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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE UM SISTEMA
MICROEMULSIONADO CONTENDO DEXAMETASONA

1 Joandra Maisa da Silva Leite; 2 Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
2 Universidade Estadual da Paraiba- UEPB

! joandramaisa@hotmail.com

Nos ultimos anos tem-se aumentado em um ritmo mais acelerado os estudos e o numero de
produtos farmacéuticos fundamentado nos novos sistemas de liberagdo de farmacos. As
microemulsdes (MEs) sdo de grande interesse como sistemas potenciais de liberagdo de
farmacos devido a sua facilidade de preparagdo, clareza, baixa viscosidade, estabilidade e
capacidade de incorporar farmacos de diferentes solubilidades. A dexametasona (DEXA) ¢
um farmaco com atividade glicocorticoide e anti-inflamatéria, seu uso continuo na forma
sistémica e/ou topica, acarreta o surgimento de efeitos indesejaveis. A utilizacdo de ME visa
formar um sistema com que possa incorporar a DEXA com o intuito de aumentar a sua
eficdcia e, consequentemente, diminuir os seus efeitos adversos. O presente trabalho teve
como objetivo desenvolver um sistema microemulsionado para veiculagao topica da DEXA,
como também realizar as andlises de doseamento, eficiéncia de encapsulacdo (EE),
estabilidade preliminar e caracterizacdo fisico-quimica, contemplando as analises de: aspecto
macroscopico, pH, condutividade elétrica, indice de refragdo, tamanho médio das goticulas,
indice de polidispersao e potencial zeta. O diagrama de fases pseudotérnario (DFPT) foi
construido utilizando a mistura de tensoativosna (Labrasol®/Brij” 52) na propor¢io de 9:1,
tendo como fase oleosa o miristrato de isopropila e como fase aquosa a dgua deionizada. A
partir da obtengdo do DFPT foram selecionadas duas formulacdes classificadas visualmente
como ME. A DEXA foi incorporada aos sistemas na concentra¢ao de 0,1% (m/m). A ME 1-
DEXA obteve EE de 100%, enquanto a ME 2-DEXA obteve EE de 98%. Macroscopicamente
os sistemas apresentaram-se como liquidos, transparentes, limpidos ¢ homogéneos. Todas as
formulacdes apresentaram pH dentro da faixa adequados para o uso topico. No estudo de
condutividade elétrica foram indicados MEs com estrutura do tipo O/A. Quanto ao tamanho
médio de goticulas os valores foram inferiores a 100 nm estando dentro da faixa de tamanho
proposto para ME. O indice de polidispersdo indicou sistemas estaveis e monodispersos. O
potencial zeta demonstrou que agregagao de goticulas nos sistemas de ME nao ¢ esperada. E
os sistemas demonstraram estabilidade preliminar. Portanto, os sistemas microemulsionados
propostos foram capazes de incorporar a DEXA, sendo assim uma alternativa promissora a
fim de aumentar a eficicia e consequentemente reduzir os efeitos adversos produzidos pela
DEXA.

Palavras-Chave: Novos Sistemas de liberagdo de farmacos. Anti-inflamatorio.
Glicocorticoide. Caracterizagao fisico-quimica. Estabilidade preliminar.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF A MICROEMULSIONED
SYSTEM CONTAINING DEXAMETHASONE

1 Joandra Maisa da Silva Leite; 2 Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
2 Universidade Estadual da Paraiba- UEPB

! joandramaisa@hotmail.com

Studies and the number of pharmaceuticals based on new drug delivery systems have been
increasing at a faster pace in recent years. Microemulsions (MEs) are of great interest as
potential drug delivery systems because of their ease of preparation, clarity, low viscosity,
stability and the ability to incorporate drugs of different solubilities. Dexamethasone (DEXA)
is a drug with glucocorticoid and anti-inflammatory activity, its continuous use in the
systemic and / or topical form, causes undesirable effects. The purpose of ME is to form a
system with which it can incorporate DEXA in order to increase its effectiveness and,
consequently, to reduce its adverse effects. The aim of the present work was to develop a
microemulsion system for the topical delivery of DEXA, as well as the analysis of dosing,
encapsulation efficiency (EE), preliminary stability and physico-chemical characterization,
including macroscopic appearance, pH, conductivity electric ratio, refractive index, mean
droplet size, polydispersity index and zeta potential. The pseudo-ternary phase diagram
(DFPT) was constructed using the 9: 1 surfactant blend (Labrasol® / Brij® 52), having as the
oil phase the isopropyl myristrat and the deionized water as the aqueous phase. From the
DFPT, two formulations were classified visually as ME. DEXA was incorporated into the
systems at the concentration of 0.1% (w/w). ME 1-DEXA obtained EE of 100%, while ME 2-
DEXA obtained EE of 98%. Macroscopically the systems were presented as liquid,
transparent, clear and homogeneous. All formulations presented pH within the range suitable
for topical use. In the study of electrical conductivity MEs with O/W type structure were
indicated. Regarding the mean droplet size, the values were lower than 100 nm being within
the proposed size range for ME. The polydispersity index indicated stable and monodisperse
systems. The zeta potential demonstrated that droplet aggregation in ME systems is not
expected. And the systems showed preliminary stability. Therefore, the proposed
microemulsion systems were able to incorporate DEXA, thus being a promising alternative in
order to increase the effectiveness and consequently reduce the adverse effects produced by
DEXA.

Keywords: New Drug Release Systems. Anti-inflammatory. Glucocorticoid. Physical-

chemical characterization. Preliminary stability.
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1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos tem-se aumentado em um ritmo mais acelerado os estudos € o
numero de produtos farmacéuticos fundamentado nos novos sistemas de liberacdo de
farmacos. Este consiste em métodos e formulagdes tecnologicas a fim de transportar um
composto farmacéutico, diminuindo a incidéncia de efeitos adversos e aumentando o indice
terapéutico através de liberagao controlada em sitios especificos (MATOS, 2016).

A nanotecnologia farmacéutica ¢ a area das ciéncias farmacéuticas que tem como
objetivo desenvolver, caracterizar e aplicar sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou
micrométrica. Dentre os sistemas farmacéuticos nanotecnologicos tem se destacado a
microemulsdo (ME) que ¢ um sistema transportador de fAirmacos com grande potencial de
aplicabilidade na area farmacéutica (PATRIOTA, 2015).

As microemulsdes (MEs) pode ser definida como dispersdes termodinamicamente
estaveis de dois liquidos imisciveis, estabilizados por peliculas interfaciais de moléculas de
tensoativos. Nos ultimos anos, as MEs tém atraido uma quantidade consideravel de interesse
como sistemas potenciais de liberagdo de farmacos, devido a sua facilidade de preparagao,
clareza, baixa viscosidade, estabilidade, aumento da solubilidade do farmaco e incorporar
uma vasta gama de fairmacos com diferentes solubilidades (PINEROS et al., 2017).

Um sistema microemulsionado para ser formado, envolve a combinagdo de trés
componentes, tais como tensoativo, dgua, 6leo e se necessario, o co-tensoativo. Este sistema
tem como vantagens a prote¢do do farmaco contra possiveis instabilidades no organismo,
reducdo da toxicidade, liberacdo controlada de farmaco, possibilidade de incorporacao de
moléculas hidrofilicas e lipofilicas, diminuicdo da dose e nimero de administracdo e maior
adesdo do paciente a terapia (PATRIOTA, 2015).

A dexametasona (DEXA) ¢ um corticosteroide sintético, com propriedades anti-
inflamatorias e imunossupressoras, frequentemente utilizado como um agente anti-
inflamatorio, como também para tratar a alergia e doengas relacionadas a insuficiéncia do
cortex adrenal (NEBSEN et al., 2013).

O uso continuo de DEXA, na forma sist€mica e/ou topica, pode provocar o
aparecimento de reagdes adversas como exacerbacdo das lesdes, afinamento da pele, estrias,
eritema, hipertensdo arterial, acne, aumento de peso, telangiectasias, hipopigmentagdo e efeito
rebote apds a interrupgdo do tratamento (FERRONY, 2012). Para diminuir a a¢do desses
efeitos indesejaveis € preciso controlar a permeagdo desta classe de firmaco e aumentar a sua
retencdo cutanea (VEDOVATO, 2011). Portanto, a utilizacdo de ME visa formar um sistema

para incorporagdo da DEXA com o intuito de aumentar a sua eficacia.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
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Desenvolver e caracterizar um sistema transportador de firmacos baseado em

microemulsdo para veiculacdo da dexametasona para uso topico.

2.2 Objetivos Especificos

3.

Desenvolver e utilizar um diagrama de fases pseudo-ternario para obtencdo de
possiveis regides de formagao de sistemas opticamente transparentes;

Selecionar dois sistema opticamente transparente para incorporar a dexametasona;
Quantificar a dexametasona no sistema microestruturado bem como avaliar a
eficiéncia de encapsulagao;

Caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos,
contemplando as analises de: aspecto macroscopico, pH, condutividade elétrica, indice
de refracdo, tamanho médio das goticulas, indice de polidispersdo e potencial zeta;
Avaliar a estabilidade preliminar dos sistemas obtidos, através dos ensaios de

centrifugagdo, estresse térmico e ciclo gelo/degelo.

REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os novos sistemas de liberacao de farmaco
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Nos tltimos anos tem-se aumentado num ritmo mais acelerado o desenvolvimento de
novos sistemas de liberagdo de farmacos. Estes produtos tém como finalidade de transportar
um composto farmacéutico ao seu sitio especifico, aumentando a eficacia terapéutica e
reduzindo a toxicidade dos farmacos, consequentemente diminuindo a incidéncia de efeitos
adversos e assim levando a uma maior adesdo do paciente ao tratamento (BARROS, 2013).

A produgdo e o desenvolvimento dos sistemas de liberagdo de farmaco envolvem a
producdo destes sistemas em escala nanométrica (10° = Inm). Neste ambito envolve-se a
nanotecnologia que ¢ a ciéncia e tecnologia que consiste na habilidade de se trabalhar em
nivel atdmico, molecular e macromolecular a fim de elaborar materiais, dispositivos e
sistemas com propriedades e aplicagdes fundamentalmente novas (ASSIS, 2014).

A nanotecnologia nos tltimos anos tem gerado um grande impacto em varias areas de
pesquisa. A concordancia da nanotecnologia com outras disciplinas como as ciéncias
farmacéuticas e medicamentos, ciéncia dos materiais, biologia celular ¢ molecular resultaram
em uma revolucdo tecnologica, que gerard um maior impacto no futuro devido as suas
potenciais aplicacdes no diagnodstico, prevengdo e tratamento de doencas (AGIRRE;
CASTREJON; MENDEZ, 2016).

Os agentes terapéuticos modernos associados a nanotecnologia se mostram uma
alternativa promissora para melhorar a efetividade de farmacos. Com isso foram
desenvolvidos nanosistemas carreadores de farmacos, a fim de melhorar a eficacia terapéutica
de certas drogas (GARCIA, 2014). Os principais nanosistemas de carreamento e liberacdo de
farmacos de objeto de investigacdes na inddstria farmacéutica sdo: ME, nanoemulsdo
lipossomas, micelas, dendrimeros, nanotubos de carbono, nanoparticulas, nanocristais,
conjugado polimero-droga, sistemas de distribuicdo de genes, entre outros (COSTA et al.,
2014).

Segundo Irache (2008) os novos sistemas de liberagdo de farmacos tém como
vantagens: proteger a molécula contra eventual degradagdo, encapsulando-a, desde o
momento da administragdo no paciente, até atingir o seu local de acdo; capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas tais como a pele, mucosa respiratdria ou gastrointestinal, como
também a barreira hemato-encefilica; eficiéncia em alcangar 6rgdos, tecido ou grupo de
células, onde a molécula alvo tem de exercer a sua acdo; competéncia de atingir

compartimentos intracelulares; controlar a liberacdo da molécula ativa no seu local de agao.

3.2 Microemulsao
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As emulsdes sdo dispersdes de duas fases liquidas imisciveis entre si (usualmente agua
e 0leo) estabilizadas pela presenga de agentes tensoativos, localizados na interface 6leo/agua.
Dependendo do tamanho do globulo formado e do processo utilizado, as emulsdes podem ser

classificadas em MEs, nanoemulsdes e macroemulsoes (Quadro 1) (PASCOA, 2012).

Quadro 1. Tipos de emulsdo e suas caracteristicas.

Tamanho da Energia
Emulsao gota (diametro) necessaria Estabilidade
Macroemulsao O/A ou A/O >400 nm Sim Cinética
Nanoemulsao O/A ou A/O 100400 nm Sim Cinética

Tipo I: Bifasico O/A

Tipo II: Bifasico
Microemulsao A/O 10-100 nm Nio Termodinidmica

Tipo III: Trifasico

bicontinuo

Tipo IV: monofésico

Fonte: CALLENDER et al., 2017.

Segundo Callender et al. (2017) as MEs foram reconhecidas em 1943, depois que
Hoar e Schulman misturaram uma solugao de aspecto leitoso com hexanol para produzir uma
solucdo uniforme ndo-condutora. A primeira aplicagdo comercial de ME foi na formulagao de
ceras liquidas, descoberto por Rodawald em 1928. Em 1970, a pesquisa de ME atingiu o pico
devido a sua aplicacdo na recuperacdo de petroleo.

As MEs atraem consideravel atencdo em vista de seu uso em muitos produtos, como
tintas, refrigerantes, logdes pos-barba, refrescantes bucais, substituintes do sangue, cosméticos
e como carreadores de farmacos. No campo farmacéutico como carreador de farmacos as
MESs atuam incrementando a solubilizagdo, dissolu¢do e biodisponibilidade de farmacos, além
de permitirem liberagdo prolongada de farmacos pela via oral, parenteral, topica, pulmonar,
ocular e vaginal (DAMASCENO et al., 2011).

As ME sdo sistemas termodinamicamente estaveis, isotropicas, opticamente
transparentes. Uma mistura liquida de dois fluidos ndo misciveis, tipicamente 6leo e 4gua,

estabilizadas pelo tensoativo e, em alguns casos, por um co-sufactante adicional. Apresentam
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uma baixa tensdo interfacial, combinada com uma area interfacial alta entre os fluidos nao
misciveis (OBERDISSE; HELLWEG, 2017).

As ME podem apresentar dois tipos principais de estruturas, a primeira constituida de
pequenas goticulas de agua dispersas em oOleo, denominada de ME (A/O), e a segunda
composta de gotas de 6leo dispersas em agua, chamada de ME (O/A), observar as estruturas
na Figura 1. As micelas conhecidas como microrreatores, sdo estabilizadas utilizando um ou
mais tensoativos. Quando as micelas se colidem, se fundem e sdo separadas de forma
periddica, ¢ formado a ME bicontinua, como pode ser observado na Figura 1 (REYES;
OLVERA, 2018).

Figura 1. Tipos de microemulsao.

Fonte: DAMASCENO et al., 2011.
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Legenda: As estruturas esféricas representam a fase de ME contendo micelas formadas por um filme interfacial
de tensoativo/cotensoativo, as regides cinzas representam a fase oleosa e as regides branca representam a fase
aquosa

Winson, 1948, propds uma classificacdo que define os varios equilibrios existentes
entre a ME e as fases aquosa e oleosa. Os sistemas podem ser classificados em quatro tipos:
Winsor I, II, III e IV, representados na Figura 2 (DAMASCENO et al., 2011). Um sistema
Winsor I ocorre quando apenas uma pequena parcela da fase oleosa esta em equilibrio com a
ME, apresentando um excesso de 6leo na por¢do superior, formando um sistema bifasico. No
tipo II, também bifasico, uma pequena parcela da fase aquosa estd em equilibrio com a ME,
exibindo um excesso de dgua na parte inferior. No tipo III, a ME estd em equilibrio com
excesso tanto de oleo quanto de agua, formando um sistema trifasico. E por tultimo, o tipo
Winson IV, ocorre quando ndo hé excesso de fase aquosa ou oleosa, formando um sistema
homogéneo e monofasico (OLIVEIRA, 2014).
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Figura 2. Classificacdo de Winsor.

ﬂ .
. A

TPOI TP

Fonte: Adaptado de (DAMASCENO et al., 2011).

5 .
A 1
TIPO I TIPO IV
Legenda: As regides cinza representam as MEs, a regides branca destacada pela letra “O” representa o excesso

de 6leo na porcdo superior, enquanto que as regides branca destacada pela letra “A” representa o excesso de agua

na parte inferior.
Dependendo do tipo de tensoativo utilizado, as ME podem fazer uma transcricao entre
cada tipo com bastante facilidade. Uma simples alteragdo na temperatura, aumento ou
diminuicdo da concentracdo do tensoativo, ou até mesmo a mudanca do tensoativo, por
exemplo de um tensoativo ndo-idnico para um tensoativo idnico, podem mudar o tipo de ME
(CALLENDER et al., 2017). As ME seguem a tendéncia do diagrama de peixes representado
na Figura 3.
Figura 3. Esquema do efeito da temperatura (T) e da concentragdo de tensoativo no tipo de
ME.

Temperatura (T)

Concentracio do Sufactante

Fonte: Adaptado de (CALLENDER et al., 2017).

Legenda: As estruturas esféricas representam a fase de ME contendo micelas, as regides amarelas representam o
6leo e as regides azuis representam a agua.

Os vetores para o fornecimento de fairmaco como as ME estdo associadas a varias
vantagens como a melhoria da solubilizagdo do farmaco, a protecdo contra a hidrolise
enzimatica, a absor¢ao aumentada devido a permeabilidade induzida pelo tensoativo, a
penetracdo aumentada de substancias hidrofilicas, hidrofobicas e anfifilicas, maior mobilidade

e melhoraram a biodisponibilidade de farmacos hidrofobicos (KAUR; MEHTA, 2017).
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3.3 Constituintes da microemulsao
33.1 Agua
A é4gua ¢é considerada um solvente anfiprotico neutro estruturado, tendo como
caracteristica de apresentar auto associagdo entre as moléculas através de ligacao hidrogénio,
mantendo a estrutura cristalina do estado solido a distancias da ordem de grandeza molecular
(SILVA et al., 2015).
Em sistemas estabilizados com tensoativos, como as ME, a agua ¢ comumente
utilizada. Além de agua, na fase aquosa de ME também pode ser utilizado solugdes salinas,
além disso, pode conter aditivos, como tampdes, antibactericidas e agentes isotdonicos

(OLIVEIRA, 2014).

3.3.2 Fase Oleosa

O tamanho das moléculas de 6leo e a sua polaridade influenciam na formacao de ME.
Estas para serem formadas, as moléculas da fase oleosa tem que estd associada para assim
penetrar no filme interfacial do tensoativo. Para facilitar a interacdo da fase oleosa com filme
interfacial do tensoativo, o tamanho da molécula de 6leo ndo deve ser muito grande ou pelo
menos conter ligacdes insaturadas (OLIVEIRA, 2014).

Segundo Silva et al. (2015) o tamanho da cadeia alquilica do o6leo influencia
fortemente a distribuicdo do sufactante nas fases 6leo e agua, bem como a composi¢ao e as
propriedade fisico-quimicas das microemulsdes. O emprego de 6leos de cadeias carbonicas
longas ¢ favorecido quando se ha presenca de surfactante ndo-i0nicos e catidnicos.

O miristato de isopropila (MIP) C;7H340, ¢ um oleo lipofilico ndo toxico e
biocompativel, amplamente utilizado em formulagdes cosméticas e farmacCuticas e em
sistemas de administracdo de farmacos. Tem solubilidade baixa na dgua, mas esta pode ser

melhorada por meio dos novos sistemas de liberagcdo, como a ME (ZHANG et al., 2017).

3.3.3 Tensoativos
Os tensoativos ou surfactantes sdo compostos organicos com comportamento
anfifilicos, organicos ou organometalicos, isto €, substancias caracterizadas pela presenga em
suas estruturas moleculares de duas regides, uma polar e hidrofilica e outra apolar e
hidrofébico (Figura 4) que possibilitam a interagdo entre meios que apresentam polaridades

diferentes como 4gua e 6leo (SILVA et al., 2015).
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Figura 4. Representacdo esquematica de um tensoativo.

Extremidade Apolar . Extremidade Polar

Hidrofébico Hidrofilico
Afinidade com oleo Afinidade com agua

Fonte: CRUZ, 2013.

Os surfactantes atuam reduzindo a tensdo interfacial entre o 6leo e a fase aquosa. Este
processo de redugdo ocorre com a diminuigdo da energia livre ¢ aumento da area interfacial,

permitindo a dispersdo de um componente no outro (REYES; OLVERA, 2018).

Caso necessario, em MEs utiliza-se co-tensoativo, que sdo responsaveis pela reducao
adicional da tensdo interfacial e superficial entre a agua e o 6leo, além de aumentar a
flexibilidade do sistema, proporcionando a redu¢do méaxima do tamanho das goticulas da fase
interna, ampliando assim as regides de ME (OLIVEIRA, 2014).

Um tensoativo tipico possui a estrutura R-X, onde R pode ser uma cadeia de
hidrocarboneto variando de 8 —18 atomos (normalmente linear) e X ¢ o grupo cabeca, polar
(ou 16nico), sendo esta a por¢ao que o ira classificar. Dependendo de X, os tensoativos podem
ser classificados como ndo-idnicos, catidnicos, anionicos ou anfoteros, conforme ilustrado na

Figura 5 (CRUZ, 2013).

Figura 5. Representagdo esquematica dos tensoativos.

Iénicos Nao-idnicos

Catidnico

Anibnico —\_/.
Nao possui carga
Anfotero

bob

Fonte: CRUZ, 2013

Os tensoativos catidnicos possuem grupamentos ionizaveis em fase aquosa,
fornecendo ions com carga positiva, como exemplo pratico t€ém-se os sais de amonio
quaternario. Enquanto os tensoativos anidnicos apresentam grupos ionizaveis na fase aquosa e
uma vez dissociados em agua formam ion com carga negativa (VALE, 2009). Os tensoativos

anionicos sdo os mais baratos de se fabricar, sendo assim a classe mais produzida
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mundialmente. E os mais importantes representantes deste grupo sdo os sabdes sulfonados e
sulfatados (CRUZ, 2013).

Os tensoativos anfoteros possuem cardter ionico duplo, ou seja, se comporta como
tensoativo anionico quando se encontra em um meio com altos valores de pH, e como
tensoativo cationico em meios com baixos valores de pH (pH > 4: cationicos; pH de 4 a 9:
ndo i0nicos; pH entre 9 e 10: anidnicos), e os representantes desta classe sdo os aminoacidos e
as betainas (SANTOS, 2014).

Ja os tensoativos ndo i0nicos tém como caracteristica ndo formar ions em solucdo
aquosa e sua solubilidade em 4gua se deve a presenga de grupos funcionais que possuem forte
afinidade pela 4agua, como alcoois, glicois, éteres e ésteres. E a segunda maior classe de
tensoativos produzidos, e sdo derivados de polioxietileno e polioxipropileno (CRUZ, 2013).
Como exemplo de tensoativos ndo-idnicos: Brij® 52 (éter hexadecilico de polietilenoglicol),
Labrasol® (PEG-8 céprico/caprilico glicerideo), Triton® (tercotil fenol), Tween®™ 80 (mono-
oleato de sorbitano), Tween® 60 (monoestearato de sorbitano), entre outros (SILVA et al.,

2015).

3.4 Formacao das microemulsoes

Historicamente existem trés teorias para explicar os fendmenos que levam a formagao
de uma ME, sao elas: teoria de solubilizagdo, teoria da tensdo interfacial e a teoria
termodinimica (GUIMARAES, 2013).

A mais simples das teorias, ¢ a teoria da solubilizacdo, que diz que a formacao de uma
ME ocorre simplesmente por meio de um intumescimento de micelas, no qual a agua ¢
solubilizada nas micelas reversas ou o oOleo ¢ solubilizado em micelas normais
(DAMASCENO et al., 2011).

Uma tensdo interfacial (yi) muito baixa y (i < 10~ dina/cm) é um pré-requisito para a
formagdo de ME. A teoria da tensdo interfacial propde que a medida que o numero de
moléculas de tensoativo aumenta por unidade de area na interfase O/A elas comecam a se
comprimirem, umas ao lado das outras, desenvolvendo uma pressdo lateral bidimensional

(ASSIS, 2014). Esse fenomeno pode ser expresso na Equacao 1:
yi= ()’O/A)a - (H

Onde:

(Yosa)a: € a tensdo interfacial O/A ap6s o potencial quimico do tensoativo em cada fase ter sido equalizado por
particdo.
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Com o aumento da drea interfacial por um aumento m, a yi se aproxima do zero
favorecendo a dispersdao de uma fase na outra. Esse resultado indica que os tensoativos de
carater muito hidrofilicos ou lipofilicos sdo inapropriados para a formulagdo de ME, mesmo
com ajuda de co-tensoativos, pois mesmo com a adi¢do desses compostos, a tensao interfacial
ndo diminuird suficientemente para a formacdo de um sistema microemulsionado
(DAMASCENO et al., 2011).

Deve considerar o conceito de Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL), que ¢ um
parametro empirico representativo do contetido de grupos hidrofilicos e hidrofobicos de um
tensoativo. O valor de EHL pode indicar a preferéncia de migracdo do tensoativo na interfase
O/A, promovendo um caminho simples para a selecao do tensoativo de acordo com o tipo de
ME desejado. Outro fator de influéncia € a posicdo geométrica dos tensoativos na interfase em
termos de seus efeitos na curvatura e na fluidez da interface. A tensdo interfacial de uma ME
¢ muito baixa (2 a 10 mN/m) e a utilizagdo de agentes co-tensoativos proporciona uma
reduciio a mais da tensio (GUIMARAES, 2013).

A teoria termodindmica leva em consideragdo a energia livre de Gibbs (G) de acordo
com a segunda Lei da Termodinamica, no qual o G deve se tornar negativa para a formagao
espontanea de uma ME termodinamicamente estavel (OLIVEIRA, 2014). Este fendmeno, em
condigdes de temperatura constante, pode ser descrito pela Equacdo 2:

AG = yix AS (2)

Onde:
AS — a diferenga entre a area interfacial.

yi—a tensdo interfacial entre a fase aquosa e oleosa a temperatura, volume e nimero de moles constante.

A érea interfacial ndo pode ser zero, assim a tensdo interfacial deve reduzir a um ponto
que a energia livre do sistema também reduza. Para a formagdo da ME, ayi, tem uma
tendéncia para se aproximar de zero; consequentemente, a variacdo de energia livre também
tende a zero e, com isso, o sistema fica estavel termodinamicamente (AG—0). Quando a
yi for negativo, AG sera < 0 e a microemulsifica¢do sera espontaneca (DAMASCENO et al.,
2011).

A formacdo de ME ¢ um processo espontaneo fortemente ligado a natureza do
tensoativo e a natureza das fases. A estabilidade e termodindmica dos sistemas
microemulsionados é decorrente a combinagdo da redugdo da tensdo interfacial e do aumento
da entropia do sistema decorrente do tamanho reduzido das goticulas da fase dispersa (AUM,
2016).
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3.5 Diagrama de fases

A construcdo do diagrama de fases ¢ uma ferramenta ideal para caracterizar o dominio
das regides de ME, onde a interpretacdo leva a escolha de uma regido que possua
caracteristicas como composi¢do e viscosidade adequadas para uma melhor incorporagdao do
tarmaco (GUIMARAES, 2013).

As formulacdes de ME comumente sdo desenvolvidas utilizando diagramas de fases
pseudo-ternario (DFPT). Estes apresentam a forma de um tridngulo equildtero, onde cada
vértice representa um componente da ME, e a concentragdo de cada componente varia de 0 a
100%. Sua analise possibilita identificar os componentes mais adequados e suas proporgdes
relativas para a obtengdo de sistemas fisicamente estaveis e encontrar as regioes de transicao
entre emulsdes, fases separadas e MEs (SILVA et al., 2015).

Os DFPT sao geralmente construidos em duas dimensdes a partir de dados obtidos por
titulacdo ou pela preparacdo de um amplo niimero de amostras de diferentes composicdes. A
vantagem do método de titulagdo ¢ que ele pode ser usado para estudar um amplo nimero de
amostras de diferentes composi¢des (DAMASCENO et al., 2011).

Os sistemas obtidos no DFPT sdo diferenciados visualmente, onde se apresentam
como emulsdes liquido opacas, emulsdes géis opacos, sistemas de viscosidade elevada,
separacao de fases, e sistemas translicidos ou opticamente transparente. Este Ultimo ¢
caracteristico de ser um sistema microemulsionado (ASSIS, 2014).

As propriedades dos tridngulos equildteros devem ser extremamente exploradas, ou
seja, a soma dos lados perpendiculares de um determinado ponto no tridngulo ¢ igual a sua
altura. A Figura 6 representa a estrutura do tridngulo, representado pela mistura de quatro
componentes, onde os vértices representam: A — fase aquosa, O — fase oleosa e T - mistura de
tensoativo/co-tensoativo (RESENDE, 2013).

Figura 6. Representacdo de um diagrama de fases pseudo-ternario.

Fonte: DAMASCENO et al., 2011.
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3.6 Dexametasona
A dexametasona (DEXA) (CyH9FOs) possui massa molar de 392,47 g/mol, tendo
como caracteristica fisica de ser po cristalino branco ou quase branco, e inodoro (Figura 7).
Quanto a sua solubilidade, ¢ praticamente insolivel em agua; facilmente soluvel em etanol,
acetona, dioxano e metanol; levemente soluvel em cloroformio; muito soluvel em éter
(BRASIL, 2010).

Figura 7. Estrutura quimica da dexametasona.

OH

o

Fonte: NEBSEN et al., 2013.

A DEXA ¢ um potente corticosteroide sintético, derivado do nucleo
ciclopentanoidrofenantreno, com propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras,

frequentemente usado como um agente anti-inflamatério (NEBSEN et al., 2013).

Este farmaco difunde-se através das membranas celulares formando complexos com
os receptores citoplasmaticos especificos e ao penetrar no nucleo da célula, unem-se ao DNA
¢ estimulam a transcricdo do mRNA. Como anti-inflamatério estimula a biossintese da
proteina lipomodulina, onde a mesma inibe a a¢do enzimdtica da fosfolipase A, e assim
impede a liberacao de acido araquidonico, fazendo com que ndo ocorra a formagao dos seus
metabolitos, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que sdo os mediadores da
inflamagdo (LIONZO, 2006). Como imunossupressor reduz a concentracdo de linfocitos,
diminui a unido das imunoglobulinas aos receptores celulares da superficie e inibe a sintese
ou liberacao de interleucinas (OYAFUSO, 2012).

Os corticosteroides aplicados topicamente produzem efeito local pela ligacdo com
receptores especificos de glicocorticoides localizados na epiderme e na derme, com uma
afinidade maior de ligagdo na epiderme do que na derme. Os corticosteroides passaram por
varias modifica¢des moleculares a fim de aumentar a atividade anti-inflamatoéria, e com estas

modificagdes moleculares obteve-se uma gama de compostos de variadas poténcias. Contudo,
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com o aumento da poténcia, aumentou-se também a ocorréncia de efeitos colaterais € o uso
topico dos corticoides por periodos prolongados aumenta a probabilidade de ocorrer estes
efeitos colaterais sistémicos (VEDOVATO, 2011).

Os corticoides atravessam o estrato corneo por difusdo transepidérmica e sua
concentragdo na epiderme depende da razdo de penetragdo cutanea, da polaridade do fairmaco
e da perfusdo sanguinea da derme. Desta forma, o corticoide atravessa a camada de queratina
do estrato corneo e exerce seu efeito na camada granulosa da epiderme e, para alcancar a
circulacdo e produzir os efeitos colaterais sistémicos, deve penetrar na barreira entre a
epiderme e a derme. Logo, para se obter um efeito topico satisfatorio, ¢ importante modular a
permeacgdo do farmaco, diminuindo sua migracdo para a derme (VEDOVATO, 2011).

A DEXA ¢ o farmaco de maior poténcia dentre os glicocorticoides de agdo sistémica.
Sua poténcia imunossupressora ¢ cerca de 20-30 vezes a da hidrocortisona e 4-5 vezes a da
prednisona. As potentes propriedades anti-inflamatorias dos glicocorticoides resultam da
inibicdo de multiplos tipos de células imunocompetentes tais como linfocitos, neutrofilos,
eosinofilos, mastocitos, células endoteliais, monoécitos/macrofagos e células dendriticas
(WEICHHART et al., 2010).

Os efeitos colaterais locais observados na terapia topica com corticosteroides incluem
atrofia epidérmica, dérmica e subcutanea (VEDOVATO, 2011). O uso continuo de DEXA, na
forma sistémica e/ou topica, acarreta o surgimento de efeitos indesejaveis como exacerbagdo
das lesdes, afinamento da pele, estrias, telangiectasias, hipopigmentacao e efeito rebote apos a
interrupcdo do tratamento (FERRONY, 2012).

Também como efeitos colaterais listaram-se: eritema, hipertensdo arterial, acne,
aumento de peso e apetite, no qual estes efeitos ocorrem devido a capacidade da DEXA de
atravessar o estrato corneo por difusdo, ¢ assim ¢ capaz de alcancar a circulagdo e causar
efeitos colaterais sistémicos. Para diminuir a acdo desses efeitos indesejaveis é preciso
controlar a permeagdo desta classe de fdrmaco e aumentar a sua retencdo cutdnea
(VEDOVATO, 2011). A utilizacdo de ME visa formar um sistema com que possa incorporar

a DEXA com o intuito de aumentar a sua eficacia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

= Dexametasona Base — Fragon, Brasil;

= Miristato de Isopropila — Deg, Brasil;

= Labrasol® (PEG-8 Caprylic/Capric Glycerides) — Gattefossé, Franga;
= Brij® 52 (Polyethylene Glycol Hexadecyl Ether) — Sigma, Brasil;

s Agua Deionizada — Sana Farma, Brasil;

s Alcool Etilico Absoluto 99,5% P.A. — Neon, Brasil.

4.2 Métodos
4.2.1 Construgdo do diagrama de fases pseudoternario
Os sistemas microemulsionados foram obtidos através do DFPT, com base na mistura

de quatro componentes: dgua deionizada (fase aquosa), miristato de isopropila (MIP - fase
oleosa), Labrasol“/Brij® 52 (tensoativos) em propor¢des definidas. A propor¢io de 9:1 para
Labrasol®/Brij® 52 foi determinada apds a realizagio dos célculos de EHL (Equilibrio
Hidrofilo-Lipofilo) a fim de assemelhar o valor de EHL dessa mistura de tensoativos em
fungao do valor de EHL do MIP baseados na Equagao 3:

%PLabrasol® X EHLLabrasol® +%PBrij® s2 ¥ EHLBrij@ 52
EHL = 3)
mistura tensoativos — 100

Onde:
%p: € a porcentagem em peso para os tensoativos;

EHL: ¢ o valor do equilibrio hidrofilo-lipofilo especifico para cada tensoativo.

A essa mistura de tensoativos foram adicionadas quantidades de MIP com o propoésito
de resultar nas seguintes proporgdes: 1:9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1, respectivamente.
Em seguida foi adicionada a agua deionizada a cada uma dessas proporcdes, pelo o método de
titulacdo. Esta titulacdo foi realizada através de volumes pré-definidos, sendo que a cada
titulacdo a mistura foi submetida a agitagdo em desruptor de células ultrassonicos (Desruptor
Ultrasonico — Unique DES 500, Brasil), por 1 minuto em poténcia de 250 W e levada ao
banho de ultrassom (Lavadora Ultrassonica — Unique USC 2800A, Brasil), por um periodo de
1 minuto (CAVALCANTI et al.,, 2016). Depois de todo esse processo, realizou-se a

classificacdo visual dos sistemas obtidos em: separacdo de fases (SF); emulsdo liquido leitosa
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(ELL); emulsdo liquido opaca (ELO); sistema transparente (ST). Os resultados da
classificacio dos sistemas foram plotados usando o Software Origin® Pro 8., no qual se

obteve o modelo grafico do diagrama (POOMANEE et al., 2017).

4.2.2 Selecao das formulacdes
Apos a construgdo do DFPT, foram selecionados dois pontos da regido ST, deduziveis
de serem MEs. Obtendo assim as propor¢oes de cada componente a ser utilizado nas

formulagdes.

4.2.3 Incorporagdo da dexametasona nas formulagdes
A DEXA foi incorporada aos sistemas na concentragao de 0,1% (m/m). O farmaco foi
misturado ao 6leo e aos tensoativos, logo apos acrescentou-se a agua e realizou-se 3 ciclos.
Estes ciclos corresponde de homogeneizagdo por 1 min em sonda de ultrassom (Desruptor
Ultrassonico — Unique DES 500, Brasil) seguido por 1 min de tratamento em banho de
ultrassom (Lavadora Ultrassonica — Unique USC 2800A, Brasil), para remover o excesso de

bolhas de ar (CAVALCANTI et al., 2016).

4.2.4 Quantificacdo da dexametasona em sistemas microemulsionados

4.2.4.1 Doseamento da Dexametasona no sistema microemulsionado

A quantificacdo da DEXA nas formulagdes selecionadas foi realizada utilizando
metodologia analitica desenvolvida e validada em espectrofotometria no ultravioleta-visivel
(UV-Vis) que encontra descrita no Apéndice. Foram feitas dilui¢des em etanol, em triplicata,
das MEs com DEXA (ME-DEXA), de modo a obter solu¢cdes com concentracao tedrica igual
a 0,0173 mg/mL. Apés as diluigdes foi feita a leitura das absorbancias no UV-Vis
(SHIMADZU 1800) em comprimento de onda (1) de 241 nm. O valor médio da absorbancia
foi utilizado para determinag@o da concentracao real da amostra por meio da equacdo da reta
(y = 50,076x — 0,117), obtida durante a determinagdo da linearidade da wvalidacdo
espectrofotométrica (GUIMARAES, 2013).
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4.2.4.2 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo da DEXA foi determinada utilizando 1 mL das
formulacdes ME-DEXA, em que as mesmas foram submetidas a centrifugacao de 13000 rpm
por 30 min (Nova Instruments NI1801). Ao término do ciclo da centrifugagdo, aliquotas do
sobrenadante foram cuidadosamente extraidas e diluidas em etanol com a finalidade de se
obter a concentragdo média observada na curva de calibragdo 0,0190 mg/mL. Apds as
diluicdes foi feita a leitura das absorbancias no espectrofotometro UV-Vis (SHIMADZU
1800) em A de 241 nm (GUIMARAES, 2013). A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada

conforme a Equacao 4:

ABS sob

EE = ABS form

x 100 (@)

Onde:
EE: eficiéncia de encapsulagao.
ABS sob: ¢ a absorbancia do sobrenadante da formulagdo pos-centrifugagdo no A de 241 nm.

ABS form: é a absorbancia da formulaggo antes da centrifugag@o no A de 241 nm.

4.2.5 Caracterizagao fisico-quimica e morfologica das formulagdes
As ME com e sem a DEXA (ME-DEXA/ME-BRANCA) foram caracterizadas fisico-
quimicamente. Ela permite andlise da ME em aspectos de formagdo, comportamento

estrutural e determinagao das transigdes de fase e estabilidade (ALVARES, 2014).

4.2.5.1 Andlise macroscopica

As formulagdes foram preparadas e deixadas em repouso por 48 h, em temperatura
ambiente de (25° C), para so6 depois deste periodo avaliar as caracteristicas organolépticas,
homogeneidade da formulacdo, separacio de fases ou presenca de precipitado

(CAVALCANTI et al., 2016).

4.2.5.2 Determinagao do pH

O pH das formulagdes escolhidas foi analisado através de uma aliquota de 10 mL das
mesmas utilizando-se um pHmetro digital (MS TECNOPON Instrumentagdo mPA210,

Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado inicialmente com solugdes
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tampao pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25 + 0,5 °C (NEVES et al., 2018). As andlises foram

realizadas em triplicata introduzindo o eletrodo no interior das amostras.

4.2.5.3 Determinac¢do da Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica das formulagdes foi determinada através de uma aliquota de
10 mL das mesmas utilizando-se um condutivimetro digital (MS TECNOPON
Instrumentagdo, mCA 150, Brasil), calibrado com solu¢do de calibragdo apresentando
condutdncia especifica de 146,9 puS cm™ & temperatura de 25 + 0,5 °C (NEVES et al., 2018).
As andlises foram realizadas em triplicata e as determinagdes dos valores da condutividade

sdo obtidas com a introducao do eletrodo no interior da formulacao.

4.2.5.4 Indice de Refracdo

O indice de refracdo (IR) foi determinado utilizando refratometro de bancada tipo
Abbé. As andlises foram realizadas em triplicata ¢ o equipamento foi aferido com é4gua

deionizada (IR=1,3325) a temperatura de 25 + 0,5 °C (NEVES et al., 2018).

4.2.5.5 Tamanho médio das goticulas, indice de polidispersdo e potencial zeta

Para determinagdo do tamanho médio das goticulas, assim como o potencial zeta e
indice de polidispersdo, utilizou-se a analise por espalhamento dindmico de luz (DLS), através
do equipamento Nanotrac (Nanotrac Wave Model MN401). As medi¢des foram realizadas
com um angulo de dispersdo de 90° com temperatura constante (25 ° C), e as amostras foram
utilizadas sem diluigdo e as leituras foram realizadas em triplicata (KUMAR; SHISHU, 2015;
POOMANEE et al., 2017; NEVES et al., 2018).

4.2.6 Avaliacdo da estabilidade preliminar das formulacdes

4.2.6.1 Teste de centrifugacdo

Para centrifugagdo retirou-se uma aliquota de 1 mL das formulacdes e adicionou-se

em um microtubo do tipo Eppendorf e submete-se a centrifugacdo em microcentrifuga (Nova
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Instruments NI1801), com ciclo de 13.000 rpm por 30 min e por 1 h (TAO et al., 2017).. No
fim de cada ciclo as amostras foram avaliadas quanto a ocorréncia de possiveis modificacdes

na estabilidade das formulagoes.

4.2.6.2 Estresse térmico

Retirou-se uma amostra de cada formulacdo a ser analisada e levou ao aquecimento
em Banho-Maria (SOLAB SL155/10) a uma faixa de temperatura de 40 a 80 °C, com um
aumento gradual da temperatura de 5 em 5 °C, mantendo-se as amostras em cada temperatura
por 30 min (PATRIOTA, 2015). As amostras foram avaliadas ao término de cada

temperatura.

4.2.6.3 Ciclo gelo/degelo

As amostras analisada foram submetidas a 6 ciclos, em que cada ciclo corresponde ao
periodo de 48 h, distribuidos em 24 h na temperatura de 4° C na geladeira, seguido por 24 h
na temperatura de 40 °C na estufa, totalizando-se 12 dias de andlise (KUMAR; SHISHU,

2015). As amostras foram analisadas antes do teste e ao fim de cada ciclo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Construcao de diagramas de fases

A construgdo de DFPT ¢ uma das formas mais adequadas para estudar todos os tipos
de formulagdes que podem ser obtidas a partir da mistura de agua, 6leo e tensoativos. Ao
mesmo tempo, ela atinge todas as probabilidades de propor¢des de mistura em uma maneira
mais sistematica (PINEROS et al., 2017). Dessa forma, permite descobrir a proporgao correta
de componentes para a producdo de uma ME (TAO et al., 2017).

Foi selecionado como fase oleosa o MIP, este € aceito farmaceuticamente e tem sido
amplamente utilizado para formulacdes de ME (ZHANG et al., 2017). Além de ser um
intensificador de penetracdo comumente utilizado em formulagdes topicas e transdérmicas
(ZHAO et al., 2016).

A selecdo dos tensoativos utilizados para a obtencdo de sistemas microemulsionados
foi com base no conceito de EHL (GUIMARAES, 2013). Baseado no EHL da fase oleosa
pode-se direcionar a procura do sistema de tensoativos ideais para estabilizar formulacdes
(ARAUJO, 2013).

Partindo-se do valor requerido do EHL para o MIP (EHL: 11,5), construiu-se um
diagrama de fases no qual a proporcao de tensoativos ¢ capaz de fornecer um valor proximo a
este, favorecendo a formacdo de ME estaveis. Com base nisso, foi utilizada a propor¢ao de
9:1 para a mistura de LAS® (EHL: 12) e Brij® 52 (EHL: 5). Nesta proporcao foi possivel
obter formulagdes com valor de EHL de 11,3, sendo considerado um valor desejavel, por esta
bem proximo ao valor de EHL da fase oleosa.

Além disso, os tensoativos LAS® e o Brij” 52 sdo tensoativos ndo idnicos vastamente
utilizados em formulagdes topicas pela a sua capacidade de solubilizar insumos farmacéuticos
ativos ¢ reduzir a barreira da pele, aumentando assim a penetragdo e permeag¢ao dérmica de
farmacos (CHAMIEH et al., 2016; NEVES et al., 2018). O Brij® 52 nesta formulagdo teve o
objetivo de exercer a funcdo de um co-tensoativo com o intuito de diminuir o tamanho das
goticulas e estabilizar as formulagdes.

Para construgdo DFPT utilizou-se a metodologia de titulagdo de agua que pode ser
usado para estudar um amplo ntimero de amostras de diferentes composi¢des de maneira
rapida (NEVES, 2013). As amostras foram homogeneizadas em ultrassom (sonicagao).
Quando as ondas de ultrassom sao transferidas através do meio liquido, elas criam fendmenos
de cavitagdo que compdem a formagdo, crescimento ¢ colapso implosivo de microbolhas no
meio liquido. Estas condi¢cdes de colapso transitorio geram uma regido de ponto quente

localizado consistindo de uma temperatura muito alta até 5000 K e pressdo até 1000 bar. Estas
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condi¢des de cavitagdo intensas podem iniciar a transformagdo fisica desejada durante a
formacgao de sistemas emulsionados. E nesta formagao, ocorre primeiro a geragao de goticulas
no campo acustico e em seguida, a criagdo de turbuléncia intensa e microjatos durante o
colapso da cavidade assimétrica que causam a ruptura e dispersdo de goticulas na fase
continua (CARPENTER; SAHARAN, 2017). Os beneficios do ultrassom incluem consumo
menor de energia, utilizagdo de menor quantidade de tensoativos (emulsionante) e produgado
de uma ME mais homogénea em comparacdo com os métodos mecanicos (HAMIDI et al.,
2015).

Apos as titulagdes foi possivel definir as varias regides do diagrama, como separagdo
de fases (SF); emulsdo liquido leitosa (ELL); emulsdo liquido opaco (ELO); sistema
transparente (ST), como representada na Figura 8.

Figura 8. Diagrama de fases psecudoternario.
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-
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MIRISTATO DE ISOPROPILA

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: SF - Separagdo de Fases, ELL — Emulsdo Liquido Leitosa, ELO - Emulsdo Liquido Opaca, ST -
Sistema Transparente.
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5.2 Selecao das formulacoes
A partir da obtengdo do DFPT selecionou-se dois pontos da regido ST, e seus
percentuais de composi¢do estdo descrito na Tabela 1. A regido ST foi classificada
visualmente como ME e foram escolhidos pontos do DFPT que possuiam alto teor de fase
aquosa, sendo assim, um indicativo de formulag¢des de ME do tipo O/A, a qual seria ideal para
incorporacdo da DEXA, por esta possuir caracteristicas hidrofobicas.

Tabela 1. Composicdo percentual (m/m) das formulagdes selecionadas.

Composicao centesimal (%)

‘Componentes Formulacao 1 Formulacao 2
Agua deionizada 73% 65%
Miristato de isopropila 5% 5%
LAS®/Brij® 52 (9:1) 22% 30%

Fonte: Dados da pesquisa.

Na escolha de formulagdes ¢ importante nao escolher pontos proximos a interface das

areas do diagrama, cujo comportamento de fases estara em transi¢ao (ASSIS, 2014).

5.3 Incorporacao da dexametasona nas formulacdes

Apos a escolha dos pontos das formulagdes a DEXA foi incorporada ao sistema na
concentragdo de 0,1% (m/m). Esta quantidade de farmaco utilizada foi baseada em dados
proveniente da literatura, em que a incorporacdo de acetato de dexametasona, em sistemas
microemulsionados, ocorreu na concentragdo de 0,1 % (m/m) (URBAN; MAINARDES;
GREMIAO, 2009; OYAFUSO, 2012). Houve também o estudo de Vedovato (2011) que
incorporou 0,1 % de dexametasona em sistemas nanoestruturados.

Guimaraes (2013) em seu estudo avaliou dois métodos distintos de incorporacao de
farmacos, estes foram a incorporagdo por agitagdo magnética e incorporagdo baseada na
homogeneizagdo dos componentes por ultrassom (sonicagdo), no qual comprovou através da
EE que o método de sonicacdo ¢ capaz de proporcionar melhor incorporacdo, sendo este
método répido e eficiente para formacdo de ME com alta estabilidade, pequeno didmetro de

goticula e baixo indice de polidispersao.
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5.4 Quantificacdo da dexametasona nos sistemas microemulsionados
5.4.1 Doseamento da dexametasona no sistema microemulsionado

A quantificacdo de um farmaco em uma formulacdo e na sua forma isolada representa
um aspecto fundamental da garantia da qualidade de medicamentos (BORBA et al., 2013). O
doseamento da DEXA foi baseado na metodologia analitica desenvolvida e validada em
espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis).

A quantificacdo da DEXA incorporada na ME foi feita a partir de diluicdo em etanol
para obter a concentragdo de 0,0173 mg/mL. Desta dilui¢do foi feita a leitura no
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 241 nm. As leituras foram feitas em triplicata
¢ a média das absorbancias foi utilizada na equagdo da reta (y = 50,076x — 0,117), para obter
o valor real da concentracdo da DEXA (Tabela 2).

Tabela 2. Dosecamento da DEXA nos sistemas microemulsionados.

Formulagao Absorbancia Desvio padrao Coeficiente de  Concentracao

média variacao (%) da DEXA

(mg/mL)
ME 1 -DEXA 0,746 0,026 3,52 0,0172
ME 2 - DEXA 0,746 0,025 3,41 0,0172

Fonte: Dados da pesquisa.

Foi observado que a concentragao do farmaco tanto na ME 1- DEXA (0,0172 mg/mL),
como na ME 2 — DEXA (0,0172 mg/mL), determinadas através da leitura das absorbancias no
espectrofotometro, foi muito proxima a concentracdo real da DEXA incorporada no sistema
(0,0173 — 0,1%). E assim, a dosagem por espectrometria UV/Vis € considerada como sensivel

e eficaz para determinar a concentracdo real do farmaco incorporado.

5.4.2 Eficiéncia de encapsulacdo
Ap6s o doseamento da DEXA nos sistemas microemulsionados, procedeu-se a
investigacdo da quantidade de farmaco doseado que estaria incorporado na fase interna do
sistema. A EE refere-se a quantidade, expressa em porcentagem, de farmaco encapsulado
pelas nanogoticulas, e essa determinacdo especifica o quanto da substincia ativa esta
efetivamente associada as goticulas e o quanto permanece livre na fase dispersante

(BATTISTI, 2015; SHAH et al., 2016).
A EE ¢ também um método de caracterizacao de sistema microemulsionado, que pode

ser realizada por varios métodos, no qual dependera da metodologia de preparo da formulacao
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e das propriedades fisico-quimicas do farmaco (DAMASCENO, et al., 2011). A metodologia
proposta para determinacdo deste parametro foi baseada na comparacdo dos valores de
absorbancia em triplicata das solugdes de ME-DEXA, antes ¢ apdés o processo de
centrifugagao.

Na centrifugacdo, o firmaco que ndo estiver encapsulado dentro das goticulas da ME,
ou seja, ndo incorporados no sistema irdo sedimentar e formar um precipitado. As
formulacdes de ME-DEXA foram centrifugadas a 13000 rpm por 30 min, e apds este processo
observou-se que as formulagdes estavam limpidas, sem formacdo de precipitado e sem
separacdo de fases. E assim, procedeu-se o doseamento da DEXA, diluindo as aliquotas do
sobrenadante em etanol para obter a concentragdo de 0,0173 mg/mL, seguida da leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 241 nm.

Com auxilio da (Equacdo 4) presente na metodologia (Item 5.4.2) efetuou os calculos
da EE, comparando a média da absorbancia do pés-centrifugagdo (do sobrenadante), com a
absorbancia média da formulagdo obtida no doseamento (Item 6.4.1). A Tabela 3 expressa os
valores obtidos no método de determinacao da eficiéncia de encapsulagao.

Tabela 3. Eficiéncia de encapsulagdo da DEXA nos sistemas microemulsionados.

Formulacao Absorbancia Desvio padrao Coeficientede EE DEXA (%)

média variacao (%)
ME 1 - DEXA 0,748 0,025 3,36 100
ME 2 - DEXA 0,730 0,008 1,10 98

Fonte: Dados da pesquisa.

A EE foi de 100% e 98% para ME1-DEXA e ME2-DEXA, respectivamente. Segundo
Cavalcanti (2015), valores de EE acima de 80% sdo considerados significativos na
incorporagao de farmacos em sistemas microemulsionados.

Intimeros sdo os fatores que podem influir na taxa de encapsulagdo de fairmacos em
sistemas nanoestruturados, entre os principais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas
do ativo (solubilidade), o tipo de tensoativo, caracteristicas do lipidio, pH do meio e a

quantidade de ativo utilizada (COLA, 2016).

5.5 Caracterizagao fisico-quimica e morfoldgica das formulacoes
A avaliacdo macroscopica foi realizada 48 h apds o preparo dos sistemas. Mesmo com

a incorporacdo da DEXA, todas as amostras permaneceram com as mesmas caracteristicas:
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liquidas, transparentes, limpidas e homogéneas (Figura 9). Além disso, ndo apresentaram
separacdo de fases ou presenca de precipitado.

Figura 9. Aspecto macroscopico das formulagdes.

Fonte: Dados da pesquisa.

O pH adequado de uma formulacdo ¢ padronizado conforme a tolerdncia biologica
(CAVALCANTI, 2015). E um parimetro de monitoramento da estabilidade em sistema
emulsionado, pois alteragdes no seu valor podem indicar a ocorréncia de reagdes quimicas ou
crescimento bacteriano, que podem comprometer a qualidade do produto final (PORTO,
2015).

A pele apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), o que contribui para que ocorra
protecao bactericida e fungicida em sua superficie. Todavia, habitualmente, a pele sofre
alteragdes em consequéncia da utilizagdo de produtos topicos inadequados, assim expondo a
uma série de agressores, em especial microrganismos (NEVES, 2013). O valor do pH das
formulagdes variaram entre 5,00 e 5,23 (Tabela 4), demonstrando que os sistemas
desenvolvidos s3o adequados para serem utilizados na pele.

Tabela 4 — pH, condutividade elétrica e indice de refracdo das formulagdes.

Parametro ME 1 - ME 1 - DEXA ME 2 -
BRANCA BRANCA
Ph 5,23 +£0,21 5,00+ 0,03 5,14 £ 0,06 5,15+0,19
Condutividade 83,50 +£3,2 101,60 + 1,9 73,56 £ 1,2 79,54 + 4,00
(uS em™)
[ndice de 1,369 + 0,001 1,369 + 0,000 1,379 £+ 0,000 1,379 + 0,000
Refracgao

Fonte: Dados da pesquisa.
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A condutividade elétrica ¢ um método comum para identificar e diferenciar as regides
O/A, bicontinuas e A/O durante a formagdo de ME (LI et al., 2017). O aumento gradual da
quantidade da fase aquosa conduz a transformacdo de uma ME A/O em um sistema
bicontinuo. Um aumento adicional da quantidade de agua no sistema pode levar a
transformacdo em sistema O/A. Essas transigdes estruturais sdo frequentemente descritas
como fenomeno de percolacdo e sdo refletidas pelas mudangas de condutividade elétrica
relacionada as diferencas nas propriedades elétricas das fases de polaridade baixa e alta
(FROELICH et al., 2017).

A dgua ¢ um bom condutor de ions e, como tal, quanto maior o teor de d4gua, maior o
valor de condutividade (CALLENDER et al., 2017). Os valores obtidos da condutividade das
formulacdes em estudo (Tabela 4) sugerem que se trata de sistemas do tipo O/A, por sua
predominancia de fase aquosa. A ME 1 apresentou uma condutividade maior do que a ME 2,
isso pelo o fato da ME 1 ter uma maior concentragdo da fase aquosa.

O IR ¢ a relacdo entre a velocidade da luz no vacuo e a velocidade da luz no interior da
substancia. Estd relacionado com a estrutura fisica do meio através do qual a luz passa. E
pode ser utilizado na identificacdo de amostras desconhecidas (MATOSO, 2013).

O IR das MEs foram medidos e os resultados obtidos estdo demonstrados na (Tabela
4), em ambas as formulagdes o IR se encontrou proximo ao IR da fase aquosa. O aumento da
quantidade da fase aquosa nas formulagdes influencia o IR, que diminui para valores mais
proximos do IR da 4agua (1,333) e se distanciando do IR do MIP (1,4320 — 1,4360).

Além do que, o IR permaneceu com valores iguais quando comparado a ME-
BRANCA e a ME-DEXA, em ambos os casos. Substancias consideradas isotropicas possuem
indice de refracdo Unico e constante em determinado comprimento de onda, temperatura e
pressao, logo o raio de luz se propaga pela substancia com a mesma velocidade em todas as
dire¢des consideradas (CAVALCANTI, 2015).

O tamanho médio de goticulas (TMG) ¢ um parametro importante a se avaliar, pelo
fato de que goticulas menores proporcionam maior area superficial e, eventualmente, a
absor¢do do farmaco sera aumentada (AHMED et al., 2018). A técnica de DLS para
determinacdo do TMG utiliza a flutuagdo da intensidade da luz espalhada pelas goticulas em
suspensao, agindo em movimento Browniano, para obter a distribuicdo hidrodindmica do seu
tamanho (CAVALCANT]I, 2015).

O TMG das formulagdes tanto sem ¢ com farmaco foram inferiores a 100 nm (Tabela

5), sendo assim, um resultado satisfatorio dentro da faixa de tamanho proposto para os
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sistemas de microemulsdo (NEVES et. al., 2018). Mesmo com a adi¢do da DEXA nas
formulagdes, ndo ocorreu uma diferenciacdo significativa quanto ao TMG.

Uma das explica¢des para o tamanho nanométrico de ME ¢ o fato delas terem sido
preparadas pelo processo de emulsificacdo por ultrassom, este considerado um método de alta
energia, rapido e eficiente na producdo estavel de ME, com pequeno TMG e baixa
polidispercio (ARAUIJO, 2013).

Tabela 5. Tamanho médio de goticulas, indice de polidispercdo e potencial zeta das

formlacdes.

Parametros ME 1 - ME 2 -

BRANCA ME1- BRANCA ME 2 - DEXA
DEXA
16,03 +0,12

Tamanho médio
das goticulas (nm)

16,00 + 0,62 17,05+ 0,18 17,63 +£ 0,25

Indice de 0,0665+0,12  0,0678 +0,31  0,0386 + 0,82 0,0403 £ 0,73
Polidispecao
Potencial Zeta -15,03+0,35  -23,14+046  -15,01+0,17 -14,66 £ 0,53
(mv)

Fonte: Dados da pesquisa

O indice de polidispercdo reflete ao perfil de homogeneidade e distribui¢ao do
tamanho das goticulas. Quando o indice de polidispercdo esta proximo de zero significa que
as goticulas da amostra sdo mais homogéneas, enquanto que se estiver entre 0,1 e 0,2 indicam
uma distribui¢o estreita. Indices acima de 0,5 demonstram uma distribuicdo muito ampla
(CONTENTE, 2016). No estudo de Kumar & Shishu (2015), a sua ME apresentou um valor
de PDI de 0,081, indicando uma homogeneidade da amostra e a estabilidade da sua ME.
Quanto as formulagdes investigadas, estas apresentaram valores de indice de polidispercao
proximo de zero (Tabela 5) indicando sistemas estaveis € monodispersos.

As cargas superficiais de particulas coloidais sdo caracterizadas pelo potencial zeta
que se relaciona com a estabilidade dos sistemas de dispersdo coloidal (SONGRO et al.,
2014). O potencial zeta ¢ a medida do potencial elétrico localizado no plano de cisalhamento
da dupla camada até o interior do liquido, ou seja, a diferenca de potencial entre o meio
dispersante ¢ a camada estacionaria do liquido ligado a goticula dispersa. Assim o potencial
zeta ndo depende somente da superficie da goticula, mas também do dispersante e
condutividade entre suas cargas, além de concentragdo dos componentes da formulacdo,
principio ativo e forga idnica do meio, podendo, dessa forma, assumir um valor positivo ou

negativo (NEVES, 2013). Quando o valor do potencial zeta ¢ maior do que o limite,
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normalmente 30 mV (negativo ou positivo), poderosas forcas repulsivas eletrostaticas sdo
criadas e, assim, impedem a agregacao de goticulas.

Todas as formulagdes analisadas mostraram valores negativos (Tabela 5), e assim a
agregacao de goticulas nos sistemas de ME ndo ¢ esperada, tendo em vista que goticulas com

carga agregam-se menos durante a estocagem devido a repulsdo eletrostatica.

5.6 Avaliacao da estabilidade preliminar das formulagées
5.6.1 Teste de centrifugacao
A centrifugagdo produz um estresse na amostra, simulando um aumento na forca de
gravidade, aumentando a mobilidade das goticulas e antecipando possiveis instabilidades. As
instabilidades sdo observadas na forma de precipitagdo, separacdo de fases, coalescéncia,
entre outras. As amostras de ME com e sem farmaco ndo mostraram alteracdo com a

centrifugagdo. Nao houve separacdo de fases, turbidez ou qualquer precipitacao de farmaco.

5.6.2 Estresse térmico

No teste de estresse térmico aplicam-se condi¢des extremas de temperatura em
periodos pré-determinados de tempo. Tanto as MEs-BRANCA quando as MEs-DEXA foram
mantidas a uma faixa de temperatura de 40 a 80 °C, com um aumento gradual da temperatura
de 5 em 5 °C, por 30 min em cada temperatura. Nas faixas de temperatura estudadas, os
sistemas mantiveram a estabilidade até¢ 40 °C. Quando as formulagdes foram submetidas a
temperatura de 45 °C ocorreu separagdo de fases. A andlise procedeu-se até a temperatura de
80° C continuando também com separagao de fases.

As ME sao sensiveis a mudangas de temperatura, no qual podem sofrer alteragdes de
fase quando expostas a temperaturas mais altas ou inferiores as temperaturas normais. Quando
ocorrem estas mudancas na temperatura, dependendo do sistema, poderd levar a quebra da

ME e, eventualmente, a separacdo de fases (CALLENDER et al., 2017).

5.6.3 Ciclo Gelo-Degelo
Ensaios que envolvem a submissdo de formulagdes a condi¢des extremas de
temperatura possuem como finalidade o aumento da degradacdo quimica e a indugdo a
modificagdes fisicas (CAVALCANTI, 2015).
O ciclo gelo/degelo tem como objetivo avaliar se os limites extremos de frio e calor

sdo capazes de desestabilizar sistemas. As formulagdes foram capazes de suportar o ciclo de



41

congelamento-descongelamento, onde todos os sistemas permaneceram estaveis durante os 12

dias de analise.
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CONCLUSAO

A técnica utilizada para a constru¢do do DFPT mostrou-se simples, reprodutivel e de
grande utilidade, sendo possivel observar com clareza as vérias regides do diagrama,
incluindo as regides possiveis de formacao de ME, e assim tendo facilidade na escolha
da propor¢ao dos componentes;

O ensaio de eficiéncia de encapsulagdo demonstrou que a taxa de DEXA incorporada
a ME foi adequada;

O pH das formulagdes propostas enquadrou-se dentro da faixa de pH oOtimo para
permitir 0 uso por via topica;

A condutividade elétrica sugeriu serem sistemas com estrutura do tipo O/A;

O TMG das formulagdes tanto sem ¢ com farmaco foram inferiores a 100 nm, ¢ assim
indicando serem MEs;

O valor de PDI foi préximo de zero indicando sistemas estaveis e monodispersos;

O PZ das formulagdes analisadas mostrou valores negativos e assim a agregagdo de
goticulas nos sistemas de ME ndo ¢ esperada,;

As MEs selecionadas apresentaram estabilidade preliminar diante dos testes propostos;
Os sistemas microemulsionados propostos foram adequadas para a incorporacdo da

DEXA, sendo assim uma alternativa promissora para veiculagao topica da DEXA.
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ANEXO

DESENVOLVIMENTO E VALIDAC;&O DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA
QUANTIFICACAO DA DEXAMETASONA

1. VALIDACAO

A validagdo da metodologia analitica desenvolvida para anélise da dexametasona base
micro Fragon seguiu conforme a resolucdo N° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, que
dispde sobre o Guia de Validagao de Métodos Analiticos ¢ Bioanaliticos (BRASIL, 2003).

Utilizou neste estudo um espectrofotometro com detector UV-VIS 1240, Shimadzu na
faixa de comprimento de onda (L) de 190 nm a 350 nm. Os pardmetros avaliados foram a

linearidade, precisdo, limite de deteccdo e quantificacdo, exatidao e robustez.

2. METODOLOGIA
2.1 Preparacao do tampao fosfato pH 7,4
A preparagdo da solugdo tampao em pH 7,4 seguiu de acordo com a Farmacopeia

Brasileira de 2010.

2.2 Preparacao do hidroxido de sédio 0,2 M
Pesou-se 4 g de hidroxido de sodio em um vidro relogio em uma balanga analitica,
transferiu gradativamente para um becker para a devida dilui¢do com agua deionizada, em
seguida transferiu para um baldo volumétrico de 500 mLml e completou com agua

deionizada.

2.3 Preparacao do fosfato de potassio
Pesou-se 27,22 g de fosfato de potassio monobasico em um vidro relogio. Adicionou
em um Becker acrescentando aos poucos dgua deionizada para a diluicdo. Com o auxilio de
um bastdo de vidro serd realizado a quebra dos cristais de fosfato de potassio e em seguida

transferiu para um baldo volumétrico de 1000 mL e completou com agua deionizada.
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2.4 Elaboracao
Com o auxilio de uma proveta mediu-se 195,5 mL da solugdo de hidroxido de sodio
0,2 M, 250 mL da solugdo de fosfato de potassio e 450 mL de agua, verteu em um Becker e
ajustou o pH em 7,4 +- 0,1 utilizando a solugao de hidroxido de s6dio 0,2 M .
2.5 Preparacao do tampao fosfato 7,4/ etanol (60:40)
Mediu-se em uma proveta 400 mL de alcool etilico absoluto e 600 mL do tampao

fosfato, transferiu para um béquer e homogeneizou com o bastdo de vidro.

2.6 Diluicao da dexametasona
Pesou-se 10 mg de Dexametasona base micro em um vidro reldgio na balanca
analitica Adventurer, prosseguiu a diluicdo em tampado fosfato pH 7,4/etanol (60:40)
medindo 25 mL em uma pipeta graduada. Obtendo-se uma solugdo de concentracao de 0,4

mg/mL.

2.7 Determinacdo do comprimento de onda de absor¢do maxima da Dexametasona
em espectrofotometro.

Realizou uma varredura de espectro de absorbancia, em espectrofotdometro UV-VIS

1240, Shimadzu no intervalo de comprimento de 190 a 350 nm de uma solugdo de

dexametasona em tampao fosfato pH 7,4/etanol (60:40) na concentragao.

2.8 Curva de calibracao da dexametasona

A curva analitica foi determinada, relacionando as concentragdes do farmaco a
resposta obtida pelas leituras dos valores de absorbancia na espectroscopia na regido do UV -
VIS. A curva de calibragdo da cubeta estacionaria foi o método selecionado para a constru¢ao
da curva analitica.

Foi preparada uma solu¢dao mae de concentracdo de 0,4 mg/mL de dexametasona em
tampao fosfato pH 7,4/etanol (60:40), 10 pl desta solucdo serdo adicionados a cubeta
repetitivamente com uma quantidade inicial de 40 pl, tendo 2000 ul do tampao fosfato pH
7,4/etanol (60:40) anteriormente na cubeta, Em seguida serd homogeneizada, obtendo-se os
seguintes pontos de concentragdes: 0,0078 mg/mL; 0,0098 mg/mL; 0,0117 mg/mL; 0,0135
mg/mL; 0,0154 mg/mL; 0,0172 mg/mL; 0,0190 mg/mL; 0,0209 mg/mL; 0,0226 mg/mL;
0,0244 mg/mL; 0,0262 mg/mL; 0,0279 mg/mL. O método foi realizado em triplicata e as
leituras das absorbancias serdo obtidas por espectrofotometro UV-VIS, no comprimento de
onda de 241 nm.
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2.9 Precisao
Através deste parametro a leituras foram realizadas em sextuplicata, com analistas
diferentes ¢ em dias diferentes utilizando a diluicdo da dexametasona em concentragio
equivalente ao ponto médio da curva de calibracdo (0,0190 mg/mL). Nao se admitindo

valores superiores a 5%, sendo expressa pelo CV (%).

2.10 Exatidao
Este parametro foi determinado contemplando o intervalo linear em trés concentragdes
0,0078 mg/mL (Nivel baixo), 0,0190 mg/mL (Nivel médio) e 0,0279 mg/mL (Nivel alto).

Realizou-se a leitura em triplicata no espectro UV-VIS em comprimento de onda de 241 nm.

2.11 Robustez
A robustez foi assim realizada variando o tipo de solvente utilizado (solugao tampao pH
7,4/etanol e metanol) e equipamentos distintos com o espectrofotometro UV-VIS
Shimadzu 1240 e 1800. A analise foi efetuada em triplicata com analise do ponto médio
(0,0190 mg/mL), lida no comprimento de onda a 241 nm ¢ calculada pelo coeficiente de

variagdo (%).

3. RESULTADOS

Figura 1. Curva de analitica para solugdo de dexametasona utilizando método

espectrofotométrico.
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Tabela 1. Precisdo do método espectrofotométrico validado.

LGEIHED i Concentracao Meédia das CV(%)

(mg/ml) absorbancias

Analista 1 0,0190 0,8035 0,0093 1,1619
2 0,0190 0,8018 0,0125 1,5532
Analista 2 1 0,0190 0,8146 0,0106 1,3016
2 0,0190 0,8203 0,0068 0,8268

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 2. Exatiddo do método espectrofotométrico validado.

Nivel Meédia das DV CV(%) Concentracao  Concentracao  Exatidao
Absorbancias tedrica(mg/ml) real (mg/ml) (%)
Baixo 0,2918 0,0064 2,2070 0,0078 0,0083 104,65
Meédio 0,8176 0,0023 0,2802 0,0190 0,0187 98,23
Alto 1,2409 0,0024 0,1943 0,0279 0,0271 97,20

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 3. Robustez do método espectrofotométrico validado.

Modificacao Médias das Concentracao Concentracao Precisao Exatidao
absorbanci . o o
as tedrica real £ DP CV (%) (%)
(mg/ml)
(mg/ml)
Solvente Tampao 0,815 0,0190 0,0186+0,013 1,640 97,39
fosfato
7,4/etanol
(60:40)
Metanol 0,870 0,0190 0,0197+0,018 2,079 103,68
Equipa Espectro 1 0,849 0,0190 0,0193+0,013 1,522 101,58
mento
Espectro2 0,829 0,0190 0.0189+0,032 3,924 99,47

Fonte: Dados da pesquisa.



