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RESUMO

HIDROGEIS CONTENDO NANOCAPSULAS DE DIPROPIONATO DE
BETAMETASONA E C'),LEO DE BORRAGEM: ESTUDO DE ESTABILIDADE EM
EMBALAGEM PRIMARIA E PERMEACAO/PENETRACAO CUTANEA in vitro

AUTORA: Nadine Lysyk Funk
ORIENTADORA: Cristiane de Bona da Silva

A associacdo de corticosteroides e substancias emolientes, ricas em &cidos graxos como o gama-linoleico, vem
ganhando destaque na literatura para o tratamento de desordens dermatolégicas inflamatérias como a dermatite
atépica. A alta incidéncia de efeitos adversos sistémicos dessa classe farmacoldgica ressalta a via tépica como via
de escolha. A terapéutica ainda pode ser favorecida pela associagdo das duas substancias a partir da
nanotecnologia, podendo proporcionar uma entrega gradual e direcionada da substancia ativa ao local de acéo.
Assim, esse estudo objetivou desenvolver hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo nanocapsulas de dipropionato
de betametasona (DB) e 6leo de borragem (OB) e avaliar a estabilidade dessas formula¢fes quando acondicionadas
em bisnagas de plastico e aluminio, durante 120 dias a temperatura ambiente. Ainda, foi avaliada a capacidade
oclusiva das formulacbes e também conduzido um estudo de permeagéo/penetracdo cuténea in vitro buscando
observar a entrega da betametasona e do éleo de borragem nas diferentes camadas da pele. As suspensfes de
nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado e posteriormente
incorporadas ao polimero formador de gel para formagéo da formulagdo semissélida (A-DBOBwc). Hidrogéis
contendo as nanocépsulas brancas (A-OBnc) e com o farmaco em solugdo (A-DB) foram, também, preparados e
avaliados. Os hidrogéis contendo as nanoestruturas demonstraram distribuicdo granulométrica bimodal, tamanho
nanométrico (193 a 203 nm), indice de polidisperséo inferior a 0,15; pH compativel com a aplicagéo tdpica (6,32
a 6,45) e teor de betametasona proximo ao teorico (0,25 mg/g). O fator de espalhabilidade (FE) foi maior para A-
OBnc (5,09 £ 0,23 mm2/g) do que para A-DBOBnc (2,93 £ 0,31 mmz2/g) e A-DB (2,99 £ 0,11 mmz/g). Todos 0s
hidrogéis demonstraram comportamento de fluxo ndo-Newtoniano pseudopléstico (R>0,999; n<1). O creme
comercial de dipropionato de betametasona foi, também, avaliado e apresentou tamanho micrométrico (2512 +
291 nm), pH levemente &cido (6,12 + 0.28) e FE de 4,46 + 0.81 mm?/g. Foi verificada a manutencdo do perfil de
distribuicdo granulométrica, didmetro médio de particulas e homogeneidade no decorrer dos 120 dias de estudo
para os hidrogéis contendo as nanocépsulas. O pH dessas formulagdes reduziu a partir dos 90 dias para as amostras
acondicionadas em bisnagas de aluminio e a partir dos 30 dias para as amostras em bisnagas de plastico. O FE
apresentou mudancas para as formulacfes nanoassociadas ao passo que para A-DB esse pardmetro se manteve
estavel. A capacidade oclusiva dos hidrogéis se mostrou mais pronunciada ap6s 12 horas de contato com o local
de aplicagdo, na qual os hidrogéis A-OBnc € A-DB demonstraram ser tdo oclusivos quanto o controle positivo
utilizado (vaselina sdlida). O estudo de permeacdo/penetracdo cutanea in vitro demonstrou uma maior reten¢ao do
DB no estrato cdrneo (A-DB: 12 pg/cm2 e A-DBOBc 7,7 pg/cm?), demonstrando a capacidade das nanoestruturas
em promover uma liberacio gradual da substéncia ativa. Néo foi observada diferenca entre as formulagdes nas
demais camadas. Ainda, foi possivel detectar o 4cido gama-linoleico na derme da pele tratada com A-OByc,
resultado promissor visando a reconstrucao da estrutura cutdnea. Assim, os hidrogéis desenvolvidos se mostram
tecnologicamente promissores para aplicacdo tépica, visando o tratamento de doencas inflamatérias da pele, como
a dermatite atopica.

Palavras-chave: Acido gama-linoleico; Semissdlidos; Estabilidade; Material de Embalagem; Ocluso;
Permeagéo.



ABSTRACT

HYDROGELS CONTANING BETAMETHASONE DIPROPIONATE AND BORAGE
OIL NANOCAPSULES: PRIMARY PACKAGING STABILITY AND
PERMEATION/PENETRATION in vitro SKIN STUDIES

AUTHOR: Nadine Lysyk Funk
ADVISOR: Cristiane de Bona da Silva

Corticosteroids and emollient substances (with high amounts of fatty acids as gama-linoleic acid)
association is usually reported aiming the treatment of inflammatory skin diseases, such as atopic
dermatitis. Topic formulations become interesting as an alternative route to deliver those drugs and
minimize systemic adverse effects. Moreover, through nanotechnology it is possible to associate
synergic substances and promote a controlled targeted drug delivery to the injured tissue. Therefore, our
goal is to develop an Aristoflex® AVC hydrogel containing betamethasone dipropionate (BD) and
borage oil (BO) nanocapsules and evaluate its stability in plastic and metal tubes during 120 days, at
room temperature. Occlusive properties and permeation/penetration in vitro studies through skin were
also performed. Nanocapsules were prepared by interfacial deposition of preformed polymer and
incorporated into hydrogels (A-DBOBnc). Hydrogels without BD (A-OBnc) and with BD in solution
(A-DB) were also prepared. Hydrogels containing nanocapsules showed bimodal granulometric
distribution, nanometric size (193 to 203 nm), polidispersion index below 0.15, pH suitable for topical
application (6.32 to 6.45) and drug concentration close to theoretical (0,25 mg/g). Spreadability factor
(SF) was higher to A-OBnc (5.09 £ 0.23 mm?/g) than A-DBOBc (2.93 = 0.31 mm?/g) and A-DB (2.55
+ 0.11 mma/g). All three formulations showed non-Newtonian behavior, which were better fitted to
Power Law model (r>0,999; n<1), presenting pseudoplastic characteristics. Commercial cream (CC)
presented micrometric size (2512 + 291 nm), pH slightly acid (6.12 + 0.28), SF of 4.46 + 0.81 mm?/g
and drug concentration around 90%. During 120 days hydrogel’s granulometric distribution, particle
size and homogeneity were stable. At 90 days pH started to decrease for formulations packaged in
aluminum tubes and at 30 days for plastic tubes. The SF changed for A-DBOBnc and A-OBnc and was
stable for A-DB. The semissolids demonstrated higher occlusive factor at 12 hours of study, where A-
OBnc and A-DB were as occlusive as positive control (vaselin). Permeation/penetration in vitro skin
studies evidenced high retention amount of BD at stratum cornea (A-DB: 12 g/cm?; A-DBOBn\c: 7.7
g/cm?) confirming nanocapsules ability to control drug release. No distribution differences were
observed in other skin layers between formulations. Additionally, gama-linoleic acid was found in skin
dermis treated with A-OBnc, favorable result aiming skin barrier reconstruction. Therefore, the
developed hydrogels can be considered technologically promising for topical application, aiming at the
treatment of inflammatory skin diseases, such as atopic dermatitis.

Keywords: Gamma-linoleic acid; Semisolid; Stability; Packaging Material; Occlusion; Permeation.
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1. INTRODUCAO

A via cutanea vem sendo estudada para administracédo local de farmacos, por intermédio
de formas farmacéuticas semissolidas, por apresentar vantagens frente a outras vias, como sua
grande &rea de superficie, por proporcionar maior comodidade ao paciente, menor frequéncia
de administracdo, conferir protecdo a farmacos suscetiveis a degradacdo enzimatica, além de
possibilitar contornar efeitos indesejaveis proporcionados por outras vias. Contudo, por ser um
orgdo de estrutura complexa, formada por epiderme, derme e hipoderme, a pele ainda mostra-
se desafiadora em termos de penetragdo e permeacdo de substancias por suas diferentes
camadas (BOLZINGER, 2012).

O estrato corneo, camada mais externa da epiderme, é composto de células mortas, 0s
queratindcitos, e uma matriz lipidica extracelular constituida de ceramidas (50%), colesterol
(25%) e &cidos graxos livres (25%). A estrutura lipidica formada por esses componentes é
responsavel por manter a integridade da camada epidérmica frente a alteracdes externas
(temperatura, pressdo) e por sua baixa permeabilidade, caracterizando-o como passo limitante
para entrada de farmacos no organismo (IINAUSKAS, 2017).

Os é&cidos graxos livres do estrato corneo sdo provenientes do metabolismo de acidos
graxos essenciais (AGE), como o &cido linolénico (6mega 3) e linoleico (dmega 6). Porém, a
auséncia da enzima A6-dessaturase no corpo humano impede a sintese endégena dos AGEs,
necessitando sua reposicao externa a partir da dieta (MANHEZI, 2008). Além de contribuir na
reconstrucdo da barreira epidérmica, por atuarem como precursores dos acidos graxos livres,
0s AGEs ainda podem apresentar atividades emoliente e anti-inflamatoria. Essas caracteristicas
tornam os 0Oleos vegetais ricos em acidos graxos alvos de estudo para o tratamento das mais
diversas desordens dermatoldgicas.

A dermatite atOpica, por exemplo, € uma doenca cronica inflamatoria da pele,
comumente diagnosticada pelo aparecimento de coceira, prurido e também associada com
frequéncia a algumas condicdes imunoldgicas, como asma, alergias alimentares e rinite.
(SIMPSON et al, 2014). A literatura aponta que essa doenca resulta da soma de uma
predisposicdo genética a respostas imunes irregulares, com exacerbagdo de producao de células
T, somada a desestruturacdo da barreira epidérmica, promovendo disturbios na homeostase
corporal e ressecamento do local lesionado pela alta perda de agua transepidérmica
(THOMPSEN, 2015).

O tratamento dessa condicdo engloba uma série de opgOes terapéuticas, dentre as quais

se encontram os farmacos anti-inflamatorios, considerados primeira escolha no tratamento da
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dermatite atdpica, e as substancias emolientes (EINCHEFIELD et al, 2014). Os anti-
inflamatorios corticosteroides, como o dipropionato de betametasona (DB), agem inibindo a
vasodilatacdo e aumentando a permeabilidade vascular, resultando na reducdo da migragéo
leucocitaria local (COUTINHO, CHAPMAN, 2011). Apesar da resposta terapéutica positiva,
essa classe de farmacos estd comumente associada a uma série de efeitos adversos sistémicos
cronicos, como atrofia cutdnea irreversivel, sindrome de Cushing, estrias, pele escamosa e
recidivas inflamatdrias graves resultantes do abandono precoce do tratamento (POETKER,
REH, 2010).

Como terapia complementar & terapia convencional, 6leos vegetais, como o 6leo de
borragem (OB), vém sendo estudados por suas mais diversas agdes, tais como emoliente, anti-
inflamatdria e antioxidante (HU et al, 2015). O 6leo de borragem, extraido da planta Borago
officinalis L., traz em sua composicdo uma alta porcentagem de acidos graxos essenciais,
principalmente das séries 6mega 6 e dmega 9, componentes importantes para manutengdo da
integridade da pele. Desta forma, € capaz de auxiliar na restauracdo e hidratacdo da barreira
epidérmica (FOSTER, HARDY, ALANY, 2010).

Nesse contexto, a nanotecnologia surge como uma alternativa tecnoldgica para associar
os efeitos aditivos dos farmacos anti-inflamatorios e éleos vegetais no tratamento das desordens
dermatoldgicas. As vantagens aliadas a esses sistemas ainda incluem protecdo do farmaco, seu
direcionamento ao local de acdo e o controle de sua liberacdo, propiciando redugdo na
frequéncia de administracdo e evitando o alcance da via sistémica, principal responsavel pelos
efeitos adversos de farmacos como o DB (ZAMARIOLI et al, 2015; SILVA et al, 2015).

Assim, o desenvolvimento de formas farmacéuticas semissdlidas de base
nanotecnoldgica para entrega topica de substancias ativas se mostra um caminho promissor para
contornar os efeitos indesejaveis provenientes da administracdo sistémica de corticoesteroides.
As preparacbes semissélidas fornecem caracteristicas desejaveis como hidratacdo, ocluséo,
retencdo do farmaco no local de acdo por sua adesividade, e aumento da estabilidade das
suspensdes de nanoparticulas (ANTONIO et al, 2012).

Por fim, buscando avaliar a estabilidade dessas formulagdes, se torna importante buscar
a melhor forma de acondicionamento das preparacfes semissolidas. O material de embalagem
facilita 0 manuseio e a utilizagdo da forma farmacéutica, devendo interagir o minimo possivel
com o produto farmacéutico e garantindo sua qualidade e eficacia durante todo seu tempo de
prateleira. Comercialmente, as preparacdes semissolidas sdo comumente encontrados em

embalagens metalicas ou plasticas, na forma de bisnagas ou potes.
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Desta forma, o presente trabalho buscou desenvolver uma forma farmacéutica
semissdlida do tipo hidrogel a partir da associacdo do DB e OB em suspensdes de nanocapsulas,
como uma opcdao terapéutica para o tratamento da dermatite atopica. Posteriormente, buscando
sugerir a melhor forma de acondicionamento, foi conduzido um estudo de estabilidade

utilizando distintos materiais de embalagem priméria: bisnagas de plastico e aluminio.



16

2. OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou desenvolver uma formulagdo semissélida do tipo hidrogel
a partir de nanocépsulas de dipropionato de betametasona e 6leo de borragem, avaliando a sua

estabilidade em embalagem final e a permeacao/penetracéo in vitro do farmaco e do 6leo.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas contendo dipropionato de
betametasona e 6leo de borragem;

o Preparar uma formulacdo semissolida do tipo hidrogel contendo nanocapsulas
poliméricas de dipropionato de betametasona e dleo de borragem;

o Caracterizar o hidrogel quanto aos parametros fisico-quimicos: andlise
macroscopica, perfil granulométrico, pH, teor de farmaco, determinacéo de peso, viscosidade e
espalhabilidade.

. Avaliar a estabilidade fisico-quimica das formulacdes acondicionadas em
bisnagas de aluminio e bisnagas de plastico, mantidas em temperatura ambiente por um periodo
de 120 dias;

. Avaliar a capacidade oclusiva in vitro das formulacdes;

. Realizar o estudo de penetracao/permeacdo cutanea in vitro do farmaco e do dleo
a partir das formulagoes;

. Realizar um estudo comparativo dos hidrogéis com uma formulacdo comercial
de dipropionato de betametasona do tipo creme quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas,
capacidade oclusiva e penetracdo/permeacdo in vitro.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PELE

A pele € 0 6rgdo mais extenso do corpo humano e tem como principal fungdo agir como
barreira fisica a entrada de agentes externos. Além disso, participa de processos imunolégicos,
regula a temperatura corporal, garante a homeostase do organismo humano, entre outros
(TAGAMI, 2008).

Sua estrutura se divide em 3 diferentes camadas: a hipoderme, derme e epiderme. A
hipoderme, camada mais interna, € formada por fibroblastos, macréfagos e adipdcitos, além de
nervos e vasos sanguineos. Por apresentar tecido adiposo, é responsavel pelo fornecimento de
energia e isolamento térmico da pele. A derme, por sua vez, localizada acima da hipoderme,
confere & pele caracteristicas como resisténcia e elasticidade decorrentes, respectivamente, da
presenca de col&geno e elastina em sua estrutura. Ainda, estdo alocados na derme os apéndices
cutaneos como foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (KOLARSICK, P.;
KOLARSICK, M.; GOODWIN, 2011).

A epiderme é a camada mais externa da pele, a qual compreende 5 subcamadas: camada
cornea, ltcida, granulosa, espinhosa e basal (BENITES, MONTANS, 2017). A camada cornea
ou estrato corneo, considerado passo limitante a penetracdo de substancias na pele, é a camada
mais externa da epiderme. O estrato cdrneo € composto por células mortas com grande
quantidade de queratina em sua estrutura, 0s queratindcitos, 0s quais estdo acomodados em uma
matriz intercelular lipidica constituida de ceramidas (50%), colesterol (25%) e &cidos graxos
livres (25%) (IINAUSKAS, 2017).

Os acidos graxos livres encontrados no estrato corneo sdo acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa sintetizados a partir do metabolismo dos AGEs 6mega 3 e 6mega 6. Por
auséncia da enzima A9-dessaturase no organismo de mamiferos, os AGEs obrigatoriamente
devem ser repostos externamente, como por exemplo pela dieta. Sua importancia esta
relacionada com a producdo de seus metabolitos e, os acidos graxos livres como o &cido
araquidénico, eicosapentaenoico e docosahexaenoico, atuam na integridade e fluidez das
membranas, na atividade enzimética e na sintese de eicosanoides como prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos (MANHEZI, 2008).

Além do exposto, a presenca de ceramidas e &cidos graxos livres reflete diretamente no
pH da superficie cutdnea, o qual pode variar de 4 a 6. O gradiente de pH formado entre a

superficie, levemente &cida, e a parte mais interna da pele, proxima a neutralidade, garante o
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controle da microflora local e a formagéo de uma estrutura lipidica ideal para a manutencéo da
barreira epidérmica (ALL, YOSIPOVICTH, 2013; LAMBERS, 2006).

Ainda na epiderme, mais especificamente nas células da camada granulosa, encontram-
se proteinas especificas como a filagrina, cujos monémeros desempenham importante papel na
agregacdo de moléculas de queratina que constituirdo a camada cornea, organizando-as de
maneira densa e compacta (CARDILI, 2013; IRVINE; MCLEAN; LEUNG, 2011). Além disso,
a gquebra da filagrina resulta na producédo de Fatores de Hidratacdo Natural (NMF), os quais
garantem a manutencdo da homeostase da epiderme exercendo fun¢des como hidratacdo e
protecdo UV (THYSSEN, KEZIC, 2014).

Essa organizacdo confere a pele uma baixa permeabilidade, bem como auxilia na
resisténcia do organismo frente a mudancgas como pressdo e temperatura (IINAUSKAS, 2017).
De modo a garantir a auséncia de desordens dermatoldgicas, a presenca de uma barreira fisica
integra e a preservacdo da capacidade proliferativa das células cutaneas devem ser mantidas.
Logo, fatores como hidratacdo, perda de agua transepidérmica, producdo de sebo e regulagédo

do pH entre o meio interno e externo, devem ser observados (BOER, 2016).

3.2 DERMATITE ATOPICA

A dermatite atopica € uma doenca inflamatdria multifatorial a qual engloba uma série
de alteracOes genéticas, defeitos na barreira cutanea, além de fatores ambientais e imunolégicos.
Considerada uma epidemia em ascensao nos Gltimos 30 anos, acometendo cerca de 30% das
criangas e 10% dos adultos, a dermatite atopica € caracterizada por sintomas como eritema e
coceira intensa (OSZUKOWSKA et al, 2015; ORFALI et al, 2013). A palavra atopia remete a
uma tendéncia hereditaria a formacdo exacerbada de anticorpos IgE em resposta a pequenas
guantidades de alérgenos ambientais como polen e poeira (REED, 2006). Desta forma, o
desenvolvimento da doenca € comumente associado a pacientes com historico pessoal ou
familiar de outras doencas alérgicas, a exemplo, rinite e asma (EINCHFIELD, 2014).

A alteracdo primaria relacionada a doenca consiste em defeitos na barreira cutanea, que
facilitam a sensibilizacdo da pele e a entrada de agentes exdgenos como alérgenos e
microorganismos, 0s quais sao responsaveis por desencadear uma resposta imune Th2 (BOER,
2016). Ainda, pesquisas apontam uma relacéo direta da dermatite atopica com defeitos no gene
da filagrina, detectado em cerca de 50% dos pacientes com a doenga (IRVINE, MCLEAN,
LEUNG, 2011).
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A filagrina é uma pro-proteina que, quando ativada, libera monémeros responsaveis pela
organizacao e ligagdo da estrutura epidérmica, formando uma matriz lipoproteica densa e firme.
Apds, esses mondmeros sao degradados a NMF, os quais auxiliam na retencdo de agua e
manutencdo do pH fisioldgico da pele. Assim sendo, mutacBes que envolvam a perda de funcéo
ou defeitos de sintese da pro-proteina sdo elencadas como fatores importantes no
desenvolvimento da doenga (CARDILI et al, 2013; OORD, SHEIKH, 2012; STEMMLER,
HOFFJAN, 2016). Ainda, autores supdem que a producao exacerbada de certas interleucinas a
partir da propagacao sistémica de células T possa impactar na producao/desativacdo da
filagrina, propondo a relacéo direta dos dois fatores no aparecimento da doenca (McALEER,
IRVINE, 2013; WANG et al, 2015).

A desestruturacdo da barreira epidérmica também é impactada pela perda ou deficiéncia
dos AGEs tais como os acidos linolénico e linoleico. Essa deficiéncia também afeta a
permeabilidade da pele, propiciando um ambiente suscetivel ao inicio de processos
inflamatorios locais (MAN et al, 2015). Estudos mostram resultados positivos decorrentes da
reposicdo de acidos graxos essenciais, seja pela via topica ou oral, para o tratamento da
dermatite atopica, os quais incluem reducdo nos niveis de IgE e reducdo de sintomas como
prurido e ressecamento (BLASKOVIC et al, 2014; SIMON et al, 2014).

Frente ao exposto, o tratamento da dermatite atopica tem foco na restauracéo da barreira
epidérmica e no controle de sintomas decorrentes do processo inflamatdrio local. Para tal, os
anti-inflamatorios corticosteroides sdo farmacos de escolha no tratamento da doenca
(EINCHEFIELD et al, 2014). Além destes, também se relata o uso de inibidores de
calcineurina, anti-histaminicos, imunoterapia e fototerapia, aliado ao uso de probidticos,

suplementacéo vitaminica e dleos vegetais como terapia adjuvante (LEE et al, 2016).

3.3 DIPROPIONATO DE BETAMETASONA

O uso tépico de farmacos da classe dos corticoesteroides, em criancas e adultos,
constituem a primeira escolha no tratamento de doencas dermatoldgicas como a dermatite
atopica, seja ela de carater brando ou severo. Essa classe apresenta propriedades anti-
inflamatdria, imunossupressora, vasoconstritora e antiproliferativa (RING et al, 2011; WANG
et al, 2015). De acordo com a poténcia vasoconstritora, a literatura divide os corticosteroides
em classes que variam desde farmacos de poténcia baixa, nos quais se encaixam a
dexametasona e desonida, até farmacos com poténcia alta, como o propionato de clobetasol e 0
dipropionato de betametasona (SALA et al, 2016).
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Apesar de considerados efetivos, multiplas reacGes adversas sdo associadas ao uso
sisttmico de corticosteroides, tais como atrofia cutanea irreversivel, sindrome de Cushing,
reducdo da espessura epidérmica, estrias, sensibilizacdo local e recidivas inflamatorias graves
ocasionadas pelo abandono precoce do tratamento (POETKER, REH, 2010). Desta forma, o
uso topico desses farmacos por meio de formas farmacéuticas semissélidas, por exemplo, surge
como uma alternativa para contornar os efeitos adversos sistémicos ja conhecidos. Além disso,
o0 tratamento topico ainda oferece vantagens como hidratacdo local, acdo emoliente e maior
comodidade ao paciente, fator importante para 0 ndo abandono do tratamento (YACOBI et al,
2014). A vantagem da aplicacdo topica de corticosteroides no tratamento da dermatite atépica
foi demonstrada por Haeck e colaboradores (2010), os quais relataram aparecimento de efeitos
adversos como a catarata, decorrentes do tratamento sistémico, enquanto que o tratamento
topico se mostrou ausente de reacdes adversas.

O dipropionato de betametasona (DB), éster derivado da betametasona, € um anti-
inflamatorio corticoesteroide de alta poténcia. Possui alta lipofilicidade (log P = 3,96), sendo
soltvel em acetona, cloroférmio e diclorometano, parcialmente soltvel em alcool e insoltvel
em agua. Apresenta peso molecular de 504,24 e pKa de 12,87. Comercialmente o DB ¢
encontrado na forma isolada em creme, pomada e lo¢do na concentracdo de 0,64 mg/g
(equivalente a 0,5 mg/g de betametasona). Ainda, pode ser encontrado na forma de solucéo
topica, associado ao &cido salicilico; suspensdo injetavel, em associagdo ao sulfato de
gentamicina ou, ainda, na forma de pomada e creme, junto ao fosfato dissodico de betametasona
(ANVISA, 2017). O DB, entretanto, apresenta baixa permeabilidade pela pele e é suscetivel a
formacdo de produtos de degradacdo frente a luz e condicBes &cidas e alcalinas. Tais
caracteristicas resultam em respostas terapéuticas insatisfatdrias (SHOU, 2009).

Apesar das limitagdes, a eficacia in vivo do DB frente a dermatite atdpica ja é descrita
na literatura. ApoOs desenvolvimento espontdneo da dermatite em ratos, Kuramoto e
colaboradores (2015) trataram os animais doentes com pomada de DB trés vezes por semana,
durante 4 semanas, utilizando creme de heparina como grupo controle. Ao final do experimento,
0s animais tratados com DB mostraram reducdo expressiva na gravidade da leséo e na coceira.
Além disso, no mesmo grupo, a histologia evidenciou auséncia de inflamacdo e ulceragéo,

alterac@es visivelmente presentes no grupo controle.
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3.4 OLEO DE BORRAGEM

Os é&cidos graxos essenciais (AGE) desempenham papel importante na estrutura e
funcdo da pele, influenciando na sua fluidez e permeabilidade. Além disso, possuem relacéo
direta na maturacdo e sensibilizacdo do sistema imunolégico pois sdo metabolizados a
prostaglandinas e leucotrienos, produtos correlacionados as respostas inflamatorias,
imunologicas e proliferativas das células da pele. Portanto, a falta ou deficiéncia de substancias
como acido gama-linolenico (6mega 6) e acido linoleico (bmega 3) podem facilitar o
desenvolvimento de doencas dermatolégicas de carater inflamatério como a dermatite atdpica
e psoriase, além de infec¢des secundarias por agentes como Staphylococcus aureus (FOSTER,
ALANY, HARDY, 2010).

Desta forma, cresce cada vez mais o estudo de substancias emolientes como recurso
adjuvante e complementar para o tratamento, quando implementado junto aos anti-
inflamatorios corticosteroides, ou ainda usados isolados na prevencdo das desordens
dermatolégicas (WOLLENBERG, EHMANN, 2012). Muitos sdo os O6leos vegetais
encontrados na literatura para o tratamento da dermatite atopica, como 6leo de primula, 6leo de
oliva, 6leo de coco, 6leo de lavanda, entre outros (SIMON et al, 2014; VERALLO-ROWELL,
DILLAGUE, SYAH-TJUNDAWAN, 2008; HUSSAIN et al, 2017).

Recentemente, o 6leo de borragem vem ganhando espaco como terapia para 0
tratamento da dermatite atopica. O 6leo de borragem é um 6leo vegetal obtido da semente da
planta Borago officinalis L., nativa de regides do Mediterraneo. Traz em sua composi¢ado cerca
de 50-68% de acidos graxos poli-insaturados da série 6mega 6, dos quais 40% sdo acido
linoleico e 20% &cido gama-linolenico (GLA). Além disso, ainda é composto por cerca de 20%
de AGE monoinsaturados da série 6mega 9, como o &cido oleico (FOSTER, HARDY, ALANY,
2010). Sua porcentagem de GLA € significativamente superior as encontradas em o0leos
vegetais como o 6leo de primula, amplamente empregada no tratamento da dermatite atopica
(BARRE, 2001).

A literatura ja contempla estudos que demonstram suas propriedades anti-inflamatdria,
antibacteriana, antilipidémica (BASAR et al, 2013), antiproliferativa (WEBER et al, 2015) e
antioxidante, relacionada a alta concentracdo de compostos fendlicos em sua composicdo
(ZEMMOURI et al, 2014).

Além das propriedades farmacoldgicas ja elucidadas, estudos tém mostrado outros
beneficios relacionados ao uso do 6leo de borragem. Brosche e Platt (2000) demonstraram a

capacidade deste 6leo em auxiliar na recuperacéo da integridade epidérmica, bem como reduzir
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a perda de agua transepidérmica em até 10%. De Spirt e colaboradores (2009), por inducéo de
irritacdo em pele de mulheres, evidenciaram um aumento dos AGE no plasma das pacientes
estudadas. Ainda, houve decréscimo na vermelhiddo local, na perda de dgua transepidérmica,

além de notavel aumento na hidratacdo da regido afetada.

3.5 NANOTECNOLOGIA

Tendo em vista as limitacbes encontradas na administracdo dos anti-inflamatorios
corticosteroides, as quais incluem efeitos indesejaveis pela via sistémica e instabilidades fisico-
quimicas, e também buscando melhorar a resposta terapéutica da dermatite atopica com o uso
concomitante de 6leos vegetais ricos em AGE, a nanotecnologia surge como uma alternativa
tecnoldgica para a administragdo combinada de ambas as opg¢des terapéuticas.

Atualmente, a nanotecnologia se mostra uma estratégia promissora com avangos
importantes nas mais diversas areas, incluindo a dermatologia (HUA et al, 2015; YASIR et al,
2014; SINGH et al, 2015). Esses sistemas incluem particulas de tamanho inferiores a 1 um,
extremamente flexiveis, encaixando-se em diferentes vias de administracdo de farmacos.
Auxiliam na entrega de substancias ativas em sitio especifico, na transposi¢cdo de barreiras
bioldgicas e proporcionam liberacdo modificada do principio ativo, potencializando sua acédo e
reduzindo sua toxicidade (DESAI, 2012).

O mecanismo de interacdo das nanoparticulas com a pele ainda ndo é bem elucidado,
mas acredita-se que ela possa penetrar/permear por dois mecanismos principais: pelos
apéndices (glandulas sudoriparas e foliculos pilosos), que apesar de representarem uma por¢ao
pequena na superficie epidérmica sdo capazes de proporcionar uma entrega direta do farmaco
até as camadas mais profundas da pele, e pelo estrato corneo, podendo assumir dois caminhos
principais: através dos cornedcitos (passagem transcelular) ou entre os espacgos intercelulares,
pela matriz lipidica (SCHNEIDER et al, 2009).

Entre os sistemas mais relevantes na area farmacéutica tem-se os lipossomas, as
nanoparticulas poliméricas, as nanoemulsGes e as nanoparticulas lipidicas (GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007). As nanoparticulas poliméricas sdo subdivididas em
nanocapsulas e nanoesferas, que diferem entre si por sua estrutura. As nanocapsulas
representam sistemas coloidais nos quais ha um nucleo, geralmente oleoso, envolto de uma
parede polimérica, no qual o farmaco pode estar adsorvido no involucro polimérico e/ou

disperso ou dissolvido no nucleo. As nanoesferas, por outro lado, caracterizam-se como
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sistemas matriciais, com auséncia de um nucleo oleoso em sua estrutura (RAO, GECKELER,
2011).

Frente as vantagens ja citadas, farmacos anti-inflamatorios corticoesteroides, como o
DB, vém sendo associados a nanocarreadores e a literatura aponta resultados promissores dessa
associacdo. Alam e colaboradores (2011) relataram o aumento da estabilidade do DB quando
associado a nanoemulsdo, apresentando baixa degradacao ap6s 3 meses de estudo a temperatura
ambiente. Ainda, Gillet e colaboradores (2011) demonstraram a capacidade de lipossomas
carregados negativamente em melhorar a penetracdo do DB na pele. Weber e colaboradores
(2015) desenvolveram nanocépsulas de poli(e-caprolactona)contendo DB e conduziram um
estudo de fotodegradacdo frente a luz UVC, o qual evidenciou a capacidade das nanocapsulas
em proteger o farmaco frente a degradacéo.

Em nosso grupo de pesquisa, Weber e colaboradores (2015) desenvolveram
nanocépsulas de DB (0,64 mg/mL) utilizando PCL como parede polimérica. Apesar da baixa
estabilidade das suspensdes (15 dias, 25 = 1 °C), resultados positivos foram encontrados
obtendo-se o controle da liberacdo do farmaco a partir das nanocapsulas e a capacidade
protetora das mesmas frente a degradacdo do DB em luz UVC. Bazana (2015) buscando
aumentar a estabilidade das suspens@es reduziu a metade a concentracdo de DB nas
nanocapsulas (0,32 mg/mL). O estudo de estabilidade das suspensfes demonstrou manutengéo
das caracteristicas fisico-quimicas iniciais por um periodo de 30 dias.

Procurando por uma terapéutica ainda mais eficaz, uma nova abordagem vem sendo
associada aos corticoesteroides: 0 uso de 6leos vegetais. Assim, se busca por meio dos sistemas
nanoestruturados somar as atividades biofarmacéuticas ja elucidadas dos 6leos vegetais, como
sua capacidade de hidratacdo e reposicdo de componentes importantes da barreira epidérmica,
com o0s mais diversos principios ativos, 0s quais em sua maioria também possuem
caracteristicas lipofilicas (BONIFACIO et al., 2014; BILIA et al., 2014; NATRAJAN et al.,
2015).

A obtencdo de bases semissélidas a partir de nanoparticulas preparadas com a
associacdo de DB e Gleos vegetais também ja é relatado na literatura. Kong e colaboradores
(2016) desenvolveram uma pomada a partir de um nanocarreador lipidico de palmitoestearato
de glicerila, oleo oleico e DB. Os testes in vitro demonstraram a alta retengéo do farmaco na
pele e no estudo in vivo a formulagdo ndo causou irritacdo local, indicando que a associagéo foi
capaz de minimizar os efeitos adversos causados pelo alcance do DB na via sistémica. Ahmad
e Kumar (2014) desenvolveram géis de Carbopol® 971 a partir de nanoemulsdes de DB e 6leo

de peixe e evidenciaram a capacidade do 6leo em melhorar a penetracdo do farmaco na pele.
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Alam e colaboradores (2013) preparam géis a partir de nanoemulsfes de 6leo de eucalipto
contendo DB. O gel foi capaz de reduzir 84,15% o0 edema de pata em ratos em 12 horas,

enguanto uma formulacdo comercial, no mesmo periodo, reduziu 40,97%.

35 FORMAS FARMACEUTICAS SEMISSOLIDAS

Diversas sdo as vias disponiveis para a administracdo de farmacos, entre elas estdo a via
oral, topica, intravenosa, ocular e retal, por exemplo. A via topica consiste na administracédo de
farmacos diretamente na pele ou mucosas, podendo a area estar lesionada ou ndo. A aplicacio
topica de farmacos pode objetivar um efeito local, no qual a pele é o érgdo-alvo, ou sistémico,
havendo uma absorc¢do percutanea e consequente alcance da circulacdo sanguinea. As formas
farmacéuticas semissolidas, destinadas a aplicacdo na pele ou mucosas, compreendem géis,
géis-creme, cremes, pomadas, pastas, entre outras, as quais diferem entre si por sua composicao
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Os geis consistem em bases aquosas cuja viscosidade € adquirida por adi¢do de um
agente gelificante, o qual pode ser sintético ou natural, responsavel pela formacdo de uma rede
tridimensional. Os géis apresentam boa espalhabilidade, sensorial agradavel, sdo de fécil
remocdo e auxiliam na hidratacéo local pela alta quantidade de agua em sua composi¢do. Os
géis-creme, por outro lado, sdo emulsdes com alta porcentagem de fase aquosa e baixa
concentracdo de 0Oleo, as quais sdo estabilizadas por polimeros hidrofilicos. Essa preparacao
possibilita a incorporacdo de substancias ativas lipofilicas, resultando em uma base com
sensorial menos gorduroso quando comparado ao creme (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2013).

A associacdo de formas farmacéuticas semissolidas a nanoparticulas tem apresentado
resultados positivos quando comparados as mesmas formulacdes com o farmaco livre (ndo
associado). Tais preparacdes propiciam adesividade e, assim, maior periodo de contato da
substancia ativa com o local lesionado, maior estabilidade as suspensdes, além de fornecer
diferentes graus de hidratacdo e oclusdo a pele (ANTONIO et al., 2012). Varios sdo 0s
polimeros utilizados para obtencéo das formulagdes semissélidas, tais como: Aristoflex® AVC
(HARTER, 2013; SAVIAN, 2012), Carbopol® Ultrez 10NF (FLORES et al., 2015; VITORINO
et al., 2013; TRONINO et al., 2016), Carbopol® 934 (SURASSMO et al., 2015),
Hidroxietilcelulose (RAHMAT et al., 2013; WEBER, 2014), Poloxamer® 407 (AL-KASSAS
et al., 2016), FocusGel® 305 (BAZANA, 2015; SCHWARZ et al., 2012).
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O Aristoflex® AVC (co-polimero do é&cido sulfénico acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona neutralizado) é um polimero sintético formador de gel, pré-neutralizado e de
caracteristica anidnica. E utilizado como estabilizante e agente de consisténcia, formando géis
transparentes com sensorial fresco e ndo-pegajoso. A sua concentracdo usual em formulacdes
dermo-cosméticas varia de 0,5 a 5%, apresentando estabilidade em ampla faixa de pH (4-9)
(PHARMA SPECIAL).

A obtencio de géis de Aristoflex® AVC associado a nanoparticulas ja é relatada na
literatura. Kiilkamp-Guerreiro e colaboradores (2012) desenvolveram géis de Aristoflex® AVC
a partir de nanocapsulas de &cido lipdico. As formulacBes foram submetidas a ciclos de
aquecimento/congelamento, demonstrando boa estabilidade fisico-quimica quando avaliados o
teor de farmaco e resisténcia a centrifugacdo. Lee e colaboradores (2016) desenvolveram géis
de Aristoflex® AVC a partir de nanoemulsdes contendo fenitoina, ao quais demonstraram
comportamento ndo-Newtoniano e cinética de liberacdo do farmaco de primeira ordem. Harter
(2013) desenvolveu hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo nanocapsulas e nanoemulsdes de
tioconazol. As formulacdes apresentaram pH compativel com a aplicacdo topica e tamanho
nanométrico. Ainda, demonstraram caracteristica de fluxo ndo-Newtoniana e tixotropia, melhor

se adequando ao modelo de Casson.

3.6 MATERIAL DE EMBALAGEM

O material de embalagem € um dos elementos chave quando se fala sobre a entrega do
medicamento ao consumidor final, compreendendo em embalagem priméria, secundaria e
terciaria (LUCIO, 2013). Além de facilitar o transporte, uso e identificacdo da forma
farmacéutica, a embalagem confere protecdo ao farmaco e excipientes frente ao meio externo
(luz, temperatura, micro-organismos, entre outros), de forma a garantir sua qualidade,
estabilidade e integridade desde a fabricagdo até 0 momento do uso (BAUER, 2009).

A embalagem primaria est4d em contato direto com a formulagdo e pode variar seu
material conforme a forma farmacéutica de escolha (KLIMCHUK; KRASOVEC, 2013).
Independente disso, se espera que ela evite a perda de produto, ndo interaja com a formulagéo
(difus@o ou permeacdo de componentes) e impeca a sua interacdo com 0 meio externo,
impactando diretamente na vida de prateleira do medicamento e, por consequéncia, na sua
eficacia (ZADBUKE et al, 2013).

Para as formas farmacéuticas semissélidas especificamente as embalagens primarias

mais comuns sao potes e bisnagas, feitos de plastico e metais como o aluminio. As embalagens
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plasticas, ainda em crescimento no mercado farmacéutico, trazem vantagens como leveza em
peso, baixa possibilidade de rompimento e variedade de forma e tamanho, mantendo sua forma
original mesmo apdés o0 manuseio da embalagem pelo consumidor (CENTEA,
GRUNENFELDER, NUTT, 2015; KAZMER, 2017). Entretanto, sdo menos resistentes a
temperatura, luz e oxigénio, e assim podem apresentar interacbes com o produto como a
migracédo de seus componentes para a forma farmacéutica, bem como absorver excipientes ou
0 principio ativo do material acondicionado (LUIJSTERBURG, GOOSSENS, 2014). Entre os
materiais plasticos mais utilizados na industria farmacéutica estdo os polimeros de polietileno
e polipropileno (LUCIO, 2013).

Em contrapartida, embalagens metélicas tais como as feitas de aluminio podem ser
preferidas frente as demais devido a caracteristicas como rigidez, o que a torna mais resistente,
leveza quando comparada a embalagens de vidro e baixa permeabilidade a umidade,
componentes gasosos, luz e micro-organismos (TANEJA et al, 2018). Além disso, é um
material facilmente reciclavel a um baixo custo e com violagdo irreversivel, facilitando a
inspecdo de adulteracdo do produto. Apesar das vantagens, essas embalagens podem trazer um
potencial de toxicidade aumentado frente as demais, especialmente pela possibilidade de
migracdo dos metais da embalagem priméria para a forma farmacéutica (BAUER, 2009). No
intuito de reduzir essa interacdo é necessario um revestimento interno na embalagem, o qual
geralmente é composto de resinas ou formulagdes a base de cera (KUMAR, 2013).

Ainda ndo ha estudos na literatura acerca do acondicionamento de formulacdes
semissolidas contendo nanoparticulas de DB e OB em material de embalagem final.
Comercialmente, o DB é encontrado em duas formas farmacéuticas semissolidas distintas:
creme e pomada. Ambas sdo acondicionadas em material de embalagem priméria do tipo

bisnaga de aluminio com quantidades finais que variam de 10 a 30 gramas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

41  MATERIAIS

O dipropionato de betametasona — DB (Lote: 14662/2017) foi doado pela Cristalia (S&o
Paulo, Brasil); o 6leo de borragem — OB (Cddigo: 100001431) foi doado pela Herbarium
Laboratdrio Botanico S.A. (Parana, Brasil); poli(e-caprolactona) e Span® 60 foram obtidos da
Sigma Aldrich; polissorbato 80 foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); acetona PA
da Quimica Moderna (S&o Paulo, Brasil); acetonitrila UV/HPLC da Merck; Aristoflex® AVC
da PharmaSpecial (Sdo Paulo, Brasil); imidazolidinil ureia foi adquirido da Delaware (Rio
Grande do Sul, Brasil);

4.2  PERFIL DE ACIDOS GRAXO0S DO OLEO DE BORRAGEM

A andlise do perfil de acidos graxos presentes no OB seguiu a metodologia descrita por
Hartmann e Lago (1973). Segundo tal, o OB foi saponificado (solucdo metanolica de KOH),
esterificado (solucdo metandlica de H2S04) e, apds metilados, os acidos graxos foram analisados
em um cromatografo a gas (Agilent Technologies, HP 6890N), com coluna capilar DB-23, 60
mm x 0,25 mm x 0,25 um e detec¢do por ionizacdo de chama. Os ésteres metilicos de &cidos
graxos padrdo (mistura FAME de 37 componentes, Sigma, Saint Louis, MO, EUA) foram
submetidos as mesmas condicdes de analise e comparados a amostra de interesse.

Esta analise foi realizada em colaboragdo com a Prof. Dra. Tatiana Emanuelli,
responsavel pelo Nucleo Integrado de Desenvolvimento de Analises Laboratoriais (NIDAL),
localizado junto ao Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS).

43 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico foram preparadas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al, 1988; JAGER et al, 2009).
Seguindo o proposto, uma fase organica composta pelo farmaco (DB), o 6leo vegetal (OB),
Span® 60 (tensoativo de baixo EHL), poli(e-caprolactona) (PCL) e acetona foi mantida sob

agitacdo em aquecimento (40 + 2 °C) para solubilizacdo dos componentes. Apds, a fase organica
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foi injetada em uma fase aquosa composta de Tween® 80 (tensoativo de alto EHL). Por fim, a
formulacdo foi levada ao evaporador rotatdrio para evaporacdo do solvente organico e ajuste
da concentracdo final de farmaco de 0,32 mg/mL, correspondentes a 0,25 mg/mL de
betametasona. Suspensdes de nanocapsulas sem o farmaco foram, também, preparadas e

avaliadas. A composicao das suspensdes de nanocépsulas esté descrita na tabela 1.

Tabela 1l -~ Composicdo quali e quantitativa das suspensdes de nanocapsulas. DBOBNc:
nanocépsulas de DB e OB; OBnc: nanocapsulas brancas (sem o farmaco)

_ Quantidade (g)*
Composicao

DBOBNc OBnc
DB 0,008 -
OB 0,458 0,458
Span® 60 0,005 0,005
PCL 0,25 0,25
Acetona 132,5 132,5
Tween® 80 0,1915 0,1915
Agua ultrapura 132,5 132,5

*: quantidade correspondente a 25 mL de suspensao e 0,25 mg/mL de betametasona.

As nanocéapsulas foram avaliadas em relagdo a distribuicdo granulométrica por difracdo
de laser (Mastersizer® 3000, Malvern Instruments, Inglaterra) a partir da dispersdo das amostras
em agua. O tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo foram determinados pela
metodologia de espectroscopia de correlagio de fotons (Zetasizer® Nanoseries ZEN 3600,
Malvern Instruments, Inglaterra), apds dispersdo das amostras em agua ultrapura na propor¢do
1:500 (v/v). O potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética no mesmo
equipamento, utilizando NaCl 10 mM como meio de dispersdo (1:500, v/v). O pH foi avaliado
em potenciémetro (Modelo PHS-3E, lonlab) a partir da imersao direta das amostras no eletrodo,
o0 qual foi previamente calibrado com solugdes tampé&o pH 4,0 e 7,0.

Para a quantificacdo do farmaco foi utilizado um cromatografo a liquido de alta
eficiéncia da Agilent Technologies (1260 Infinity, Alemanha) seguindo as condicGes
cromatograficas validadas por Weber e colaboradores (2016). A fase movel foi composta por
uma mistura de acetonitrila:agua (65:35, v/v), vazdo de 1 mL/min e deteccdo a 254 nm. Como
fase estacionaria foi utilizada uma coluna Gemini® C18 (150 x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex®)

e pré-coluna do mesmo fabricante (4,0 x 2,0 mm, 5 um); volume de injecéo de 20 uL.
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Para extragdo do farmaco, 400 pL das suspensdes foram diluidas em metanol (10 pg/mL
de betametasona), sonicadas por 10 minutos, submetidas a agitacao de 1100 rpm por 20 minutos
e 2 minutos de vortex. As amostras foram filtradas em membrana de celulose (0,45 um) e
injetadas no cromatografo para quantificacao.

Por fim, a eficiéncia de encapsulamento foi mensurada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando a técnica de ultrafiltragdo-centrifugagdo (Amicon™ 10,000 MW
Ultra, Millipore). Para tal, 400 uL da suspensdo foi submetida a 2200 xG por 10 minutos. O
ultrafiltrado foi coletado e a eficiéncia de encapsulamento foi determinada pela diferenca entre

a concentracao total de farmaco e a concentracao encontrada no ultrafiltrado.

44  PREPARACAO DAS FORMULACOES SEMISSOLIDAS

Foram preparadas, com auxilio de gral e pistilo, formula¢es semissélidas do tipo
hidrogel de caracteristica ani6nica a partir do polimero Aristoflex® AVC (A). Primeiramente
foi realizada a solubilizacdo do conservante (0,6%) no veiculo aquoso e posteriormente sua
incorporacdo ao polimero formador de gel até formacdo e completa homogeneizacdo do
semissolido. As formulacGes consistiram em hidrogéis contendo suspensdes de nanocapsulas
de DB e OB (A-DBOBNc), suspens@es de nanocapsulas sem o farmaco (A-OBnc) e o farmaco
ndo associado, previamente solubilizado em etanol (A-DB).

A composicao quali-quantitativa dos hidrogéis esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 — Composicio qualitativa e quantitativa dos hidrogéis de Aristoflex® AVC (n=3)

Quantidades (g)*

Componentes

A-DBOBnc A-OBnc A-DB
DBOBnc 24,66 - -
OBnc - 24,66 -
DB - - 0,008
Etanol - - 0,5
Avristoflex® AVC 0,1785 0,1785 0,1785
Imidazolidinilureia 0,15 0,15 0,15
Agua ultrapura - - 24,17

*Quantidade referente a 25 g de hidrogel.
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4.4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

4.4.1.1 Analise Macroscoépica

As formulagbes foram avaliadas visualmente em relagcdo a cor e aparéncia, e

sensorialmente quanto ao odor.

4.4.1.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada com auxilio de potencidmetro previamente
calibrado (Modelo PHS-3E, lonlab) com solugdes tampédo pH 4,0 e 7,0. As amostras (n=3)

foram pesadas e dispersadas em agua ultrapura (10%, m/v).

4.4.1.3 Perfil granulométrico das particulas

O perfil granulométrico foi determinado por difracio a laser (Mastersizer® 3000E,
Malvern Instruments) apds dispersdo das formulagGes semissélidas em &gua ultrapura, sob
agitacdo a 500 rpm, por 30 minutos. Foram avaliados os parametros D[4;3] e valor de Span.

4.4.1.5 Avaliacao da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade seguiu a metodologia proposta por Borguetti e
Knorst (2006) e adaptada por Rigo e colaboradores (2012). Para tal, as amostras foram
introduzidas no orificio central (1 cm) de uma placa molde, a qual foi cuidadosamente retirada
para o inicio do experimento. Apoés, placas de vidro de pesos conhecidos (total de 10 placas)
foram posicionadas sobre a amostra, em intervalos de tempo de 1 minuto, seguida da
digitalizacdo da imagem obtida amostra com auxilio do scanner. A partir das imagens
capturadas, as areas foram calculadas com auxilio do software ImageJ (Versdo 1.47, National
Institutes of Health, EUA).

O fator de espalhabilidade (Fe) foi calculado utilizando a equacdo a seguir, a qual
expressa a capacidade da formulacdo em expandir em uma superficie quando um grama de peso

¢ adicionado sobre a mesma.

Fe=A/P
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Fe = fator de espalhabilidade (mm?/g)
A = &rea méxima de espalhabilidade (mm?)

P = peso total adicionado (g)

4.4.1.6 Avaliagdo da viscosidade e das propriedades reoldgicas

A viscosidade e as propriedades reoldgicas foram avaliadas usando o viscosimetro
rotacional Brookfield modelo DV-1+Prime. As analises foram realizadas a 25 = 2 °C, com
auxilio de um banho termostatico. O comportamento de fluxo das formulacgdes foi estabelecido
de acordo com os modelos de Bigham (t = 7 + ny), Casson (t = t0%> + %5y %5), Ostwald
(t = ky™) e Herschel-Bulkley (t = to + ny™), nos quais t equivale a tensdo de cisalhamento,
to 0 cisalhamento limite, n a viscosidade, x o indice de consisténcia, n o indice de fluxo e y a

velocidade de cisalhamento.

4.4.1.7 Determinacao do teor de farmaco

Para extracdo do farmaco foram pesados 0,4 g dos hidrogéis e diluidos em metanol, afim
de se obter uma concentracéo final de 10 pg/mL de betametasona. Posteriormente, os hidrogéis
foram submetidos a 45 minutos de agitacdo (1100 rpm), 2 minutos de vortex e 4 minutos de
centrifugagéo (2500 rpm). As amostras foram filtradas, inicialmente, em filtro quantitativo de
8 um e, posteriormente, em membrana de celulose (0,45 pum) para as analises por CLAE,

seguindo as condicdes cromatogréaficas descritas no item 4.3.

45  ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

Para conducéo do estudo de estabilidade, as formulagdes semissolidas foram envasadas
em bisnagas de aluminio e de plastico (n=2; embalagem contendo 25 gramas de formulacéo).
As amostras foram mantidas em estufa a temperatura ambiente (25 + 5 °C) e umidade em torno
de 50 + 10 %. Em periodo de 15, 30, 60, 90 e 120 dias as formulacdes foram avaliadas quanto
as caracteristicas fisico-quimicas citadas na sessdo 4.4.1.

As bisnagas fechadas foram pesadas em balanga analitica, imediatamente apds o envase
e antes da realizacdo dos testes fisico-quimicos referentes ao estudo de estabilidade, nos

diferentes tempos de armazenamento. Assim, pela diferenga entre o tempo final e inicial foi
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mensurada a perda de peso (g) das formula¢es em funcdo do tempo, assumindo qualquer perda
em massa como perda de componentes do hidrogel.

46  AVALIACAO in vitro DA CAPACIDADE OCLUSIVA DAS
FORMULAGCOES SEMISSOLIDAS

O teste seguiu a metodologia descrita por De Vringer (1995) e adaptada por Patel e
colaboradores (2014). Para tal, 25 mL de agua ultrapura foram adicionados em um béquer de
capacidade de 50 mL, o qual foi coberto por um filtro de porosidade conhecida (12 um), fechado
e mantido em banho termostatico sob temperatura controlada (32 + 1 °C). A superficie de um
dos filtros foram adicionados 500 mg da formulacdo e o outro permanecera sem formulagéo
(béquer controle). Antes do experimento e apds 8, 12 e 24 h, o peso dos béqueres foi
determinado e a diferenca em peso calculada. A anélise foi realizada em triplicata. O fator de

oclusdo (F) foi determinado usando férmula abaixo:

F = fator de oclusdo
A = perda de agua do béquer controle (mg)

B = perda de 4gua do béquer com formulacéo (mg)

4.7  ESTUDO in vitro DE PENETRACAO/PERMEAGCAO CUTANEA

4.7.1 Dipropionato de betametasona

O experimento foi conduzido utilizando células de difusdo do tipo Franz como aparato
principal (2,43 cm? de diametro e 7 mL de meio receptor), as quais foram dispostas em banho
termostatico (32 £ 1 °C) e mantidas sob agita¢do (200 rpm) durante 8 horas. O meio receptor
de escolha foi o tamp&o PBS pH 7,4 com 1% de Tween® 80, respeitando a condigdo sink. Como
membrana bioldgica foi utilizada a pele de abdémen suino adquirida de um abatedouro local
(Cerro Largo, RS). A pele foi preparada de modo que os pelos ficassem curtos e a gordura
subcutanea escassa, com espessura maxima de 2 mm e diametro aproximado de 2,5 cm?
(OECD, 2004).
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Os hidrogeéis (n=4) contendo o farmaco nanoencapsulado e com o farmaco néo
associado foram aplicadas sob a pele (0,5 g) e ao fim do experimento as suas camadas foram
separadas de modo a avaliar a distribui¢do do DB através da pele. O estrato corneo foi separado
pela técnica de tape stripping, realizando 18 tapes consecutivos (Scotch 3M, USA) enquanto a
epiderme e a derme foram separadas com auxilio de bisturi apds a pele ser submetida a um
banho termostéatico de 60 °C durante um minuto. A extracdo do farmaco foi realizada utilizando
acetonitrila com auxilio de vortex (2 minutos) e sonicador (15 minutos) e posteriormente
quantificado por CLAE.

O método analitico foi validado e se mostrou linear na faixa de concentragédo de 0,1 a
30 pg/mL. A recuperagdo (%) do farmaco foi avaliada ap6s contaminacao das amostras de pele
integra com concentracGes conhecidas de DB (0,5; 10 e 30 ug/mL) demonstrando a precisdo do
método (99,44 + 1,3 %). Ainda, foi avaliada a especificidade frente a pele e a fita adesiva,

concluindo que ndo houve interferéncia das matrizes utilizadas na quantificacdo do farmaco.

4.7.2 Oleo de borragem

A penetracdo/permeacao cutdnea in vitro dos acidos graxos presentes do Oleo de
borragem foi avaliada em um experimento paralelo. O estudo foi conduzido utilizando células
de difusdo do tipo Franz e a pele de abdémen suino integra como barreira biolégica. A pele foi
mantida em contato com um meio receptor (tampéo PBS 7,4 com 1% de polissorbato 80) por
um periodo de 8 horas. Apds, foi removida do aparato e separada em estrato corneo, epiderme
e derme como ja citado anteriormente.

O experimento foi realizado comparando a pele sem tratamento, de modo a quantificar
0s &cidos graxos presentes naturalmente em sua estrutura, e uma pele sobre a qual foi aplicada
o hidrogel desenvolvido contendo as nanocapsulas de éleo de borragem. Para quantificacdo dos
acidos graxos a pele foi preparada conforme a metodologia descrita no item 4.2 e levada ao

cromatdgrafo gasoso.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As amostras foram analisadas e os resultados expressos como média + desvio padréo.
A andlise estatistica foi realizada por Analise de Variancia (ANOVA), seguida por testes de
comparacdo multipla de Tukey e Dunnett, a um nivel de significancia de 5%, com auxilio do

software GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO OLEO DE BORRAGEM

A composicdo dos acidos graxos do OB esta descrita na tabela 3. Os componentes
majoritarios representam o grupo de acidos graxos poli-insaturados (57,22%), dentre os quais
se destacam o acido y-linoleico (GLA- C18:3n6) e o acido linoleico (C18:2n6c), presentes nas
quantidades de 19,60% e 37,05%, respectivamente. Ainda, se pode identificar a presenca de
acidos graxos insaturados (25,98%), como &cido oleico (C18:1n9c) e gadoleico (C20:1n9), e
também 4&cidos graxos saturados (16,80%) como os acidos estearico (C18:0) e palmitico
(C16:0). Quantidades semelhantes as encontradas neste trabalho ja foram relatadas

anteriormente na quantificacao dos acidos graxos do OB por Li e Shi (2017).

Tabela 3~ Composicao de acidos graxos (% do total de acidos graxos) quantificados no
6leo de borragem por cromatografia gasosa. (OB) Oleo de borragem; (FAME)
ésteres metilicos de &cidos graxos padrao.

OB FAME

C18:2n6¢ 37,05 37,01
C18:1n9c¢ 20,55 20,63
C18:3n6 19,60 19,48
C16:0 11,23 11,26
C18:0 5,04 5,06
C20:1n9 4,66 4,71

O género Borago como um todo, no qual esté inserida a espécie Borago officinalis, se
destaca na literatura por apresentar uma quantidade expressiva de GLA em sua composi¢édo
total de acidos graxos (BARRE, 2001; GUIL-GUERRERO et al, 2017). A importancia da
reposicdo externa desse acido graxo esta relacionada principalmente a insuficiéncia cutanea da
enzima A-dessaturase, a qual é responsavel pela sua metabolizagdo a partir do &cido linoleico
(LIN; KHNYKIN, 2014). Essa cascata metabolica é essencial para a manutengéo da barreira
cuténea, evitando a perda de agua transepidérmica, bem como pela producédo de eicosanoides,
precursores de substancias como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, importantes na
resposta infamatoria (GUIL-GUERRERO et al, 2017). A reducéo da atividade ou concentracéo
dessa enzima esté relacionada a fatores como o envelhecimento, estresse, diabetes e eczema
(ASADI-SAMANI; BAHMANI; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).
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Em 2000, Brosche e Platt demostraram que a reposic¢ao externa de OB foi capaz de
reduzir em 10% a perda de &gua transepidérmica e reduzir a coceira em pacientes idosos. De
Sprit e colaboradores (2008) relataram a diminuicao da perda de dgua transepidérmica, aumento
da hidratacao local e diminuicdo da descamacéo da pele de mulheres recebendo dieta oral de
OB durante 12 semanas. Kim e colaboradores (2018) evidenciaram a capacidade de restauracao
do pH da pele a partir da ingestdo do OB (60 g/kg) em porquinhos-da-india, possivelmente por

auxiliar no aumento de lactato cutaneo e dos acidos graxos livres.
5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO

Tendo em vista as vantagens terapéuticas da associacdo do OB e DB, nanocépsulas
foram preparadas objetivando sua posterior incorporacéo em hidrogéis. A partir dos resultados
pode-se observar que as suspensdes, independente da presenca do farmaco, apresentaram
caracteristica de distribui¢do granulométrica na faixa nanométrica (D[4;3] de 0,461 pum para
DBOBc € 0,464 um para OBnc) com adequada homogeneidade de particulas (valores de Span
inferiores a 1), como ilustrado na figura 1. A técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons
indicou tamanho médio de particulas de 192 £ 6 nm para suspensdes com o farmaco e 191 + 6
nm para as suspensdes ausentes de farmaco. O indice de polidispersao foi de 0,1 + 0,01 para

ambas formulagdes, corroborando com os dados obtidos por difracéo a laser.

Figural- Perfil de distribuicdo granulométrica das suspensdes de nanocépsulas. (A)
DBOBNnc; (B) OBnc.
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O potencial zeta se mostrou negativo para ambas suspensdes (DBOBnc: -7,31 £ 0,9 mV;
OBnc: -11,2 £ 1,9 mV), fato que esta relacionado a caracteristica do polimero utilizado, o qual
apresenta grupamentos —COOH terminais, e & presenca de micelas de Tween® 80 na interface
das particulas (DASH, KONKIMALLA, 2012; DE BRUM et al., 2015).

O pH das formulacgdes se manteve dentro da faixa de compatibilidade com a pele sendo
favoravel para administracdo por via cutanea. A presenca do farmaco nas suspensdes reduziu
significativamente (p<0,05) o pH (5,48 + 0,04) quando comparado as formulacdes ausentes de
farmaco (6,27 £ 0,32), possivelmente pela caracteristica levemente acida do DB. As suspensdes
apresentaram eficiéncia de encapsulamento de 99,88% e teor de farmaco préximo ao valor
teorico (105,4 £+ 0,32%), o qual se manteve estavel por um periodo de 30 dias.

Weber e colaboradores (2015) desenvolveram nanocépsulas de PCL contendo DB na
concentracdo de 0,5 mg/mL, as quais foram estaveis por um periodo de 15 dias. No presente
estudo se pode perceber que a reducdo da concentracdo de substancia ativa (0,25 mg/mL) foi
capaz de aumentar a estabilidade das suspensfes em duas vezes.

Ainda, os valores de caracterizacdo encontrados para as suspensdes de nanocapsulas de
PCL estdo de acordo com outros trabalhos da literatura que empregam a mesma metodologia
de preparagdo. Harter (2013) desenvolveu nanocapsulas (PCL) de tioconazol com tamanho
nanomeétrico (150 a 200 nm), homogeneidade de particulas (IPD < 0,1), potencial zeta negativo
(-8a-11 mV) e pH compativel com a aplicacdo cutéanea (5,5 a 6,3). Ainda, Rigo e colaboradores
(2017) desenvolveram nanocépsulas (PCL) de deflazacort, as quais apresentaram tamanho
médio em torno de 200 nm, potencial zeta negativo (-8 mV) e distribuicdo granulométrica
unimodal, com valor de Span inferior a 1,7. Zuglianello e colaboradores (2017) observaram a
distribuicdo unimodal (valor de Span em torno de 1,5) de suspensfes de nanocapsulas de PCL

contendo tretinoina.

5.3 CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

A incorporacdo de suspensdes de nanocapsulas em formas farmacéuticas semissolidas
se torna importante e objetiva contornar instabilidades fisico-quimicas das formas liquidas, pela
adequacao e comodidade da via de administracdo ou, ainda, por auxiliar na terapéutica, tendo
em vista as propriedades de oclusdo e hidratacdo que tais formulagGes podem apresentar
(ANTONIO et al, 2012). Os hidrogéis, por definicdo, consistem em redes poliméricas
tridimensionais capazes de incorporar grandes quantidades de &gua, fato que esta relacionado a
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numerosa presenca de grupamentos hidrofilicos em sua estrutura (HAMIDI, AZADI, RAFIEI,
2008).

Buscando uma terapia localizada ao local da lesdo e minimizar os efeitos adversos
advindos da administracdo sistémica, foram desenvolvidos hidrogéis de Aristoflex® AVC a
partir das suspensdes de nanocapsulas (A-DBOBnc e A-OBnc) e um hidrogel com farmaco ndo
associado (A-DB) para fins de comparagéo.

Assim, no que se refere a caracterizacao, todos os hidrogéis se mostraram homogéneos
e com odor caracteristico de seus constituintes, majoritariamente do polimero formador de gel
de escolha. Os hidrogéis contendo as suspensdes de nanocapsulas, com a presenca de farmaco
ou ndo, apresentaram colora¢do branca, ao passo que o hidrogel contendo o fa&rmaco ndo

associado se mostrou transltcido, como ilustrado na figura 2.

Figura2 — Aspecto macroscopico dos hidrogéis de Aristoflex® AVC. (A) A-DBOBc; (B)
A-OBnc; (C) A-DB.

A

Fonte: autor.

Ap0s a incorporacdo das suspensdes de nanocapsulas nos hidrogéis pode se observar
uma distribuicdo granulométrica bimodal (Figura 3), com uma concentracao de particulas na
faixa nanométrica (<1 um) e uma acima de 100 um, fato que esta relacionado a presenca do
polimero formador de gel e do conservante utilizados na preparacdo das formulacfes. Assim,
se obteve valores de Span superiores para as formulagfes contendo as nanocépsulas em
comparacdo ao hidrogel contendo o fa&rmaco ndo associado, o qual demonstrou distribuicdo
unimodal, com populacdo na faixa micrometrica. Um perfil de distribuicdo semelhante foi
observado por Cardoso e colaboradores (2018) ap0s a incorporagdo de nanocapsulas de

fenitoina em hidrogéis de quitosana.
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Figura3— Distribuicdo granulométrica dos hidrogéis de Aristoflex® AVC. (A) A-
DBOBc; (B) A-OBnc; (C) A-DB
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A partir da analise por espectroscopia de correlacdo de foétons se evidenciou a
manutencdo do diametro médio das nanoparticulas ap6s sua incorporacdo nas formulacdes
semissolidas (tabela 4), independente da presenca de farmaco. Apesar disso, a dispersao da
amostra aumentou em decorréncia da presenca dos componentes do hidrogel, fato observado
pelo indice de polidispersédo superior a 0,14 para ambas formulagdes. Esses resultados estdo de
acordo com o evidenciado por Harter (2013) que ap6s a incorporacdo de nanocapsulas de
tioconazol em hidrogéis de Aristoflex® AVC observou a manutengio do didmetro médio das

particulas (170 — 200 nm) e um aumento do indice de polidispersdo das amostras (0,17 — 0,24).
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Tabela4 - Valores de D[4;3], Span, diametro médio das particulas (DM) e indice de
polidispersdo (IPD) encontrados pelas técnicas de difracdo de laser e
espectroscopia de correlacdo de fotons na caracterizacdo dos hidrogéis de

Avristoflex® AVC.
DM (nm) D [4;3] (um) IPD Span
A-DBOBNc 203 + 28 127 + 202 0,15 + 0,022 243+0,28
A-OBnc 193 + 62 206 + 16° 0,14 + 0,022 230+0,22
A-DB 553 + 2582 257 + 33° 0,55+ 0,18° 1,84 +0,1°

*|etras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatisticamente significativa (p<0,01).

No que se refere ao pH, todas as formulac6es se adequaram a faixa de pH da pele (6,22
—6,32), assim como outras preparacdes com o mesmo polimero formador de gel desenvolvidos
por Harter (2013) e Frizzo (2019). A preparacdo do hidrogel a partir das nanocapsulas com o
farmaco promoveu um aumento do pH da amostra (p<0,05), enquanto que as suspensfes sem
o farmaco mantiveram seu pH de origem apés a preparacdo. Por fim, o hidrogel contendo o
farmaco ndo associado ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa a formulagédo
com o farmaco nanoencapsulado (p>0,05).

A concentracdo de betametasona foi proxima ao valor teérico (0,25 mg/g) para ambas
as formulacGes, evidenciando que ndo houve perda de farmaco durante o processo de

preparacdo dos hidrogéis, como indicado na tabela 5.

Tabela5— Valores de pH, teor e fator de espalhabilidade (FE) encontrados na
caracterizagdo dos hidrogéis de Aristoflex® AVC.

pH Teor (mg/g) FE (mm2/g)
A-DBOBNc 6,32 + 0,01 0,25+ 0,01 2,93 +0,31%
A-OBnNc 6,45 + 0,06 - 5,09 +0,23°
A-DB 6,22 £ 0,01 0,25+0,01 2,48 £ 0,112

*letras diferentes em colunas iguais indicam que ha diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A espalhabilidade é um parametro que nos indica o quanto de forca sera necessaria para
que uma formulagdo expanda sobre a area de aplicacdo desejada. Além disso, € um pardmetro
indicativo de mudancas fisicas na amostra através do tempo, por exemplo (KNORST, 1991;
RIGO et al, 2012). Para ser mensurada é calculado o fator de espalhabilidade (FE), o qual leva

em consideracdo a area espalhada (mm?) sob determinada for¢a aplicada (gramas).
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A partir dos resultados encontrados se pode observar a influéncia da presenca do
farmaco, seja encapsulado ou ndo, no FE das formulagdes. Como descrito na tabela 5, o hidrogel
ausente de farmaco mostrou um FE significativamente superior (p<0,05) as demais amostras

(5,09 £ 0,23 mm?/g), fato que pode ser observado também no perfil de espalhabilidade
apresentado na figura 4.

Figura4 — Representacdo gréfica do perfil de espalhabilidade (mm2/g) dos hidrogéis de

Aristoflex® AVC.
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Fonte: autor.

Por fim, a viscosidade ¢ um pardmetro reolégico importante quando tratamos de
formulacGes semissolidas. Ela é capaz de predizer a forgca com que uma formulacgéo seré retirada
de seu material de envase ou espalhada na area desejada, por exemplo, bem como seu
comportamento frente a fatores como tempo e temperatura. Como podemos observar na figura
5, todas as formulag6es desenvolvidas apresentaram comportamento de fluxo ndo-Newtoniano,
visto que ndo h& uma relacdo linear entre os parametros velocidade de cisalhamento e tensdo
de cisalhamento. Essa caracteristica se mostra comum na literatura de preparagdes semissolidas
preparadas a partir de suspensdes de nanocapsulas (SAVIAN, 2012; HARTER, 2013; RIGON
et al, 2019).

Ao analisar os resultados pelo modelo de Power Law (lei das poténcias), verificou-se o

comportamento pseudoplastico dos hidrogéis (r>0,999, n<1). Desta forma, ao analisar um ponto
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de cisalhamento especifico, seja ele qual for, se percebe uma menor resisténcia ao fluxo da
formulacdo contendo as nanocapsulas sem o farmaco associado em relagdo as demais,
corroborando com os dados encontrados no estudo de espalhabilidade. Resultados semelhantes
foram encontrados por Kulkamp-Guerreiro e colaboradores (2012), em que os hidrogéis de
Avristoflex® AVC contendo nanocapsulas de acido lipoico demonstraram pseudoplastia. Ainda,
foi possivel observar que ndo houve interferéncia da presenca das nanoparticulas na

caracteristica reologica das formulacdes.

Figura5— Reogramas dos hidrogéis de Aristoflex® AVC.
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Adicionalmente, a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de uma formulacéo
comercial de dipropionato de betametasona foi, também, realizada.

O DB pode ser encontrado comercialmente nas formas farmacéuticas creme, pomada
ou locéo, na concentracdo de 0,5 mg/g ou mg/mL de betametasona. Ainda, pode ser manipulado
em combinacéo a outros ativos, como por exemplo o &cido salicilico, sulfato de gentamicina e
o fosfato dissddico de betametasona, o qual possui também a forma de solucéo injetavel. As
formas farmacéuticas semissolidas destinadas a aplicacdo topica do DB isolado s&o
acondicionadas em bisnagas de aluminio, podendo variar em 10 ou 30 gramas de formulagéo
(ANVISA, 2017).

Os cremes séo emulsdes, estabilizadas por tensoativos e destinadas a aplicagdo externa,
aos quais podem ser incorporados farmacos de carater lipofilico ou hidrofilico. As emulsdes
O/A sdo cremes considerados aquosos, 0s quais podem promover uma hidratacéo suave do local
de aplicacdo a partir da doacdo de a4gua da fase externa (BERMAR, 2014). O creme de DB,
forma farmacéutica de escolha neste trabalho, é composto por uma cera emulsionante ndo-
ibnica, petrolato liquido, oleato de decila, simeticona, propilenoglicol e uma mistura de
conservantes do grupo dos parabenos (etil, metil, butil e propilparabeno) mais o fenoxietanol
(EMS, 2018).

Desta forma, foi realizada a caracterizacao do creme comercial. A analise da distribuico
granulométrica evidenciou populagdes na faixa micrométrica (D[4;3] = 64 + 3 um), resultado
também encontrado para 0 DM por espectroscopia de correlagdo de fotons (2512,69 £ 291 nm).
Ambas as técnicas mostraram um alto indice de heterogeneidade de particulas resultando em
um IPD superior a 0,8 (0,83 + 0,18) e um valor de Span proximo a 4 (3,98 + 0,21). Ainda, o pH
da formulagdo se mostrou compativel com a aplicacdo topica (6,12 + 0,28) e semelhante ao dos
hidrogéis desenvolvidos neste trabalho, figurando dentro da faixa de pH cutanea.

No que se refere a espalhabilidade, a formulagcdo comercial apresentou um FE de 4,46
+ 0,81 mm?/g, indicando que para cada grama de forca aplicada sobre a formulagdo esta ira
espalhar uma area correspondente a 4,46 mm?. Quando comparado aos hidrogéis contendo as
nanicdpsulas, apresentou FE estatisticamente semelhante (p>0,05) ao A-OBnc e superior as
demais formulagdes, ou seja, necessita de uma menor forga pra que seja espalhado por uma

mesma area. O perfil de espalhabilidade do creme comercial estd representado na figura 6.
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Figura6 — Representacao grafica do perfil de espalhabilidade (mm?2/g) do creme comercial
de DB.
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Fonte: autor.

Por fim, a formulacdo comercial apresentou comportamento de fluxo ndo-Newtoniano,
no qual ndo ha uma relacdo linear entre a velocidade de cisalhamento e a tensdo de
cisalhamento. Ainda, a analise reoldgica demonstrou que o creme comercial melhor se adequou
ao modelo de Casson, exibindo um coeficiente de regresséo superior a 0,999. A modelagem de
Casson caracteriza formulac@es plasticas, as quais necessitam de uma forca inicial minima para
iniciar o escoamento. Os reogramas do creme comercial estdo ilustrados na figura 7.

Mazzarino e Knorst (2007) desenvolveram cremes O/A de caracteristica ndo-inica para
incorporacdo da nimesulida. Esses semissolidos também apresentaram comportamento néo-

Newtoniano e caracteristicas plasticas, se adequando a modelagem de Casson.
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Figura 7 — Representacédo grafica dos reogramas do creme comercial de DB.
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5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS HIDROGEIS

Buscando avaliar o comportamento das formulagdes em decorréncia do tempo, foram
escolhidas duas embalagens primarias distintas para o acondicionamento dos hidrogéis e
conducéo do estudo de estabilidade. As bisnagas sdo embalagens comumente utilizadas pela
indUstria farmacéutica para o envase de formulagGes semissolidas, tais como géis, cremes e
pomadas. Majoritariamente sdo utilizadas as bisnagas de aluminio e, ainda em crescimento no
mercado, as bisnagas de plastico. Assim, essas foram as escolhidas para o seguimento deste
trabalho.

Os hidrogéis foram preparados conforme composicdo quali-quantitativa descrita no
item 4.4. Ap0Gs a preparacdo, as formulaces foram acondicionadas em bisnagas de plastico e
aluminio (n=2/embalagem), pesadas, armazenadas em estufa com temperatura controlada de 25
+ 5 °C e em periodos de tempo pré-determinados (15, 30, 60, 90 e 120 dias). Os seguintes
parametros foram analisados: andlise macroscopica, peso das bisnagas, distribuicéo
granulométrica, tamanho médio de particulas, indice de polidispersdo, pH, teor e
espalhabilidade.

Todas as formulagdes mantiveram o odor caracteristico de seus constituintes durante
todo o estudo, estando mais pronunciado o odor do polimero formador de gel. Quando analisada
a coloracdo foi percebida uma mudanca nas formulagGes contendo as nanoestruturas

armazenadas nas bisnagas de plastico, as quais a partir dos trés meses de estudo passaram a
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apresentar coloracdo levemente amarelada. Visualmente, em relacdo a homogeneidade, néo
houve mudanga perceptivel em nenhuma das formulagdes, independente da embalagem de
acondicionamento. Ainda, a partir de dois meses de armazenamento, pode-se notar a formagéo
de pequenas goticulas de agua na parte interna inferior das bisnagas de aluminio em todas as
formulagoes.

Por conseguinte, anterior a retirada dos hidrogéis de suas embalagens, as mesmas foram
pesadas de forma a se mensurar a perda de peso total em relacdo ao tempo zero (apods
preparacdo), considerando qualquer perda como perda de amostra. Como indicado na figura 9,
as bisnagas de aluminio foram capazes de manter o peso inicial das amostras durante os 120
dias de estudo, ndo havendo nenhuma perda significativa (p>0,05) durante esse periodo. Em
contrapartida, houve uma perda estatisticamente significativa (p<0,05), porém isolada, nas
bisnagas de plastico (figura 8) contendo os hidrogéis com farmaco nanoencapsulado a partir
dos 60 dias de armazenamento. Ainda, nas bisnagas de plastico, aos 90 dias, essa perda foi
verificada nas formulacGes que possuiam o farmaco ndo associado as nanoestruturas e, ao fim

dos 120 dias, foi possivel observar uma perda significativa em todas as formulacdes.

Figura8 — Peso (%) total das bisnagas de plastico em relacéo ao tempo zero. *: diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao peso (%) inicial.
Estatistica realizada por ANOVA, seguida de teste de compara¢des multiplas
de Dunnett.
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Figura9 — Peso (%) total das bisnagas de aluminio em relacédo ao tempo zero0. *: diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao peso (%) inicial.
Estatistica realizada por ANOVA, seguida de teste de comparagdes multiplas

de Dunnett.
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Fonte: autor.

Os resultados a longo prazo reafirmam vantagens importantes das bisnagas de aluminio
frente as bisnagas plasticas. Embalagens metéalicas fabricadas a partir do aluminio demandam
um revestimento interno com a finalidade de isolar o produto do contato com o metal. Esse
revestimento normalmente € feito a partir de materiais organicos, formando uma fina camada
interna, de forma a ndo produzir impacto direto na fabricacdo e maleabilidade dessas
embalagens. Além disso, esse revestimento é responsavel por impermeabilizar a embalagem
frente a gases, oxigénio e luz, desta forma, impedindo a saida de 4gua do produto para o exterior
da embalagem (BAUER, 2009).

Em contrapartida, as embalagens plésticas, apesar de serem preferiveis quanto a
facilidade de envase ou design, apresentam inUmeras desvantagens que acabam as
desfavorecendo no mercado farmacéutico. Entre elas esta sua baixa resisténcia a temperatura,
luz, solventes e oxigénio. Apesar da possibilidade de revestimento desses materiais para
promover certa impermeabilidade, por exemplo, o risco de migracdo desses aditivos para o
produto acaba sendo um grande risco (BAUER, 2009).

No que se refere ao pH, nenhuma das formulagdes apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado o tipo de material de embalagem em um tempo especifico. Para
os hidrogeis contendo o farmaco ndo associado, houve a manutencdo do pH do tempo inicial
(6,22 + 0,01) até os 120 dias (Aluminio: 5,92 £ 0,3 Plastico: 5,81 + 0,1), independente do
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material de embalagem. Em contrapartida, as formula¢es contendo as nanocapsulas com o
farmaco, quando acondicionadas nas bisnagas de aluminio, demonstraram uma reducgéo no pH
a partir dos 90 dias, enquanto que nas bisnagas de plastico essa reducédo iniciou aos 30 dias.
Ainda, quando observadas as nanocapsulas ausentes de DB, a reducdo no pH se mostrou
significativa em relacdo ao tempo zero e a partir dos 15 dias em ambos os tipos de bisnaga. Os
valores de pH estéo representados na figura 10.

A reducdo de pH das formulacGes contendo as nanoestruturas pode se dar ao fato da
possivel hidrélise ou ionizacdo das cadeias carboxilicas terminais do polimero PCL quando em
contato com o0 meio aquoso (BARTNIKOWSKY, 2019). Ainda, a interagdo pode ter sido mais
pronunciada nas bisnagas de plastico pela maior permeabilidade da embalagem com o meio
externo, facilitando possiveis interacBes de oxigénio e agua com a formulacdo semissolida
(BAUER, 2009).

Figura 10 — Valores de pH em func¢do do tempo (dias) para os hidrogéis. (A) A-DBOBAc;
(B) A-OBnc; (C) A-DB. *: diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
em relacdo ao pH do tempo 0 dias.
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Com o objetivo de observar a manutengdo ou ndo do tamanho médio das nanocéapsulas,
se optou por realizar o acompanhamento desse parametro pela técnica de espectroscopia de
correlagdo de fotons. Essa técnica apresenta maior sensibilidade na faixa nanométrica,
indicando o diametro médio dessas particulas e sua homogeneidade em suspenséo.

Assim, no que se refere ao didmetro médio de particulas, as formula¢des contendo as
nanocépsulas, com farmaco associado ou ndo, apresentaram tamanho médio em torno de 200
nm, mantendo seus parametros originais durante os 120 dias de armazenamento e nao
demonstrando nenhuma influéncia do material de embalagem quando analisados os tempos de
estudo isolados. Ainda, se pode confirmar a homogeneidade dessas particulas a partir dos
valores de IPD, os quais se mantiveram abaixo de 0,17 para A-DBOBnc e 0,15 para A-OBnc.

A manutencao do diametro médio e homogeneidade de particulas é uma caracteristica
muito relevante para os sistemas nanoestruturados. Modificagdes nesses parametros no decorrer
do tempo podem influenciar fatores como liberacdo e protecdo do farmaco, interacdo com o
estrato corneo e consequente permeacdo da substancia ativa (POHLMANN et al, 2016). Logo,
os resultados obtidos se mostram favoraveis. Kelmann e colaboradores (2018) observaram um
aumento do diametro médio e heterogeneidade de nanoemulsdes quando incorporadas em
hidrogéis de Aristoflex® AVC apés 90 dias de armazenamento, a 8 °C.

Em contrapartida, para os hidrogéis preparados com o farmaco ndo associado foram
observados valores de IPD superiores a 0,33 durante os quatro meses de armazenamento,
demonstrando a baixa homogeneidade das particulas na formulacdo. O didmetro médio desses
hidrogéis variaram entre 248 a 3136 nm, acarretando na auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre as formulagdes (p>0,05), com excec¢éo dos 120 dias do hidrogel armazenado
na bisnaga de aluminio (IPD: 1,0; DM: 3136 + 570 nm). Os dados de diametro médio de

particulas e indice de polidispersao das formulages estao ilustrados na figura 11.
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Diametro médio de particulas (nm) e indice de polidispersdo dos hidrogéis nos

seus respectivos materiais de embalagem em funcéo do tempo (dias). (A) A-
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observar a distribuicdo granulométrica da totalidade de particulas presentes na formulacéo,
estejam elas na faixa nanométrica ou micrométrica. Desta forma, a partir da técnica de difracédo

a laser, foram avaliadas a distribuicdo média das particulas a partir do parametro D[4;3] e a
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homogeneidade desses sistemas pelo valor de Span.

na distribuicdo granulométrica, representado pelos valores de D[4;3], apenas aos 120 dias de
armazenamento do hidrogel A-OBnc. Nos demais tempos e hidrogéis, a influéncia do material
de embalagem ndo foi significativa (p>0,05). Quando avaliado o comportamento das

formulagcGes semissolidas em suas respectivas bisnagas no decorrer do tempo, se pode notar a

T 0.0

ias 120 dias

manutencdo do perfil granulométrico, como descrito na tabela 6.

md

Ap6s confirmar a manutencdo do didmetro médio das nanoparticulas, se buscou

Analisando cada tempo individualmente se observou a acdo do material de embalagem
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Tabela 6 — Valores de D[4;3] (um) em funcdo do tempo de armazenamento. P: bisnagas de
plastico; A: bisnagas de aluminio.

A-DBOBnNc A-OBnc A-DB
P A P A P A

15 dias 223+ 78 152 + 40° 149 + 1@ 158 +13* 288 £19* 258 £ 417
30 dias 171 + 98 174 + 42 189 £20*  193+21* 292+69° 302+ 16°
60 dias 221 £25% 179 +36° 172 £ 2° 183 £ 21° 247 £ 42 212 + 202
90 dias 165 + 5P 163 +28* 180+25* 201 + 34° 235+ 9° 226 + 28°

120 dias 177+ 72 164 +23* 138+ 18 189 + 38° 197 + 92 258 £ 477

*|etras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca estatistica (p>0,05).

De maneira geral, durante os 120 dias de estudo, os hidrogéis contendo as nanocapsulas
apresentaram valores de Span médio maior (A-DBOBnc: 2,59 * 0,3; A-OBnc: 2,46 £ 0,3)
quando comparados ao hidrogel contendo o farmaco néo associado (A-DB: 2,01 + 0,2). Esse
valor superior de Span pode estar relacionado a presenca de duas distintas populac@es, uma na
faixa submicrométrica e outra acima de 100 um, as quais aumentam a heterogeneidade das
particulas da formulagdo. Ainda, ndo se observou nenhuma diferenga significativa neste
parametro quando analisados os tipo de embalagem em cada tempo isolado, independente da
formulacdo preparada. Esses dados demonstram que as formulacdes foram capazes de manter
o perfil de distribuicdo granulométrica no decorrer dos 4 meses de estudo.

Ainda, foi avaliada a concentracdo de betametasona nos hidrogéis no decorrer do tempo.
Ao analisar os dados, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo de variacdo entre o tipo de
hidrogel e material de embalagem em funcdo do tempo, tendo em vista algumas variaveis que
ocorreram durante as analises. Em alguns casos, os cromatogramas indicaram picos impuros,
dificultando a quantifica¢do do fArmaco de maneira isolada. Desta forma, os resultados obtidos

flutuam de 84 a 134% de teor de substancia ativa, como indicado na tabela 7.
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Tabela 7 — Teor de betametasona (%) nos hidrogeis versus o tempo de armazenamento.

15 dias 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
A-DBOBNc
Plastico 98+ 4 84+0,3 91+ 13 13410 99+5
Aluminio 1012 96 + 8 97 £ 7 99 +2 103+ 2
A-DB
Plastico 99 +2 101+4 98 +1 972 101 + 1
Aluminio 102+ 3 103+1 94+9 99+5 9% +4

Por fim, foi realizado o estudo do fator de espalhabilidade dos hidrogéis desenvolvidos
no decorrer dos 120 dias de armazenamento (Tabela 8). Quando analisado o tipo de material de
embalagem em cada tempo e para cada formulacdo, ndo foi evidenciada nenhuma diferenca

significativa (p>0,05).

Tabela 8 — Fator de espalhabilidade (mm?/g) dos hidrogéis em fun¢édo do tempo. A: bisnagas
de aluminio; P: bisnagas de plastico.

A-DBOBnNc A-OBnc A-DB
P A P A P A
0 dias 293+0,3* 293+0,3* 509+02* 509+02* 248+0,1* 248+0,1%
60 dias 3,67+0,6° 273+0,1* 3,02+06° 282+0,1° 292+04% 278+0,1°

120 dias 3,71+0,8° 297+02% 270+05° 294+02° 344+09* 3,13+0,22

*: letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).

As modificagcdes no FE ficaram restritas as formulagdes contendo as nanoestruturas.
Para a formulacdo A-OBnc, independentemente do material de embalagem, se observou uma
diminuicdo significativa (p<0,05) no fator de espalhabilidade em relacdo ao tempo inicial. O
hidrogel A-DBOBnNc permaneceu com o FE estdvel quando acondicionado na bisnaga de
aluminio, enquanto que na bisnaga de plastico se observou um aumento significativo desse
parametro (p<0,05). As modificagdes apresentadas no FE podem estar relacionadas a interacao
do polimero formador de gel e do polimero presente nas suspensdes nanoestruturadas ao longo

do tempo.
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5.5 CAPACIDADE OCLUSIVA in vitro DAS FORMULACOES SEMISSOLIDAS

Estima-se que a 4gua esteja presente em, aproximadamente, 70% na epiderme e 15-30%
no estrato corneo. Essas quantidades se fazem importantes na manutencéo da plasticidade da
pele, auxiliando na degradacédo da filagrina pelos queratindcitos, na organizagdo da estrutura
lipidica cutdnea, aumentando a presenca de &gua na regido intercelular e no aumento da
temperatura superficial e do fluxo sanguineo, facilitando, assim, a absor¢do percutanea de
substancias (ZHAI, MAIBACH, 2001; BONTE, 2011; NAFISI, MAIBACH, 2018). O estudo
da capacidade oclusiva € uma técnica simples que busca mimetizar a possivel perda de agua
transepidérmica apos a aplicacdo de formulacbes semissolidas sobre a pele (PATEL et al,
2014).

Desta forma, foi realizado o estudo da capacidade oclusiva das formulagdes
desenvolvidas, bem como do creme comercial em estudo. As formulacGes foram aplicadas
sobre um filtro de porosidade conhecida e a perda de &dgua foi avaliada apds 8, 12 e 24 horas de
experimento. A partir dos resultados (figura 12) se pode observar uma tendéncia a maior
capacidade oclusiva nas 12 horas de contato das formulacdes com a superficie de aplicacéo,
independente da forma farmacéutica (creme ou hidrogel) ou ainda dos subtipos de hidrogéis
preparados. O hidrogel base desenvolvido neste estudo (A-Base) demonstrou uma capacidade
de ocluséo, o qual foi maior quando comparado ao controle negativo (ausente de formulacéo)
nas 12 horas de estudo. A incorporacdo do farmaco e das nanoestruturas na base foi capaz de
promover um aumento na propriedade oclusiva. Por fim, ainda nas 12 horas, o creme comercial
e os hidrogéis A-OBnc e A-DB demonstraram ser tdo oclusivos quanto o controle positivo
utilizado (vaselina sélida).

Apdbs 8 e 24 horas de aplicacdo, o controle positivo demonstrou maior capacidade
oclusiva quando comparado as demais formulacdes testadas. Nas 8 horas percebeu-se um
menor grau de oclusdo proporcionado pela formulagdo contendo o farmaco nanoencapsulado,
as demais demonstrando diferenga néo significativa entre si (p>0,05). Um perfil semelhante foi
observado nas 24 horas, na qual as formulacdes desenvolvidas ndo demonstraram entre si

diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) no fator de ocluséo.
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Figura 12 — Capacidade oclusiva (%) dos hidrogéis desenvolvidos neste trabalho e do creme
comercial (CC) de DB em 8, 12 e 24 horas ap0s aplicacdo. C+: vaselina solida.
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Fonte: autor.

Kamel e Mostafa (2015) conseguiram evidenciar a influéncia da viscosidade na
capacidade oclusiva durante 48 h de estudo. Formulagfes menos viscosas sdo capazes de
promover oclusdo por facilitar o espalhamento no local de aplicacdo, formando um filme
delicado que facilita a evaporacdo da dgua presente na formulacéo e deposicdo das particulas
sobre a pele. Outro fator que se faz importante é o tamanho de particula. Uma redugdo no
didametro médio aumenta o nimero de particulas por area de aplicacdo, formando um filme mais
denso sobre a pele e, assim, auxiliando na ocluséo local (PARDEIKE, 2009).

Para os hidrogéis desenvolvidos os resultados de oclusdo se mostram satisfatorios. Além
da oclusdao promovida, a base por si s6 traz uma alta quantidade de dgua que também é capaz
de auxiliar na hidratacéo do local de aplicacdo. Ainda, analisando o creme comercial, a presenca
significativa de componentes oleosos na base pode explicar o fator oclusivo da formulacéo.
Assim, pode haver uma interagdo com o estrato corneo, auxiliando na reposi¢cdo da membrana
lipidica, e também promovendo a formacao de um filme denso sobre a pele, impedindo a saida
de agua para o meio externo (BERMAR, 2014). Por fim, independente do mecanismo de
oclusdo, as formulagGes em estudo tendem a promover um aumento da hidratagcdo local,
havendo uma influéncia direta na reconstrucdo epidérmica e na capacidade de absorcédo
percutanea de substancias ativas (PARDEIKE, 2009).



54

5.6 ESTUDO DE PERMEACAO/PENETRACAO CUTANEA in vitro

5.6.1 Dipropionato de Betametasona

A permeacéo/penetracdo das substancias pela pele pode ocorrer de diversas maneiras,
tendo relacdo direta com a caracteristica do componente, da formulacdo em qual esta inserido
e da area de aplicacdo. A via intercelular, com passagem através da matriz lipidica, se mostra
como a mais adequada para entrada de substancias lipofilicas e que possuam tamanho de
particula reduzido (NAFISI, MAIBACH, 2018). Acredita-se também haver uma relacéo direta
da permeacdo com alguns fatores relacionados ao farmaco, tais como sua massa molecular, a
quantidade de hidrogénios passiveis de interacdo com 0s cornedcitos do estrato corneo e o
coeficiente de particdo (log P), mimetizando a parti¢do entre o0 estrato corneo e a agua presente
na estrutura cutanea (BOLZINGER, 2012).

O dipropionato de betametasona apresenta massa molecular de 504,24 Da e log P de 3,96.
(CHEMICALIZE, 2019). Segundo a literatura, moléculas menores de 600 Da de massa
apresentam uma maior facilidade em permear através da pele. Essa condicdo também é
facilitada por coeficientes de particdo moderados (NAIFISI, MAIBACH, 2018).

Para a conducdo do estudo de permeacgéo/penetracdo cutanea in vitro da betametasona
foram utilizadas células de difusdo do tipo Franz como aparato principal e pele suina como
membrana biologica. As formulagbes estudadas foram os hidrogéis contendo o farmaco
nanoassociado e ndo associado (A-DBOBnc e A-DB, respectivamente), e o creme comercial.
As primeiras duas formulagdes com 0,25 mg/g de betametasona e o creme comercial com 0,5
mg/g. ApoOs 8 horas de contato das formulagdes (n=4) com a membrana biolégica, as camadas
da pele foram separadas e a betametasona quantificada separadamente no estrato cérneo,

epiderme, derme e meio receptor. Os resultados encontrados estao ilustrados na figura 13.
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Figura 13 — Concentracdo (ug/cm?) de betametasona encontrada no EC (estrato cdrneo),
epiderme ederme a partir dos hidrogéis A-DBOBnc e A-DB, e do creme comercial
(CC) ap0os 8 horas de ensaio.
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Fonte: autor.

O creme comercial se distribuiu de maneira homogénea entre as camadas da pele e o
meio receptor, ndo demonstrando diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) entre elas.
Quando comparado aos hidrogéis, mostrou concentracdes menores de farmaco em todas as
camadas (EC: 0,54 pg/cm?; epiderme: 0,04 pg/cm?; derme: 0,04 pg/cm?2), mesmo possuindo o
dobro de concentragcdo de betametasona em sua formulagdo. No meio receptor ndo foi
observada nenhuma diferenca entre as formulacdes estudadas.

A caracteristica da formulacdo em que o farmaco esta incorporado influencia na sua
permeacao/penetracao através da pele. Substancias ativas lipofilicas, assim como o DB, tendem
a deixar com mais facilidade bases com altas quantidades de agua, enquanto ficam mais retidas
em bases mais oleosas, pois essas aumentam a solubilidade do farmaco, reduzindo o grau de
saturacdo e, assim a forca de difusdo do farmaco para a pele (WENKERS, LIPPOLD, 1999;
MOSER et al, 2001; PUSCHMANN, HERBIG, MULLER-GOYMANN, 2019). Esse fato foi
evidenciado na diferenca de concentracdo retida no estrato corneo e permeada de DB a partir
do hidrogel desenvolvido, seja com nanocapsulas ou ndo, frente ao creme comercial testado.

Quando analisados os hidrogeis A-DBOBnc e A-DB néo foi possivel observar efeito da
nanoencapsulacdo na entrega do farmaco na epiderme, derme ou meio receptor. Em

contrapartida, se pode observar uma maior concentracdo de betametasona no estrato corneo
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para ambas as formulagdes, sendo maior a partir do hidrogel A-DB (12 pg/cm?) do que para A-
DBOBnc (7,7 pg/cm?). Resultados semelhantes foram encontrados por Bazana (2015), os quais
demonstraram a maior capacidade de retencdo de farmaco no estrato corneo e uma entrega
gradual a partir da nanoestruturas. Kong e colaboradores (2015) ao avaliar a permeacao do DB
associado a um carreador lipidico nanoestruturado a partir de um emulgel de Carbopol® foram
capazes de evidenciar uma maior retencdo do farmaco no estrato cérneo (19,2 + 3,8 pug/cm?) e
uma menor quantidade permeada de substancia ativa (2,1 + 0,25 pg/cm?). Malero e
colaboradores (2014) observaram a capacidade de hidrogéis de Carbopol® Ultrez contendo
nanocapsulas de PCL em controlar a entrega do fuorato de mometasona na epiderme apesar da
sua acumulacdo no estrato corneo.

A diferenca de concentracdo de DB no EC pode estar relacionada a influéncia da
presenca da base do hidrogel na difusdo do farmaco a partir das nanocapsulas (CONTRI, 2010;
OURIQUE, 2011). Como ja relatado, a nanoencapsulacao possui a capacidade de promover o
controle da liberagdo de farmacos quando incorporadas em preparacdes semissolidss
(HARTER, 2013; DE LIMA, 2017). Apesar disso, se percebe que mesmo entregando uma
menor concentracdo de betametasona no EC, ndo ha diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) na quantidade de farmaco entregue na derme e epiderme. Assim, a liberacdo gradual
da substancia ativa a partir da base pode ajudar a ndo saturagdo do estrato corneo e, desta forma,
reduzir a possibilidade de chegada do farmaco na derme.

5.6.2 Acido gama-linoleico a partir do dleo de borragem

Conhecendo a importancia da reposicdo externa de acidos graxos para a reconstrugao
da barreira cutanea, conduziu-se um estudo de permeacdo/penetracdo cutanea in vitro com o
objetivo de investigar o alcance dos acidos graxos presentes no 6leo de borragem nas diferentes
camadas da pele. O experimento seguiu as mesmas condigdes citadas anteriormente, entretanto,
a quantificacdo dos acidos graxos foi realizada seguindo metodologia descrita no item 4.2.

Tendo em vista o exposto, foi realizado um estudo piloto a partir da aplicacdo de um
hidrogel contendo as nanocapsulas branca sob a pele suina. Assim, foram comparadas uma pele
que recebeu tratamento e outra ausente de tratamento. Apds as 8 horas de experimento, as
camadas foram separadas e 0s &cidos graxos quantificados.

De posse dos resultados, foi confirmada a presenga do acido graxo de interesse
(C18:3n6) no hidrogel desenvolvido (Tabela 9). Na pele que recebeu o hidrogel foi possivel

quantificar o &cido gama-linoleico na derme (0,28%), ao passo em que na pele néo tratada ndo
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foi possivel observar a presenca desse acido graxo em nenhuma das camadas analisadas. Ainda,
houve um aumento da concentracdo dos acidos graxos saturados C16:0 (palmitico) e C18:0
(estearico) na epiderme e derme da pele tratada. Os resultados encontrados estdo descritos na
tabela 10.

Tabela 9 — Quantidade de acidos graxos (%) presentes no hidrogel A-OBnc.

C18:2n6¢ C18:1n9c¢ C18:3n6 C16:0 C18:0 C20:1n9
A-OBnc 28,79 23,32 14,37 12,34 7,79 3,87

Tabela 10 — Quantidade (%) de acidos graxos encontrada nas camadas da pele apds 8 horas de
experimento. 1: pele sem tratamento; 2: pele com tratamento.

ESTRATO CORNEO EPIDERME DERME
1 2 1 2 1 2
C18:2n6¢ 8,94 9,18 12,52 7,49 8,12 6,84
C18:1n% 27,83 31,60 36,52 22,02 4735 30,98
C18:3n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
C16:0 21,99 21,36 19,85 33,20 19,73 28,53
C18:0 9,52 9,45 8,26 16,08 5,87 12,28
C20:1n9 0,55 1,34 0,67 0,62 1,78 0,81

Os resultados satisfatdérios encontrados a partir do estudo piloto da
penetracdo/permeacao in vitro dos acidos graxos na pele, deixa como perspectivas futuras a

conducéo de um experimento para confirmagéo dos resultados obtidos.
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6. CONCLUSAO

Os hidrogéis desenvolvidos a partir das nanocapsulas apresentaram distribuicao
granulométrica, diametro médio de particulas e homogeneidade adequadas, caracteristicas essas
que foram mantidas durante todo o periodo de armazenamento, independente da embalagem
utilizada no acondicionamento. O fator de espalhabilidade e o pH sofreram modificagdes em
funcdo do tempo nas formulagdes contendo as nanoestruturas. As bisnagas de plastico
demonstraram uma tendéncia a perda de massa ao final dos 120 dias de experimento, ao passo
que as bisnagas de aluminio permaneceram inalteradas. Todos os hidrogéis apresentaram
capacidade oclusiva moderada, uma caracteristica satisfatoria para evitar a perda de &gua
transepidérmica e auxiliar na hidratacdo local. O estudo de permeacédo/penetracdo in vitro
demonstrou a capacidade das nanoestruturas em modular a liberacdo do farmaco, reduzindo,
assim, a possibilidade de alcance da via sistémica.

Por fim, a metodologia analitica empregada na quantificacdo do farmaco nos hidrogéis
ndo foi capaz de suprir as necessidades do estudo de estabilidade, necessitando modificacdes

para melhor quantificacdo da betametasona.
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