UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FORMULACOES PARA USO TOPICO CONTENDO DEXAMETASONA
ASSOCIADA A PARTICULAS POLIMERICAS PRODUZIDAS POR
DEPOSICAO INTERFACIAL DO POLIMERO PRE-FORMADO OU

ATOMIZACAO VIBRACIONAL

TIAGO COSTA BEBER

PORTO ALEGRE, MARCO DE 2014






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FORMULACOES PARA USO TOPICO CONTENDO DEXAMETASONA
ASSOCIADA A PARTICULAS POLIMERICAS PRODUZIDAS POR
DEPOSICAO INTERFACIAL DO POLIMERO PRE-FORMADO OU

ATOMIZACAO VIBRACIONAL

Dissertacdo apresentada por Tiago
Costa Beber para obtencdo do GRAU

DE MESTRE em Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. Ruy Carlos Ruver Beck

Porto Alegre, 2014



Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas em nivel de Mestrado Académico da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 31.03.2014,

pela Banca Examinadora constituida por:

Profa. Dr. Cassia Virginia Garcia

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Profa. Dr. Cristiane de Bona da Silva

Universidade Federal de Santa Maria

Profa. Dr. Silvia Stanisguaski Guterres

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Beber, Tiago Costa

Formulacdes para uso tdpico contendo dexametasona
associada a particulas poliméricas produzidas por
deposicdo interfacial do polimero pré-formado ou
atomizacdo vibracienal / Tiage Costa Beber. —— 2014,

175 £.
Orientader: Ruy Carles Ruwver Beck.

Dissertacdo (Mestrade) —-- Universidade Federal do
Rig Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa
de Pédsz-Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas, Forto
Alegre, BR-RS, 2014.

1. Particulas submicrométricas. 2. Atemizacio
vibracional. 3. Dexametasona. 4. Formulacdes
semissdlidas. 5. Penetracdo cutidnea. I. Beck, Ruy
Carlos Ruver, orient. II. Titula.




Agradecimentos a CAPES, 6rgao que financiou a bolsa
de estudos para o desenvolvimento deste trabalho, e
ao Laboratério 405 da Faculdade de Farmécia que
disponibilizou equipamentos e materiais necessarios
para a realizagdo dos experimentos praticos na

elaboracao da presente dissertacao.






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Maria Nelci e Valdir Costa Beber, pelo apoio incondicional,
paciéncia, fé e compreensao;

Aos meus irmdos Tobias e Barbara Costa Beber e minha cunhada Ana Paula
Gerhardt pelo apoio nos momentos dificeis e alegres;

Aos meus amigos, colegas de residéncia e de laboratério Noé da Fonseca e
Willian Prado pelo apoio emocional, companheirismo, ensinamentos e amizade;

Ao meu orientador professor Dr. Ruy Carlos Ruver Beck pelos ensinamentos,
paciéncia, orientacdo dedicada e oportunidade de participar do grupo de pesquisa;

As professoras Silvia Staniscuaski Guterres e Adriana R. Pohlmann pela
oportunidade académica e excelentes aprendizados;

Aos queridos amigos, colaboradores e colegas Marcia Camponogara Fontana
e Diego Fontana Andrade que me acolheram e me proporcionaram, com muita
paciéncia, inUmeros ensinamentos;

Aos amigos e colegas que ingressaram comigo no mestrado, Diego Andrade,
Joana Forgearini, Luiza Frank e Marcia Adorne que me proporcionaram grande
apoio emocional, incentivo, contribuicbes e ensinamentos;

Aos demais colegas do grupo de pesquisa do laboratdrio 405 e K204 pelas
discussbes de resultados, ideias, ajudas, amizade e pelos demais momentos
compartilhados neste periodo;

Ao Abatedouro Araldi (Nova Roma do Sul — RS), pela gentileza em ceder a
pele suina para realizagéo deste trabalho;

A UFRGS e ao curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, pela
oportunidade na constru¢cdo do meu conhecimento;

Aos demais amigos e pessoas que de alguma forma fizeram parte dessa
etapa da minha vida.






RESUMO

Nanocapsulas poliméricas tém sido estudadas como carreadores de farmacos por
suas propriedades de controle de liberacdo e direcionamento nas camadas da pele.
Mais recentemente, particulas submicrométricas obtidas por atomizacao vibracional
empregando o equipamento Nano Spray Dryer® sdo descritas na literatura com
potencial para administracdo de farmacos em diversas vias de administracao.
Entretanto, ndo ha relatos do potencial desse tipo de sistema para aplicacao topica.
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver formulagBes semissolidas
contendo dexametasona (DEX) associada a nanocépsulas poliméricas de superficie
aniénica (NC-) e catibnica (NC-) além de particulas poliméricas submicrométricas
(PS) e nao-poliméricas (PNP) para uso tépico. As NC- e NC+ apresentaram
didmetro médio de 200 e 150 nm e potencial zeta negativo e positivo,
respectivamente. Elas foram incorporadas em hidrogéis, sendo que somente o
hidrogel contendo NC+ promoveu o controle da liberacdo da DEX em comparacao
aos hidrogéis com as NC- e o farmaco livre. As PS e PNP foram obtidas na forma de
aglomerados de particulas de formato esférico e superficie rugosa, na forma de pés,
com teor préximo ao tedrico, diametro médio < 1 um (PS: 975 nm e PNP: 523 nm) e
rendimento de processo variando de 38 a 81%. Os pos foram dispersos em cremes
(fase oleosa da emulsédo), os quais apresentaram comportamento reoldgico né&o-
newtoniano do tipo plastico. O melhor controle da liberagéo in vitro foi verificado para
o creme contendo as PS (C-PS) em comparacdo aos cremes com PNP (C-PNP) e
com o farmaco livre (C-D) podendo esse controle ser atribuido a presenca do
polimero e a distribuicho homogénea da DEX na matriz polimérica, verificada por
microscopia Raman confocal. Além disso, estudos de penetracdo e permeacdo in
vitro em pele abdominal suina mostraram que o C-PS conferiu um acimulo de DEX
no estrato corneo ao longo do tempo (efeito reservatério). Apos 12 horas,
guantidades superiores e significativas de DEX foram encontradas na epiderme
viavel e na derme para o C-PS em comparacdo as demais formulacdes,
demonstrando o potencial das PS como sistemas para controle e vetorizacdo da

DEX nas camadas da pele, sem aumentar o risco de absorcao sistémica.

Palavras-chave: dexametasona, nanocapsulas, particulas submicrométricas,

atomizacéao vibracional, formula¢des semissolidas, penetracéo cutanea.






ABSTRACT

Polymeric nanocapsules have been studied as drug carriers due to their controlled
release and skin targeting properties. Recently, submicron particles obtained by
vibrational atomization using the Nano Spray Dryer® equipment have been described
in the literature, showing the drug delivery potential of these particles in several
administration routes. However, no study on the potential of this type of system for
topical application has been published. This work aimed to develop semisolid
formulations containing dexamethasone (DEX) associated with anionic (NC-) and
cationic polymeric nanocapsules (NC+), as well as polymeric submicron particles
(SP) and non-polymeric submicron particles (SNP) for topical use. Mean size of NC-
and NC+ was between 200 and 150 nm, and zeta potential was negative and
positive, respectively. They were incorporated into hydrogels, and only the one
containing NC+ promoted DEX control release, compared to the other formulations,
with NC- and free drug. SP and SNP were prepared in the powder form, consisting of
agglomerated particles with spherical shape and rough surface, drug content close to
the theoretical, mean size < 1 um (PS: 975 nm and PNP: 523 nm) and process yield
ranging from 38 to 81%. The powders were dispersed in creams (oil phase of the
emulsion), which presented non-Newtonian rheological behavior of the plastic type.
The better control of in vitro release was observed for the cream containing SP (C-
SP), compared to the formulations with SNP (C-SNP) and free drug (C-D), which can
be attributed to the presence of the polymer and homogeneous distribution of DEX in
the polymer matrix, as observed by confocal Raman microscopy. In addition, in vitro
penetration and permeation studies using porcine abdominal skin showed that C-SP
led to accumulation of DEX in the stratum corneum over time (depot effect). After 12
h, higher and significant amounts of DEX were found in the viable epidermis and
dermis, compared to the other formulations, indicating the potential of SP as drug
delivery systems for the controlled release and targeting of DEX into skin layers,

without increasing the risk of systemic absorption.

Key-words: dexamethasone, nanocapsules, submicron particles, vibrational

atomization, semisolid formulations, skin penetration.
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1. INTRODUCAO GERAL







Os corticoides topicos constituem uma classe de farmacos amplamente
empregada na area dermatolégica para o tratamento de doencas de pele como a
psoriase e a dermatite atOpica devido a suas atividades anti-inflamatoria,
imunossupressora, vasoconstritora e anti-proliferativa (FERENCE e LAST, 20009;
WIEDERSBERG et al., 2008). Sua eficacia assim como seus efeitos adversos
estdo bem documentados na literatura. Mesmo quando aplicados topicamente,
esses farmacos podem causar efeitos locais e sistémicos prejudiciais para o
paciente. Os efeitos adversos locais mais importantes incluem a atrofia da pele,
formacao de vasos proeminentes e hipopigmentagcdo (BELTRANI, BARSANTI e
BIELORY, 2005).

Os principais desafios da terapia com corticoides topicos incluem
aumentar sua penetracdo e retencdo nas camadas internas da pele,
especialmente na epiderme viavel e diminuir a sua absorcdo sistémica
(SENYIGIT E OZER, 2012). Para isso, eles precisam ultrapassar o estrato
cérneo, que € a etapa limitante para a penetracdo de qualquer substancia
exdgena na pele (HARDING, 2004).

Nesse sentido, o desenvolvimento de formas farmacéuticas se faz
necessario, de maneira a proporcionar a difusdo do farmaco para fora do
veiculo, liberando-o para a superficie da pele e em seguida permitindo a sua
penetracdo pela particdo e difusdo de uma camada para outra através da pele
(DANIELS e KNIE, 2007). O processo de difusdo do veiculo também inclui sua
liberacéo a partir de sistemas carreadores que veiculam o farmaco. Os veiculos
classicos empregados para administracéo topica de farmacos incluem pomadas,
emulsdes (locbes ou cremes), géis hidrofilicos, espumas e aerossois (SURBER
e SMITH, 2005).

Sistemas de entrega de farmacos tém sido empregados para proporcionar
liberacdo controlada e melhora da estabilidade dos farmacos, aumento de sua
biodisponibilidade, modula¢édo da penetragdo e permeacgéo cutanea, aumento de
sua eficacia e seguranca (BECK, GUTERRES e POHLMANN, 2011;
PAPAKOSTAS et al., 2011). Dessa forma, encontra-se na literatura uma extensa
guantidade de publicacbes sobre microemulsbes, ciclodextrinas e, mais

recentemente, micro e nanoparticulas para liberacdo cutanea de farmacos
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(BECK et al., 2012; FOUAD et al., 2013; GUTERRES et al., 2007; LOPEZ et al.,
2000; NEUBERT, 2011; SANTOS et al., 2013).

As nanoparticulas sdo atualmente os carreadores em maior evidéncia
para administracdo cutanea de farmacos, devido as suas caracteristicas
especiais como tamanho muito reduzido, propriedades quimicas de superficie e
melhora da solubilidade aparente de moléculas pouco solliveis em &agua. O
aumento da area superficial resultado da reducédo drastica do tamanho de
particula pode aumentar o contato intimo do farmaco com o estrato corneo e,
consequentemente, aumentar sua penetragao nas camadas adjacentes
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; JENNING et al., 2000). Da mesma forma,
nanocarreadores com carga de superficie positiva podem aumentar a aderéncia
na superficie cutdnea e o seu tempo de residéncia, contribuindo para diminuir a
absorcao sistémica do farmaco (HASANOVIC et al., 2009; SENYIGIT et al.,
2010).

As micro- e nanoparticulas geralmente ndo penetram na pele pela via
intercelular, sendo que a via folicular € considerada a via preferencial nesse caso
(LADEMANN et al., 2007). Cada vez mais estudos demonstram que essas
particulas coloidais podem se acumular nos foliculos pilosos e nos sulcos
cutaneos, permitindo um acesso mais facilitado do farmaco para as camadas
viaveis (PATZELT et al., 2011; PROW et al, 2011; VOGT et al.,, 2005).
Recentemente, Raber e colaboradores (2014) quantificaram a captacdo de
nanoparticulas de PLGA com diferentes recobrimentos de superficie marcadas
com corante fluorescente, tanto em pele de orelha de porco quanto no antebraco
de voluntarios humanos, estabelecendo 6tima correlacao in vitro-in vivo entre os
meétodos. Foi observado que o recobrimento das nanoparticulas de PLGA com
fosfolipidios promoveu sua maior penetracao nos foliculos pilosos.

Uma das estratégias mais interessantes para diminuir os efeitos colaterais
dos corticoides tOpicos é aumentar sua localizacdo e reten¢cdo nas camadas
vidveis pele, sem aumento da permeacao cuténea, possibilitando dessa maneira
diminuir a dose requerida de administracdo e os riscos de absorcao sistémica.
Dentre os corticoides topicos, a dexametasona € um dos mais empregados para
o tratamento de desordens cutaneas e tem sido utilizada como farmaco modelo

em muitos estudos sobre liberacdo de farmacos na pele.
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As nanocéapsulas poliméricas, sistemas vesiculares contendo um nucleo
oleoso envolvo por uma parede polimérica, podem constituir uma 6tima
alternativa para atingir os objetivos descritos acima na terapia com corticoides
topicos. Nesse caminho, outras tecnologias de preparo de micro- e
nanoparticulas como a atomizacao vibracional, recentemente descrita, precisam
ser estudadas para avaliar o seu potencial para superar todos os desafios nessa
area.

De maneira a promover uma entrega controlada e vetorizada nas
camadas viaveis da pele de corticoides tépicos como a DEX, as hipoteses
levantadas neste trabalho foram: verificar se ha influéncia do tipo de estrutura
supramolecular na liberacdo do farmaco, qual a viabilidade de incorporar
particulas submicrométricas preparadas por atomizacdo vibracional em
formulacbes semissélidas e qual a capacidade dessas partiulas (poliméricas ou

ndo) na entrega do farmaco nas diferentes camadas cutaneas.
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivo Geral

Desenvolver formulacdes semissolidas para uso topico contendo
dexametasona associada a particulas poliméricas para controle de liberacdo do

farmaco, avaliando a sua permeacao e penetracdo cutaneas in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

» Preparar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de particulas
submicrométricas obtidas por atomizacdo vibracional e nanocapsulas
poliméricas obtidas pelo método de nanoprecipitacdo contendo

dexametasona;

» Preparar formulacdes semissélidas para uso tépico para incorporacdo de
dexametasona associada a particulas submicrométricas (cremes) ou
nanocapsulas poliméricas (hidrogéis) e avaliar suas caracteristicas fisico-
quimicas incluindo o seu comportamento reolégico, em comparacdo as

formulacbes contendo a dexametasona na forma livre (cremes e hidrogéis);

» Estudar a liberacdo in vitro da dexametasona a partir de formulacdes
semissélidas  contendo dexametasona  associada a  particulas
submicrométricas poliméricas (cremes) ou nanocapsulas poliméricas

(hidrogéis) comparando com formulacfes contendo o farmaco na forma livre;

» Avaliar a permeacdo e a penetracdo cutaneas in vitro da dexametasona a
partir das formulacdes semissolidas contendo dexametasona associada as
particulas submicrométricas, utilizando célula de Franz e pele abdominal de

porco como membrana biologica.
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3. REVISAO DE LITERATURA







3.1 Pele e vias de penetragéo cutanea

A pele, além de ser considerada o maior 6rgdo humano por ocupar uma area
de 2 m? e pesar cerca de 15 % do peso corporal, é formada por uma complexidade
anatdbmica e bioquimica que a torna uma excelente barreira biologica (ELIAS e
WAKEFIELD, 2011; MADISON, 2003). Anatomicamente, a pele é dividida em trés
camadas: a epiderme, a derme e o tecido subcutaneo ou hipoderme.

A epiderme é a camada mais superficial e é a responsavel por formar a
barreira que impede tanto a entrada de substancias exdgenas como
microrganismos, agentes quimicos e radiacdo solar, quanto a perda de &gua
transepidermal (ELIAS e WAKEFIELD, 2011). Ela costuma ser dividida em duas
outras subcamadas: o estrato corneo (EC) com espessura de 10-20 um, e a
epiderme viavel (EV), com 50 — 100 um (SELZER et al., 2013). A renovacgéao celular
epidérmica ocorre através da migracdo e diferenciacdo dos queratinécitos desde a
camada basal até a morte celular e consequente formacéo do EC, também chamado
de camada cornea (MENON, 2002). As células mortas e queratinizadas do EC séo
entdo chamadas de cornedcitos. Esse processo de diferenciacdo e proliferacédo
celular deve ser equilibrado, caso contrario, seu excesso provoca desordens
hiperproliferativas, enquanto a baixa atividade ocasiona afinamento e diminuicdo da
protecdo da pele. Células-tronco tém papel fundamental nesse processo
homeostético, tanto de estratificacdo epidermal, quanto na formacédo de glandulas
sebaceas e foliculos pilosos (FUCHS, 2007). Existem outros tipos celulares na EV,
como os melandcitos envolvidos no processo de melanogénese e as células de
Langerhans que participam do sistema imunolégico da pele (PARK et al.,, 2009;
POULIN et al., 2007).

Os cornedcitos estdo cercados por um envelope celular formado por ligacées
cruzadas de proteinas e lipideos ligados covalentemente (BOUWSTRA e
HONEYWELL-NGUYEN, 2002). No seu espaco intercelular h4 ainda uma complexa
composicao lipidica na forma de bicamadas lipidicas lamelares. Os principais tipos
de lipideos sdo as ceramidas, o colesterol e os acidos graxos livres (JUNGERSTED
et al., 2008; BOUWSTRA et al., 1998). Os cornedcitos e os lipidios intercelulares do
EC formam um modelo bicompartimental e costumam ser comparados a uma

organizacdo de uma parede (“brick and mortar”) onde os tijolos sdo os cornedcitos e
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0 cimento sdo as bicamadas lipidicas (MENON, 2002). O EC é composto por
complexos processos bioquimicos como enzimas precursoras de lipidios, proteases
envolvidas no processo de descamacao e peptideos com agao antimicrobiana ([3-
defensinas) (ELIAS, 2005; OREN et al., 2003). No entanto, o modelo da organizacéo
de parede do EC nao inclui os foliculos pilosos e as glandulas sudoriparas que
surgem na porc¢do inferior da derme e também terminam na epiderme, liberando
sebo e suor na superficie cutdanea (SELZER et al., 2013).

A derme é o tecido conjuntivo subjacente e que sustenta a epiderme. Proxima
a epiderme localiza-se a derme papilar e mais profundamente a derme reticular.
Nessa camada sao encontrados os fibroblastos, células responséveis pela producgéo
dos principais constituintes da matriz extracelular, o colageno, a elastina e os
glicosaminoglicanos (MURTHY, 2011; FARAGE et al.,, 2008). Além disso, nessa
camada s&o encontrados diversos ions e uma grande quantidade de agua. E na
derme que se localiza a microcirculacdo sanguinea, além dos vasos linfaticos, que
vascularizam a epiderme. Também € nesta camada que se encontram 0S nervos
responsaveis pelas fungdes sensoriais da pele.

A penetracdo e difusdo do farmaco nas camadas da pele podem ocorrer
atraves de trés vias (EL MAGHRABYA, BARRYC e WILLIAMS, 2008), sendo o EC o
passo limitante para a penetracao e absor¢cao percutanea:

v" Via intercelular: o farmaco difunde-se entre os cornedcitos, através da matriz

lipidica dos espacos intercelulares. Essa se constitui, geralmente, na principal
via de penetracdo de farmacos;

v" Via transcelular ou intracelular: nesse caso o farmaco deve se difundir tanto

pelo ambiente lipofilico (lipidios intercelulares) quanto hidrofilico
(cornedcitos/queratinécitos);

v Via transfolicular: € a via em que o farmaco penetra nas camadas da pele

através dos foliculos pilosos, das glandulas sebaceas e sudoriparas.

Apesar de constituir cerca de apenas 0,1% da area superficial cutanea, a via
transfolicular tem sido considerada atualmente uma alternativa e muitas vezes uma
estratégia para liberacdo de farmacos (MEIDAN, BONNER e MICHNIAK, 2005;
VOGT et al., 2005). Esta tem sido uma das vias estudadas para a penetracao de

micro e nanoparticulas nas camadas cutaneas e tem sido relatada como um
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reservatério desses carreadores, permitindo a entrega controlada de farmacos
(PATZELT et al., 2011; PROW et al., 2011; TOLL et al., 2004).

A permeacdo cutanea de um farmaco € influenciada pelas caracteristicas
fisico-quimicas da molécula (peso molecular, lipofilia/hidrofilia, grau de ionizagéo),
pela natureza do veiculo e/ou carreador, pela regido do corpo, pela idade, pela
integridade do tecido cutaneo (se encontra-se saudavel, acometido por alguma
doenca ou danificado por agentes fisicos e/ou quimicos), pela temperatura da pele e
pelo estresse fisico (massagem) (ALEXANDER et al., 2012; TINKLE et al., 2003;
GENINA et al., 2002).

Além de todas as consideragBes acima descritas, o farmaco deve ser
primeiramente liberado a partir do veiculo ou forma farmacéutica para que esteja
disponivel para penetracdo e/ou permeacao na pele (DANIELS e KNIE, 2007). Se
estiver veiculado em um carreador como uma nanoparticula, ele deve ser também
liberado desse sistema. SO entdo ele podera se difundir e penetrar no EC e
posteriormente se particionar do EC para a epiderme viavel elou derme
(WIEDERSBERG, LEOPOLD e GUY, 2008). Se atingir a microcirculacdo cutanea,
ele ainda pode ser absorvido sistemicamente atingindo outros 6rgaos do corpo. Esse
ultimo caso € o objetivo de sistemas transdérmicos de liberacdo, que permitem a
absorcdo percutanea (ALEXANDER et al., 2012). No entanto, em se tratando de
acao topica, o farmaco deve agir localmente na pele, sem risco de absorcao pela

circulacdo sanguinea.

3.2 Corticoides topicos e dexametasona

Medicamentos topicos contendo glicocorticoides sdo frequentemente
prescritos por dermatologistas devido a sua efetividade no tratamento de doencas de
pele, como psoriase e dermatite atépica. Sua aplicacdo clinica esta relacionada a
seus efeitos anti-inflamatoérios,  vasoconstritores, imunossupressores e
antiproliferativos (WIEDERSBERG, LEOPOLD e GUY, 2008).

A DEX é um glicocorticoide obtido sinteticamente com baixa solubilidade em
agua (100 pug/mL) (HUUSKONEN et al., 1997) cuja estrutura quimica é mostrada na
Figura 1. Pode ser encontrada na forma livre (base), acetato (éster) ou fosfato de

sodio e tem sido utilizada clinicamente como farmaco anti-inflamatorio e agente
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Imunossupressor no tratamento de diversas desordens cutaneas, como dermatite

atopica, psoriase, dermatite eczematosa e acne rosacea (BURKHOLDER, 2000).

OH

o

Figura 3.1. Estrutura quimica da dexametasona (PM = 392,47 g/mol).

A intensidade do efeito clinico dos corticoides topicos (CT) € avaliada atraves
de sua poténcia. Como os CT provocam um efeito vasoconstritor na microcirculacéo
cutanea, o teste padrdo ouro para avaliar sua poténcia € o ensaio de vasoconstricao
ou brangueamento da pele (skin-blanching assay) (SMIT, NEUMANN e THIO, 2012).
Esse ensaio mensura o efeito branqueador na pele apds a aplicacdo de uma
formulacdo no antebraco de voluntarios sadios. O branqgueamento pode ser avaliado
visualmente por pessoas treinadas ou através de medidas colorimétricas usando
equipamentos apropriados que mensuram o sistema de coloracdo L* a* b* como o
Chroma Meter. A Food and Drug Administration (FDA) dos EUA recomenda esta
metodologia para ensaios de bioequivaléncia de formulactes de uso tépico contendo
corticoides (GUIDANCE, 1995). A medida colorimétrica para avaliar a poténcia na
pele de animais também tem sido reportada na literatura (ISHII et al., 2012).

A poténcia dos CT, segundo a classificagdo americana, inclui sete grupos de
poténcia, enquanto que a classificacdo britAnica possui quatro grupos
(WIEDERSBERG, LEOPOLD e GUY, 2008). Dentro de um grupo, os CT possuem
eficacia similar e também potencial similar de causar efeitos adversos. A DEX é
classificada no grupo “Suave” e indicada na dose de 0,01 a 0,1 % (p/v) de acordo
com a classificagcdo britanica. S6 para comparar, a hidrocortisona e a prednisolona
gue estdo no mesmo grupo, sao indicadas em concentracao superior, 1,0 e 0,5 %
(p/v), respectivamente (SENYIGIT e OZER, 2012). Por outro lado, na classificacao
americana a DEX é classificada no grupo VIl (menos potente) juntamente com a

hidrocortisona, prednisolona e metilprednisolona. Os CT de baixa poténcia como a
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DEX sd@o mais indicados para tratamento prolongado ou para areas sensiveis como
as regioes periorbital, axilar e virilha (BELTRANI et al., 2005). CT de alta poténcia
sao indicados para periodos de tratamento curtos ou regides de dificil penetracao,
como maos e sola dos pés (BRAZZINI e PIMPINELLI, 2002).

A poténcia dos CT esté relacionada, além da estrutura quimica da molécula,
ao veiculo e a éarea de aplicagdo. Os veiculos sdo uma estratégia bastante
interessante para modificar a poténcia dos CT, podendo aumentar a penetracdo do
farmaco e sua biodisponibilidade movendo sua classificacdo para cima ou para
baixo (WIEDERSBERG et al., 2008). Os veiculos para incorporacdo dos farmacos
podem ser pomadas, cremes, lo¢gles, géis, espumas e aerossois. Geralmente, em
funcdo do efeito oclusivo, as pomadas aumentam a hidratacdo e consequentemente
a penetracdo e eficacia dos CT (SENYIGIT e OZER, 2012). No entanto, esses
veiculos sdo muito gordurosos e tem baixa adeséo pelo paciente. Cremes e géis sao
formulagbes com excelente aceitagdo, porém novos veiculos também tém surgido
no mercado com resultados bastante promissores (FERENCE e LAST, 2009). Stein
(2005) publicou estudo clinico de espumas de valerato de betametasona e
propionato de clobetasol para tratamento da psoriase no couro cabeludo ou outras
regibes, demonstrando que essas formulacdes apresentaram menor numero de
efeitos adversos e excelente aceitacdo pelos pacientes em comparagcdo com
veiculos convencionais.

A DEX, assim como outros CT, possui dois importantes efeitos
farmacoldgicos para o tratamento de doencas proliferativas, como a psoriase. A
acdo antiproliferativa, que ocorre a partir da reducdo da atividade mitética
epidérmica e a acdo atrofogénica, responsavel pela inibicdo da proliferacdo dos
fibroblastos dérmicos. No entanto, durante o uso prolongado, altas doses e
dependendo do local de aplicacdo, esses efeitos podem ser prejudiciais (BELTRANI
et al., 2005). A nivel molecular, os CT, ao se ligarem aos receptores celulares no
citoplasma das células, sdo transportados para o nucleo, afetando a transcricao
génica (FEDERMAN et al., 1999).

Entretanto, um dos maiores problemas do uso dos CT sdo seus efeitos
adversos, tanto locais quanto sisttmicos (HENGEE et al., 2006). Os principais
efeitos sistémicos séo: supressdo do eixo hipotdlamo-pituitario e adrenal; sindrome

de Cushing; agravamento da diabetes mellitus; hipertensao; e osteoporose. Mesmo
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na aplicacdo topica, os CT podem ser absorvidos atingindo a microcirculagdo
cutanea e, consequentemente a via sistémica. No entanto, os efeitos adversos locais
decorrentes do tratamento topico dos CT sdo 0s que ocorrem com maior frequéncia,
tais como: atrofia (afinamento epidérmico e dérmico devido acdo supressora na
proliferacdo celular e inibicdo da sintese de colageno); telangiectasia (dilatacdo
anormal dos vasos sanguineos); estrias por distensdo cuténea; hipopigmentacao;
Inducdo ou exacerbacao de acne (“acne esteroide”); e retardamento na cicatrizacao
de feridas (HENGGE et al., 2006; SCHACKE, DOCKE e ASADULLAH, 2002).

3.3 Micro e nanoparticulas como sistemas de liberacdo de farmacos na pele

Os sistemas coloidais incluem uma série de carreadores de farmacos na
escala micro e nanométrica, como lipossomas, nano e microesferas, nanocapsulas,
nanoemulsdes, microemulsdes e nanoparticulas lipidicas solidas (POLETTO et al.,
2011; KUMARI, YADAV e YADAV, 2010; MONTENEGRO et al., 2012). Os
carreadores citados sado classificados como solUveis e/ou biodegradaveis, e sao
geralmente formados por materiais biodegradaveis e biocompativeis possuindo,
portanto, um potencial muito amplo de aplicacdo na vetorizagdo de farmacos para as
mais diversas vias de administracdo além de baixa toxicidade, ao contrario das
nanoparticulas insollveis e/ou biopersistentes (nanoparticulas metalicas, quantum
dotz e fulerenos), que exigem uma avaliagdo de risco minuciosa e rigorosa (PROW
et al., 2011). Dessa forma, os sistemas nano e microparticulados tém sido objeto de
pesquisa e desenvolvimento de novos produtos para a administracdo topica ou
ainda como sistemas de liberacao transdérmicos (CEVC e VIERL, 2010).

As vantagens desses carreadores incluem a liberagcdo controlada e
prolongada de farmacos (JAGER et al., 2009; KUMARI, YADAV e YADAYV, 2010),
sua vetorizacdo em sitios especificos da pele (possibilitando aumentar a penetracédo
nas camadas cutaneas ou aumentar o tempo de residéncia na superficie da pele)
(CONTRI et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2011), melhora
da estabilidade do farmaco (OURIQUE et al., 2011; PAESE et al., 2009), aumento
da eficacia da formulagdo (DESAI et al.,, 2013), além do potencial em reduzir a

toxicidade aumentando o seu indice terapéutico (ZHANG et al., 2008).
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O uso de polimeros biodegradaveis como os poliésteres (poli-epsilon-
caprolactona, poli(acido Ilactico), poli(acido glicélico) e seus copolimeros e
polissacarideos catidnicos (quitosana) sdo objeto de pesquisa para obtencdo de
micro e nanoparticulas poliméricas. Os métodos de preparacdo dessas particulas
incluem a polimerizacao in situ dos mondémeros, a deposicéo interfacial do polimero
pré-formado, a emulsificacdo-difusdo e o salting out (FRIEDRICH et al., 2008;
JAGER et al., 2009; KUMARI et al., 2010; PINTO REIS et al., 2006).

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores de farmacos com
tamanho na ordem submicrométrica. Podem ser de dois tipos, dependendo de sua
morfologia e constituicdo fisico-quimica: nanocapsulas e nanoesferas. Nanocapsulas
poliméricas sao sistemas vesiculares formados por um nucleo oleoso e revestidos
por um involucro polimérico enquanto as nanoesferas sdo sistemas matriciais
constituidos por uma rede polimérica (COUVREUR et al., 2002; MORA-HUERTAS,
FESSI e ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al, 2003). No caso das
nanocapsulas, o farmaco pode estar dissolvido no nucleo ou adsorvido na interface
e das nanoesferas o farmaco pode ficar retido ou adsorvido na matriz polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas de nucleo lipidico ou lipid core nanocapsules (LNC) foram
recentemente desenvolvidas e sdo formadas por um lipidio sdlido, como por
exemplo o0 monoestearato de sorbitano disperso no 6leo do nucleo oleoso, por sua
vez revestido por uma parede polimérica (JAGER et al., 2009). As proporc¢des de
lipidio sélido (monoestearato de sorbitano — MS), 6leo (trigliceridios de cadeia média
— TCM) e polimero (poli-epsilon-caprolactona — PCL) foram otimizadas por
VENTURINI e colaboradores em 2011. Mantendo fixa a concentracdo do polimero e
diminuindo as concentracdes do MS e do TCM os autores obtiveram a formacéo de
estruturas vesiculares com organizacado e tamanho de particula otimizados (1:4,1:2,6
(m/m) do MS, TCM e PCL, respectivamente). O espalhamento multiplo de luz
(Turbiscan Lab®) foi utilizado para avaliar e demonstrar a estabilidade fisica desses
sistemas coloidais. Essa composi¢cao e estrutura das LNC originam propriedades
mecanicas como rigidez diferentes das nanocapsulas convencionais (FIEL et al.,
2011).

Na literatura pode ser encontrada uma extensa variedade de vantagens do

emprego de micro e nanoparticulas como sistemas de liberagdo de farmacos para
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administragao cutanea. Ourique e colaboradores (2012) avaliaram a fotoestabilidade
e a penetracdo cutanea in vitro de hidrogéis contendo tretinoina encapsulada em
nanocapsulas de ndcleo lipidico. Foi observado que a hanoencapsulacao protegeu o
farmaco da degradacao frente a radiacdo UVA além de aumentar o seu tempo de
residéncia na superficie da pele, quando comparada a formulacdo com tretinoina
nao encapsulada. Campbell e colaboradores (2012) estudaram a penetragéo na pele
de nanoesferas de poliestireno (20 a 200 nm) marcadas por fluorescéncia atraves de
microscopia de laser confocal. Ap6és 16 horas decorrentes da aplicacdo cutanea,
tanto em pele integra quanto em pele com a barreira comprometida (depois de
repetidas aplicacbes de tape stripping no EC), as nanoparticulas poliméricas
penetraram somente na sua superficie (aproximadamente 3 um de profundidade na
camada cornea). No entanto, os nanocarreadores, dependendo de seu tamanho e
natureza, podem atuar como reservatérios na superficie e/ou nos foliculos e sulcos
cutaneos, possibilitando a liberacdo controlada de farmacos ao longo do tempo
(PARK, 2012).

A técnica de tape-stripping usando cianoacrilatos na superficie cutanea tem
sido empregada para avaliar a penetracdo de farmacos e particulas nos foliculos
pilosos (TEICHMANN et al., 2005). Microesferas fluorescentes de tamanho variando
de 0,75 a 6 um foram estudadas empregando essa técnica. Bidpsias de pele foram
avaliadas e se demonstrou que microparticulas com tamanho de 1,5 pum se
localizaram em 55 % da via folicular, com penetracdo de até 2.300 um de
profundidade (TOLL et al., 2004).

Mak e colaboradores (2012) demonstraram que a combinacdo de dois tipos
de particulas de tamanhos aproximados de 520 nm provocaram a liberacdo do
farmaco modelo (isotianato de fluoresceina) especificamente no interior dos
foliculos pilosos. Particulas de carbonato de calcio carregadas de proteases e
marcadas com rodamina foram combinadas com particulas de albumina sérica
bovina carreadoras do farmaco (1:1) e avaliadas por microscopia de fluorescéncia
em pele de orelha de porco, apés 1 minuto de massagem e decorridos 60 minutos
da aplicacdo. Foi observado que, além do farmaco se distribuir em toda a extenséo
do foliculo, ele conseguiu se localizar nas glandulas sebaceas, mostrando que a
combinacdo das particulas é uma abordagem promissora para o tratamento de

doencas dermatologicas.
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Em relagdo a encapsulacdo da DEX em nanoparticulas, ha poucos estudos
avaliando sua retencao e permeacao cutanea. Em 1997, Cevc, Blume e Schatzlein
avaliaram a biodisponibilidade e farmacocinética de vesiculas lipidicas altamente
deformaveis (Transfersomas®) contendo CT como a DEX apés aplicacédo cutanea
em camundongos. Doses altas dos carreadores promoveram aumento da sua
permeacdo, sendo comparaveis a uma injecdo subcutédnea. Esses carreadores
contendo DEX ou hidrocortisona foram posteriormente estudados por Cevc e Blume
(2004). Em estudo in vitro de penetracdo em pele de porco, foi observado um
acumulo da DEX a partir do carreador, significativamente superior a uma
formulacdo comercial (creme). Além disso, em estudos in vivo em modelo de edema
de orelha de camundongos, o0s carreadores proporcionaram atividade mais rapida e
mais prolongada que os veiculos convencionais além de proporcionarem reducéo

da dose administrada.

3.4 Atomizacao vibracional ou Nano Spray Drying

Em 2010, a empresa suica BUCHI Labortechnik AG (Flawil, Suica) introduziu
no mercado uma nova geracao de secadores por aspersao em escala laboratorial, o
Nano Spray Dryer B-90®. Este equipamento emprega uma tecnologia de atomizacao
vibracional através de um dispositivo piezoelétrico que permite a conversdo de
solugdes, suspensdes ou emulsbes em particulas secas com estreita faixa de
tamanho, em apenas uma Unica etapa (BUCHI, 2009; HENG et al., 2011).

De uma maneira geral, o equipamento pode ser dividido em trés partes
principais (Figura 3.4): o atomizador, a cAmara de secagem e o coletor eletrostético
de particulas.

O atomizador € composto por um dispositivo do tipo cristal piezoelétrico que,
guando conduzido a uma frequéncia ultrassonica de 60 Hz, produz intensa vibragao
em uma membrana de acgo inoxidavel com tamanho de poro definido e bastante
pequeno, permitindo a formacao de um fino aerossol de goticulas de tamanho muito
reduzido e controlado (BUCHI, 2009). As membranas (spray caps) disponiveis
comercialmente séo trés, de acordo com o tamanho da abertura do mesh: 4,0; 5,5 e
7,0 um. Geralmente, quanto menor o tamanho de poro da membrana, menor sera o

tamanho das goticulas geradas pelo spray e consequentemente, menor sera o
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tamanho das particulas secas obtidas (BABA e NISHIDA, 2013; SCHAFROTH et al.,
2012). Segundo HENG e colaboradores (2011), podem ser obtidas particulas de
tamanhos variando de 300 nm até 5 um. O desenho do atomizador (cabeca de
pulverizacdo ou spray head) foi baseado nos nebulizadores que convertem liquidos
em goticulas respiraveis para administracdo pulmonar, utilizadas no tratamento de
asma. O equipamento sO pode operar com a passagem de liquidos de até 10 cPs de

viscosidade.

/_F(Sa’siNitrogénio

v
 Aquecimento )
T4

Spray |

cap size \)@=
l l Solugdo

Camara de
secagem

Eletrodo coletor de
particulas cilindrico

Eletrodo estrelado

Figura 3.4 Esquema da técnica de secagem vibracional com o Nano Spray Dryer B-
90® (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Suica).

Através de um fluxo de ar laminar e aguecimento, o solvente € removido das
goticulas geradas pelo spray durante a passagem pela camara de secagem. Podem
ser empregados como gases oxigénio (para solu¢cdes aquosas) ou um gas inerte,
como o nitrogénio (para solucdes organicas ou misturas destas com agua). No
primeiro caso, 0 equipamento opera no modo aberto e no segundo caso, no modo
fechado. O fluxo laminar permite uma secagem suave de farmacos termonsensiveis
e ainda previne a deposicdo de particulas na parede de vidro da camara de
secagem (SCHMID, ARPAGAUS e FRIESS, 2010).

Finalmente, a alta eficiéncia na coleta das particulas secas obtidas no Nano
Spray Dryer B-90® se deve ao mecanismo de coleta por precipitacdo eletrostatica.

Nesse processo de coleta, uma voltagem bastante alta € aplicada entre dois
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eletrodos — o eletrodo estrelado (catodo) e o eletrodo coletor de particula cilindrico
(&nodo) — gerando um campo eletrostatico que ocasiona a deposicao de particulas
negativamente carregadas na parede do cilindro. Enquanto que nos sprays dryers
convencionais sdo obtidos rendimentos de até 50%, na atomizacao vibracional os
rendimentos variam de 60 a até 90%. Este processo também permite coletar
particulas de tamanho muito pequeno, enquanto que no processo convencional de
secagem por aspersdo, as particulas de tamanho reduzido ndo sdo separadas
adequadamente nos ciclones coletores e ficam aderidas na torre de secagem. Além
disso, h4 grande perda de massa no processo, diminuindo o rendimento do pé
coletado, especialmente em escala laboratorial (PRINN, COSTANTINO e TRACY,
2002). No Nano Spray Dryer B-90®, ao final do processo, o p6 aderido a parede
cilindrica do coletor eletrostéatico € retirado através de uma espatula e possibilita alto
rendimento (de 70 a 90 %), mesmo com baixas concentracdes de sélidos na solucao
de partida (HENG et al., 2011).

Diversos parametros de processo podem ser alterados para proporcionar a
obtencdo de diferentes tipos de particulas empregando esse processo, com
caracteristicas e aplicacbes distintas: temperatura; taxa de pulverizacdo; taxa de
fluxo do gas; membranas ou spray cap (ARPAGAUS, 2012).

A temperatura de entrada (inlet temperature) do equipamento pode atingir até
120°C e influencia diretamente a temperatura de saida (outlet temperature). De
acordo com diversos estudos, a temperatura de entrada normalmente ndo provoca
grandes variagcbes nas caracteristicas das particulas obtidas, pois o tempo de
residéncia médio no atomizador e na camara de secagem € muito baixo. SCHMID e
colaboradores (2009) nao verificaram variacfes significativas no tamanho de
particula quando diferentes temperaturas de entrada foram comparadas (60, 80 e
100°C) para a preparacao de particulas de trealose com ou sem tensoativo. Da
mesma forma, LEE e colaboradores (2011) relataram minima influéncia na
morfologia das particulas, de acordo com imagens obtidas por MEV. No entanto,
BURKI e colaboradores (2011) verificaram, em um estudo fatorial, que a temperatura
de entrada maxima (120°C) ocasionou perda da atividade enzimatica da [-
galactosidase quando comparada com temperaturas inferiores (80 e 100°C), além

de menor rendimento de processo.
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Um dos fatores de maior influéncia no tamanho de particula é o tamanho do
mesh da membrana. Particulas na escala submicrométrica geralmente sdo obtidas
utiizando a membrana de 4,0 um. SCHAFROTH e colaboradores (2012)
observaram que houve diferenca no rendimento e no tamanho de particula ao
compararem a membrana de 5,5 pm com a de 4,0 um durante a preparacdo de
particulas de PLGA carregadas de ciclosporina ou dexametasona. Rendimentos
menores foram obtidos para a membrana de menor tamanho de poro.

As solucdes, suspensodes ou dispersdes utilizadas como amostras de partida
neste processo sao previamente preparadas e em seguida alimentam o
equipamento através de uma bomba peristaltica que leva o liquido até a cabeca do
spray, onde esta a membrana, para atomizacéo e posterior secagem. O liquido pode
conter um solvente ou mistura de solventes, materiais poliméricos, excipientes,
farmacos e/ou outros adjuvantes (BUCHI, 2009; HENG et al., 2011). Obviamente, a
composicdo quali-quantitativa das formulacdes de partida poderdo influenciar as
caracteristicas fisico-quimicas e a performance das particulas obtidas.

A influéncia da composicdo de solventes e de excipientes farmacéuticos
empregando como farmacos modelo a griseofulvina, a benzocaina e o acido
salicilico foram previamente estudadas (SCHMID, ARPAGAUS e FRIESS, 2011).
Fixando parametros como mesh de membrana e temperatura de entrada, foi variado
o tipo de solvente organico utilizado na preparacao das solu¢des dos farmacos e sua
influéncia na qualidade e caracteristicas dos pés finais. Por exemplo, a griseofulvina
dissolvida em acetona resultou na formacao de crostas no bico do atomizador além
de grumos no po coletado, enquanto que quando dissolvida em uma mistura de
metanol/acetona (80:20, v/v) isso nao foi observado. Por outro lado, o &cido salicilico
dissolvido em acetona ndo formou crostas, enquanto que em acetato de etila
ocorreu essa formacdo. Da mesma forma, excipientes com caracteristicas
higroscépicas como a trealose resultam em pds com teor de umidade maior quando
comparados com sais. Apesar de variacbes no teor de sélidos das solucdes
priméarias ndo provocarem alteracdes no tamanho de goticula gerada pelo
atomizador para diferentes concentracoes de trealose (0,1; 1,0 e 10,0 %), a menor
concentragéo do excipiente resultou em menor tamanho de particulas solidas apos a

secagem.
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BURKI e colaboradores (2011) também estudaram a influéncia da
concentracdo do solvente (etanol) e dos parametros tamanho de mesh da
membrana e a temperatura de entrada, no rendimento do p6, tamanho de particula,
span e atividade enzimatica de solu¢des da proteina B-Galactosidase estabilizadas
com trealose. Os melhores rendimentos foram obtidos com a solugdo de maior
concentracdo de etanol, os menores meshs de membrana e a menor temperatura de
entrada.

A influéncia do tipo de polimero (amido modificado, alcool polivinilico, goma
arabica, maltodextrina e proteina de soro) em trés niveis de concentracdo (solugéo
aquosa a 0,1; 1,0 e 10,0 %) foi estudada na preparacdo de particulas
submicrométricas por LI e colaboradores (2010). Na concentracdo 0,1% de goma
arabica ocorreu a formacédo de particulas de tamanho menor (353 nm) e menor
desvio-padrao (107 nm) enquanto que observou-se um aumento no tamanho de
particula e no desvio-padrdo de 581 + 363 nm e 589 + 545 nm, nas concentracdes
de 1,0 e de 10,0%, respectivamente. Foi demonstrado também o potencial do uso da
atomizacdo vibracional para encapsulacdo de lipidios a partir de nanoemulsdes
obtidas por processo de emulsificacdo de baixa energia empregando acetato de
tocoferol como modelo de fase oleosa.

A obtencdo de nanocristais por atomizacdo vibracional também foi
investigada, ja que estes também sdo considerados sistemas de liberacdo de
farmacos com propriedades de interesse na nanomedicina (LI et al., 2010). Foram
produzidos nanocristais empregando cloreto de so6dio e furosemida como
substancias modelo, sem adicdo de polimeros ou excipientes. Tanto para o sal
guanto para a furosemida, foram obtidos pés com aparéncia homogénea. Apés a
atomizacdo vibracional da furosemida dissolvida em acetona a 1,25 %, obteve-se
um po6 de nanocristais de formato esférico com tamanho médio de 1,24 + 0,48 um,
de acordo com imagens obtidas por MEV, mostrando potencial como sistema de
liberacé@o na area farmacéutica.

Baba e Nishida (2013) prepararam nanocristais de dexametasona e
fluorometolona com potencial uso como colirios para tratamento de doencas
oftdlmicas. Para isso, foram preparadas solu¢des etandlicas dos farmacos (10
mg/mL para a dexametasona e 1 mg/mL para a fluorometolona) que foram

~

submetidas a atomizacdo vibracional utilizando os trés tipos de membranas
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disponiveis (4,0; 5,5 e 7,0 um). Como esperado, os pdés apresentaram menor
tamanho de particula para o menor mesh e maior tamanho para o maior mesh.
Foram obtidos p6s de DEX com tamanho de particula de 833 + 402 nm, 1118 + 573
nm e 1344 + 857 nm, para os tamanhos de abertura de mesh de 4,0, 5,5 e 7,0 um,
respectivamente. Similarmente, para os nanocristais de fluorometalona obteve-se
tamanho médio de particula de 620 = 268, 795 + 285 e 856 + 344 nm para 0S
tamanhos de abertura de mesh de 4,0, 5,5 e 7,0 um, respectivamente. O maior
tamanho de particula observado para os nanocristais de dexametasona pode ser
atribuido a maior concentracdo do farmaco na solugcdo priméria, que resulta na
preparacao de particulas maiores. A natureza cristalina das particulas foi confirmada
pela difracdo de raios-X de pos. No entanto, ndo foram realizados ensaios de
liberacdo dos farmacos ou estudos para avaliar a efichcia no tratamento de
desordens oftalmoldgicas.

O emprego do Nano Spray Dryer® para o preparo de nanocristais também se
estende para outras areas além da nanomedicina. SUN e colaboradores (2011)
prepararam nanocristais esféricos de carbonato de litio com potencial uso como
baterias de litio para telefones celulares, carros elétricos e notebooks. Nesse estudo,
dois spray dryers de escala laboratorial, um baseado na geracdo de goticulas em um
bico de dois fluidos (Shanghai SY-6000®) e outro baseado na atomizac&o vibracional
(Nano Spray Dryer B-90®) foram utilizados para obtencdo dos pés ultrafinos. A
técnica de atomizacao vibracional demonstrou melhor performance na reducao do
tamanho de particula dos nanocristais — de aproximadamente 4 um — do que 0s pos
preparados pelo SY-6000° (aproximadamente o dobro de tamanho).

Como forma alternativa ao uso de antibiéticos para o tratamento de infec¢des
pulmonares, MATINKHOO e colaboradores (2011) avaliaram a viabilidade de
preparar pos inalaveis a partir de bacteri6fagos contornando a inatividade de
antibiéticos no caso de cepas resistentes. Diferentes espécies de bacteriéfagos da
familia Myaviridae foram associados a trealose, leucina e/ou tensoativos. As
respectivas solugbes primarias preparadas foram submetidas a atomizagéo
vibracional empregando membrana de 4 um, fluxo de ar de 100 L/min e temperatura
de entrada de 75°C. Essa estratégia mostrou-se viavel, pois o Nano Spray Dryer®
permitiu 0 uso de temperaturas baixas e a secagem das goticulas geradas ocorreu

de maneira rapida e branda. As particulas obtidas apresentaram formato esférico e,
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aquelas obtidas com as combina¢des de leucina/trealose e leucina/trealose/caseina,
apresentaram superficie com pronunciada rugosidade, que pode facilitar a
dispersibilidade. A dispersibilidade € uma propriedade importante em dispositivos de
administracdo pulmonar de pds inalaveis, pois indica o grau de dispersao ou
desaglomeracédo do pé em particulas individuais ou aglomerados de tamanho menor
apos a aplicacédo de uma forca (VEHRING, 2008).

Durli e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia do tipo de solvente e do
tensoativo nas propriedades de particulas submicrométricas de DEX obtidos por
atomizacdo vibracional e sem uso de polimero. Os melhores resultados de
rendimento de pd foram obtidos para solugbes organicas de menor viscosidade e
maior tensdo superficial. Dentre o0s solventes testados, a acetona promoveu a maior
diminuicdo da tenséo superficial, facilitando a passagem da solucdo organica no
atomizador e a formacdo de um jato fino de goticulas. Dentre os tensoativos
avaliados, os de natureza i6nica (lauril sulfato de sédio e cloreto de cetil trimetil
amonio) possibilitaram a obtencdo de maiores rendimentos de pos (> 60%), quando
comparados ao tensoativo nao-iénico (Poloxamer 188). Isso pode ser atribuido pela
melhora na deposicdo eletrostatica das particulas quando sao empregados
tensoativos com cargas.

Recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu pdés inalaveis de
particulas poliméricas submicrométricas contendo como farmaco a DEX para
administragado pela via pulmonar (FONTANA et al, 2013). Os parametros de
processo e diferentes composi¢cdes da solugcédo orgéanica de partida foram estudados
até a obtencdo de uma formulagcdo otimizada. A solucdo organica (acetona:agua
20:1, v/v) contendo PCL, DEX e deoxicolato de sodio foi empregada com sucesso
em uma Unica etapa aplicando a técnica de secagem vibracional para obtencéo dos
pés. As particulas submicrométricas apresentaram diametro médio inferiora 1 ym e
a difratometria de raios-X demonstrou a estrutura cristalina das particulas. De acordo
com o estudo de liberacéo in vitro (método do saco de dialise), o p6 com a menor
proporcdo farmaco:polimero (1:1, p/p) foi capaz de promover melhor controle da
liberacdo da DEX. Os pdés demonstraram uniformidade da dose proximo a 100% e
didmetro aerodinamico médio inferior a 5 ym. O estudo empregando o impactador

de cascada de Andersen demonstrou que a fracao respiravel do p6 obtido foi maior
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que 40% revelando que as particulas poliméricas submicrométricas sdo uma
estratégia promissora para a rota pulmonar.

A tabela 3.4 apresenta os diferentes tipos de particulas micro- e
submicrométricas estudadas empregando a técnica de atomizacdo vibracional,
assim como os farmacos e materiais poliméricos utilizados e o potencial de

aplicacéo, relacionado a via de administracao.

Tabela 3.4 Tipos de particulas preparadas por atomizacdo vibracional e vias de
administracao

Via de

Preparagéo Farmaco/Polimero . ~ Referéncia
administracéo
Furosemida/ 5
Nanoparticulas polimeros Diversas Lietal., 2010
Nanoparticulas Albumina sérica Diversas Lee et al, 2010
PO inalavel B-galactosidase Pulmonar Birki et al., 2011
Beck-Broichsitter
Particulas poliméricas  Sildenafila/PLGA Pulmonar et al., 2011
Matinkhoo et al.,
Po inalavel Bacteriofagos Pulmonar 2011
Nanoparticulas Ciclosporina e Schafroth et al.,
poliméricas dexametasona/PLGA n.e. 2012
Materna et al.,
Nanoparticulas amorfas Nicergolina Oral 2012
Fluorometolona e Baba & Nishida,
Nanocristais dexametasona Ocular 2013
Oleato de Schoubben et al.,
Po6 inalavel capreomicina Pulmonar 2013
Particulas
submicrométricas Dexametasona n.e. Durli et al., 2013
Harsha et al.,
Nanoparticulas Amoxicilina/gelatina  Oral 2013
Microparticulas
poliméricas Nimodipina/PLGA Cerebral Bege etal., 2013
Harsha et al.,
Microesferas Carboplatina/gelatina Pulmonar 2014
Particulas Fontana et al.,
submicrométricas Dexametasona Pulmonar 2014
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4. CAPITULO 1

Hidrogéis tdépicos contendo dexametasona associada a nanocapsulas

poliméricas: preparacao, caracterizacao e liberacao in vitro






4.1 Introducéao

A abordagem deste capitulo consiste em avaliar uma possivel modulacdo da
liberacdo in vitro da dexametasona (DEX) a partir de dois tipos de nanocapsulas
(NC) poliméricas (superficie anibnica e catiénica) quando veiculadas em formulacfes
semissolidas.

Anteriormente, a liberacdo in vitro de DEX associada a nanocapsulas
poliméricas de PCL incorporadas em hidrogéis para uso topico foi estudada
(MARCHIORI et al., 2010). Em ensaios empregando células de difusdo de Franz e
membranas de acetato de celulose, a nanoencapsulagcdo promoveu uma liberacao
sustentada da DEX. Além disso, as NC contendo DEX apresentaram melhor
atividade antiproliferativa em comparacdo ao farmaco livre, de acordo com ensaios
de citotoxicidade in vivo empregando o modelo do Allium cepa, o que demonstrou
seu potencial no tratamento de doencas proliferativas como a psoriase.

Os polimeros poli (e-caprolactona) (PCL) e Eudragit® RS100 sdo descritos na
literatura para a preparacdo de micro- e nanoparticulas poliméricas podendo
promover a liberacdo controlada de farmacos (POHLMANN et al., 2013; JOSHI,
2013; SANTOS et al., 2013).

Nesse contexto, a motivacdo do presente capitulo foi produzir e comparar NC
poliméricas com superficie catibnica (NC+) e anidnica (NC-) quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas e o seu comportamento quanto a liberacédo in vitro da
DEX a partir de hidrogéis. A técnica de preparacdo empregada foi a deposicao
interfacial do polimero pré-formado. Neste caso, foram utilizados a PCL e o
Eudragit® RS 100, como polimeros, para a producdo de NC de superficie aniénica e
catibnica, respectivamente. Apés a etapa de producdo das suspensdes coloidais, as
NC foram incorporadas em formulacBes semissolidas do tipo hidrogel e suas
caracteristicas fisico-quimicas, comportamento reoldgico e liberagdo in vitro

empregando células de difusédo de Franz foram estudadas.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

4.2.1.1 Matérias-primas

Carbopol Ultrez® 10 NF (Deg, S&o Paulo — SP, Brasil);

Dexametasona (DEX) - Multilab (Sao Jerébnimo — RS, Brasil);

Eudragit® RS 100 — Degussa (Darmstadt, Alemanha).

Imidazolidinil uréia (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);

Monoestearato de sorbitano (Span 60) (Sigma, Séo Paulo - SP, Brasil);
Poli (e-caprolactona) (PCL) M,, = 80.000 (Sigma, Sao Paulo - SP, Brasil);
Polissorbato 80 (Tween 80) (Henrifarma, Sdo Paulo — SP, Brasil).
Trietanolamina (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);

Triglicerideos de cadeia média (TCM) (Brasquim, Porto Alegre — RS, Brasil).

4.2.1.2 Solventes e outros materiais

Agua Milli-Q® (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, Billeria — MA, EUA);
Acetonitrila grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro — RJ, Brasil);
Membranas de polivideno HVLP 0,45 um (Millipore, Billeria — MA, EUA);
Algodao hidrofilico (Cremer, Blumenau — SC, Brasil);

Fita adesiva 3M (Durex, Sumaré — SP, Brasil);

Membrana de didlise - M.W = 12,4 kDa - (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA);
Tubos de ensaio falcon (TPP, Switzerland, Suica);

Fosfato de potassio (KH,PO,) (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

Fosfato de sédio bifasico (Na,HPO,4.7H,0) (Nuclear, Diadema — SP, Brasil)
Laminas de bisturi nimero 21 (Feather, Osaka, Japao);

Bisturi numero 4 (Feather, Osaka, Japao);

Grids de cobre com revestimento carbono-formvarm (Electron Microscopy
Science, Hatfield — PA, EUA)
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4.2.1.3 Aparelhos e Equipamentos

Balanca analitica modelo APX-200 (Denver Instrument, Bohemia — NY, EUA);
Centrifuga modelo 5417R (Eppendorff, Sdo Paulo — SP, Brasil);

Zetasizer®, Zetasizer Nanoseries, modelo ZEN 3600 (Malvern instruments,
Southborough - MA, EUA);

Ultrassom - 1400A Ultracleaner, (Unique, Indaiatuba - SP, Brasil);
Potenciometro B474 (Micronal, Brasil) e Ultra-Basic (Denver Instrument,
Bohemia — NY, EUA);

Mastersizer 2000® (Malvern - Worcestershire, Reino Unido)

Turbiscan® LAb (Formulaction, Franca):

- Software: TLAb EXPERT 1.13;

Viscosimetro LV-DV-II+Pro (Brookfield, Middleboro — MA, EUA):

- Spindle SC4-25 e ULA

- Software: Rheocalc®;

Microscopio eletrénico de transmissao JEM-1200 ExIl (Jeol, Toéquio, Japao);
Célula de difusdo de Franz Automatizada (Célula de Franz Microette Plus-
Hanson Research® - Chatsworth, EUA);

Medidor de espessura (Mitutoyo, Kanagawa, China);

Pele de abddmen de porcas (Abatedouro Araldi, Nova Roma do Sul — Brasil)
Vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech)

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu® - Téquio, Jap&o):

- Auto-injetor (LC-20A prominence)

- Detector UV-Vis

- Bomba S-200

- Software: Lab Solutions®;

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Preparacédo de suspensdes aguosas de nanocapsulas poliméricas

As suspensdes de DEX associada a nanocapsulas poliméricas (Tabelas 4.1 e

4.2) foram preparadas, em triplicata, segundo o método de deposi¢éo interfacial do

polimero pré-formado (FESSI et al., 1989). Obtiveram-se dois tipos de nanocapsulas

poliméricas: nanocapsulas poliméricas convencionais de superficie catidnica (NC+)
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preparadas com o polimero Eudragit® RS 100 e nanocapsulas de nucleo lipidico de
superficie anibnica (NC-), obtidas segundo Venturini e colaboradores (2011)
utilizando como polimero, a poli (e-caprolactona).

A fase organica foi mantida sob agitacdo magnética em banho aquecido a
temperatura de 40°C até a completa dissolugdo de todos os componentes. Em
seguida, a fase organica foi injetada, com o auxilio de um funil, na fase aquosa,
também mantida sob agitacdo magnética e a mesma temperatura. A suspensao foi
mantida sob agitagdo moderada durante 10 minutos e entdo, concentrada a um
volume final de 25 mL, em evaporador rotatério, para eliminacdo do solvente
organico e ajuste da concentracdo final de DEX (0,5 mg/mL). Para fins
comparativos, foram preparadas suspensfes de nanocapsulas brancas, omitindo-se

a presenca do farmaco.

Tabela 4.1. Composicao da suspensdo de nanocapsulas de superficie catibnica
contendo DEX (NC+)

Fase Organica Fase Aquosa
Triglicerideos dos acidos caprico e | Polissorbato 80 ................... 191,5 mg
Caprilico......ccocevevniniiiieeeee 825 pL
Eudragit® RS100..........c.......... 250 mg | Agua ultrapura ....................... 135 mL
Acetona .........cooeeviiiiieiiiii 69 mL
Dexametasona ...........cc....en.... 12,5 mg

Tabela 4.2. Composicdo da suspensdo de nanocépsulas de superficie anibnica
contendo DEX (NC-)

Fase Organica Fase Aquosa
Triglicerideos dos acidos caprico e | Polissorbato 80 ................... 191,5 mg
caprilico....ccoeeeeeeneeiiiiiiiiiiiii, 413 uL
Poli (e-caprolactona)............... 250 mg | Agua ultrapura ....................... 135 mL
Moestearato de sorbitano...... 95,1 mg
ACetoNa .....oovevvieiiiie e 69 mL
Dexametasona ...........ccccecee... 12,5 mg
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4.2.2.2 Caracterizagéo fisico-quimica das nanocépsulas poliméricas

As suspensdes aquosas de nanocapsulas poliméricas foram caracterizadas
quanto as caracteristicas organolépticas (aparéncia e cor), pH, teor de farmaco,
eficiéncia de encapsulacao, diametro médio de particula, distribuicdo granulométrica,

indice de polidisperséo, potencial zeta e morfologia.

4.2.2.2.1 Caracteristicas organolépticas
As suspensfes de nanocapsulas foram analisadas quanto a aparéncia
(homogeneidade ou heterogeneidade, presenca ou ndo de particulas precipitadas) e

cor através de avaliagdo visual sob iluminacgdo natural.

4.2.2.2.2 Determinacao do pH

A determinagdo do pH foi realizada por potenciometria. Para isso, foi
empregado um potencidémetro previamente calibrado (solu¢gdes de calibragéo pH 7,0
e 4,0). Para a solucdo aquosa de nanocapsulas, o valor de pH foi determinado
através de imersao direta do eletrodo. Os resultados foram expressos pela média e

desvio-padrao de trés lotes analisados para cada formulacéo.

4.2.2.2.3 Determinacgao do teor de DEX e eficiéncia de encapsulacao

O teor de DEX das nanocapsulas foi determinado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) empregando um método analitico adaptado (FRIEDRICH et
al., 2010a; FRIEDRICH et al., 2010b) e revalidado. As condi¢cbes cromatogréaficas
estdo descritas no ANEXO 1. Os resultados foram expressos pela média e desvio-
padrao de trés lotes analisados (miligrama de DEX por milimetro de suspenséo).

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) da DEX as
nanocapsulas, foi utilizada a técnica de ultrafiltracdo-ultracentrifugacao (Ultrafree-
MC® 10.000 MW, Millipore, Bedford, USA). A DEX livre, ou seja, ndo associada as
nanocapsulas, foi determinada no ultrafiltrado apos centrifugacéo a 5.000 r.p.m. por
10 minutos. A EE foi calculada através da diferenca entre o teor de farmaco total e o

teor de farmaco livre encontrado no ultrafiltrado.
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4.2.2.2.4 Determinacado do didametro médio de particula, distribuicdo
granulométrica e indice de polidispersao

Para a determinacdo de diametro médio de particula, distribuicdo
granulométrica e polidispersdo foram empregadas as seguintes técnicas:
difratometria de laser para avaliar possiveis populacées com tamanho superior a 1
pm (Mastersizer 2000®, Malvern Instruments, UK) e espalhamento de luz dinamico

(Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, Worcestershire, UK).

4.2.2.2.4.1 Difratometria de laser

Para a determinacdo do diametro médio e da distribuicdo granulométrica das
formulacBes foi empregada a técnica de difratometria de laser (DL) (Mastersizer
2000®, Malvern, UK). O diametro médio baseado no volume (D[4,3]) foi utilizado
como parametro para a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas nas amostras.
Para avaliar a distribuicdo granulométrica, foi calculado o span, que emprega
medidas do diametro de particulas correspondentes a 10 %, 50 % e 90 % da
distribuicdo acumulada (do1, dos € dog, respectivamente). O span foi calculado
através da equacao: Span = dgg — do 1/do 5.

As nanocapsulas foram adicionadas, sem diluicdo, na unidade dispersora
(Hydro SM small volume sample dispersion unit, Malvern, UK) até atingir um indice
de obscuracédo de 2 %. Foi utilizado como parametro o indice de refracdo de 1,59
para a PCL e 1,38 para o Eudragit® RS100.

4.2.2.2.4.2 Espalhamento de luz dinédmico

O espalhamento de luz dindmico ou dynamic light sccatering (DLS) é uma
técnica que determina o diametro hidrodinAmico das particulas, permitindo a
obtencdo do perfil granulométrico, didmetro médio e indice de polidisersdo (PDI)
(Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600 - Malvern, EUA). Os célculos s&o realizados
através da equacdo Stokes-Einstein, a partir das diferentes intensidades da luz
espalhada pelas particulas em movimento browniano. As amostras das suspensdes
foram diluidas 500 vezes (v/v) em &gua ultrapura MilliQ®. Em seguida, para eliminar
particulas maiores que pudessem interferir nas analises, as amostras diluidas dos
géis foram filtradas através de filtro de 1,2 ym (Millipore®) diretamente para a cubeta
de analise. A agua ultrapura MilliQ® utilizada nas diluicdes foi previamente filtrada

em filtro de 0,45 um (Millipore® Millex-HV). O diametro médio foi avaliado por volume
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e por numero. Os resultados do didmetro médio e do indice de polidispersdo foram
expressos pela média e desvio-padréo para cada triplicata.

4.2.2.2.5 Determinacao do potencial zeta (§)

O potencial zeta das suspensfes foi determinado através de mobilidade
eletroforética (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600 - Malvern, EUA). Esta analise
foi realizada ap0s diluicdo das amostras (500 vezes, v/v) em soluc¢do de NaCl 10 mM
(previamente filtrada em filtro 0,45 um, Millipore® Millex-HV). Os resultados foram

expressos atraves da média e desvio-padrao de trés repeticoes.

4.2.2.2.6 Avaliacdo da morfologia das nanocapsulas

As amostras das nanocapsulas foram analisadas quanto a morfologia das
particulas por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) em microscopio de
transmissdo JEM 1200 Exll, operando a 80 kV (Centro de Microscopia Eletrénica,
UFRGS, Brasil). As suspensdes de nanocapsulas foram diluidas 10 vezes (v/v) em
agua ultrapura MilliQ®. Em seguida cada amostra foi depositada em grid, de
aproximadamente 200 mesh composto de cobre e revestido com filme de absorcéo
de elétrons de Formvar-Carbono (Electron Microscopy Sciences). Apds adicdo das
amostras, os grids ficaram em repouso por 1 minuto e o excesso foi retirado com
papel filtro. Na sequéncia, para carregar negativamente as amostras, foi adicionada
uma solucao de acetato de uranila a 2% (m/v) previamente filtrada em filtro 0,45 um
(Millipore® Millex-HV) que permaneceu em contato por 1 minuto. O excesso da
solucao foi retirado com auxilio de papel filtro. As amostras foram armazenadas em
dessecador 24 horas antes da analise. As magnitudes utilizadas para as analises
microscoépicas foram 50.000, 100.000 e 200.000 vezes. O diametro médio das
nanocapsulas foi calculado utilizando o software Image J (version 1.44u, National

Institutes of Health, EUA) para as fotomicrografias com magnificacdo de 100.000 x.

4.2.2.2.7 Avaliacdo de fendmenos de instabilidade fisica por espalhamento
multiplo de luz

Possiveis fendmenos de instabilidade fisica (migracdo de particulas:
cremagem e sedimentacdo; alteracdo no diametro de particulas: floculacdo e

coalescéncia) foram investigados para as suspensfes aquosas pela técnica de
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espalhamento multiplo de luz usando o equipamento Turbiscan LAb® (Formulaction,
Franca), que permite a caracterizacdo optica de suspensdes e emulsdes utilizando
uma fonte de infravermelho proximo (850 nm) e detectores que medem a luz
transmitida (a 180° do feixe incidente) ou refletida (a 45° do feixe incidente). O
principio da técnica se baseia na variacdo da fracdo volumétrica da particula que
gera uma variacdo de transmissédo e backscattering (MENGUAL et al., 1999). As
amostras das suspensfes de NC foram colocadas diretamente (sem diluicdo) nas
células de vidro e foram analisadas a 25°C durante 1 hora com scan a cada 6

minutos.

4.2.2.3 Preparacéo das formulacdes de hidrogéis

Géis hidrofilicos ou hidrogéis de carbémero (Carbopol Ultrez® 10 NF) foram
produzidos e denominados da seguinte forma:
e Gel branco: GB
e Gel contendo nanocéapsulas brancas de superficie aniénica: GNC-
¢ Gel contendo nanocapsulas brancas de superficie catibnica: GNC+
e Gel contendo nanocapsulas de superficie anidbnica com DEX: GNCD-
e Gel contendo nanocéapsulas de superficie catibnica com DEX: GNCD+

e Gel contendo DEX (farmaco livre): GD

A tabela 4.3 apresenta a composicdo quali-quantitativa das seis formulacdes

de géis hidrofilicos.
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Tabela 4.3. Composicdo quali-quantitativa das formulacfes de hidrogéis

Formulacéao
Componente (gramas)
G GNC- GNC+ GNCD- GNCD+ GD
Carbopol Ultrez® 10 NF 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Imidazolidinil uréia 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Trietanolamina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Dexametasona - - - - - 0,05
Polissorbato 80 - - - - - 0,076
NC- - 98,70 - - - -
NC+ - - 98,70 - - -
NCD- - - - 98,70 - -
NCD+ - - - - 98,70 -
Agua destilada 98,70 - - - - 98,574

A preparacgédo de cada formulacdo se deu através da dispersdo do carbémero
em agua destilada. Lentamente, o Carbopol Ultrez® 10 NF foi adicionado na &gua ou
na suspensao de nanocapsulas contendo o conservante. Homogeneizou-se até
completa dispersdo. Adicionou-se trietanolamina a dispersdo para ocorrer a
neutralizacdo da rede polimérica e a formacao do gel. No caso do gel GD, o farmaco
foi previamente dispersado em polissorbato 80 e s6 entdo adicionado ao gel até
completa homogeneidade do sistema. Para fins comparativos, utilizou-se a mesma
concentracdo de polissorbato 80 presente nas suspensdes aquosas de

nanocapsulas.

4.2.2.4 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

As formulagBes semissélidas (géis) foram caracterizadas quanto as
caracteristicas organolépticas (aparéncia e cor), pH, teor de farmaco, diametro
médio de particula, distribuicAo granulométrica, indice de polidispersdo e

comportamento reoldgico.
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4.2.2.4.1 Caracteristicas organolépticas
Os hidrogéis foram analisados quanto a aparéncia e a cor através de

avaliacao visual, sob iluminacéo natural.

4.2.2.4.2 Determinacgao do pH

A determinacdo do pH dos hidrogéis foi realizada por potenciometria
empregado um potencidémetro previamente calibrado (solu¢des de calibracéo pH 7,0
e 4,0). O eletrodo foi imerso em uma dispersédo aquosa da formulacdo a 10 % (p/v),
previamente preparada. Os resultados foram expressos pela média e desvio-padrao
de trés lotes analisados para cada formulagéo.

4.2.2.4.3 Determinacao do teor de DEX

O teor de DEX dos géis foi determinado por CLAE empregando um método
analitico previamente validado (FRIEDRICH et al., 2010a; FRIEDRICH et al., 2010b).
As condi¢des cromatograficas assim como a extracao das amostras e sua validacao
estdo descritas no ANEXO 1. Os resultados foram expressos pela média e desvio-

padréo de trés lotes analisados (miligrama de DEX por grama de gel).

4.2.2.4.4 Determinacdo do diametro médio de particula, distribuicéo
granulométrica e indice de polidisperséo

Para a determinacdo de didametro médio de particula, distribuicdo
granulométrica e polidispersdo foram empregadas as técnicas de difratometria de

laser e espalhamento de luz dindmico descritas a seguir.

4.2.2.4.4.1 Difratometria de laser

O diametro médio e a distribuicdo granulométrica das formulacdes foi
estudada empregado a técnica de difratometria de laser (DL) (Mastersizer 2000°,
Malvern, UK). O diametro médio foi calculado baseado no volume (D[4,3]) e também
no numero (D[3,0]) para avaliar os hidrogéis. Para a distribuicdo granulométrica, foi
calculado o span, que emprega medidas do diametro de particulas correspondentes
a 10 %, 50 % e 90 % da distribuicdo acumulada (do 1, dos € doo, respectivamente)
conforme descrito no item 4.2.2.2.4.1 anteriormente. Os géis foram previamente
diluidos em agua destilada (10%, p/v) e s6 entdo a dispersao obtida foi adicionada a

unidade dispersora em quantidade suficiente para atingir 2% de obscuracdo. Foi
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utilizado como parametro o indice de refragdo de 1,59 para a PCL e 1,38 para o
Eudragit® RS100.

4.2.2.4.4.2 Espalhamento de luz dindmico

O espalhamento de luz dinamico (DLS) foi também empregado para a
obtencdo do didmetro médio e indice de polidisersdo (PDI) (Zetasizer® nano-ZS
modelo ZEN 3600 - Malvern, EUA) das formulacoes.

As amostras dos hidrogéis foram preparadas com diluicdo de 2.000 vezes
(p/v) em &gua ultrapura MilliQ® e homogeneizadas em vértex. Em seguida, para
eliminar particulas maiores que pudessem interferir nas analises, as amostras
diluidas dos géis foram filtradas através de filtro de 1,2 um (Millipore®) diretamente
para a cubeta de andlise. A &gua ultrapura MilliQ® utilizada nas diluicdes foi
previamente filtrada em filtro de 0,45 um (Millipore® Millex-HV). Os resultados do
diametro médio e do indice de polidispersédo foram expressos pela média e desvio-

padrao para cada triplicata.

4.2.2.4.5 Determinacdo do comportamento reoldgico

Os estudos reoldgicos das formulacdes semissolidas foram conduzidos com
controle de temperatura (25 + 1°C) usando um viscosimetro rotacional (LVDV Il +
Pro model, Brookfield, USA), spindle SC4-25 e um adaptador para pequeno volume
de amostra. Uma rampa de tensdo de cisalhamento (t) foi conduzida de modo
crescente a partir de 0,40 até 2,00 rpm e em seguida, descrescente, totalizando 18
pontos registrados.

Os reogramas foram obtidos através da representacdo gréfica da taxa de
cisalhamento (s™), em funcdo da tensdo de cisalhamento média (Pa). Os dados
foram analisados através do software Rheocalc (v3. versdo 1-1, Brookfield) e quatro
modelos de fluxo para fluidos nao-newtonianos foram usados para avaliar 0s
reogramas: Bingham, Casson, Ostwald e Hershel-Bulkley (Tabela 4.4). A escolha do
modelo mais adequado se baseou naquele que apresentou o maior coeficiente de

correlacéo.
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Tabela 4.4. Modelos matematicos empregados para estudar o tipo de
comportamento ndo-newtoniano (BARNES, 2000; KIM et al., 2003)

Modelo Equacéo Comportamento
Bingham T=T+My Fluxo plastico perfeito
Casson T = 1000 + %00 Fluxo Plastico

Fluxo pseudoplastico
Ostwald T =xky??

(n<1)
05 Fluxo pseudoplastico com

Herschel-Bulkley T=To+ Ky

valor de cedéncia

Onde 7 representa a viscosidade (Pa.s), K a consisténcia (Pa.s"), 1, a tensdo de
cisalhamento limite ou valor de cedéncia (Pa), y é a taxa de cisalhamento (s*) e n é
o indice da lei das poténcias. Os resultados apresentados foram baseados na média
e desvio-padrédo de trés lotes analisados para cada formulacéo.

4.2.2.5 Estudo de liberacgéo in vitro da DEX a partir dos géis

A liberacdo in vitro da DEX das formulacbes semissolidas foi estudada
empregando células verticais de difusdo do tipo Franz (Figura 4.1) em equipamento
automatizado  (MicroettePlus  Multi-Group®, Hanson Research Corporation,
Chatsworth, CA, USA). A temperatura foi mantida a 37 £ 0.5°C e cada formulacao foi
analisada em triplicata. A area de difusdo da formulacéo foi de 1,766 cm? e o volume
do compartimento receptor foi de 7,0 mL. Uma membrana sintética de dialise (12
kDa, Sigma-Aldrich) foi colocada cuidadosamente entre os compartimentos doador e
receptor. Um meio receptor composto de tampéo fosfato (pH 7,4) e polissorbato 80
(0,02%) foi utilizado para manter a condicdo sink. O meio foi mantido em constante
agitacdo magnética a 400 r.p.m. Uma quantidade aproximada de 300 mg de cada
formulacdo foi aplicada de maneira homogénea sobre a superficie da membrana.
Em seguida um disco de vidro foi adicionado sobre a area de aplicacdo e o
compartimento doador foi fechado com auxilio de presilhas metalicas.

Em intervalos predeterminados de 1, 2, 3, 4 e 5 horas, aliquotas de 0,5 mL do
meio receptor foram coletadas para analise e 0 mesmo volume de meio fresco foi
reposto automaticamente. A quantidade de DEX liberada em cada intervalo de
tempo foi determinada por CLAE de acordo com meétodo descrito e validado no
ANEXO 2.
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% (Meio receptor: PBS pH 7,4 e polisorbato 80 (0,02%)
g -Agitagéo magnética
\/ (400 rpm)

Figura 4.1. Representacdo esquematica da célula de difusdo de Franz utilizada
neste trabalho.

O software MicroMath® Scientist® (St. Louis, MO, USA) para Windows™ foi
utiizado para a realizacdo da modelagem matematica. Foram analisados o0s
seguintes modelos matematicos: Mono-exponencial, Bi-exponencial e Higuchi. A
selecdo do modelo foi baseada nos melhores valores de coeficiente de correlagéo e
critério de selecdo do modelo (model selection criteria ou MSC) obtidos pelo

software.

4.3 Resultados e discusséo
4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas
4.3.1.1 Caracteristicas organolépticas

Todas as suspensdes de nanocapsulas apresentaram aspecto turvo leitoso,
hiomogéneo com reflexo azulado (efeito Tyndall) devido o movimento browniano das

particulas em suspensao.



4.3.1.2 Determinacéo do pH

Os valores de pH das suspensfes de nanocapsulas foram obtidos logo apés
sua preparacao (n = 3) e apresentaram-se levemente acidos. As nanocapsulas de
superficie aniénica branca e com farmaco associado apresentaram valores de pH de
579 £ 0,11 e 5,88 + 0,02, respectivamente. Por sua vez, as nanocapsulas de
superficie catidnica branca e com farmaco associado, apresentaram valores de 5,43
+ 0,07 e 5,64 + 0,18, respectivamente. Nao ha diferenca significativa entre o pH das
nanocapsulas brancas e nanocapsulas carregadas de farmaco. Todos os valores
estdo adequados para incorporacdo em formulagdes semissolidas de uso topico
(ALVES et al., 2007).

4.3.1.3 Determinacéao do teor de DEX e eficiéncia de encapsulacao

O teor de DEX foi determinado por CLAE. Os valores encontrados foram
préximos de 100% para ambas as suspensdes de nanocapsulas (0,485 + 0,004
mg.mL™ e 0,497 + 0,009 mg.mL™ para NCD- e NCD+, respectivamente).

Os valores de eficiéncia de encapsulacao (EE) encontrados foram de 85% e
81% para NCD- e NCD+, respectivamente. A EE encontrada para a NCD- esta
proxima aos valores determinados por Beck et al. (2003) e Friedrich et al. (2008)
para suspensfes de nanocapsulas preparadas com DEX e o mesmo polimero

(PCL), que encontraram valores de aproximadamente 77 e 89 %, respectivamente.

4.3.1.4 Determinacdo do diametro médio de particula, distribuicéo

granulométrica e indice de polidisperséo
Nas Figuras 4.2 e 4.3 sao apresentados os resultados da distribuicao

granulométrica (em volume) por difratometria de laser (DL) para as suspensdes

aquosas de NC.
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Figura 4.2. Distribuicdo granulométrica do tamanho de particula, por difratometria de
laser, analisada por volume (a) e por numero (b) para as nanocapsulas poliméricas
de superficie aniénica (NC- e NCD-).
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Figura 4.3. Distribuigdo granulométrica do tamanho de particula, por difratometria de
laser, analisada por volume (a) e por numero (b) para para as nanocapsulas
poliméricas de superficie cationica (NC+ e NCD+).

E possivel observar que néo foram verificadas populagdes micrométricas para
as suspensodes preparadas com ambos os polimeros (com ou sem farmaco), sendo

observadas distribuicbes granulométricas unimodais e com distribuicdo estreita de

67



tamanho. Esses resultados indicam que o método de preparagdo (nanoprecipitacao)
e a composi¢cao quali-quantitativa das formulagdes possibilitou obter carreadores de
tamanho nanomeétrico.

Os valores médios de diametro de particula medidos a partir das duas
técnicas utilizadas neste trabalho (difratometria de laser e espalhamento dindmico
de luz) estédo descritos na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Diametro médio, Span e indice de polidispersao (PDI) das nanocapsulas
poliméricas determinados pelas diferentes técnicas (n=3)

Formulacdo Difratometria de laser Espalhamento de luz
dindmico
D[4,3]* Span* Média PDI
NC- 159 +5,00 1,48+0,07 202+3 0,09+0,01
NCD- 166 £6,43 155+0,15 193+3 0,07 +0,02
NC+ 135+3,51 1,02+0,01 150+2 0,08 +0,02
NCD+ 139+3,61 0,90+0,04 152+6 0,07+0,01

* por volume das particulas.

O diametro médio D[4,3] para as NC- (159 nm) corroboram com aquele obtido
para a mesma formulacdo do tipo LNC (150 nm), previamente otimizada por
Venturini e colaboradores (2011).

De acordo com a técnica de espalhamento dinamico de luz, as NC brancas
preparadas com o polimero PCL (NC-) apresentaram diametro médio de 202 nm
enquanto que as NC contendo o farmaco (NCD-) apresentaram 193 nm. Estes
valores estdo um pouco abaixo daqueles encontrados por Friedrich e colaboradores
(2008), mas proximos daqueles verificados por Marchiori e colaboradores (2010).
Como no presente trabalho foram preparadas NC de nucleo lipidico (LNC), esses
resultados sdo esperados ja que a propor¢cdo entre 0os constituintes é diferente. Foi
verificado que ambas as suspensdes possuem baixa polidispersdo uma vez que
foram encontrados valores de PDI inferiores a 0,2 (PDI 0,09 e 0,07 para NC- e NCD,
respectivamente).

Por outro lado, as NC preparadas com o polimero catidnico apresentaram
didmetros médios inferiores as NC de PCL (150 e 152 nm para NC+ e NCD+,
respectivamente). Porém, a polidispersdo foi similar se comparadas essas
formulag&o (PDI: 0,08 e 0,07 para as NC+ e NCD+, respectivamente). Esses valores

menores do diametro para as NC+ corroboram com valores encontrados na literatura
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para nanocapsulas também preparadas com Eudragit® RS 100 (CONTRI et al.,
2013; SANTOS et al., 2013).

4.3.1.5 Determinacao do potencial zeta (§)

As nanocapsulas preparadas com o polimero PCL apresentaram valores de
potencial zeta negativos (-8,16 £ 1,01 mV para as NCD-). Esses valores negativos
estdo de acordo com aqueles verificados na literatura para nanocapsulas
poliméricas preparadas com PCL e polissorbato 80 (JAGER et al., 2009; KULKAMP
et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010).

Por outro lado, o emprego do polimero catiénico Eudragit® RS100, como
esperado, resultou em nanocapsulas com valor positivo (+11,38 + 1,7 mV). O
Eudragit® RS100 é um copolimero de acrilato de etila, metacrilato de metila e acido
metacrilico esterificado com grupos quaternarios de amoénio bastante estudado para
a liberacdo controlada de farmacos e devido suas propriedades bioadesivas
(DILLEN et al., 2006; SANTOS et al., 2013). O potencial zeta pode fornecer indicios
sobre a estabilidade de um sistema coloidal. No entanto, o mecanismo de
estabilizacdo das nanocapsulas poliméricas preparadas neste trabalho seja
utilizando PCL ou Eudragit® RS100 estd mais relacionado ao efeito estérico do
polissorbato 80 presente na interface particula/agua (JAGER et al., 2009) do que a
repulsado eletrostatica resultante dos valores de carga de superficie. (COUVREUR et
al., 2002).

4.3.1.6 Avaliacdo da morfologia das nanocapsulas
A andlise morfolégica das suspensdes de nanocapsulas foi realizada por MET
com aumentos de 50.000, 100.000 e 200.000 vezes (Figuras 4.4 e 4.5).
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Figura 4.4. Fotomicrografias obtidas por MET das suspensdes de nanocapsulas
carregadas de DEX de superficie anibnica (NCD-) em aumentos de 50.000x (A),
100.000x (B) e 200.000x (C)

Figura 4.5. Fotomicrografias obtidas por MET das suspensdes de nanocépsulas
carregadas de DEX de superficie catidnica (NCD+) em aumentos de 50.000x (A),
100.000x (B) e 200.000x (C)

As fotomicrografias obtidas por MET demonstraram que as nanocapsulas
poliméricas apresentaram formato esférico e os diametros encontrados foram
calculados com auxilio de software Image J. As NCD- apresentaram diametro de 230
nm pela imagem enquanto que por DLS o valor médio encontrado foi de 192 nm. Ja
as NCD+ apresentaram diametro ligeiramente superior (177 nm) ao encontrado por
DLS (152 nm). Essa diferenca de valores pode ser explicada pelos principios das
técnicas, considerando que a técnica de DLS mede o raio hidrodindmico da
particula, além de ser uma média de varias populagfes de particulas, enquanto que
na MET séo realizadas apenas as medidas de algumas particulas individuais
isoladas da imagem.
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4.3.1.7 Avaliacdo de fendbmenos de instabilidade fisica por espalhamento
multiplo de luz

As Figuras 4.6 e 4.7 apresentam os graficos da variacdo de backscattering
para a suspensdes aquosas de NCD- e NCD+. Como os valores de variacdo de
transmissao foram inferiores a 0,2%, foram analisados somente os dados referentes

a variacao dos valores de backscattering (BS).
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Figura 4.6. Grafico de variacao de backscattering das NCD-.
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Figura 4.7. Grafico de variacao de backscattering das NCD+.

A parte esquerda do grafico corresponde a base da cubeta enquanto que a
direita corresponde ao topo da cubeta. As NCD- mostraram diminuicdo e aumento
do BS, na base e no topo, respectivamente. J4 as NCD+ apresentaram na base da
cubeta diminuicdo do BS enquanto no topo da cubeta, discreto aumento o que pode
indicar leve tendéncia a migracdo das particulas. No entanto, variacbes no BS
pequenas como observadas nesse caso, indicam estabilidade da suspenséao
coloidal. Da mesma forma, as suspensfes de nanocdpsulas ndo apresentaram
variacbes de BS na regido central da cubeta, indicando que ndo houve aumento do
tamanho das particulas, como floculacéo e coalescéncia (fen6menos irreversiveis).

Andlises por espalhamento multiplo de luz tém demonstrado pequena tendéncia a
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sedimentacdo e cremagem para suspensdes aquosas de NC poliméricas. No
entanto, a adicdo dessas NC a formulacbes semissélidas como hidrogéis tem
atenuado essa tendéncia devido ao aumento da viscosidade da fase externa
(CONTRI et al., 2010).

No entanto, as suspensdes NCD+ se mostraram visualmente mais estaveis
que aquelas preparadas com a PCL (NCD-) ap6s 3 dias da sua preparagao.

Em ambos os casos, para prevenir fendmenos de instabilidade do sistema, as
suspensdes aquosas foram incorporadas no veiculo semissolido em até 24 horas

apds a sua preparacao.

4.3.2 Caracterizacéo fisico-quimica dos hidrogéis
A Tabela 4.6 apresenta os resultados referentes a aparéncia, cor, pH e teor
de farmaco dos hidrogéis. Os resultados de pH e teor de DEX sd0 expressos como

média e desvio-padrao de cada triplicata.

Tabela 4.6. Caracteristicas organolépticas, pH e teor de DEX dos hidrogéis

Formulacéao Aspecto Cor pH Teor DIfX
(mg.g™)
GB Gel homogéneo Incolor 6,15+ 0,05 -
GD Gel homogéneo Levemente opalescente 5,88 £0,05 0,47 +0,01
GNC- Gel homogéneo Branco 5,77 £ 0,02 -
GNCD- Gel homogéneo Branco 5,75+ 0,03 0,46 +0,01
GNC+ Gel homogéneo Branco 585+0,11 -
GNCD+ Gel homogéneo Branco 592+0,09 0,48+0,01

A formulacéo GB, isto €, o gel branco sem farmaco livre ou nanoencapsulado,
apresentou aparéncia translicida e coloracao incolor enquanto o gel contendo o
farmaco livre (GB), coloracdo opalescente devido a dispersdo da DEX em
polissorbato 80. Por sua vez, os géis contendo nanocapsulas carregadas de DEX
(GNCD- e GNCD+) ou nanocapsulas sem farmaco (GNC- e GNC+) apresentaram
aspecto homogéneo e coloracdo branca devido ao tamanho nanométrico das

particulas que espalham a luz.
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Em relacdo as andlises da distribuicdo granulométrica por DL dos hidrogéis,

0s resultados sao apresentados nas Figuras 4.8 e 4.9.
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Figura 4.8. Distribuicdo granulométrica do tamanho de particula, por difratometria de
laser, analisada por volume (a) e por numero (b) para os géis branco (GB), com
farmaco livre (GD) e com as nanocapsulas poliméricas de superficie aniénica
(GNCD-).

As formulacBes de hidrogel branco (GB) e com a DEX nao encapsulada (GD)
apresentaram tamanho micrométrico pela técnica de DL, tanto quando analisadas
por volume quando analisadas por numero. Quando as NCD- foram adicionadas a
formulacdo (GNCD-), houve o aparecimento de um perfil bimodal, na andlise por
volume, sendo que a primeira populacédo se refere as particulas nanométricas e a

segunda a populacdo micrométrica oriunda da rede polimérica (carbé6mero).
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Figura 4.9. Distribuicdo granulométrica do tamanho de particula, por difratometria de
laser, analisada por volume (a) e por numero (b) para os géis branco (GB), com
farmaco livre (GD) e com as nanocdpsulas poliméricas de superficie catidnica
(GNCD+).

Da mesma forma, a adicdo das NCD+ ao hidroel (GNCD+) também ocasionou
o aparecimento de um perfil bimodal pela analise do perfil granulométrico por DL. No
entanto, a primeira populacdo nanométrica apresentou uma pequena quantidade de
particulas ligeiramente superior a 1 um, além de um tamanho médio superior as
suspensdes de NCD+. Uma das hipoteses para explicar esse resultado é que as
nanoparticulas de superficie catibnica podem ter se ligado em parte ao carbémero
provocando um aumento no didmetro médio da primeira populacdo de particulas.
Isso foi evidenciado no momento da andlise por DL para essa formulacdo. Foi
necessario aguardar aproximadamente 2 minutos para estabilizar o indice de
obscuracédo (2%) e ocorrer a desaglomeracdo permitindo a visualizagdo da primeira
populacdo. Quando essa formulacdo foi analisada por numero, observou-se o

aparecimento somente de uma populacéo, correspondente as nanoparticulas.
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Os resultados de didametro médio e PDI determinados por DLS para as
formulacbes GB, GD, GNCD- e GNCD+ estao apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Diametro médio e indice de polidispersdo (PDI) dos géis (n = 3)
determinados por DLS.

Formulacéao Diametro médio PDI
(nm)
GD 519+ 35 0.60 + 0.09
GNCD- 193+4 0.11+£0.01
GNCD+ 158+ 1 0,15+ 0,04
GB 646 + 137 0.67 £0.10

As formulacdes GD e GB apresentaram diametro médio entre 519 e 646 nm
com altos valores de polidispersédo (> 0,6). Esses resultados estdo de acordo com
Marchiori e colaboradores (2010) que relataram que hidrogéis contendo DEX livre
apresentaram altos valores de tamanho médio de particula e PDI (733 nm e 0,74,
respectivamente). A distribuicdo de diametro do gel branco e do gel contendo o
farmaco livre ndo se sobrepds a populacdo nanométrica das formulacées GNCD- e
GNCD+. O diametro médio do GNCD- (193 nm) foi compativel com aquele verificado
para a suspensdo de NCD- original (192 nm), assim como o PDI (< 0,2). Da mesma
forma, o didmetro médio e o PDI do GNCD+ (158 nm e 0,15, respectivamente) foi
similar aqueles das nanocapsulas NCD+ (152 nm e 0,07, respectivamente).
Portanto, pode-se sugerir que essas nanocapsulas, quando incorporadas em
hidrogéis, sdo mantidas intactas nesse tipo de veiculo.

A adicdo do farmaco e das suspensdes de nanocapsulas ao veiculo
promoveu ligeira reducdo dos valores de pH, quando comparado com a formulacao
branco (GB). Esses valores de pH levemente acidos sdo adequados para
administracdo cutédnea (ALVES et al, 2007). O teor de farmaco obtido
experimentalmente para os hidrogéis foi proximo ao valor tedrico (92 + 2 % para o
GD, 94 + 2 % para 0 GNCD- e 96 + 2 % para o0 GNCD+).

As caracteristicas reolégicas das formulacbes de hidrogéis foram avaliadas

utilizando um viscosimetro rotacional e estédo representadas pela Figura 4.10.
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Figura 4.10. Reogramas, da tensédo de cisalhamento (t) versus taxa de cisalhamento
(y), dos hidrogéis.

Na Tabela 4.8 s&o apresentados os coeficientes de regressdo e seus
respectivos desvios-padrao referentes aos modelos matematicos que descrevem o0s

fluxos plastico, dilatante e pseudoplastico.

Tabela 4.8. Coeficiente de regressdo (r°) para os modelos de fluxo dos lotes dos
hidrogéis (GB, GD, GNCD- e GNCD+)

Formulagdo  Bingham Casson Ostwald Herschel-
Bulckley
GB 0,981 + 0,005 0,989 + 0,005 0,971 +0,016 0,991 +0,001
GD 0,964 + 0,008 0,981 + 0,001 0,968 +0,011 0,961 +0,013
GNCD- 0,956 + 0,019 0,980 + 0,014 0,959 +0,029 0,940 + 0,076

GNCD+ 0,858 + 0,039 0,932 +0,016 0,863 +0,031 0,750 + 0,007

Todas as formulagcdes apresentaram comportamento n&o-newtoniano uma
vez que ndo houve relacéo linear entre os valores de tenséo de cisalhamento e taxa
de cisalhamento. De acordo com os valores encontrados para os coeficientes de
regressao, o modelo matematico que melhor descreveu o tipo de fluxo foi o de
Casson (> r%). O fluxo plastico se caracteriza pela necessidade de superar uma
tensdo de cisalhamento limite (t,) para que o fluido comece a fluir, ou seja, quando
uma tensao de cisalhamento é aplicada, a formulacdo néo flui imediatamente (KIM

et al., 2003). A maioria dos estudos reoldégicos na literatura relata que hidrogéis
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contendo nanoparticulas como nanocpsulas poliméricas e carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentam fluxo do tipo pseudoplastico ou plastico (ALVES,
RAFFIN e FAGAN, 2011). Milao e colaboradores (2003) avaliaram a reologia de
hidrogéis de Carbopol 940® e verificaram que as formulagBes apresentaram
comportamento nao-newtoniano do tipo plastico e esse resultado ndo foi alterado
apos incorporacdo de nanocapsulas poliméricas contendo diclofenaco de sodio.
Dragicevic-Curic e colaboradores (2009) também verificaram que hidrogéis
preparados com Carbopol 980 NF contendo lipossomas carregadas de Temoporfina

apresentaram fluxo plastico.

4.3.3 Estudo de liberacédo in vitro da DEX a partir dos hidrogéis

Antes da realizacdo de estudos de penetracdo e permeacdo cutanea, é
necessario avaliar se o veiculo permite a liberacdo do farmaco. O farmaco deve ser
liberado do veiculo para que possa se difundir através do EC podendo penetrar ou
nado nas camadas adjacentes. Nos estudos de liberacdo in vitro, sdo utilizadas
membranas sintéticas, como acetato de celulose. Recentemente, Andrade e
colaboradores (2014) demonstraram que, no caso de semissolidos contendo
nanocarreadores, a membrana de dialise (cut off de 12 Kda) € mais indicada para
avaliar o perfil de liberacédo in vitro em célula de difusdo de Franz. Esse tipo de
membrana sintética permite a passagem somente do farmaco, sem promover a
passagem de nanoparticulas do meio aceptor para o receptor e superestimar a
guantidade de farmaco liberado para o meio.

No presente trabalho, foram empregadas para o estudo de liberacéo in vitro,
doses infinitas (aproximadamente 300 mg de hidrogel). Segundo o guia 28 da
Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD), quantidades
entre 1 e 10 mg/cm? sdo consideradas doses finitas para veiculos semissélidos.
Altas doses minimizam a possibilidade de deplecéo da substancia permeante sendo
consideradas constantes e infinitas (SELZER et al., 2013) e permitem o calculo de
parametros como o fluxo no steady-state (OECD, 2004).

A Figura 4.11 reporta os resultados obtidos no estudo de liberag&o in vitro da
DEX a partir das formulacdes do gel contendo o farmaco livre (GD), o gel contendo
as NCD- (GNCD-) e o gel contendo as NCD+ (GNCD+).
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Figura 4.11. Perfil de liberagéo in vitro da DEX a partir das formulacfes semissolidas
do tipo gel usando célula de difusdo de Franz (n = 3).

De acordo com o perfil de liberagcéo in vitro obtido (Figura 4.11), o GNCD-
promoveu a liberacdo de 52,29 + 2,35 pg/cm? e 0 GD de 54,16 + 2,76 ug/cm? apés 5
horas, sem diferenca estatisticamente significativa entre ambas formulacGes
(ANOVA; p > 0,05). No entanto, a formulacdo GNCD+ apresentou a menor
quantidade de DEX liberada apés 5 horas (44,57 + 0,69 pg/cm?), sendo esta
significativamete diferente das outras duas formulacdes (ANOVA, p < 0.05). O fluxo
foi também calculado, a partir do coeficiente angular da porcéo linear da curva obtida
apos plotar a quantidade de DEX liberada versus a raiz quadrada do tempo. Os
valores de fluxo para as duas formulacbes também ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (GD: 42,6 =+ 1,3 pug/cm?h™Y?> e GNCD-: 45,7 + 3,8 pg/cm?h™?;
ANOVA, teste de tukey; p > 0,05). Por outro lado, o fluxo calculado para a
formulacdo GNCD+ (29,6 + 1,8 pglcm?h™?) foi reduzido e significativamente
diferente quando comparado as outras duas formulacdes (ANOVA, teste de tukey, p
<0.05) demonstrando a modulacéo da liberagéo.

Devido as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e
propriedades mecanicas flexiveis, a PCL é um dos polimeros mais estudados para
liberacdo controlada de farmacos e na area de engenharia de tecidos (DASH e
KONKIMALLA, 2012). No entanto, no presente trabalho, ndo houve diferenga entre a
formulag&o de hidrogel contendo o farmaco livre e a formulagdo contendo o farmaco

encapsulado em nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) preparadas com PCL. Uma
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das hipéteses levantadas para esse resultado é a possibilidade da DEX estar mais
associada a superficie da particula ou até mesmo uma parte ndo associada.

Em 2013, Oliveira e colaboradores propuseram uma estratégia inovadora
para determinar a distribuicdo do farmaco em LNC preparadas com PCL. Nesse
trabalho os autores demonstraram a utilizacéo do valor do Log D como o parametro
fisico-quimico para essa abordagem. O log D é o logaritmo do coeficiente de
distribuicdo octanol-agua que representa a lipofilicidade de uma molécula.
Suspensfes aquosas de LNC carregadas de farmacos com diferentes log D, como
por exemplo, aciclovir, diclofenaco de so6dio, melatonina, indometacina e éster de
indometacina, foram avaliadas quanto a capacidade de carregamento e eficiéncia de
encapsulacdo. Dessa forma, foi estabelecido uma correlacdo entre seis grupos de
possiveis distribuicbes de farmaco nas LNC e os valores de log D.

Partindo desse pressuposto, o log D da DEX foi calculado através do software
ChemSketch. O valor encontrado para a DEX foi de 1,87. A partir deste valor e
considerando a proposta de Oliveira e colaboradores (2013), a DEX pode ser
classificada no grupo lll, no qual o farmaco estd em parte disperso no nucleo e na
parede polimérica e outra parte dissolvido na agua da suspensao aquosa. Isso
poderia explicar porque o gel contendo a LNC carregada de DEX (GNCD-) neste
trabalho ndo demonstrou um controle na liberacdo do farmaco, ja que a DEX esta
provavelmente em grande parte associada na interface polimero/agua e outra parte
dissolvida na agua.

Entretanto, a formulacdo semissodlida contendo NC+ (GNCD+) demonstrou
controlar a liberacdo do farmaco. Esse resultado pode ser atribuido & estrutura
supramolecular diferente diferente entre as NCD+ e NCD-. A presenca de uma maior
guantidade de TCM no nucleo oleoso nas NCD+ (2 vezes maior que nas NCD-)
associado a carga de superficie positiva devido ao revestimento polimérico catibnico
resultam em uma estrutura supramolecular diferente das NCD-. E importante
salientar que o algoritmo do log D proposto por Oliveira e colaboradores (2013) nao
se aplica para as NCD+, que ndo apresentam composi¢do e organizagdo similar as
NCD- ou LNC.

Entretanto, mesmo nao controlando a liberacédo da DEX a partir da formulagéo
GNCD-, nédo se pode descartar a hipotese de uma modulacdo na penetracdo e

permeacdo cutanea deste farmaco associado as nanocapsulas em relacdo a
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formulagcdo com o farmaco livre. Ensaios para avaliar a retencdo e a absorcéo
percutdnea sao necessarios para avaliar essa hipoétese.

Em concluséo, neste capitulo foi relatado o desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas carregadas com DEX, com propriedades diferenciadas de superficie
(catidnica ou anibnica), que apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas
para um carreador de tamanho nanoscopico direcionado para aplicacdo tdpica. I1sso
foi demonstrado apdés incorporacdo desses sistemas coloidais em hidrogéis ja que
estes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para administracao
cutdnea. Porém, é importante destacar que as suspensfes de nanocépsulas
contendo DEX aqui estudadas ndo apresentaram estabilidade fisica superior a 3
dias sendo que a sua incorporacao nos hidrogéis foi realizada em até 24 horas apos
a sua preparacdo. Além disso, h& risco de contaminacdo microbiologica devido a
elevada quatidade de agua presente em sua composicdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Considerando os estudos de liberacdo in vitro, a associacdo da DEX as
nanocapsulas de superficie catiénica preparadas com Eudragit® RS100 alterou o
perfil de liberacdo deste farmaco a partir dos hidrogéis. No entanto, estudos de
penetracdo e permeacdo cutanea configuram uma etapa necessaria para avaliar o
comportamento desses nanocarreadores nas diferentes camadas da pele e validar
essas formulagbes como sistema para liberagdo controlada e entrega direcionada da

DEX nas camadas viaveis da pele.
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5. CAPITULO 2

Particulas submicrométricas preparadas por atomizacao vibracional:
obtencdao, caracterizacao, e estudos in vitro de liberacéo, penetracéo e

permeacdo cutanea.






5.1 Introducéao

A atomizacdo vibracional € uma técnica de preparacao de pés ultrafinos cujas
particulas podem apresentar tamanho nas escalas micro- e nanométrica. Seu
principio se baseia na geracdo de uma frequéncia, através de um atuador
piezoelétrico que, por sua vez, gera intensa vibracdo sobre uma membrana de aco
inoxidavel e com poros de tamanho definido (4, 5,5 ou 7 um) permitindo a
elaboracdo de um fino aerossol de goticulas a partir de uma solu¢do aquosa ou
organica. Sob constante fluxo de ar laminar, as goticulas geradas séo introduzidas
numa camara de secagem com temperatura controlada, que promove a sua rapida
secagem transformando-as em particulas sélidas. Por sua vez, o p6 gerado é
coletado, por repulsdo eletrostatica, em um cilindro coletor (HENG et al.,, 2011;
SCHMID, ARPAGAUS e FRIESS, 2011).

Essa técnica permite a obtencdo de particulas sélidas de tamanho bastante
reduzido — 0,3 a 2 um (LI et al., 2010; BECK-BROICHSITTER et al., 2012) — em uma
estreita faixa de tamanho, com altos rendimentos e a partir de pequenas
guantidades de solucao de partida (HENG et al., 2011).

Nesse contexto, particulas de tamanho submicrométrico foram preparadas
utilizando o equipamento Nano Spray Dryer B-90°, a quarta geracdo de spray dryers
do fabricante suico Blchi. A dexametasona (DEX), um farmaco da classe dos
glicocorticéides foi selecionada como molécula modelo devido seu extenso uso no
tratamento de doencas dermatoldgicas e reacdes adversas associadas ao seu uso
(BELTRANI, BARSANTI e BIELORY, 2005; HENGGE et al.,, 2006; SCHACKE,
DOCKE e ASADULLAH, 2002). DEX associada a particulas poliméricas
submicrométricas com aplicacdo para administracdo pulmonar foram desenvovidas
recentemente por nosso grupo de pesquisa (FONTANA et al., 2013). Porém, até o
presente momento ndo sdo encontrados na literatura informacdes a respeito do
potencial para aplicacdo topica de particulas submicrométricas empregando o Nano
Spray Dryer®. Dessa maneira, a hipétese deste trabalho foi estudar a viabilidade de
aplicacéo topica de DEX associada a particulas poliméricas submicrométricas (poli
(e-caprolactona) ou nao-poliméricas quando incorporadas na fase dispersa de
emulsdes O0leo em agua (o/a) preparadas através de processo a frio e com um
sistema emulsionante polimérico almejando a administracdo cutanea. Essas

formulagbes tém sido descritas na literatura como emulgéis, devido as
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caracteristicas de uma emulsdo e de um gel na fase dispersante ou externa
(ALEXANDER et al., 2013). Aléem disso, outro aspecto questionado foi se essas
particulas, quando presentes em formulacbes semissolidas, poderiam promover
controle de liberacdo e qual seria sua influéncia na localizacdo do farmaco nas
camadas da pele.

Neste capitulo serd apresentado o artigo submetido para publicagdo no
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics abordando a obtencao
dessas particulas poliméricas submicrométricas contendo DEX e o desenvolvimento
de formulagfes para uso topico para sua incorporagdo, na forma de cremes. Para
avaliar se a atomizacgdo vibracional influencia a liberacdo do farmaco a partir do
veiculo, formulacBes contendo particulas submicrométricas preparadas com ou sem
o polimero foram comparadas com uma formulacdo contendo o farmaco livre.
Considerando que micro e nanoparticulas podem modular a quantidade e
localizacdo de farmacos no interior da pele, no artigo também serédo apresentados
0s estudos comparativos de penetracdo e permeacgdo cutanea in vitro da DEX para
as trés formulacbes de cremes: contendo o farmaco livre (C-D), com particulas
submicrométricas nao-poliméricas (C-SNP) e contendo particulas submicrométricas

poliméricas (C-SP).
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Este capitulo gerou o artigo intitulado Submicron polymeric particles prepared by
vibrational spray-drying: semisolid formulation and skin
penetration/permeation studies que foi submetido para publicacdo no European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. Um resumo dos principais

resultados segue a seguir e substitui as paginas 85 — 122:

Micro- e nanoparticulas compreendem sistemas de entrega de farmacos e tém sido
estudados com o objetivo de superar os desafios relacionados a classe dos
corticosteroides topicos. A DEX foi selecionada como farmaco modelo por ser um
dos corticosteroides tépicos mais utilizados no tratamento de doengas cutaneas e
também devido seus efeitos adversos extensivamente documentados na literatura. A
técnica de atomizacdo vibracional permite a preparacdo, em apenas uma unica
etapa, de particulas na escala submicrométrica. No entanto, ndo h& relatos na
literatura descrevendo o potencial de particulas obtidas por essa técnica para
aplicacdo na via topica. Dessa maneira, p6s de DEX associada a particulas
submicrométricas poliméricas (PS) e n&o-poliméricas (PSN) foram preparados
utilizando a técnica de atomizacéo vibracional, empregando o equipamento Nano
Spray Dryer B-90. Os poés obtidos apresentaram-se na forma de aglomerados de
particulas esféricas de tamanho na escala submicrométrica, com teor proximo do
tedrico. A microscopia Raman confocal foi utilizada como técnica para investigar a
distribuicdo da DEX, verificando-se uma distribuicio homogénea do farmaco nas
particulas preparadas. A viabilidade de incorporar as particulas submicrométricas em
formulacbes topicas foi também estudada. As particulas foram dispersas na fase
oleosa de emulsGes. As emulsdes, aqui denominadas de cremes, foram
caracterizadas quanto as caracteristicas organolépticas, pH, distribuicdo
granulométrica, tamanho médio de particula, comportamento reoldgico e teor de
farmaco. Todos os cremes apresentaram aspecto homogéneo, pH proximo do
neutro, comportamento reolégico ndo-newtoniano do tipo plastico, teor de farmaco
proximo do tedrico e distribuicdo granulométrica similar, sendo adequados para
administragdo topica. O creme contendo PS apresentou o melhor controle da
liberacdo in vitro do farmaco em relacdo as demais formulagdes. No estudo de
penetragdo cutanea in vitro, o creme contendo PS aumentou a quantidade de

farmaco tanto no estrato corneo quanto nas camadas-alvo da pele (epiderme viavel
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e derme), mostrando-se uma estratégia promissora para entrega do farmaco na

pele.

86



87



88



89



90



91



92



93



94



95



96



97



98



99



100



101



102



103



104



105



106



107



108



109



110



111



112



113



114



115



116



117



118



119



120



121



122



6. DISCUSSAO GERAL







A classe dos corticoides topicos (CT) é uma das mais amplamente
empregadas na &rea dermatoldgica para o tratamento de doencas como psoriase e
dermatite atdépica. Como muitos desses farmacos foram descobertos na década de
60, ha muita informacdo a respeito de sua eficacia assim como de seus efeitos
adversos. A natureza fisico-quimica do farmaco e do veiculo influenciam diretamente
a poténcia, que € a medida da eficacia dos CT na administracdo topica
(WIEDERSBERG, LEOPOLD e GUY, 2008). Dependendo da doenca, area e
extensdo de aplicacdo, tempo de administracdo, dose e veiculo, sdo indicados
grupos de CT, de acordo com sua poténcia. A dexametasona (DEX) pertence ao
grupo dos CT com muito baixa poténcia. Mesmo assim, 0 seu uso tépico,
especialmente prolongado, pode causar uma série de efeitos adversos locais e até
mesmo sistémicos.

Nesse cenario, pode-se lancar mdo dos sistemas de liberacdo micro e
nanoparticulados de maneira a diminuir o risco de absor¢cdo percutanea além de
aumentar a penetracdo dos CT nas camadas alvo da pele, como a epiderme. A
pesquisa e a aplicacdo tecnoldgica de nanoparticulas € uma das estratégias atuais
para a administracdo, liberacdo e vetorizacdo de farmacos para diferentes areas do
organismo, incluindo a via tépica (PAPAKOSTAS et al., 2011) e a transdérmica
(CEVC e VIERL, 2010).

Neste trabalho foram abordadas duas estratégias no sentido de superar 0s
desafios dessa classe de farmacos. Primeiramente, suspensdes de nanocépsulas
poliméricas carregadas com DEX foram preparadas e incorporadas em hidrogéis
(Capitulo 1). Num segundo momento, particulas de tamanho submicrométrico com o
farmaco associado foram obtidas empregando a técnica de preparo e secagem por
atomizacdo vibracional (Capitulo 2). Formulacfes tépicas do tipo emulsdo o/a,
chamadas de cremes devido sua consisténcia, foram desenvolvidas para dispersao
dessas particulas sélidas e administracdo cutanea.

Dessa forma, no primeiro capitulo, foram preparadas e caracterizadas
suspensdes aquosas de nanocapsulas poliméricas através do método de deposicao
interfacial do polimero pré-formado permitindo a obtencdo de particulas com
tamanho de 150 a 200 nm, com distribuicdo unimodal e estreita faixa de tamanho.
Foram preparados dois tipos de nanocapsulas, de acordo com o tipo de polimero

empregado, gerando nanoparticulas de superficie catidnica (NC+) e superficie
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aniénica (NC-). Géis hidrofilicos (hidrogéis) foram preparados para veicular as NC
assim como o farmaco ndo encapsulado (livre), previamente disperso em
polissorbato 80. Essas formulacdes semissolidas também foram caracterizadas e
mostraram-se adequadas para uso topico uma vez que apresentaram pH compativel
com a pele (levemente &cido), teor de DEX proximo ao tedrico e apresentaram
populacdo nanométrica na formulacdo semissolida. Além disso, para os hidrogéis foi
observado comportamento reoldgico do tipo plastico, satisfatério para administracéo
cutdnea. Em seguida, os hidrogéis foram submetidos a estudo de liberacéo in vitro.
A formulagdo GNCD- ndo modulou a liberagéo, apresentando resultado similar ao
gel contendo a DEX livre (GD). Entretanto, foi possivel observar controle da
liberacdo para o gel contendo as NC de superficie catibnica (GNCD+). Pode-se
sugerir que essa modulacdo do perfil de liberacéo foi devido a maior quantidade de
TCM presente no nucleo das nanocapsulas NCD+ (em relagdo as NCD-) além da
presenca da carga de superficie catibnica proveniente do recobrimento polimérico
metacrilico que podem ter encapsulado melhor a DEX. E importante ressaltar, que
essas nanocapsulas ndo seguem o modelo de distribuicdo do logD proposto por
Oliveira e colaboradores (2013), que aplica-se para nanocapsulas de nucleo lipidico,
como é o caso das NC-.

No segundo capitulo desta dissertacdo, foi abordado outra estratégia de
sistema de liberacdo de farmacos para avaliar uma possivel melhora na
performance do controle da liberacdo da DEX. Assim, foram investigadas particulas
poliméricas submicrométricas preparadas pela técnica de atomizacdo vibracional
para as quais foram alcancados os resultados mais interessantes no controle de
liberacdo. Nesse capitulo também foram apresentados os estudos in vitro de
penetracdo e permeacao cutanea conduzidos para essas formulacoes.

Com o uso do equipamento Nano Spray Dryer® (lancado em 2009 pela Biichi)
foi possivel aplicar a técnica de secagem vibracional para obtencao de particulas na
escala submicrométrica utilizando como polimero a PCL. A PCL é dos materiais
poliméricos com amplo uso na preparacdo de micro e nanoparticulas, incluindo
carreadores para uso topico (POHLMANN et al., 2013). Uma solucdo orgéanica
primaria (acetona:agua, 20:1, v/v) contendo o farmaco, polimero e tensoativo assim
como 0s parametros de processo tais como temperatura de entrada (55 °C),

membrana (4 pym) e fluxo de ar (110 L/min) foram empregados baseados no estudo
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prévio de Fontana e colaboradores (2013). As particulas poliméricas apresentaram
didmetro médio inferior a 1 um enquanto que aquelas preparadas sem o polimero
exibiram diametro meédio proximo a 520 nm. Em ambos o0s casos as particulas foram
obtidas na forma de pos e apresentaram morfologia esférica com superficie rugosa,
organizadas na forma de aglomerados. No caso das particulas n&o-poliméricas,
estas apresentaram tamanho médio inferior ao obtido em outro trabalho do grupo
(752 = 310 nm) para particulas preparadas a partir de uma solucdo organica
(acetona) contedo DEX e lauril sulfato de sodio (Durli et al., 2013). Essa diferenca
pode ser atribuida a solucdo organica de partida que continha uma proporcéo de
sélidos maior (0,505% p/v) do que que a utilizada no presente trabalho (0,12% p/v).

Para viabilizar a administracdo de particulas submicrométricas de DEX pela
via tdpica, foi necessario desenvolver um veiculo no qual essas particulas pudessem
ser incorporadas. A escolha do veiculo é fundamental e pode influenciar a
seguranca, eficacia e aceitacdo da formulacao final pelo paciente (DANIELS e KNIE,
2007). Devido ao carater altamente hidrofébico do polimero e também da fraca
solubilidade em agua do farmaco, uma emulsdo do tipo o/a foi escolhida como
formulacédo semissolida. Nesta formulagéo, a fase dispersa ou interna constituida de
goticulas de dleo e um sistema emulsionante permitiu adequada dispersdo das
particulas. Além disso, o0 sistema emulsionante em questdo, uma mistura de
copolimero, 6leo mineral e um tensoativo, foi capaz de formar emulsdes cuja fase
externa aquosa foi espessada por uma rede polimérica formadora de gel, com
propriedades de liberacdo prolongada do farmaco. Essa combinacdo emulsdo e gel
tem sido descrita na literatura como “emulgel’, uma tecnologia de liberacdo de
farmacos relativamente recente e em expansao. Dentre suas vantagens podem ser
citadas sua facil aplicacao tépica, toque ndo oleoso melhora da estabilidade fisica
das formulacbes e liberacdo controlada do farmaco. No caso de moléculas
lipofilicas, estas devem ser previamente liberadas das goticulas e depois difundir
pela matriz polimérica (ALEXANDER et al., 2013).

Shanin e colaboradores (2011) desenvolveram emulgéis veiculando o
antifungico clotrimazol que foi dissolvido na fase oleosa contendo 6leo de jojoba e
Span 60, a qual foi posteriormente vertida na fase aquosa contendo Brij e polimeros
dispersos do tipo carbémero e/ou hidroxipropilmetil celulose. O aumento da

viscosidade da fase aquosa levou a uma diminuicdo da quantidade liberada do

127



farmaco. Diferentemente deste estudo e outros encontrados na literatura
(ALEXANDER et al.,, 2013; MOHAMED, 2004), a proposta de formulacdo neste
trabalho se constituiu no emprego de um sistema emulsionante contendo oOleo,
tensoativo e polimero capaz de formar uma emulsdo o/a ao mesmo tempo em que a
fase externa é geleificada. Além disso, 0 processo empregado ndo necessita de
aquecimento, o que constitui uma economia na fabricacdo, além de viabilizar a
incorporacdo das particulas submicrométricas, sem riscos com relacdo a
estabilidade fisico-quimica da PCL e da DEX. Para facilitar o entendimento e devido
a consisténcia e a aparéncia, as emulsdes o/a preparadas neste trabalho foram
chamadas de cremes.

A caracterizacdo fisico-quimica dos cremes demonstrou que essas
formulacbes apresentaram pH préximo do neutro. Os teores de DEX foram préximos
ao tedrico (0,5 mg/g) e os perfis granulométricos foram unimodais para a maioria das
formulag@es, com excessdo do C-D. No entanto, ndo foi possivel diferenciar o creme
branco, assim como o creme com o farmaco néo encapsulado dos cremes contendo
as particulas submicrométricas em relacdo ao diametro médio de particula. Esses
resultados se devem a co-existéncia de populacdes de tamanho nanométrico tanto
dos carreadores poliméricos ou ndo poliméricos, quanto das goticulas da fase
interna da emulsao.

Outra caracteristica avaliada de grande relevancia € o estudo da reologia.
Todas as formulacdes apresentaram comportamento nao-newtoniano, no qual a
viscosidade diminui em fungcdo da tens&o de cisalhamento. As quatros formulacdes
exibiram fluxo do tipo plastico, no qual € necessario superar uma forca para que o
sistema comece a fluir (KIM et al., 2003). Essas caracteristicas sdo desejadas em
formulacbes de uso tdpico porque facilitam a espalhabilidade, melhoram a
estabilidade fisica e ainda podem desempenhar papel importante na liberacédo
controlada de farmacos (ALVES, RAFFIN e FAGAN, 2011). A adicao das particulas
submicrométricas ndo provocou mudanca na viscosidade plastica das formulagdes,
assim como no tipo de comportamento reoldgico.

Sabendo que a liberacdo controlada é um dos objetivos mais desejados em
sistemas de liberacdo como nanoparticulas e microparticulas, o estudo conduzido
em células de difusdo de Franz com membrana sintética demonstrou que o creme

contendo as particulas submicrométricas poliméricas promoveu o melhor controle da
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liberacdo da DEX ao longo do tempo. A presenca da matriz polimérica na qual a
DEX esta associada e distribuida nessas particulas foi decisiva para a melhora
significativa do perfil de liberacdo do farmaco. A microscopia Raman confocal
comprovou através da aquisicdo dos espectros que todos os componentes foram
encontrados, tanto nas particulas submicrométricas poliméricas quanto n&o-
poliméricas, com uma distribuicdo homogénea em toda extensdo da amostra.
Quando comparado os fluxos dos cremes com o0s hidrogéis, 0s primeiros
apresentam uma faixa bastante inferior (11 — 20 ug/cm?h*?) aos segundos (29 — 45

’/h'?), demonstrando o melhor controle de liberagéo do farmaco.

ug/cm

Numa segunda etapa, o perfil de penetracdo e permeacao cutanea in vitro foi
também mensurado em um estudo cinético ao longo de cinco intervalos de tempo (2,
4, 8, 10 e 12 horas). O creme contendo as particulas poliméricas submicrométricas
permitiu a constituicdo de um efeito reservatério no EC, no qual a quantidade de
farmaco encontrado nas fitas foi aumentando significativamente com o tempo,
enquanto que o efeito inverso se observou para o creme contendo o farmaco livre.
Esse aumento gradativo da quatidade de farmaco no EC pode ser considerado um
“efeito depot”, no qual a DEX se acumula permitindo a sua liberacdo lenta para as
camadas viaveis adjacentes.

Nos estudos subsequentes de extracdo da DEX nas camadas viaveis
(epiderme e derme), foi entdo constatado uma quantidade de farmaco
significativamente superior para a formulacdo com as particulas poliméricas
submicrométricas. Esse acumulo da quantidade de DEX quantificada na epiderme e
na derme vai de encontro com a hip6tese levantada no inicio desse trabalho, de que
particulas de tamanho reduzido podem se acumular nos sulcos e nos apéndices
cutdneos e aumentar a concentracdo do farmaco na camada alvo. Apesar de néo
terem sido realizados estudos para avaliar a penetracédo das particulas por essa via,
essa inferéncia pode ser realizada com base nas recentes publicacbes sobre
nanoparticulas nessa area (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LADEMANN et al.,
2013; PROW et al., 2011; RABER et al., 2014; TOLL, et al., 2004). Em 2011, Patzelt
e colaboradores avaliaram a penetragéo folicular in vitro utilizando pele de porco de
particulas submicrométricas de PLGA com diferentes tamanhos (122 a 1.000 m).
Particulas foram detectadas em maior profundidade nos foliculos conforme houve o
aumento do tamanho de particula entre 400 a 700 nm (122 < 230 < 300 < 470 < 643
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nm). No entanto, para as particulas maiores (860 nm), a penetracdo foi menor.
Essas diferencas podem ser devido a estrutura dos foliculos pilosos. Dessa maneira,
0 mecanismo provavel de acumulo da DEX nas diferentes camadas cutaneas a
partir do creme contendo particulas poliméricas submicrométricas aqui estudado é
provavelmente a via apéndice. No caso da formulacdo com as particulas néo-
poliméricas submicrométricas, apesar do tamanho médio inferior (520 nm), nao foi
constatado melhora no acumulo do farmaco na epiderme viavel e na derme.

Além disso, ndo foi observada diferenca na quantidade de DEX permeada
para o meio receptor a partir do creme contendo particulas poliméricas
submicrométricas quando comparado ao creme com o farmaco ndo encapsulado e
ao creme com particulas nao-poliméricas, demonstrando que ndo houve aumento do
risco de absorcao sistémica para a DEX a partir da formulacdo desenvolvida.

Nesse contexto, pode-se sugerir que seria possivel diminuir a dose de CT a
ser administrada topicamente, permitindo prevenir possiveis eventos adversos e
consequentemente aumentar o indice terapéutico.

Além disso, foi demonstrado que a escolha do carreador de tamanho
submicrométrico, a selecdo criteriosa dos constituintes do veiculo e sua forma
galénica sao fundamentais para o sucesso da formulagdo final na liberacdo e
distribuicdo do farmaco na pele. Pela primeira vez, foi demonstrado o potencial das
particulas submicrométricas preparadas por atomizacao vibracional para aplicacéo
como sistema de liberacdo controlada e entrega direcionada de farmaco para a via

topica.
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7. CONCLUSOES







v' Suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo DEX foram preparadas
pela técnica de nanoprecipitagio com caracteristicas tecnologicas
adequadas. Tanto as nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona)
quanto com Eudragit® RS100 originaram particulas de tamanho médio em
torno de 200 e 150 nm, potencial zeta negativo e positivo, respectivamente,

com pH é&cido (5,7 a 5,9) e teor de DEX proximo ao teorico (0,5 mg/mL);

v' Os hidrogéis contendo DEX associada as nanocapsulas com superficie
anibnica ou o farmaco livre ndo apresentaram diferenca no perfil de liberagédo
do farmaco. No entanto, o hidrogel contendo DEX associada as nanocépsulas

de superficie catibnica promoveu liberacdo controlada do farmaco;

v’ Particulas submicrométricas nao-poliméricas e poliméricas com DEX
associada foram preparadas em processo de uma Unica etapa pela técnica de
secagem por atomizacdo vibracional apresentando tamanho médio de
particula na faixa submicrométrica (PS: 975 nm e PNP: 523), alta taxa de
associacao (90 a 100%) e teor de farmaco préximo ao teorico (PS: 467 mg/g
e PNP: 835 mg/g de pd) mostrando-se um excelente método de preparacao

para carreadores de farmacos;

v As analises de microscopia Raman confocal demonstraram que ambas
particulas submicrométricas apresentaram distribuicio homogénea dos
constituintes (farmaco, tensoativo, com ou sem polimero) em toda estrutura

do carreador;

v Foi possivel trabalhar com pequenos volumes de solucdo organica de partida
(105 mL) e obter rendimento elevado para as particulas submicrométricas
poliméricas (> 80%). No entanto, para as particulas atomizadas sem polimero

o rendimento do po coletado foi baixo (< 40%);

v' A associacdo da DEX as particulas submicrométricas modificou o perfil de
liberacdo in vitro do farmaco a partir do veiculo semissolido, quando
comparado a mesma formulacdo contendo o farmaco livre. Ainda, estes
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resultados foram superiores na presenca da poli(e-caprolactona), levando ao
melhor controle da liberagdo. Como essas formulacdes apresentaram o
melhor controle de liberacdo do que aquelas contendo nanocapsulas
poliméricas, foram selecionadas para estudar a penetracdo e permeacao

cutanea in vitro;

v' Os estudos de penetracdo cutdnea in vitro demonstraram que 0s cremes
contendo as particulas submicrométricas poliméricas ocasionaram um efeito
reservatorio do farmaco no estrato cérneo, além de maior quantidade do
farmaco na epiderme viadvel e na derme em comparagdo com 0 creme com 0

farmaco livre e o creme com particulas submicrométricas ndo-poliméricas;

v' A preparacao de particulas submicrométricas por atomizacao vibracional se
constitui uma nova estratégia para liberacao controlada de corticéides tépicos
do veiculo para pele, melhorando a sua vetorizacao para as camadas alvo da

pele;

v" Analisando o conjunto de resultados desta dissertacdo, é possivel sugerir que
sistemas semissolidos (hidrogéis ou cremes) com caracteristicas adequadas
para administracdo tépica podem ser obtidos a partir da incorporacdo de
particulas nanométricas ou submicrométricas, preparadas tanto pela técnica

de nanoprecipitacdo, quanto de atomizacéo vibracional.
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9. ANEXOS







9.1 ANEXO 1

Validacdo de método analitico de doseamento da DEX

em formulagdes semissolidas






Para avaliar se os métodos de extracdo e doseamento do farmaco estéo
adequados para essa finalidade, foi realizada a validacdo segundo os critérios
preconizados pelo ICH (ICH, 2005) e pela resolucéo da ANVISA (BRASIL, 2003).

A DEX foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de
acordo com método analitico previamente validado (FRIEDRICH et al., 2010a). Para
aumentar a sensibilidade do método, o comprimento de onda utilizado foi de 240 nm,
em substituichio ao de 258 nm (FRIEDRICH et al., 2010b). Os parametros
cromatograficos utilizados na validacdo estdo descritos na Tabela 9.1.1. A
determinacdo do teor de DEX nas formulagbes semissdlidas, particulas
submicrométricas e nanocapsulas poliméricas foi realizada em triplicata. Os
resultados foram expressos em miligrama de DEX por grama de creme ou gel,
miligrama de DEX por grama de p6 ou miligrama de DEX por milimetro de

suspensédo de nanocapsulas.

Tabela 9.1.1. Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da DEX em formula¢gdes semissolidas, particula submicrométricas e
nanocapsulas poliméricas

Parametros Condicdes
Deteccéo UV (A 240 nm)
Fluxo 1,0 mL/min.
Discovery® C18 column (150mm x 4.6 mm, 5 pm,
Coluna . _ .
Supelco Analytical, Sigma-Aldrich)
Fase movel CH3CN:H,0 (45:55 v/v)
Volume de Injecéo 100 pL

Tempo de retenc¢éo do pico da
DEX

= 3,2 min.

Para validacdo do método analitico, foram avaliados os seguintes parametros:
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de

quantificacao.
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Linearidade

Sete niveis de concentracdo foram avaliados em dois dias diferentes, sendo
duas curvas preparadas no mesmo dia e outra em dia consecutivo, construindo-se
assim trés curvas de calibracdo. Os niveis de concentracdo construidos foram: 0,25;
0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00 e 3,00 pg/mL. Pesou-se, exatamente, cerca de 0,0125 g
de DEX em baldo volumétrico de 25 mL contendo acetonitrila. Submeteu-se a banho
ultrassom por 10 minutos e completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-se uma
concentracdo de 0,5 mg/mL. A partir dessa solu¢cdo-mae, aliquotas foram tomadas e
diluidas com a fase mével para obtengdo dos sete niveis de concentracao, conforme
tabela 9.1.2. ApOs a preparacdo dos pontos das curvas, esses foram filtrados em
fitro 0,45 pm (Millipore Millex-HV) para vials ambar e entdo submetidos ao

doseamento por CLAE.

Tabela 9.1.2. Preparacao dos niveis de concentracdo das curvas de calibracdo para
quantificacdo da DEX.

Volume de .
Concentragéao . . Baldo volumétrico
solucao-mae
(Mg/mL) (mL)
(ML)
0,25 125 5
0,50 250 5
0,75 375 5
1,00 500 5
1,50 750 5
2,00 1000 5
3,00 1500 5

A Figura 9.1.1 apresenta a representacdo gréafica da curva analitica média
para a quantificacdo da DEX obtida plotando-se a concentracdo da solugdo em

relacdo a area do pico cromatogréafico obtido.
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Figura 9.1.1 Curva analitica média para quantificacdo da DEX nas formulacdes
semissélidas, particulas submicrométricas e nanocapsulas poliméricas

A curva analitica de dexametasona apresentou coeficiente angular igual a
237701, interseccdo no eixo y igual a -2881,1 e coeficiente de correlacdo (r) de
0,9999, superior a 0,99, que € o valor minimo preconizado pelos 6rgaos oficiais
(ANVISA, 2003).

A avaliacdo estatistica para a verificacdo da linearidade foi realizada por
Andlise de Variancia (ANOVA) com intervalo de confianca de 95%. Conforme a
Tabela 9.1.3 observou-se que houve regressao linear significativa e desvio da
linearidade nao significativo (p > 0,05) quando comparados os valores de Fcaculado €

I:tabelado.
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Tabela 9.1.3: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificagdo da DEX
nas formulacdes semissélidas, particulas submicrométricas e nanocapsulas

Fonte de .
L GL SQ Variancia F calculado F tabelado

variagao
Entre 6 9,41461E+11 1,5691E+11 6548,5940* 2,85
Regressao 9,41357E+11 9,41357E+11
linear 1 39287,1960* 4.6
Desvio de 1,05E+08 20932854,29
linearidade 5 0,8736 2,96
Residuo 14 3354526705 2396090503
Total 20

9,41797E+11

*Significativo para p < 0,05

Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados

matematicamente através da relacdo entre o desvio padrao da curva analitica e sua

inclinacdo, usando o fator multiplicador (LD = 3,33 x s/a e LQ = 10 x s/a) conforme
sugerido pelas normas ICH (2005) e ANVISA (2003). O valor “s” é a estimativa do

desvio padrdao dos coeficientes lineares e “a” é o coeficiente angular médio das 3

curvas analiticas.

Foram encontrados os seguintes valores para LD e LQ:

LD= 0,015 pg/mL
LQ= 0,046 pg/mL
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Validagdo da extracdo da DEX a partir das formula¢cdes semissadlidas

A extracdo da DEX das formulagcfes semissélidas foi realizada pesando-se,
aproximadamente, 1,0 g de formulacdo em baldo volumétrico de 25 mL contendo
acetonitrila. Submeteu-se a 2 minutos de agitacéo vortex, seguido de 30 minutos de
banho em ultrassom e mais 1 minuto de agitacdo em vortex. Completou-se o volume
com acetonitrila e em seguida, submeteu-se a centrifugacdo 2.300 X g por 15
minutos. Uma segunda diluicdo foi realizada, transferindo-se 750 pL da solucéo
extratora anterior para um baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o volume com
a fase moével. A amostra foi filtrada através de membrana de 0,45 um (Millipore®

Millex-HV) para vials ambar e analisadas por CLAE.

Precisao

A precisdo foi determinada quanto a repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisdo intermediaria (precisdo inter-dia). Para isso, 6 solugdes-amostra referentes
ao nivel de 1,50 pg/mL foram obtidas e injetadas para determinar a repetibilidade
enquanto que 3 solucBes-amostra também de 1,50 pg/mL em 3 dias diferentes
foram obtidas e injetadas para determinar a precisdo intermediaria. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 9.1.4.

Tabela 9.1.4. Avaliacdo dos coeficientes de variagcdo (CV %) intra e inter-dia do
método analitico para extracdo da DEX nas formulacfes semissolidas

Formulacéao Preciséo intra-dia (%) Preciséo inter-dia (%)
C-PS 2,33 2,86
GNCD+ 1,28 1,31

A andlise dos resultados do CV intra e inter-dia demonstrou que o método é
preciso, pois apresentou valores inferiores a 5%, conforme preconizado pelos
codigos oficiais (ANVISA, 2003).
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Exatidao
A Tabela 9.1.5 apresenta o resultado médio da exatiddo do método para
doseamento da DEX nas formulacdes semissolidas. A exatidao foi calculada a partir

dos resultados de nove solugdes amostra para a concentragcédo de 1,50 pg/mL.

Tabela 9.1.5. Avaliacdo da exatiddo do método analitico para extragdo da DEX nas
formulacdes semissolidas

Formulacao Exatiddo média (%)
C-PS 103,35
GNCD+ 104,05

Especificidade

Com o objetivo de avaliar se os componentes de cada formulacdo semissodlida
interferiam no pico da DEX, foi realizado o teste de especificidade. Para isso, o
creme branco (sem adi¢do de farmaco ou particulas submicrométricas — CB) e o gel
branco (sem adicdo de farmaco ou nanocapsulas - GB) foi submetido ao processo
de extracdo e analisado por CLAE. As formula¢cGes foram comparadas com aquelas
contendo DEX associada a particulas poliméricas (C-PS e G-NCD-). Os
componentes das formulacdes creme ou gel ndo interferiram na quantificacdo do

farmaco, conforme cromatogramas apresentados na figura 9.1.2 e 9.1.3.
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Figura 9.1.2. Cromatogramas de CLAE para o método analitico de quantificacdo da
DEX nas formulacdes semissolidas do tipo creme (A: CB; B: CPS; C: particulas
poliméricas submicrométricas; D: amostra da curva-padrdao na concentracéo de 1,5
pg/mL e E: fase mével).
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Figura 9.1.3. Cromatogramas de CLAE para o método analitico de quantificacdo da
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9.2. ANEXO 2

Validacdo de método analitico de doseamento da DEX no compartimento

receptor dos estudos de liberagc&do e permeagéo in vitro






Escolha do meio receptor

Os tipos de meios receptores mais empregados em estudos de liberacéo e
permeacdo cutanea sdo: agua, tampdao fosfato, tampao Hepes, solucéo salina, etc.
Os meios fisioldgicos sdo os mais recomendados, uma vez que é desejavel que o
meio receptor simule as condic@es fisioldgicas da pele. No entanto, para farmacos
com baixa solubilidade em agua como a DEX, é necessario adicionar substancias
que promovam sua solubilizacdo no meio receptor. Podem ser adicionados
tensoativos (polissorbato 20 e 80), etanol, metanol, isopropanol, polietilenoglicol,
dentre outros (OECD, 2004). Porém, quando se trata de membranas bioldgicas
como a pele, os componentes do meio receptor ndo devem interagir com as
camadas cutaneas adjacentes que estdo em contando com 0 mesmo para que nao
ocorram alteracbes nas caracteristicas de difusdo cutanea (OLEJNIK,
GOSCIANSKA e NOWAK, 2012).

Dessa maneira, foram testados diferentes tipos de meio receptor: tampao
fosfato de sodio (PBS) pH 7,4 contendo polissorbato 80 nas concentragdes 0,02%,
0,2% e 2,0% ou PBS pH 7,4 e etanol nas proporcdes 90:10 (v/v) e 70:30 (viv). A
concentracdo de saturacdo (Cs) foi calculada através da adicdo de um excesso de
DEX em um tubo de ensaio contendo o meio, seguida de agitacdo em vortex durante
2 minutos e repouso por 24 horas. Apés este periodo, o contetido liquido do tubo foi
submetido a centrifugacdo e o sobrenadante analisado por CLAE, conforme
condicBes descritas na tabela 9.2.1.

A solucgéo escolhida como meio receptor foi a de PBS pH 7,4 contendo 0,02%
de polissorbato 80 pois ndo apresentou interferéncia no pico do farmaco e dentre os
meios testados, € a combinacdo com menor possibilidade da dano a membrana
bioldgica. Além disso, a solucdo proporcionou adequada solubilizacdo para a DEX,
que ndo excedeu 20% de sua concentracdo de saturacao (Cs). Para farmacos com
baixa solubilidade em agua, a condicdo sink deve obedecer a uma faixa de 10 a
20% de sua Cs no meio receptor, sendo que em alguns casos esse valor pode
atingir até 30% (SELZER et al., 2013; FIALHO et al., 2008).
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Parametros de validagao das anélises por CLAE
A tabela 9.2.1 apresenta os parametros cromatograficos utilizados na
validacdo do método analitico para quantificacdo da DEX no meio receptor nos

estudos in vitro de liberagdo e permeacéao cutanea.

Tabela 9.2.1. Parametros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da DEX no meio receptor

Parametros Condigdes
Deteccéo UV (A =240 nm)
Fluxo 1,0 mL/min.
Discovery® C18 (150mm x 4.6 mm, 5 um,
Coluna _ _ .
Supelco Analytical, Sigma-Aldrich)
Fase movel CH3CN:H,0 (45:55 v/v)
Volume de Injecéo 50 pL

Tempo de reten¢ao do pico da
DEX

= 3,3 min.

Para validacdo do método analitico, foram avaliados os seguintes parametros:
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de

quantificacao.

Linearidade

Sete niveis de concentracdo foram avaliados em dois dias diferentes, sendo
duas curvas preparadas no mesmo dia e outra em dia consecutivo, construindo-se
assim trés curvas analiticas. Os niveis de concentra¢ao construidos foram: 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg/mL. Pesou-se, exatamente, cerca de 0,0125 g de DEX
em baldo volumétrico de 25 mL contendo acetonitrila. Submeteu-se a banho
ultrassom por 10 minutos e completou-se o volume com acetonitrila, obtendo-se uma
solucédo de 0,5 mg/mL, denominada solugdo-méae 1 (SM1). Uma aliquota de 1000 pL
da SML1 foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado
com o meio de liberacdo (PBS pH 7,4:0,02% polissorbato 80), obtendo-se a solugéo-
mae 2 (SM2). Em seguida diferentes aliquotas da SM2 foram tomadas e diluidas
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com o mesmo meio em baldo volumétrico de 5,0 mL para obtencdo dos sete niveis
de concentracdo, conforme tabela 9.2.2. Apéds a preparagdo dos pontos das curvas,
esses foram filtrados em filtro 0,45 pym (Millipore® Millex-HV) para vials ambar e

entdo submetidos ao doseamento por CLAE.

Tabela 9.2.2. Preparacao dos niveis de concentracao das curvas analiticas de DEX.

Volume de .
Concentragéao . . Baldo volumétrico
solucao-mae
(Mg/mL) (mL)
(uL)
1,0 250 5
2,0 500 5
4,0 1000 5
8,0 2000 5
10,0 2500 5
15,0 3750 5
20,0 5000 5

Para a determinacéo do coeficiente de correlacao, intersec¢cdo com o eixoy e
do coeficiente angular, além da analise de variancia (ANOVA), utilizou-se o Microsoft

Excel 2010 para Windows.
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=) |
2 1500000 y = 113995x + 2527
1 r2 =0,9999
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0 ‘ ' ' ' '
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Figura 9.2.1 Curva analitica média para doseamento de DEX em meio receptor (PBS
pH 7,4 contendo 0,02% de polissorbato 80)
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A curva analitica média da DEX apresentou coeficiente angular igual a
113.995, interseccdo no eixo y igual a 2527 e coeficiente de correlagdo (r) de
0,9999, superior a 0,99, que € o valor minimo preconizado pelos 6rgéos oficiais
(ANVISA, 2003).

A avaliacdo estatistica para a verificacdo da linearidade foi realizada por
ANOVA com intervalo de confianga de 95%.

Conforme a Tabela 9.2.3 observou-se que houve regressao linear significativa

e desvio da linearidade nao significativo (p > 0,05) quando comparados os valores

de I:calculado e I:tabelado.

Tabela 9.2.3: ANOVA da linearidade do método analitico para quantificacdo da DEX
nas formulacdes semissolidas.

Fonte de .

variagdo GL SQ Variancia F calculado F tabelado
Entre 6 1,15295E+13 1,92158E+12 3097,5305* 2,85
Regressao
linear 1 1,15284E+13 1,15284E+13  18583,4084* 4,6
Desvio de
linearidade 5 1,10E+09 220174677,2 0,3549 2,96
Residuo 14 9305376142 620358409,5
Total 20 1,15388E+13

*Significativo para p < 0,05

Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados
matematicamente através da relacdo entre o desvio padrao da curva de calibragéo e
sua inclinagdo, usando o fator multiplicador (LD = 3,33 x s/a e LQ = 10 x s/a)
conforme sugerido pelas normas ICH (2005) e ANVISA (2003). O valor “s” é a
estimativa do desvio padrdo dos coeficientes lineares e “a” € o coeficiente angular
médio das 3 curvas analiticas.

Foram encontrados os seguintes valores para LD e LQ:

LD= 0,17 pg/mL

LQ= 0,51 pg/mL
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Precisao

A precisdo foi determinada quanto a repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisao intermediaria (preciséo inter-dia). Para isso, 6 solu¢cbes-amostra referentes
ao nivel de 10 pg/mL foram obtidas e injetadas para determinar a repetibilidade
enquanto que 3 solu¢Bes-amostra também de 10 pug/mL em 3 dias diferentes foram
obtidas e injetadas para determinar a precisdo intermediaria. Os resultados estédo

apresentados na Tabela 9.2.4.

Tabela 9.2.4. Avaliacdo dos coeficientes de variacdo (CV %) intra e inter-dia do
método analitico para doseamento da DEX no meio de liberacéo

Solucao amostra S ) o )
Preciséo intra-dia (%) Preciséo inter-dia (%)
DEX
10 pg/mL 1,21 2,83

A andlise dos resultados do CV intra e inter-dia demonstrou que o método é
preciso, pois apresentou valores inferiores a 5%, conforme preconizado pelos
codigos oficiais (ANVISA, 2003).

Especificidade

A especificidade foi determinada através da analise do cromatograma obtido
para o meio receptor (PBS pH 7,4 contendo 0,02% de polissorbato 80) comparado
com cromatogramas referente a concentracao de 10 pg/mL da curva de calibracao.
Além disso, para verificar possivel interferéncia da membrana de didlise e dos
componentes das formulagbes creme e gel, um estudo de liberagdo in vitro foi
simulado na célula de Franz para as formulacfes brancas CB e GB (ap6s 16 horas e
8 horas, respectivamente). E possivel verificar na Figura 9.2.2 que o cromatograma
obtido ndo demonstra haver interferentes no tempo de retencéo do farmaco.
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Figura 9.2.2. Cromatogramas de CLAE para o método analitico de quantificacdo da
DEX no meio receptor (a: meio receptor; b: amostra da curva de calibragdo na
concentracdo de 10,0 ug/mL; C: creme branco apés 16 h de liberacdo; D: gel branco
apos 8 horas de liberacédo).
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9.3. ANEXO 3

Validacdo de método analitico de doseamento da DEX nos estudos de

penetracdo cutanea in vitro






Parametros de validagdo das anélises por CLAE

A Tabela 9.3.1 apresenta os parametros cromatograficos utilizados na
validacdo do método analitico para quantificacdo da DEX no estrato coérneo,

epiderme viavel e derme.

Tabela 9.3.1. Pardmetros cromatograficos utilizados na metodologia analitica para
doseamento da DEX nas camadas da pele

Parametros Condicdes
Deteccéo UV (A =240 nm)
Fluxo 1,0 mL/min.

Discovery® C18 (150mm x 4.6 mm, 5 um,

Coluna Supelco Analytical, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA,
EUA)

Fase movel CH3CN:H,0 (45:55 viv)

Volume de Injecéo 50 uL

Tempo de retenc¢éo do pico da
DEX

= 3,0 min.

Para validacdo do método analitico de extracdo, foram avaliados os seguintes
parametros: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccédo e

limite de quantificacao.

Linearidade

Dez niveis de concentracdo foram avaliados em dois dias diferentes, sendo
duas curvas preparadas no mesmo dia e outra em dia consecutivo, construindo-se
assim trés curvas analiticas. Os niveis de concentracdo construidos foram: 0,02;
0,04; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 e 20,00 pg/mL. Pesou-se, exatamente,
cerca de 0,0125 g de DEX em baldo volumétrico de 25 mL contendo acetonitrila.
Submeteu-se a banho ultrassom por 10 minutos e completou-se o volume com
acetonitrila, obtendo-se uma concentragédo de 0,5 mg/mL (SM1). A partir da SM1,
uma aliguota de 1.000 pL foi tomada e diluida com fase movel em baléo volumétrico
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de 25 mL, originando a SM2, com concentragdo de 20 pg/mL. Aliquotas de 25, 50,
125, 250, 500, 1.250, 2.500 e 5.000 pL foram tomadas da SM2 e diluidas com a fase
movel em baldo volumétrico de 5 mL, originando as concentracdes de 0,10; 0,20;
0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 e 20,0 ug/mL. Para a preparacao das concentracdes
0,02 e 0,04 pg/mL, foram tomadas aliquotas de 500 e 1.000 pL da solucdo de
concentracéo 0,2 pg/mL e diluidas com a fase mével em baldo volumétrico de 5 mL.
ApoOs a preparacao das dez concentracdes das curvas, as solucdes foram filtradas
em filtro 0,45 pm (Millipore® Millex-HV) para vials ambar e entdo submetidos ao
doseamento por CLAE.

A Figura 9.3.1 apresenta a representacao grafica da curva analitica média
para a quantificacdo da DEX obtida plotando-se a concentracdo da solucdo em

relacdo a area do pico cromatogréafico obtido.
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Figura 9.3.1 Curva analitica média para quantificacdo da DEX no meio aceptor
(excesso de formulacdo) e nas camadas da pele (estrato corneo, epiderme viavel e
derme).
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Tabela 9.3.2. ANOVA da linearidade do método analitico para quantificacdo da DEX
no meio aceptor (excesso de formulacdo) e nas camadas da pele (estrato corneo,
epiderme viavel e derme).

Fonte de .

variagéo SQ Variancia F calculado F tabelado
Entre 9 1,4884E+13 1,65E+12 6392,3348* 2,39
Regressao 1,4884E+13 1,49E+13
linear 1 57527,4351* 4,35
Desvio de 9,2570E+08 1,16E+08
linearidade 8 0,4472 2,45
Residuo 20 5174445574 2,59E+08
Total 29 1,4880E+13

*Significativo para p < 0,05

Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados
matematicamente através da relacdo entre o desvio padrao da curva analitica e sua
inclinacdo, usando o fator multiplicador (LD = 3,33 x s/a e LQ = 10 x s/a) conforme
sugerido pelas normas ICH (2005) e ANVISA (2003). O valor “s” é a estimativa do
desvio padrdo dos coeficientes lineares e “a” é o coeficiente angular médio das 3

curvas analiticas.
Foram encontrados os seguintes valores para LD e LQ:

LD= 0,04 pg/mL
LQ= 0,12 pg/mL
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Validacdo de método de extracdo e doseamento de DEX nas fitas de tape
stripping

Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através da contaminacao de 18 pedacos de
fita adesiva (Scoth, 3M) com solucdo-amostra de DEX em concentracdes
conhecidas (0,10; 1,00 e 10,00 pg/mL). 8 mL de fase mével foi adicionada nos tubos
e submetidos a extracdo da seguinte maneira: agitacdo de 2 minutos em vortex,
banho de ultrassom durante 40 minutos e mais 1 minuto de vortex. Uma aliquota foi
tomada e filtrada com membrana 0,45pum (Millipore® Millex-HV) para vials ambar e
em seguida analisados por CLAE. A exatiddo foi determinada através da diferenca
percentual entre a concentracdo tedrica e a concentracdo experimental média para
cada nivel.

A Tabela 9.3.3 apresenta o percentual recuperado de DEX em relacdo ao

adicionado e o desvio-padrao relativo entre a triplicata de cada concentracao.

Tabela 9.3.3. Exatiddo da extracdo de DEX nas fitas (n = 3)

Concentracao (ug/mL) Recuperacéao (%) CV (%)
0,10 94,06 3,5
1,00 95,49 1,5
10,00 94,47 2,9

A recuperacdo da DEX nas fitas foi de aproximadamente 95%, com CV de até

3,5%, demonstrando que o método de extracdo nas fitas foi exato.
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Validacdo de método de extracdo e doseamento da DEX nas amostras de pele
daregido abdominal de porcos fémea

A extracdo da DEX a partir de pedacos de pele abdominal suina inteira foi
realizada da seguinte maneira:

e 4 mL de fase movel (CH3CN:H,O; 45:55 v/v) foi adicionada em tubo
contendo pedacos de pele previamente picotados;

e Cada tubo foi submetido a agitacdo de 2 minutos em vértex, seguido de
banho de ultrassom durante 40 minutos e mais 1 minuto de vortex;

e Os extratos foram submetidos a centrifugacdo de 3.700 r.p.m. durante
15 minutos;

e Uma aliquota do sobrenadante de cada tubo foi tomada e filtrada com
membrana 0,45um (Millipore® Millex-HV) para vial Ambar e em seguida

analisada por CLAE.

Exatidédo

A exatiddo do método foi avaliada através da contaminacdo de pedacos
inteiros da regido abdominal da pele de porcos fémea com solugcdo-amostra de DEX
em concentracdes conhecidas (0,10; 1,00 e 10,00 pg/mL), correspondendo a baixa,
média e alta concentracdo da curva de calibracdo. A extracdo foi realizada como
descrito anteriormente. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.3.4.

Tabela 9.3.4. Avaliacao da exatiddo (%) do método de extracdo de DEX recuperada
na pele abdominal suina inteira (n = 3)

Concentracao DEX

Recuperacéo (%) CV (%)
(ug/mL)
0,10 95,24 4,82
1,00 89,08 1,31
10,00 90,50 0,99

A recuperacao da DEX a partir de pedacos de pele suina foi entre 90 e 95%,
com CV variando de 1 a 5%, demonstrando que o método de extracao foi exato.
J4 a precisdo do meétodo foi avaliada através da determinacdo da

repetibilidade (precisao intra-dia) e preciséo intermediaria (precisao inter-dia). Para
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isso, pedacos de pele suina foram contaminados. Para a repetibilidade, foram
analisadas 6 pedacos de pele contaminados com solucao-amostra referente ao nivel
de 10 pg/mL enquanto que 3 pedacos de pele contaminados com a mesma
concentracdo em 3 dias diferentes foram analisados para determinar a precisdo

intermediaria. Os resultados estao apresentados na Tabela 9.3.5.

Tabela 9.3.5. Avaliagcdo dos coeficientes de variagcdo (CV %) intra e inter-dia do
meétodo de extracdo de DEX em pele de abdémen suino

Solucédo amostra Preciséo intra-dia (%) Preciséo inter-dia (%)
DEX n=06 n=9
1,00 pg/mL 1,58 2,54

Os valores de CV (%) indicam que a precisdo do método esta dentro das
normas estabelecidas oficialmente, que preconizam limite maximo de 5 % (ICH,
2005; ANVISA, 2003).

Especificidade

A especificidade do método de extracdo da DEX nas diferentes camadas da
pele (estrato cérneo, epiderme e derme) é apresentada através dos cromatogramas
na Figura 9.3.2. E possivel verificar que os cromatogramas obtidos ndo demonstram
interferentes no tempo de retencdo da DEX (= 3,0 min). Na mesma figura, também
foi demonstrado a especificidade de pedacos de algodéo, usados para retirada do

excesso de formulacdo na superficie cutanea.
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Figura 9.3.2. Cromatogramas de CLAE para o método analitico de extracdo e
quantificacdo da DEX nas camadas da pele (A: Tape stripping do estrato corneo: B:
epiderme viavel; C: derme; D: amostra de pele contaminada com 10 ug/mL de
solucédo de DEX; e E: amostra da curva de calibragcdo na concentragéo de 10 ug/mL
de DEX).
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