectivamente 0,90%, 1,22% e 3,21% do farmaco. A formulacdo AF liberou
estatisticamente menor quantidade de farmaco, sugerindo que o silicone facilita a liberacéo do
DXM.

Os ensaios de permeacdo, para todas as formulagbes ndo mostraram nenhuma
evidéncia de que o farmaco permeou.

Todas as formulacdes estudadas foram estatisticamente iguais na retencdo do DXM no
estrato cérneo, AF (22,82%), BF (35,74%) e CF (25,66%), demostrando que estas sdo
potenciais formulacdes a serem utilizadas via tdpica, pois permitiram a retencdo local do

farmaco, minimizando eventuais efeitos adversos.
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