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RESUMO
As nanoemulsées (NE) sdo dispersGes isotrépicas, transparentes,
termodinamicamente estaveis, usualmente formadas por misturas de quatro
componentes, agua, 6leo, tensoativo e co-tensoativo. Apresentam grande potencial
como sistemas de liberacdo e de direcionamento de farmacos, pelas propriedades
de solubilizar drogas hidrofilicas em meio lipofilico ou lipofilicas em meio aquoso e
anfifilicas na interface 6leo/dgua. O diclofenaco de dietilaménio (DDA) € um anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINEs), potente inibidor da sintese das prostaglandinas,
que quando administrado topicamente, penetra na pele em quantidade suficiente
para atingir de forma profunda o local de acao, apresenta metabolismo hepéatico,
curto tempo de meia-vida biolégica e um bom coeficiente de particao, além de serem
capazes de formarem micelas e cristais liquidos liotrépicos em agua. Devido a
toxicidade gastrintestinal do diclofenaco, atualmente, existe uma grande motivagéao
por parte da comunidade cientifica em desenvolver novas formas farmacéuticas, em
sistemas dispersos, entre elas encontram-se as NE, com o objetivo de reduzir esses
efeitos colaterais. Os objetivos deste trabalho foram desenvolver e caracterizar
formas farmacéuticas nanoemulsionadas para veiculagcdo do DDA, através da
cinética de permeacgéo cutanea em pele suina e humana. As formulagdes obtidas, a
partir dos diagramas de fase, foram caracterizadas e avaliadas quanto aos aspectos
macroscopicos, eficiéncia de encapsulacdo, condutividade elétrica, pH, reologia,
indice de refracado, densidade, potencial zeta, microscopia por espalhamento de luz
e microscopia de luz polarizada. O estudo in vitro de permeacao e retencao cutanea
foi realizado utilizando o modelo de Franz e a atividade antiedematogénica in vivo foi
determinada, em modelo animal, utilizando a técnica de edema de pata induzido por
carragenina. A técnica empregada para a determinagcdo do diagrama de fases
destes sistemas mostrou-se simples e reprodutivel. As NE obtidas apresentaram a
mesma limpidez, transparéncia e isotropia apds a incorporacdo do DDA, mostrando
que o farmaco nao influenciou a tensao interfacial entre a fase aquosa e a oleosa,
nao perturbando a estabilidade termodinamica dos sistemas. Os sistemas estudados
na caracterizacdo se comportaram como fluidos newtoniano tempo-independente,
pois mantiveram a viscosidade constante, com a velocidade de cisalhamento
aplicada. Os métodos analiticos propostos neste trabalho foram desenvolvidos a fim
de disponibilizar procedimentos analiticos para quantificagdo do DDA na forma

farmacéutica nanoemulsionada e em pele humana, devido a inexisténcia de



métodos oficiais destinados a estes tipos de ensaios e, por isso, 0s mesmos, podem
ser considerados como métodologias alternativas para doseamento do DDA em
formas farmacéuticas. Os métodos foram simples e apresentaram confiabilidade e
seguranga necessarias em procedimentos analiticos. Os parametros verificados
garantiram rapidez, seletividade, linearidade, exatidao e precisao, apresentando-se,
portanto, validado conforme a RE 899/2003 (ANVISA). Com o estudo de permeacéo
percutanea, foi possivel entender os fenémenos cinéticos de ordem zero e de
pseudo-primeira ordem (modelo Higuchi) tanto em pele suina como humana.
Finalmente, estes sistemas apresentaram grande estabilidade termodinamica para o
DDA, promovendo alta solubilidade em meio aquoso, além de apresentarem
goticulas de tamanho adequado para sistemas transdérmicos de liberagcéao
controlada. Ja o estudo in vivo em modelo animal mostrou que as NE apresentaram
atividade antiedematogénica capazes de inibirem a inflamacéo. Desse modo, pode-
se concluir que as nanoemulsdes desenvolvidas seguem as normas de seguranga e
eficacia necesséria para utilizagao pela via transdérmica.

Palavras-chave: Nanoemulsbes, diclofenaco dietilaménio, diagrama fases,

caracterizagdo, cinética de permeagéo.



ABSTRACT
The nanoemulsions (NE) are transparent, isotropic and thermodynamically stable
systems, formed spontaneously under a specific set of experimental conditions from
mixtures of water and oil phases stabilized by a surfactant or a mixture of surfactant
and cosufactant. Because of their properties, especially the ability to carry lipophilic
and hydrophilic drugs into their lipophilic and hydrophilic phases, respectively; and
amphiphilic drugs into their oil/water interface, they present a large potencial as a
drug delivery system. Dicoflenac diethylamine (DDA) is a non-steroidal anti-
inflammatory drug (AINEs), powerful inhibitor of prostaglandin synthesis which when
is managed topically, penetrates an enough amount into skin for reaching the local.
DDA presents hepatic metabolism, a short life span, and a low partition coefficient,
and besides, is able to form micelles and lyotropic liquid crystals in water. In reason
for dicoflenac gastrintestinal toxity, nowadays, there is a great motivation by the
scientific community in developing new pharmaceutical ways in dispersed systems,
among them, is found NE with the objective to reduce these collateral effects. The
aims of this research were develop and characterize nanoemulsions pharmaceutical
forms for propagation of the DDA, through cutaneous kinetic permeation in swine and
human being. The resulted formula from the pseudo-ternary phase diagrams, had
been characterized and evaluated such its macroscopic aspects, efficiency of
encapsulation, electric conductivity, pH, rheology, refractive index, density, zeta
potential, microscopy for light scattering and microscopy of polarized light. The study
in vitro of cutaneous permeation and retention was made through the Franz model
and the antiedematogenic activity in vivo was determined by an animal model, using
paw’s edema induced technique by carrageenan. The used technique to determine
the pseudo-ternary phase diagram of these systems showed simple and
reproductible. The gotten NE samples had presented the same limpidity,
transparency and isotropy after the incorporation of the DDA, showing that the
pharmaco did not influence the interfacial tension between the aqueous phase and
the oily one, not disturbing the thermodynamic stability of the systems. The systems
studied in the characterization behaved as Newtonian time-independent fluid,
therefore they had kept constant viscosity, with the applied speed of shear. The
analytical methods proposed in this paper had been developed in order to expose
analytical procedures for DDA quantification in nanoemulsion pharmaceutical form
and in human being skin, for this reason, the absence of official methods destined to



these types of assays, the same could be considered as a methodological alternative
for DDA dosage in pharmaceutical forms. The methods had been simple and
presented trustworthiness and security in analytical procedures. The verified
parameters had guaranteed speedy, selectivity, linearity, accuracy and precision,
presenting this way, validate according to RE 899/2003 (ANVISA). It was possible to
understand the kinetic phenomena of order and pseudo-first order (Higuchi model) in
swine skin such as human being as well. Finally, these systems had presented great
thermodynamic stability for the DDA, promoting high solubility in agueous way,
besides presenting droplets of water in appropriate size to transdermical systems of
controlled discharging. On the other hand, the in vivo study in animal model, showed
that the NE had presented antiedematogenic activity able to inhibit the inflammation.
This way, it can be concluded that the developeded NE follow the safety and

effectiveness requested norms for utilization in transdermic way.

Key-Words: Nanoemulsion, Dicoflenac diethylamine, pseudo-ternary phase

diagrams, characterization, permeation kinetic.
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1. INTRODUCAO

A constante busca por novos conhecimentos e a necessidade de dominar
novas tecnologias, principalmente num mercado globalizado, esta rapidamente
impelindo a humanidade para a préxima revolugao tecnolégica, ou seja, o dominio
dos materiais em escala nanométrica (regido entre o universo dos atomos e das
moléculas).

A nanotecnologia e a nanociéncia vém dando um impulso extraordinério a
inovagao e evolugdo do conhecimento, marcando presenga em quase todas as
revistas cientificas da atualidade. Essa mudanga, que tem sido crescente desde a
ultima década, ja esta sendo assimilada pela cultura cientifica universal, e agora,
permeia as Ciéncias Farmacéuticas através da abordagem dos novos sistemas para
liberacdo de drogas e propriedades na escala nanométrica das nanoemulsdes
(TOMA, 2005). Existe uma discrepancia na terminologia dos sistemas coloidais na
escala nanométrica, sendo que muitos autores designam estes sistemas como
microemulsdées e outros como nanoemulsdes. Portanto, neste trabalho, iremos
obedecer a citagdo de SINTOV & SHAPIRO (2004) quando ele afirma “quando o
tamanho das goticulas nas microemulsées esta usualmente entre 10 e 150 nm,
estes sistemas podem ser denominados como nanoemulsées (NE)’.

O carreamento de drogas por sistemas NE é considerado uma valiosa técnica
para otimizar a liberagdo controlada de drogas, pois um sistema carreador de drogas
na escala nanométrica permite boa estabilidade, absorgéo e excelente transferéncia
tissular quantitativa, bem como, a esperada atividade farmacodindmica (LACAVA,
2006).

Apesar das dificuldades, atualmente varios produtos nanotecnolégico ja se

encontram no mercado na darea farmacéutica, entre os quais temos as



nanoparticulas e nanocapsulas que melhoraram as caracteristicas de
biodisponibilidade, controle da cinética de liberacao e estabilidade (ARAKI, 2007). A
nanotecnologia, mais especificamente as NE, se apresenta como um notavel desafio
para as ciéncias farmacéuticas, visto que o farmacéutico esta acostumado a lidar
com a tecnologia farmacéutica de forma condensada, cujas propriedades sao
expressas em termos micrométricos, deixando de lado 0 mundo nanométrico.

O diclofenaco {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil-acetato}, Figura 1, € um anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINEs), potente inibidor da sintese das prostaglandinas,
que quando administrado topicamente, na forma dietilaménio, penetra na pele em
quantidade suficiente para atingir o local de acdo de forma profunda, porém

minimizando a toxicidade sistémica (MAGNETTE; KIENZLER; SALLIN, 2004).

CH,COOH C|
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Figura 1. Férmula estrutural da molécula do diclofenaco
Embora os AINEs constituam uma das classes de farmacos mais prescrita no
mundo, seu uso como antiinflamatério continua sendo limitado pela incidéncia de
seus efeitos indesejados, principalmente sobre o trato gastrintestinal, que incluem
irritacdo, sangramento, ulceragcdo e, eventualmente, perfuragcdo da parede
gastrintestinal (RODRIGUES, 1998). Devido a toxicidade gastrintestinal do
diclofenaco, atualmente, existe uma grande motivagdo por parte da comunidade

cientifica em desenvolver novas formas farmacéuticas, em sistemas dispersos, com



o objetivo de reduzir esses efeitos colaterais (MULLER; HAAS, 2004), entre elas
encontram-se as NE.

O diclofenaco de dietilaménio (DDA), Figura 2, é uma molécula anfifilica que
tem a capacidade de interagir com a porcéo lipidica da pele de forma distinta e
quando veiculado em sistemas coloidais pode ocasionar uma transicdo de fases
(KRIWET; MULLERGOYMANN, 1995) com formagédo de micelas e cristal liquido
liotrépico em &gua (KRIWET; MULLERGOYMANN, 1993) e, de acordo com
ESCRIBANO et al. (2003) essa interacdao com os fosfolipideos da pele, contribui
para aumentar a fluidez do DDA no estrato cérneo (EC), fazendo com que os lipidios
passem de uma forma cristalina ordenada para uma forma liquida desordenada,

aumentando, portanto, a permeabilidade cutanea.
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Figura 2. Férmula estrutural do diclofenaco de dietilaménio

As NE sao dispersdes isotropicas, transparentes, termodinamicamente
estaveis, usualmente formadas por misturas de quatro componentes, agua, 6leo,
tensoativo e co-tensoativo. Apresentam grande potencial como sistemas de
liberacao e de direcionamento de farmacos, pelas propriedades de solubilizar drogas
hidrofilicas em meio lipofilico ou lipofilico em meio aquoso e anfifilicas na interface
6leo/agua (KE et al., 2005; OLIVEIRA et al.,, 2004; DJORDJEVIC et al., 2004;
ESCRIBANO et al., 2003; MENDONGCA; BICA; PIATNICKI, 2003; PAOLINO et al.,

2002; TAHA et al., 2002; SILVA, 2001; CANDAU; PABON, 1999; CONSTATINIDES;



SCALART, 1997; TROTA; GASCO, 1994; LEUNG; SHA, 1989). Sua estabilidade
termodindmica oferece vantagens sobre dispersdes instaveis e sistemas tradicionais
de liberacao topica e transdérmicas, pois € possivel a incorporagdo de varios tipos
de compostos na fase que apresenta baixa constante dielétrica (fase oleosa), na
regiao interfacial (constante dielétrica intermediaria entre o 6leo e a agua) e ou na
fase aguosa em que a constante dielétrica é elevada (KE et al.,, 2005; CHEN;
CHANG, 2004; OLIVEIRA et al., 2004; SHA, 1998; LEUNG; SHA, 1989). Além disso,
esses sistemas podem formar-se espontaneamente (SINTOV; BOTNER, 2006;
PAOLINO et al., 2002; CANDAU; PABON, 1999) e resultarem em sistemas
reservatorios com propriedades particulares (FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et
al., 2004) podendo existir sob varias formas estruturais: globular (a/o, o/a),
bicontinuas, cubicas ou lamelares (JURKOVIC; GASPERLIN, 2004; SHA, 1998).
Varios estudos sugerem que as NE possuem o potencial de aumentar a
penetracdo cutanea de farmacos hidrofilicos e lipofilicos, quando comparadas aos
veiculos convencionais (CHEN; CHANG, 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004; WU,
RAMACHANDRAN, 2001; DELGADO-CHARO et al., 1997; DREHER; WALDE;
WEHRLI, 1997; KRIWET; MULLERGOYMANN, 1995; TROTA; GASCO, 1994;).
Essa penetragdo se deve, basicamente, a dois mecanismos distintos: 1) aos altos
gradientes de concentracdo de tensoativos promovidos pelo seu alto poder
solubilizante de farmacos sem, contudo, aumentar a afinidade do veiculo pelo
farmaco; 2) e ao potencial promotor de penetracdo cutdnea dos seus constituintes
individuais (KREILGAARD, 2002). As NE s&o superiores as solu¢des micelares em
termos de potencial de solubilizacdo de substancias, por isso, sdo usadas para

aumentar a solubilizagdo e a absorcao de farmacos lipofilicos (FORMARIZ, 2004).



A microestrutura desses sistemas pode ser influenciada por interacées
moleculares de forma significativa, principalmente se a droga a ser incorporada tiver
caracteristicas anfifilicas como o DDA (OLIVEIRA et al., 2004). Portanto, atengéao
tem sido dada a esses sistemas, nos ultimos anos, por sua capacidade em aumentar
a eficacia terapéutica de diversos farmacos, permitindo a reducdo da dose
administrada, minimizando os seus efeitos colaterais (FORMARIZ, 2004). Além
disso, estes sistemas sdo capazes de compartimentalizar farmacos, com dimensées
nanomeétricas, as quais possuem propriedades fisico-quimicas peculiares e
diferentes do meio dispersante (ABOOFAZELI et al., 2000; BHARGAVA et al., 1987),
0 que pode ocasionar uma mudanca na permeabilidade das membranas biolégicas
(CRUZ; UCKUM, 2001).

Nesse contexto, nos propomos neste trabalho de tese de doutorado a
desenvolver uma forma farmacéutica de uso externo nesta escala, onde esperamos
provocar um grande impacto cientifico e tecnolégico, principalmente tendo em vista
suas excepcionais propriedades fisico-quimicas, abrindo, portanto, novas
possibilidades de aplicagbes nas mais diversas areas da farmacia, pesquisa e

desenvolvimento.



2.Revisao da Literatura




2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A pele

A pele ndo é apenas o maior 6rgao do corpo humano, mas € também um dos
mais complexos, pois apresenta diferentes tipos celulares na sua estrutura
(HADGRAFT, 2001), desempenhando diversas fungbes como: defesa, funcao
sensorial (calor, frio, pressdo, dor e tato), excrecdo e controle da temperatura
(CHORILLI et at., 2007; HARDING, 2004; MENON, 2002); atua como barreira contra
ataques fisicos, quimicos, microbiolégicos e de raios ultravioletas, além de manter a
temperatura corporal, impedindo a perda de agua (BEMVINDO, 2006). Além disso,
ela constitui uma via potencial de administragdo de farmacos devido ao facil acesso
e a sua grande superficie (LIRA, 2007). Sua area superficial € de aproximadamente
1,73 m? sendo irrigado por 1/3 do sangue, o que corresponde a 5 % da massa
corporal (BARRY, 1983).

Possui alta resisténcia, fator essencial para sua funcdo de protecédo e €
constituida por trés camadas, do exterior para o interior: epiderme, derme, € uma
terceira camada variavel, a subcutanea ou hipoderme, Figura 3 (LIRA, 2007;
REICHLING et al., 2006).

A epiderme é a camada que protege a pele contra 0 ambiente externo, ela
apresenta em sua superficie epitelial externa uma camada de células mortas,
queratinosas, que recebe o nome de estrato cérneo (EC), na qual funciona como
uma barreira eficaz contra microorganismos patogénicos, além de controlar a
permeacao de componentes pela pele (CHORILLI, 2007). O EC possui uma
estrutura estratificada, hidréfila-lipofila, formada por células sem vitalidade chamada
cornedcitos (WILLIAMS; BARRY, 1992), que sdo achatadas de formato hexagonal,

composta de queratina e agua, envolvida por um envelope protéico e uma bicamada



lipidica sobreposta (BUCK, 2004), sendo responsavel pela descamacao da pele

(MENON, 2002).

Glandulas (Sebo)
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Figura 3. Diagrama simplificado da estrutura da pele (disponivel em

http://kidshealth.org/kid/body/images_45364/skin325.gif — acesso em 06/03/2007).

O EC pode ser descrito como uma “parede de tijolos” (ELIAS, 1991), onde as
células queratinizadas sdo embebidas em uma matriz lipidica, organizada em
bicamadas e compostas por ceramidas (45-50 %), colesterol (25 %), acidos graxos
(10-15 %) e uma pequena fracdo de outros lipidios (5 %) (MADISON, 2003). A
composicao e a disposicao das células e lipidios no EC criam um caminho tortuoso e
fazem dele uma importante barreira que controla a saida de compostos e agua do
organismo, assim como a entrada de compostos acidental ou deliberadamente na
pele, representando assim, o principal obstaculo a penetracao cutanea de farmacos
(MADISON, 20083), ou seja, o EC, com uma espessura de até 15 um, é a principal
barreira fisica a entrada da maioria das substancias na pele e a perda de agua

(ELIAS, 1991).



A derme, segunda camada da pele, possui espessura entre 2 e 4 mm, sendo
constituida de uma matriz de proteinas fibrosas imersas num tecido coloidal amorfo
(LIRA, 2007). Apresenta-se como uma camada de sustentacdo que contém os
anexos cutaneos, os capilares sanguineos, canais linfaticos, os nervos e o0s
terminais nervosos, além de conter os segmentos inferiores das glandulas sebaceas
e foliculos pilosos (CHORILLI, 2007). A derme contém também fibroblastos,
macréfagos, mastécitos e leucdcitos, sendo dividida em duas partes: derme papilar
ou tecido conjuntivo frouxo e derme reticular ou tecido conjuntivo denso (MOSER et
al., 2001).

A camada subcutanea ou hipoderme é a mais profunda, que varia em
tamanho e em conteddo sendo, em geral, composta principalmente de tecido
adiposo, sendo responsavel pelo isolamento térmico e protecdo mecanica
(CHORILLI, 2007; WILLIAMS; BARRY, 1992).

A pele contém ainda, dois tipos de érgdos anexos: as glandulas sudoriparas,
constituidas por um longo tubo que penetra na hipoderme, e o aparelho
pilossebaceo, constituido por uma depresséo cutanea (o foliculo piloso), no qual o
pélo insere-se, por uma bainha que o circunda, por onde escoa o sebo secretado
pela glandula sebacea (LIRA, 2007).

2.2. A funcgao barreira da pele

A pele pode ser vista como um desafio, devido a sua fungdo barreira, e
também como uma oportunidade para administracdo de farmacos, devido a sua
longa extensdo e possibilidade de modular a funcdo barreira (PRAUSNITZ;
MITRAGOTRI; LANGER, 2004; BARRY, 2004; KARANDE; JAIN; MITRAGOTRI,

2004). Essa funcdo ¢é atribuida, principalmente, ao EC que apresenta



permeabilidade a agua 1000 vezes menor que a maioria das outras membranas
biolégicas (LIRA, 2007).

Pode-se tratar a pele em termos de um laminado na qual cada camada (EC,
epiderme e derme) contribui com uma resisténcia difusional, a qual & diretamente
proporcional a sua espessura e, de maneira indireta, proporcional ao produto da
difusividade da camada e ao coeficiente de particdo do farmaco (AULTON, 2005).

Embora o EC represente a principal barreira da pele, sabe-se que na sua
auséncia outra barreira a permeacao de farmacos permanece em outra camada da
pele, a epiderme viavel, cuja funcao barreira esta relacionada aos canais lipidicos
intercelulares e aos varios fendmenos de particado (FOLDVARI, 2000; ASBILL;
MICHNIAK, 2000).

Assim sendo, técnicas fisicas, compostos quimicos e sistemas de liberacao
tem sido utilizado na tentativa de modular a funcdo barreira do EC e facilitar o
transporte de fa&rmacos e macromoléculas na pele (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI;

LANGER, 2004).

2.3. Penetracao cutanea

A pele pode ser mais ou menos permeavel as substéncias quimicas,
permitindo a passagem de farmacos em certas condi¢des, podendo ser considerada
como uma interface terapéutica (LIRA, 2007). Apenas compostos dotados de certa
lipofilia, ndo ionizados e de baixo peso molecular podem penetrar passivamente a
pele, a ponto de sofrerem absorgéo cutanea (BEMVINDO, 2006).

A permeacao de um farmaco pela pele ocorre, geralmente, por difusao
passiva através de trés vias: transcelular (entre os lipidios do EC), intercelular (pelos

lipidios do EC) e a transpedicular (através de glandulas e foliculos), Figura 4



(HADGRAFT, 2001). No entanto, tem havido grande discusséo nas ultimas décadas
sobre qual via apresentaria acdo predominante na penetracdo de substancias na
pele, mas evidéncias experimentais sugerem que a via predominante é a
intercelular, ou seja, difundindo-se pela bicamada lipidica entre as células
(HADGRAFT, 2004). Para moléculas mais polares (hidrofilicas), a via intercelular é
predominante, pois 0s componentes celulares sdo de natureza aquosa (BUCK,
2004) e neste caso a barreira limitante sdo as bicamadas lipidicas que também
devem ser atravessadas (LIRA, 2007).

A via transcelular, entre os lipidios do EC, constitui a principal via para
moléculas pequenas e nao carregadas, pois evidencias sugerem que a distancia
difusional percorrida por essas moléculas nesta via (500 um) é muito maior que a
espessura do EC (10-20 um). Além disso, esse espaco intercelular contém lipidios
estruturados, por isso o farmaco permeante tem que atravessar uma variedade de
dominios hidrofilicos e lipofilicos antes de alcancar a epiderme viavel (HADGRAFT,
2004). Ja a via apéndice (Figura 5) possui area superficial bastante pequena (0,1 %
da superficie da pele), contribuido de forma insignificante para a penetragdo das

substancias na pele (BARRY, 2001).



Figura 4. Representacdo esquematica dos mecanismos de penetracdo de
substancias (vias intercelular e transcelular) através do estrato corneo (adaptado de

BARRY, 2001).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos mecanismos de penetracdo de
substancias (via transepidémica e via apéndice) através da pele humana, 1 =
glandula sebacea, 2 = via transepidérmica e 3 = foliculo piloso (adaptado de
BARRY, 2001).

Embora seja dificil estabelecer principios gerais que afetam a penetracao

cuténea, a literatura (PAPARELLA; VALLEY, 2005; SIMONSEN; PETERSEN;



GROTH, 2002) relata que as combinacbes possiveis de farmacos, veiculos e
condicdes da pele acabam sendo consensos, portanto podemos citar os principais:
concentracdo de farmaco, area de aplicacéo, afinidade do farmaco com a pele,
hidratagdo cutanea, tempo de permanéncia do medicamento sobre a pele e
intensidade de massagem, local de aplicagéo.

Segundo MOSER et al. (2001) existe trés estratégias que podem ser utilizada
para aumentar a penetracdo de farmaco na pele, o aumento do coeficiente de
difusdo do composto, aumento da solubilidade do composto na membrana e o
aumento da razao da concentracdo do composto no veiculo versus a solubilidade do
composto no veiculo. Sendo que esta Ultima estratégia € a alternativa mais simples,
pois consiste na supersaturacao do veiculo com o farmaco, de modo a aumentar sua
atividade termodinamica (LOPES, 2005).

Embora a pele constitua uma barreira muito eficaz, como ja foi relatado antes,
ela pode ser atravessada por pequenas quantidades de substéncias capazes de
penetrar nas camadas corneas e, em alguns casos, chegar a absorgao sistémica
(LIRA, 2007). As doses diarias passiveis de absor¢céo pela pele sado bastante baixas,
0 que requer a administracdo de farmacos de grande poténcia para obtengdo do
efeito desejado, visto que um bom farmaco para administragdo cutanea deve possuir
baixa massa molecular, solubilidade em agua e em 6leo e néo deve ser irritante ou

sensibilizante cutéaneo (LIRA, 2007).



2.4. Diclofenaco de dietilaménio (DDA)
2.4.1 Propriedades fisico-quimicas e farmacolégicas do DDA

O diclofenaco {2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil-acetato}, Figura 1, associado a
um cdtion dietilaménio, é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINEs), potente
inibidor da sintese das prostaglandinas, que quando administrado topicamente,
penetra na pele em quantidade suficiente para atingir o local de agdo de forma
profunda, porém minimizando a toxicidade sistémica (MAGNETTE; KIENZLER,
2004).

Embora os AINEs constituam uma das classes de farmacos mais prescrita no
mundo, seu uso como antiinflamatério continua sendo limitado pela incidéncia de
seus efeitos indesejados, principalmente sobre o trato gastrintestinal, que incluem
irritacdo, sangramento, ulceracdo e, eventualmente, perfuracdo da parede
gastrintestinal. Devido a toxicidade gastrintestinal do diclofenaco, atualmente, existe
uma grande motivagdo por parte da comunidade cientifica em desenvolver novas
formas farmacéuticas, em sistemas dispersos, com o objetivo de reduzir esses
efeitos colaterais (MULLER; HAAS, 2004), entre estas encontram-se as NE.

A eficacia clinica da absorgcédo percutanea dos AINEs tem sido largamente
investigada nos ultimos anos, porém cuidados devem ser tomados ao se comparar
resultados in vitro com estudos em seres humanos. No entanto, existe uma boa
relacdo entre os niveis plasmaticos com estudos in vitro de ICsy (concentragdo
inibitéria média) e fluxo (CORDERO et al., 2001).

O DDA (Figura 2) € uma molécula anfifilica que tem a capacidade de interagir
com a porgao lipidica da pele de forma distinta e quando veiculado em sistemas
coloidais pode ocasionar uma transicdo de fases (KRIWET; MULLERGOYMANN,

1995) com formacdo de micelas e cristal liquido liotropico em agua (KRIWET;



MULLERGOYMANN, 1993), e essa interacdao com os fosfolipideos da pele, contribui
para aumentar a fluidez do DDA no EC, fazendo com que os lipidios passem de uma
forma cristalina ordenada para uma forma liquida desordenada, aumentando,
portanto, a permeabilidade cutdnea (ESCRIBANO et al., 2003). Além disso, o DDA
apresenta metabolismo hepatico, tempo de meia-vida curto, ndo sofre metabolismo
na pele, ndo induz tolerancia (MARTINS, 2002) e tém bom coeficiente de particao

(DJORDJEVIC, 2005).

2.5. Microemulsoes (ME) ou nanoemulsoes (NE)

O termo ME foi introduzido por Hoar e Shulmam em 1943, os quais
descrevem esses sistemas como transparentes ou translicidos, obtidos por titulagéo
a partir de uma emulsdo comum, a qual apresenta aspecto leitoso e quando
adicionado um alcool de cadeia média, este sistema se clarifica (GARTI; ASERIN,
1996). Mas foi em 1959, por Jack Shulmam, que o termo foi primeiramente proposto,
na ocasido foi formulado um sistema estavel, homogéneo e translicido apds a
adicao de um alcool de cadeia curta numa mistura quartenaria de agua, benzeno,
hexanol e oleato de potassio. As ME estudadas por Schulmam foram reversiveis,
podendo se inverter do tipo éleo em agua (o/a), para o tipo dgua em oleo (a/0),
através da troca do tensoativo ou a adicdo de maior quantidade de uma fase
(ROSSETI, 2006).

Nos ultimos anos, atengdo tem sido dada a esses sistemas, por sua
capacidade em aumentar a eficacia terapéutica de farmacos, permitindo a redugéao
da dose administrada, minimizando os seus efeitos colaterais (FORMARIZ, 2004).
Estes sistemas sdo capazes de compartimentalizar farmacos, com dimensdes

nanométricas, as quais possuem propriedades fisico-quimicas peculiares e



diferentes do meio dispersante (BHARGAVA et al., 1987; ABOOFAZELI et al., 2000),
melhorando a solubilizacdo de diversos farmacos e aumentando o potencial de
absorcao devido ao uso do tensoativo, causando uma mudanc¢a na permeabilidade
das membranas biologicas (CRUZ; UCKUM, 2001).

Varios estudos sugerem que as NE possuem o potencial de aumentar a
penetracdo cutanea de farmacos hidrofilicos e lipofilicos, quando comparadas aos
veiculos convencionais (CHEN; CHANG, 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004; WU,
RAMACHANDRAN, 2001; DELGADO-CHARO et al., 1997; DREHER; WALDE;
WEHRLI, 1997; KRIWET; MULLERGOYMANN, 1995; TROTA; GASCO, 1994;).
Essa penetracdo se deve, basicamente, a dois mecanismos distintos: 1) aos altos
gradientes de concentracdo tensoativos promovidos pelo seu alto poder solubilizante
de farmacos sem, contudo, aumentar a afinidade do veiculo pelo farmaco; 2) e ao
potencial promotor de penetracdo cutanea dos seus constituintes individuais
(KREILGAARD, 2002). As NE sao superiores as solugdes micelares em termos de
potencial de solubilizacdo de substancias, por isso, sdo usadas para aumentar a
solubilizacdo e a absorgéo de farmacos lipofilicos (FORMARIZ, 2004).

As NE apresentam grande potencial como sistemas de liberacdo e de
direcionamento de farmacos, pelas propriedades de solubilizar drogas hidrofilicas
em meio lipofilico ou lipofilicas em meio aquoso e anfifilicas na interface 6leo/agua
(KE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004; DJORDJEVIC et al., 2004; ESCRIBANO et
al., 2003; MENDONGA; BICA; PIATNICKI, 2003; PAOLINO et al., 2002; TAHA et al.,
2002; SILVA, 2001; CANDAU; PABON, 1999; CONSTATINIDES; SCALART, 1997;
TROTA, 1994; LEUNG; SHA, 1989). Sua estabilidade termodinamica oferece
vantagens sobre dispersdes instaveis e sistemas tradicionais de liberagao topica e

transdérmicas, pois é possivel a incorporagado de varios tipos de compostos na fase



que apresenta baixa constante dielétrica (fase oleosa), na regiao interfacial
(constante dielétrica intermediaria entre o 6leo e a agua) e ou na fase aquosa em
que a constante dielétrica é elevada (KE et al.,, 2005; CHEN; CHANG, 2004;
OLIVEIRA et al., 2004; SHA, 1998; LEUNG; SHA, 1989) além de se formarem de
forma espontanea (SINTOV; BOTNER, 2006; PAOLINO et al., 2002; CANDAU,;
PABON, 1999) e serem sistemas reservatorios com propriedades particulares
(FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004) podendo existir sob varias formas
estruturais: globular (a/o, o/a), bicontinuas, cubicas ou lamelares (JURKOVIC;
GASPERLIN, 2004; SHA, 1998;).

A estabilidade termodinamica das NE é um fator de suma importancia para os
sistemas topicos, pois estas caracteristicas resultam numa formulacdo cujas
propriedades ndo dependem do processo de fabricacdo, ou seja, velocidade de
rotacao e esfriamento forcado, e que nao sofrera separacao de fases, desde que a
pressdo e a temperatura permanecam razoavelmente constantes (OSBORNE;
WARD, 1990).

A transparéncia observada neste sistema € devido ao fato de que o tamanho
maximo das goticulas da fase dispersa raramente ultrapassa 4 do comprimento de
luz visivel que € aproximadamente 150 nm (ROSSETI, 2006), o qual as goticulas
nao espalhardo luz, resultando em um sistema opticamente transparente com
diametros menores que = 1400 A, geralmente 100 A (OLIVEIRA et al., 2004;
OLIVEIRA; SCARPA, 2001). O tamanho das goticulas nas NE esta usualmente
entre 10 e 150 nm, sendo que estes sistemas também podem ser denominados
como sendo nanoemulsées (SINTOV & SHAPIRO, 2004), e quando esses sistemas

sdo caracterizados por técnicas de Raios X (Small Angle X-Ray Scattering) mostra-



se que elas ndo sao dispersdes moleculares e sim dispersdes grosseiras (LINDMAN;
FRIEBERG, 1999).

Nos estudos realizados por SILVA (2001) e FORMARIZ (2004) foi proposto
que o fendmeno de dispersdo da luz pelas NE pode ser avaliado de maneira
eficiente através da técnica Ligth Scattering, ja a diafaneidade de um meio pode ser
utilizada para identificar e estimar de forma grosseira o tamanho das particulas de
uma NE, como mostrado na Tabela 1. A técnica “Ligth Scattering” fornece
informagdes diretas sobre o movimento translacional das goticulas da NE e permite
o célculo do tamanho da goticula através de relagcbes empiricas (ABOOFAZELI et
al., 2000).

Tabela 1. Tamanho de agregados, goticulas dispersas e diafaneidade do meio

Agregados Diametro das particulas (A) Diafaneidade
Moléculas de agua 2,7 Transparentes
Micelas 35-75 Transparentes
Solucoes micelares 50 - 150 Tranparentes/Translucidas
Nanoemulsées 100 — 2000 Translucidas
Emulsées 2000 — 100000 Opaca/Branca
Suspensoes 500000 Discretos agregados

Fonte: (SILVA, 2001; FORMARIZ, 2004)

As NE usualmente comportam-se como fluidos newtonianos, sua viscosidade
€ comparada a da agua, até mesmo em elevadas concentracdes de goticulas, muito
provavelmente devido a coalescéncia reversivel das mesmas (DAMASCENO, 2005;
LANGEVIN, 1988;).

As NE apresentam uma grande diversidade estrutural em funcdo da sua

composicao. Um modelo estrutural proposto por SCHULMAN & ROBERTS (1982)



mostra-se adequado para estes sistemas, onde apresenta uma camada
monomolecular de anfifilas, tensoativo e co-tensoativo, envolvendo-se uma

membrana, podendo ser do tipo a/o ou o/a conforme Figura 6.

Nanoemulsdes a/o Nanoemulsdes o/a

Figura 6. Estrutura de uma goticula dispersa em um sistema a/o e 0/a,

respectivamente.

2.5.1. Formacao e componentes das NE

As NE sao passiveis de serem formadas numa ampla gama de composicao
entre o6leo/agua/tensoativo, dependendo das propriedades dos componentes
envolvidos (KREILGAARD, 2002). A regido de sua existéncia € tipicamente
apresentada em um diagrama de fase pseudo-ternario, como razao entre 6leo, agua
e uma mistura fixa de tensoativo/co-tensoativo (OLIVEIRA et al., 2004).

O principal determinante para a formacao das NE sao as propriedades fisico-
quimicas das suas fases (aquosas, oleosas e tensoativo), onde as interagdes fisico-
quimicas entre estes componentes sao muito complexas para prevé a sua formacao.
No entanto, algumas condicbes essenciais sdo descritas por ROSSETI (2006):
producao de uma tensao superficial bastante baixa na interface a/o; formacao de um
filme de tensoativos interfacial altamente fluido; penetracdo e associacdo das

moléculas da fase oleosa com o filme interfacial de tensoativo.



A reducdo da tensdo superficial e fluidificacdo do filme interfacial de
tensoativo sdo usualmente feitas pela introducdo de um co-tensoativo de cadeia
pequena (KREILGAARD, 2002), sendo que o0 mesmo pode ser um alcool de cadeia
média, mas estes sdo na maioria das vezes irritantes para a pele e olhos, tendo seu
uso limitado (OLIVEIRA et al., 2004). Com isso, busca-se o desenvolvimento de NE
livres de alcool que sejam mais seguras do ponto de vista toxicoldgico. A fungéo do
co-tensoativo, é aumentar a fluidez interfacial através da penetracdo no filme de
tensoativo e conseqlentemente criar um filme desordenado devido a um espago
entre as moléculas do mesmo (OLIVEIRA et al.,, 2004; CONSTANTINIDES;
LANCASTER, 1995). Segundo DAMASCENO (2005) o uso de co-tensoativos em NE
nao é obrigatério, visto a possibilidade de formacdo de sistemas de NE auto-
emulsificadas livres de alcool.

Além dos élcoois, existe uma grande variedade de moléculas que podem
funcionar como co-tensoativos, incluindo os tensoativos ndo-idnicos, derivados da
lanolina, colesterol e glicdis (LIN, 1990). Os tensoativos utilizados para estabilizar as
NE podem ser: ndo-idnicos, zwitterionicos, catidnicos ou aniénicos. A combinagéo
entre os ibnicos e ndo-ibnicos, pode ser eficaz no aumento da regido de obtencéo de
NE no diagrama de fases (LAWRENCE; REES, 2000) e que o 6leo, destes sistemas,
nao deve ter uma molécula muito grande, pois esta caracteristica ira dificultar a
penetracao e a associagdo das moléculas da fase oleosa com o filme interfacial de
tensoativo (KREILGAARD, 2002).

Os componentes de uma NE devem, além de n&o-toxicos, preencherem as
exigéncias de um veiculo adequado a absorcdo cutanea, isto é, possuir alta

solubilidade e permitir atividade termodindmica do farmaco durante o



desenvolvimento da formulagdo, bem como sua posterior liberagdo (KREILGAARD,

2002).

2.5.2. Diagramas de fase

A construcao de diagramas de fase € uma ferramenta ideal para caracterizar
o dominio das regides de emulsbées e NE, cuja interpretacado descreve as estruturas
presentes contidas neles, podendo-se escolher a regido cuja viscosidade é mais
apropriada para o farmaco ser incorporado (FORMARIZ, 2004). Dahl em 1946, em
seu estudo sobre cristalizacdo foi um dos primeiros pesquisadores a estudar e
interpretar os diagramas de fase (MACEDO, 2005).

Os diagramas sao construidos em trés dimensdes a partir de dados obtidos
por titulagcdo ou pela preparacdo de um amplo numero de amostras de diferentes
composicoes. A vantagem do primeiro método € que este pode ser usado para
estudar um amplo numero de amostras de diferentes composi¢cées de uma maneira
mais rapida, indicando as propor¢des nas quais 0s componentes devem ser
misturados (LAWRENCE; REES, 2000) e as varias formas encontradas no sistema
podem ser identificadas qualitativamente pela comparagdo com estudos prévios na
literatura (BAKER; FLORENCE, 1984).

Segundo CERA (2001) as propriedades dos triangulos equilateros devem ser
extremamente exploradas, ou seja, a soma dos lados perpendiculares de um
determinado ponto no tridngulo € igual a sua altura. A Figura 7 mostra um triangulo
equilatero onde cada lado (dividido em 100 partes correspondente a composicao
centesimal de cada ponto) é representado por um dos componentes da férmula. O
ponto A representa o tensoativo, o ponto B a agua e o C o éleo (MACEDO, 2005).

Na escolha de um ponto do diagrama, para obter uma formulagédo, é importante



evitar regides limites, caso contrario, havera o perigo de indesejaveis de transicoes

de fase (FLORENCE; ATTWOOQOD, 20083).
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Figura 7. Representacédo esquematica de um diagrama ternario de fases.

2.5.3. Termodinamica e teoria de formacao das NE

Diversas teorias foram propostas na tentativa de explicar, em bases
termodinamicas, a estabilidade das NE e a sua formacao espontanea (SILVA, 2001).
Uma dessas teorias citada e relatada por (OLIVEIRA et al., 2004) descreve que
quando dois liquidos imisciveis sdo misturados, mantendo-se agitagdo constante, as
duas fases tendem, inicialmente, a formar goticulas dispersas de um dos liquidos no
interior do outro, sendo que quando a agitacdo cessa, as goticulas tendem a
coalescer e os liquidos separam-se novamente. Assim, o processo de emulsificagao
implica num grande aumento de area interfacial (S1 — Sz) a qual leva a aumento
brusco de energia livre de superficie (Gi — Ga), e este fendmeno pode ser descrito
pela equagdo 1, onde y; representa a tensdo interfacial entre as fases aquosa e
oleosa.

AG = Gy -Gy = yiX AS 1)



Se considerarmos que o aumento da area interfacial (S1 — S)) é
imprescindivel do ponto de vista tecnolégico, uma das alternativas para a
estabilizagdo do sistema seria fornecer energia mecénica, continuamente, de modo
a manter a area interfacial aumentada, e isso, embora necessario, por si s6 néo €
suficiente, pois vence a barreira da tensdo superficial apenas temporariamente,
enquanto durar a agitacao (SHA, 1998). No caso das NE a diminuicdo da tenséo
interfacial € devido a presenca de grande quantidade de tensoativos incorporados na
interface a/o, geralmente, associado a um co-tensoativo, cuja fungdo € diminuir a
tensdo interfacial para valores abaixo dos limites proporcionados pelos agentes
emulsificantes comuns (LAWRENCE; REES, 2000; OLIVEIRA; SCARPA, 2001).
Assim, o sistema forma-se espontaneamente quando a energia remanescente da
interface é muito préoxima de zero, conforme descrito pela equacao 2 (FORMARIZ,
2004).

AE=E,-E =0 (2)

Segundo HO & HSIAO (1996) uma tensao interfacial (y;) muito baixa (y; < 107
dina) é um pré-requisito para formacao das NE, e a absor¢édo do tensoativo na area
interfacial causa uma presséo bidimensional (1) que aumenta a presséo interfacial,
ou seja, quando (Yas)a € menor do que T, y; € negativo, conseqientemente a NE se
forma-se espontaneamente (equacgao 3)

Yi= (Yao)a—TT (3)
Onde (Yan)a € a tensdo interfacial o/a, apds o potencial quimico do tensoativo em
cada fase ter sido equalizado por particdo. O resultado disso indica que os
tensoativos de carater muito hidrofilico ou lipofilico sdo inapropriados para a

formulacao de NE, mesmo com a ajuda de co-tensoativos.



A posicao geométrica dos tensoativos na interface pode ser outro fator de
influéncia a ser considerado em termos de seus efeitos na curvatura e na fluidez da
interface. Como consequéncia, a adicdo de um co-tensoativo é capaz de reduzir a
energia livre na interface e a tensdo através da sua incorporacdo na camada
interfacial, formando filmes flexiveis, atuando, também, modificando o valor do EHL
do sistema de tensoativos para um valor étimo e adequado para a formacao das NE
(DAMASCENO, 2005). O EHL requerido para formar NE o/a situa-se entre 12 e 18

(KAWAKAMI et al., 2002).

2.5.4. Caracterizacao das NE

A caracterizacao de um sistema NE pode ser feita por diversos métodos, mas
para a elucidacdo da sua nanoestrutura devem-se levar em consideracao 0s
resultados de mais de um método. A literatura postula que técnicas experimentais
diferentes podem ser usadas para obter informagdes sobre a dindmica e estrutura
das NE (KAHLWEIT; STREY, 1987). Entre as técnicas mais difundidas tem-se a
microscopia de luz polarizada para verificar a isotropia do sistema, o espalhamento
de luz para medir o didmetro da goticula ou fase dispersa, métodos
espectroscopicos, como ressonancia magnética nuclear, para determinar a estrutura
interna (ROSSETI, 2006), e outros métodos mais tradicionais, como densidade,
viscosidade (n), indice de refracao (IR) e condutividade elétrica (o) sdo importantes
para determinar o tipo de NE e caracteriza-la fisicamente (CONSTANTINIDES;
LANCASTER, 1995).

O método mais utilizado para a caracterizagdo de NE é o espalhamento
dindmico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering). Trata-se de uma técnica nao

invasiva para a medicdo do tamanho das goticulas, com tamanho menor que 1 um.



Quando essas goticulas sdo iluminadas por um feixe de luz laser, ocorre o
espalhamento da luz, sendo que essa intensidade de luz espalhada, detectada num
angulo determinado, varia numa taxa dependente da velocidade de difusdo das
goticulas, as quais, por sua vez, sdao governadas pelo seu tamanho (ROSSETI,
2006) fornecendo informagodes diretas sobre o0 movimento translacional das goticulas
(SILVA, 2001), permitindo o calculo do seu tamanho através de relagbes empiricas
adequadas. Caso o sistema disperso esteja em elevadas concentragdes, a
interpolacdo torna-se dificultada em razdo das interagdes intergoticulas, sendo
necessario, nestes casos, fazer uma diluicdo do sistema nanoemulsionado
(FORMARIZ et al., 2005).

Em equipamentos convencionais de DLS a luz é espalhada pelas goticulas
em todos os angulos, porém sao detectadas apenas em 90°, convencionalmente, as
variacées na medicao da intensidade da luz espalhada sdo convertidas em pulsos
elétricos, os quais s&o armazenados em um correlacionador digital, onde as
informagbes sobre o tamanho das goticulas sao geradas a partir destes dados

(MENDONCGCA; BICA; PIATNICKI, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de forma farmacéutica topica

nanoemulsionada para veiculagdo do DDA e estudo de cinética de permeacao

percutdnea em modelo de pele suina e humana.

3.2. Objetivos especificos

Desenvolver e utilizar diagramas pseudo-ternario para obtengdo e
identificacao de regides de NE;

Identificar, na regiao onde for possivel a obtencdao de sistemas opticamente
transparentes e estaveis, o dominio da existéncia de NE liquidas ou NE géis;
Explorar os sistemas NE opticamente transparentes biocompativeis com o
DDA;

Desenvolver e validar metodologia analitica para o doseamento do DDA nas
NE por espectrofotometria no ultravioleta — visivel (UV-VIS) para estudo de
caracterizacao e por CLAE-UV para estudo de retencédo e permeacgao cutanea
em pele suina e humana;

Criar um protocolo de caracterizacdo dos sistemas obtidos:

Eficiéncia de encapsulacdo do DDA, condutividade elétrica, reologia, pH,
indice de refracdo, densidade relativa, potencial zeta, microscopia de luz
polarizada, tamanho e distribuicdo de tamanho das goticulas pela técnica de
espalhamento de luz;

Estudar a liberacao in vitro do DDA usando membranas sintéticas de acetato
de celulose em modelo de células de difusao de Franz;

Estudar in vitro a permeagédo e retengdo cutanea em pele animal (suina e

humana);



e Avaliar in vivo a atividade antiedematogénica por edema de pata induzido por

carragenina em modelo animal.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais

Acetonitrila, grau cromatografico (J. T Baker); diclofenaco de dietilaménio (lote
CDD 0045, Nortec Quimica); emulgel de diclofenaco dietilaménio (Referéncia e
genérico); fosfato de sddio monobasico anidro (PA, Merck); hidréxido de sédio (PA,
Merck); miristato de isopropila (lote 0606-195, Henrifarma); PEG-8 caprico/caprilico
glicerideo (lote 104250, Labrasol®-Gattefossé); poligliceril 6-dioleato (lote 101555,
Plurol Oleico®-Gattefossé); metanol (Synth e F. Maia); metanol (grau cromatogréfico,

J. T Baker e Merck); membrana sintética de acetato de celulose.

4.2 METODOS
4.2.1 Construcao dos diagramas de fase

Os diagramas de fases, desta pesquisa, foram obtidos por inspecao visual
das misturas dos ingredientes PEG-8 céaprico/caprilico glicerideo (T) com poligliceril
6-dioleato (CO) nas proporgdes 4:1; 3:1; 2:1 e 1:1 e, a esta mistura de T/CO, foi
adicionado miristato de isopropila (fase oleosa) nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6,
5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulagdes foram feitas com agua purificada tipo Milli-Q®,
utiizando uma pipeta automética ajustada 1000 pL, adicionando gota a gota, em
temperatura ambiente. Durante a titulagdo a mistura foi homogeneizada por agitador
magnético, por 3 minutos, e as mudangas do aspecto visual contra um fundo preto
foram observadas. Considerando-se as propor¢des dos componentes (T/CO; fase
oleosa e fase aquosa) apds as titulagdes aquosas plotou-se os pontos em que se
deu a transicdo de sistema opticamente transparente ou translucido liquido ou gel
(NE) ou de NE para sistema opaco liquido ou semi-sélido (emulsado); dispersao

opaca ou ainda separacao de fases em cada diagrama (FORMARIZ et al., 2007;



FORMARIZ et al., 2006; FORMARIZ et al., 2005; KE et al., 2005; CHEN; CHANG,
2004; DJORDJEVIC et al., 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004; CONSTANTINIDES,

1997). Os diagramas foram feitos em duplicatas.

4.2.2 Selecao das formulacoes

Apbs a construcdo dos diagramas pseudo-ternarios, as formulagées NE
(liquido e gel) de escolha para a incorporagcédo do DDA foram obtidas a partir de uma
determinada regido dos diagramas pseudo-ternario. O DDA foi incorporado nas NE,
por simples solubilizagcdo (Figura 8), na concentracdo de 1 % p/v para estudo de
caracterizacao e 1,16 % p/v para estudo de cinética de permeacéao cutanea. As NE
foram preparadas 48 horas antes dos testes, para garantir a estabilizacao
termodindmica das micelas na temperatura ambiente (MORAIS; REZENDE, 2004),
as quais foram preparadas e caracterizadas no Laboratério de Sistemas Dispersos
(LASID) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do

Rio Grande do Norte.

Figura 8. Fotografia da solubilizagdo do DDA nas NE desenvolvidas



4.2.3 Padronizacao e validacao das metodologias analiticas para doseamento
do DDA

A padronizacdo e a validagdo das metodologias analiticas foram conduzidas
segundo Resolugdo da ANVISA RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003),
na qual determina que os parametros seletividade, linearidade e faixa de aplicacao,

precisao, exatidao e robustez devem ser analisados.

4.2.3.1 Validacao por espectrofotométria
Seletividade ou especificidade

A seletividade do método espectrofotométrico foi determinada, ap6s varredura
no espectro de 250-350 nm, comparando a matriz isenta da substancia de interesse,
sem o DDA e a matriz NE-DDA, fazendo-se analises espectrofotométricas em 282
nm, sendo que nenhum interferente da matriz sem o DDA deve ser absorvido neste

comprimento de onda (ICH, 2005; BRASIL, 2003).

Curva analitica e linearidade

Para este ensaio foi preparado uma curva de calibracdo, em triplicata,
dissolvendo-se, exatamente, 10 mg de DDA em 100 mL de metanol. Diluigées foram
efetuadas de modo a obter concentragdes de 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 35 ug mL™" de

DDA, e as analises espectrofotométricas foram determinadas em 282 nm.

Precisao
A precisdo do método espectrofotométrico (precisao intra-dia e inter-dia) foi
determinado, em sextuplicata, e de cada vez, fazendo-se uma diluicao de 1:500 da

NE-DDA de forma a obter uma concentragéo de leitura de 20 pg mL™.



Exatidao

A exatidao descreve a proximidade da média dos resultados obtidos em um
teste, numa determinada concentracdo em relacao ao valor real, ou seja, é a relagéao
entre o valor encontrado pelo método e o valor aceito como verdadeiro ou de
referéncia, sendo, normalmente, determinada por intermédio de, no minimo, andlises
em triplicata de trés diferentes concentragdes, sendo uma em baixa, uma em média
e outra em alta concentragéo, respectivamente (BRASIL, 2003; CASS; DEGANI,

2001).

Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccao (LD) é a menor concentracdo de um analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob
as condicoes experimentais estabelecidas. O limite de quantificacdo (LQ) inferior e
superior € a menor e maior, respectivamente, quantidade de um analito numa
amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatidao
aceitaveis sob condigdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Estes
parametros, LD e LQ foram calculados de acordo com as equagbes (5) e (6)
respectivamente, (NUNES et al., 2005; BRASIL, 2003; USP, 1995).

LD = DP, x 3/IC ®)
LQ = DP, x 10/IC (6)

Onde, DP, é o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3

curvas de calibragdo construidas contendo concentragées do farmaco préximas ao

suposto limite de quantificagédo. IC é a inclinacao da curva de calibracao.



Robustez
A robustez do método espectrofotométrico foi observada mediante variacdes
da marca do metanol (fornecedores diferentes) e a técnica de preparacao das

amostras (agitagdo manual e banho de ultra-som por 5 minutos).

4.2.3.2 Validacao por CLAE-UV

Para o desenvolvimento do método por CLAE-UV foi utilizado um aparato de
Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao) composto por - 2
bombas modelo LC-10ADvp, Detector UV/Visivel modelo SPD-10AVvp configurado
em 280 nm; Auto injetor de amostra modelo SIL-10ADvp, Interface de controle
modelo SCL-10Avp, forno de coluna (CTO 10Avp) Figura 9. A separacao
cromatografica foi conseguida usando uma coluna analitica tipo C18 150 x 4,6 mm,
5 pm Shimpack® acoplada a uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA, EUA). A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila e tampao
fosfato hidroxido de sédio 20 mM (70:30, v/v) ajustado a pH 3,0 com acido fosforico,
na qual foi filtrado e degaseificado e bombeado em um fluxo de 1,2 mL min™. O
forno da coluna foi ajustado para 40 °C e o volume de injegéo foi 30 pL, com tempo

de corrida total de 3,5 minutos.

Seletividade ou especificidade
A seletividade do método por CLAE-UV foi determinado a partir de solugdes
do homogeneizado da pele, suina e humana, com e sem o EC conforme descrito na

secao 5.7.1.



Figura 9. Fotografia do aparato de Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia utilizado

no desenvolvimento e validacao do método.

Curva analitica e linearidade

A curva analitica do método por CLAE-UV foi preparada a partir de uma
solugdo padrao de DDA em metanol na concentragdo de 1,0 mg mL™" (dissolvendo
10 mg de DDA em 10 mL de metanol). A partir desta, diluicbes foram efetuadas, em
triplicatas, de modo a obter uma concentracao final de 0,05; 0,1; 0,4; 0,8; 1; 5; 10; 15

e 20 pg mL™ de DDA, e analisadas por CLAE-UV em 280 nm.

Precisao
Para o método por CLAE-UV, a precisao foi determinada da mesma forma
que o método por espectrofotométrico, sendo que o ponto médio da curva de

calibragao foi 1,0 ug mL™.



Exatidao
A exatiddo foi determinada da mesma forma que o método por

espectrofotométrico.

Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

Idem ao método espectrofotométrico.

Robustez

A robustez do método por CLAE-UV foi observada mediante variacoes da
marca do metanol (fornecedores diferentes) e a temperatura do forno da coluna 30 e
40°C (BRASIL, 2003).
4.2.4 Caracterizacao das NE
4.2.4.1 Doseamento do DDA nas NE

Para o doseamento do DDA nas NE foi preparada uma solugdo de forma a
obter uma solugdo de = 20 ug mL™ de DDA (50 pL de NE-DDA diluidos em 24,95 mL
de metanol). As concentragdes de DDA nas NE foram medidas a partir dos valores
de absorvancia, tendo como valor exato o valor correspondente ao padrdo diario
contendo 100 pg mL" (10 mg de DDA em 100 mL de metanol). A partir desta
solugdo, foi realizada uma diluicdo com metanol de forma a obter uma solugéao de 20
ng mL'. As leituras foram feitas em 282 nm segundo protocolo adotado no

desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica (se¢éo 4.2.3.1).

4.2.4.2 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao
A eficiéncia de encapsulacao do DDA nas NE selecionadas foi determinada

utiizando-se 1 mL de cada formulacdo NE-DDA, as quais foram submetidas a



centrifugacdo (11000 g = 14000 rpm) por 30 minutos. Ao término do ciclo de
centrifugacdo, uma aliquota de 50 puL do sobrenadante de cada sistema foi
cuidadosamente extraida e diluida em 24,95 mL de metanol o que corresponde a
uma concentracdo de = 20 pg mL" de DDA. A eficiéncia de encapsulagdo foi
calculada conforme equacéao 7 sugerida por DAMASCENO (2005).

EE = Absgo,/Absne-ppa X 100 (7)
Onde: EE = eficiéncia de encapsulagdo; Absso, = Absorvancia do DDA no
sobrenadante no A = 282 nm; Absne-.ppa = Absorvancia do DDA na NE-DDA no A =

282 nm.

4.2.4.3 Centrifugacao
As NE-DDA e NE sem DDA foram centrifugadas em centrifuga 5410 —
Eppendorf, durante 30 min a 11000 g = 14000 rpm e no final foi observado a

ocorréncia ou ndo de separagao de fases (MACEDO, 2005).

4.2.4.4 Condutividade elétrica (o)

A o bem como o seu monitoramento, foi determinada em condutivimetro
modelo Cambo HI 98129 (Hanna). O equipamento foi calibrado com uma solug¢ao de
calibracdo de condutancia especifica de 1413 uS cm™, a temperatura de 25 °C

(DJORDJEVIC, 2005).

4.2.4.5 Determinacao da reologia
A reologia dos sistemas foi realizada em triplicatas a partir das NE-DDA

selecionadas. O viscosimetro utilizado foi o Brookfield da marca Rheology



International, o qual permite medir eletronicamente a forca de tor¢do ja convertida
em viscosidade.

Para as determinacdes das viscosidades foram utilizados 12 mL da NE-DDA
e o comportamento reolégico das amostras foram analisado aumentando
gradativamente a velocidade de rotacdo do “spindle” (0 a 100 rpm), em sala com
temperatura de 25 + 2 °C obtendo-se os varios valores de viscosidades. Foi
elaborado o grafico da medida da area de histerese formada entre a curva
ascendente e descendente de um reograma, relacionando-se as viscosidades

obtidas em funcéo da velocidade de cisalhamento.

4.2.4.6 Determinacao do pH

O pH das formulacées foi avaliado utilizando um potenciémetro digital com
eletrodo de vidro e sensor de temperatura, modelo Cambo HI 98129 (Hanna),
previamente calibrado com solugdes tampéao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25
+ 0,5 °C. O eletrodo de vidro foi introduzido diretamente no interior da NE (= 15 mL)

acondicionado em frasco de cintilagéo.

4.2.4.7 indice de Refracio (IR)
O IR foi determinado utilizando-se Refratbmetro de Abbé, Carl Zeiss-Jena,
aferido com agua deionizada Milli-Q® (indice de refracdo 1,3325), a temperatura de

25+ 0,5 °C, e em triplicata (FORMARIZ et al., 2007).

4.2.4.8 Determinacao da densidade relativa (DR)
A DR das amostras foi determinada pelo método do picnémetro, seguindo-se

a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 4* ed., utilizando-se como



referéncia agua deionizada Milli-Q®. Os picnémetros utilizados foram de 5 mL de
capacidade e para retirar as bolhas de ar formada nos sistemas foi utilizado o ultra-
som (UltraSonic — USC 1400). A densidade foi obtida em ambiente com temperatura

de 20 £ 0,5 °C e em triplicata.

4.2.4.9 Determinacao do potencial zeta ({mV)

As medidas do {mV foram determinadas com auxilio de um zetadmetro
[Particle Sizing System by Light Scattering — Brookhaven Instruments Corporation,
model EMI 9863 (Holtsville, NY, USA)], submetendo as goticulas das NE a uma
voltagem fixa e utilizando os valores fornecidos pelo aparelho para calcular o {mV.
Para cada amostra foram realizadas 15 medidas de mobilidade eletroforética para

cada amostra (VERISSIMO, 2007).

4.2.4.10 Aspecto macroscopico das NE
As NE foram examinadas a olho nu, sendo observado o aspecto, cor e odor
assim como uma possivel cremagem, goticulas de éleo ou uma eventual separagéao

de fases.

4.2.4.11 Determinacao do tamanho das goticulas das NE por espalhamento de
luz dindmico

A analise do tamanho das goticulas sub-microscopicas foi determinada
através da técnica de espalhamento de luz dindmico, também denominada
espectrocospia de correlacdo de fétons (PCS), cuja técnica fornece o raio
hidrodindmico das goticulas coloidais, o qual é calculado pela equacao Stokes-

Einstein onde é determinado o coeficiente de difusdo das goticulas através da



variacao do espalhamento de luz causado pelo movimento browniano das goticulas
(FORMARIZ et al., 2006). O caélculo foi obtido pela equacao 8 de Stokes-Einstein:

Rn = KT/61mnD (8)
Onde: Ry = raio hidrodindmico; K = constante de Boltzmann; T = temperatura
absoluta; n = viscosidade do meio; D = coeficiente de difusdo das goticulas.

As NE sem DDA e as NE-DDA foram cuidadosamente filtradas em
membranas de 0,22 pm, Corning® e analisadas em um analisador de goticulas. As
amostras foram colocadas na camara de andlise de modo que o feixe de laser
atravessasse a dispersao em toda a sua extensdo. A temperatura do sistema foi
mantida a 20 °C, o comprimento de onda do laser foi de 532 nm e o indice de
refracdo foi de acordo com o indice calculado de cada amostra analisada. Foram
realizadas 10 determinacdes do diametro e indice de polidispersidade das goticulas,

com a duracgao total de 5 minutos.

4.2.4.12 Microscopia de luz polarizada
A isotropia das NE foram realizadas por microscépia de luz polarizada
(ZEISS) e Software analisador de imagem (ZEISS), apés percorrido o tempo de 5

dias para o equilibrio dos sistemas (ROSSETI, 2006).

4.2.5 Estudo de liberacao in vitro do DDA em membranas sintéticas

O estudo de liberacéo in vitro do DDA em membranas sintéticas foi realizado
como método de triagem, para testar a metodologia por CLAE-UV, cujo objetivo
seria utiliza-la na permeacao e retencao cutanea em membranas de modelo animal
(suina e humana). O referido ensaio foi conduzido utilizando-se células de difusdo

tipo Franz com &rea difusional de 1,15 cm?, volume de + 6 mL e usando membranas



artificiais hidrofilicas de acetato de celulose 0,45 um (Figura 10). O compartimento
receptor foi preenchido com tampao fosfato pH 7,4 num sistema composto de seis
células individuais conectados a um banho termostatizado a 37 + 0,5 °C sob
agitacao constante de 100 rpm em agitador magnético por um periodo de 12 horas.
As membranas foram colocadas na parte superior da célula receptora. No
compartimento doador, foram aplicados 300 pL da NE diretamente sobre a
membrana e, posteriormente, o sistema foi fechado. As amostras da solugéo
receptora foram coletadas nos seguintes tempos: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0;
8,0; 10 e 12 horas. O volume total da fase receptora foi substituido a cada
amostragem com tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C para manutencdo das condigcdes
sink do sistema (LIRA, 2007). A liberacao da NE foi comparada a liberacao de 300
mg do medicamento comercial referéncia e genérico (emulgel de diclofenaco de

dietilamaonio).
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Figura 10. Figura ilustrativa de uma célula de difus&o tipo Franz



4.2.6 Estudo in vitro de permeacao e retencao cutanea
4.2.6.1 Obtencoes das peles suina e humana
Pele da orelha de porco

A pele da orelha de porco foi utilizada como modelo nos estudos preliminares
de permeacgao/retencdo in vitro. Para tal, a pele da parte externa das orelhas
provenientes de animais recentemente sacrificados foi retirada da cartilagem com
auxilio de pinga e bisturi, seguindo-se a remogéo do tecido gorduroso remanescente
(Figura 11). As seccgdes de pele foram entdo congeladas por até um més antes de

serem utilizadas nos ensaios (LIRA, 2007; LOPES, 2005).

Figural1. Fotografia do método de preparacdo da pele de orelha de porco para
estudo permeacdo retencado cutadnea. a) lavagem da orelha; b) corte da pele da
cartilagem; c) retirada da pele; d) remocéao do tecido gorduroso.
Pele humana

O desenho consistiu de um estudo, no qual foram utilizadas secgdes de pele
humana oriundas de cirurgia plastica. Estas foram submetidas ao processo de
lavagem com solugdo isotbnica e agua estéril e em seguida foi retirado a gordura
subjacente com a ajuda de uma tesoura cirurgica. A pele obtida foi fragmentada em
pecas de 6 cm? seguindo-se a remogdo do tecido gorduroso remanescente. As

seccOes de pele foram congeladas em — 70 °C por até um més antes de serem



utilizadas nos ensaios conforme metodologia adaptada de LIRA (2007). O referido
estudo foi conduzido apés aprovagdo prévia do Comité de Etica do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob Registro
CEP/CCS/UFPE n° 333-07 (anexo ), bem como do consentimento livre esclarecido
da paciente submetida & cirurgia plastica. Este estudo foi desenvolvido no NUDFAC
(Ndcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e de Cosméticos) do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco, sob a

coordenacgao do Prof. Dr. Davi Pereira de Santana.

4.2.6.2 Determinacao da solubilidade do farmaco em tampao fosfato pH 7,4

O coeficiente de solubilidade do DDA no tampao fosfato pH 7,4 foi
determinado mediante o preparo de dispersdes contendo excesso de DDA em
ordem crescente de solubilidade. Nesse procedimento, realizado em ftriplicata, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 mg de DDA, e de cada vez, foram transferidos para frascos
de cintilagdo com tampa. Em cada frasco foram adicionados 5 mL do tampéao fosfato
pH 7,4. Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitacdo magnética
por 2 horas. Em seguida, foram filtradas em filtro Millipore® e analisadas por CLAE-

UV (LIRA, 2007).

4.2.6.3 Avaliacao da recuperacao do DDA em pele da orelha de porco e humana

Para avaliar a recuperagcéo do DDA nas amostras das peles, o estrato cérneo
(EC) foi retirado de uma 4rea difusional de 1,15 cm? das peles com o uso de 15 fitas
adesivas (tape stripping) Figura 12. As fitas contendo o EC foram colocadas em
tubos de ensaio onde foram adicionados volumes conhecidos (100 pL) de solucao

padrao de DDA em metanol, em trés concentracdes diferentes 1000, 400 e 40 ug



mL" (Tabela 2). O metanol foi evaporado e em seguida adicionado 5 mL do solvente
extrator para extragcdo do DDA das fitas contendo o EC, aos quais foram agitados
por 2 minutos e submetidos a banho de ultra-som por 30 minutos, seguindo de
filtracdo em membranas Millipore 0,45 pm e quantificacdo por CLAE-UV (LIRA,

2007).

EC ED

Figura 12. Representacdo esquematica da separacao do EC e do ED pela técnica

do tape stripping.

Tabela 2. Quantidades de solucao padrao de DDA em metanol adicionadas nas fitas

adesivas contendo o EC e na pele sem o EC para estudo de recuperagdo do

farmaco
Farmaco Solucao padrao Volume adicionado | Quantidade tedrica
(ng mL™) (pL) adicionada (pug)
DDA 1000 100 100
DDA 400 100 40
DDA 40 100 4

Os pedacos de pele sem o EC foram picotados e colocados em tubos

apropriados. A estes tubos foram adicionados volumes conhecidos (100 pL) de



solugcéo padréao de DDA em metanol, em trés concentragdes diferentes 1000, 400 e
40 pg mL™ (Tabela 2). O metanol foi evaporado e em seguida adicionado 5 mL do
solvente extrator para extragcdo do DDA. Cada tubo foi colocado em homogeneizador
de tecidos por 12 minutos, para trituragdo, e em banho de ultra-som por mais 30
minutos, seguindo de filtragdo utilizando membranas com poro de diametro 0,45 pum
e quantificagcdo por CLAE-UV (n=6). Os valores de recuperagdo (%) foram
determinados pela equagéao 9.

Recuperacao (%) = concentragao obtida/concentragéo real x 100 9)

4.2.6.4 Estudo de retencao e permeacao in vitro

As cinéticas de difusdo in vitro foram conduzidas utilizando-se células de
difusdo tipo Franz com érea difusional de 1,15 cm?, volume de + 6 mL e usando
membrana de pele da orelha de porco e pele humana oriunda de cirurgia plastica. O
compartimento receptor foi preenchido com tampao fosfato pH 7,4 num sistema
composto de seis células individuais conectados a um banho termostatizado a 37 *
0,5 °C sob agitagao constante de 100 rpm em agitador magnético por um periodo de
24 horas. As membranas de peles foram colocadas na parte superior da célula
receptora, com o EC voltado para o compartimento doador da célula de difuséo, e a
derme voltada para o compartimento receptor. No compartimento doador, foram
aplicados 300 L da formulacao diretamente sobre a membrana e, posteriormente, o
sistema foi fechado. As amostras da solucdo receptora foram coletadas nos
seguintes tempos: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10; 12 e 24 horas. O volume total da
fase receptora foi substituido a cada amostragem com tampao fosfato pH 7,4 a 37
°C para manutengdo das condigdes sink do sistema. A quantidade de farmaco

liberado no compartimento receptor foi quantificada por CLAE-UV.



Ao fim do experimento, as peles foram retiradas da célula de difusdo e o
excesso de formulacédo presente na pele foi delicadamente removido com auxilio de
agua destilada e tampao fosfato pH 7,4 e estas foram, posteriormente, secas com
papel absorvente. As peles foram fixadas em uma superficie lisa com o EC voltado
para cima, presas com alfinetes e cobertas por fita adesiva, deixando exposta
apenas a area de permeacao. Foram aplicadas 15 fitas adesivas, sendo a primeira
fita desprezada, até total remogao do EC que foi indicado pelo brilho na face exposta
da pele, ou seja, atingiu-se a epiderme viavel (LIRA, 2008). As fitas foram unidas e
colocadas em tubos de extracao contendo 5,0 mL de metanol e agitadas em “vortex”
por 2 minutos. Em seguida, foram deixadas por 30 minutos em banho de ultra-som e
filtradas em membranas com didmetros de poro de 0,45 pm. O tecido cutaneo
restante, epiderme viavel + derme (ED) foi picotado e homogeneizado em 5 mL por
12 minutos, em homogeneizador de tecidos, e em seguida deixado por 30 minutos
em banho de ultra-som para rompimento das células. A suspensao obtida foi filtrada
em membrana de poro 0,45 um e as concentragdes do farmaco presentes no EC e

na ED foram quantificadas no filtrado por CLAE-UV.

4.2.6.5 Calculo do fluxo (J) e do coeficiente de permeabilidade (K,) do DDA na
NE

O J foi calculado no steady-state a partir da porgcdo linear da quantidade
liberada por area versus tempo conforme dados da literatura (OZGUNEY et al.,
2006; PANIGRAHI; PATTNAIK;GHOSAL, 2005).

Ja o K, foi calculado a partir do J no steady-state versus a concentra¢do de
DDA no compartimento doador (Cgoador) conforme equacdo 10 sugerida por

OZGUNEY et al. (2008).



Kp = J/Cdoador (1 0)

4.2.7. Determinacao in vivo da atividade antiedematogénica por edema de pata
induzido por carragenina em modelo animal
4.2.7.1. Obtencao dos animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus, machos, entre 3-5
meses de idade, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam agua
e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos sob condicées controles de iluminacédo
(ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22 + 2°C). O referido estudo foi realizado
apds a aprovacgdo prévia, por escrito, do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pernambuco.
4.2.7.2. Avaliacao da atividade antiedematogénica

A avaliagdo da atividade antiedematogénica foi determinada pelo teste da
inducdo do edema de pata por carragenina 1 %. Os animais, ratos Wistar (Rattus
norvegicus var. albinus) machos, foram tratados por via tépica e divididos em quatro
grupos experimentais de 6 a 8 animais, sendo dois grupos teste (grupos 3 e 4) e
dois grupos controle (grupo 1 e 2). O grupo 3 recebeu a NE-DDA F1 e o grupo 4
recebeu a NE-DDA F10. Dos grupos controle (grupo 1 e 2), um deles, negativo
(grupo 1), utilizou vaselina sélida e o outro, controle positivo (grupo 2), utilizou
emulgel referéncia de diclofenaco de dietilaménio. Os animais de cada grupo foram
tratados antes do experimento e uma hora apds o tratamento administrou-se, via
subplantar (s.pl.), na pata direita de cada animal de cada grupo 20 yL de uma
solucdo de carragenina 1 % e na pata contralateral foi administrado o mesmo

volume de solucao salina 0,9 %. Imediatamente apds a injecdo e nos tempos, pré-



determinados, 60, 120, 180, 240, 300 minutos, apdés a administracdo do agente
flogistico (carragenina), procedeu-se a leitura do volume das patas dos animais em
hidropletismémetro (Ugo Basile 7140). Para isto, as patas dos animais foram
imersas, até o maléolo lateral no aparelho, sendo que o volume deslocado foi
traduzido de forma digital. O valor do edema foi calculado pela diferenga entre o
volume (mL) da pata injetada com o agente flogistico e o volume da pata injetada
com solugéo salina 0,9 %. A estatistica utilizada para os resultados obtidos foram
determinados a partir do programa prisma 5.0. O referido ensaio foi realizado no
Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco sob a

coordenacao do Prof. Dr. Almir Gongalves Wanderley.



5.Resultados e discussao




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento da metodologia e optimizacao das condi¢cGes analiticas
para quantificacao do DDA por espectrofotometria UV-VIS e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV)

A validagédo da metodologia analitica, tanto por espectrofotometria quanto por
CLAE-UV, foi conduzida segundo Resolugdo da ANVISA RE n° 899, na qual
determina que os parametros seletividade, linearidade e faixa de aplicagéo,
precisao, exatidao e robustez devem ser analisados.

A seletividade ou especificidade é o primeiro passo no desenvolvimento e
validagdo de um método analitico e, este parametro deve ser reavaliado
continuamente durante a validacao e subseqliente uso do método. Para obtengéo de
uma metodologia confiavel, para quantificagdo do DDA nas formulagdes de NE, foi
necessario escolher a matriz [NE sem DDA e NE-DDA] a ser utilizada neste ensaio
de validagéo, a qual foi obtida a partir da construcdo do diagramas de fase. A Figura
13 mostra o espectro de varredura do espectro do DDA na faixa de 250-350 nm, a
qual mostra que a matriz NE sem DDA, ndo apresentou “absor¢cdo” em 282 nm,
mostrando, desta forma, a especificidade do método.

A seletividade ou especificidade deste método avaliou o grau de interferéncia
das espécies contidas na formulagcdo de NE (PEG-8 caprico/caprilico glicerideos;
poligliceril 6-dioleato; miristato de isopropila) e impurezas, bem como outros
compostos de propriedades similares que poderiam estar presentes nas NE
(BRASIL, 2003), pois alguns excipientes podem sofrer degradacdo e, gerar
compostos que ndo sao observados inicialmente, podendo confundir com a

substancia de interesse (RIBANI et al., 2004), fato este ndo observado. Se a



especificidade ndo fosse assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisdo estariam

seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).
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Figura 13. Espectro de absorcdo do DDA na NE sem DDA e na NE-DDA na regido

de 250-350 nm em solugdo metandlica 20 ug mL™".

O maximo de absor¢do encontrado para o DDA ocorreu em 282 nm, valor
préximo ao encontrado ao método por CLAE-UV (280 nm) e aos citados na literatura
(SINTOV; BOTNER, 2006; PARSAEE et al., 2002; KRIWET; MULLERGOYMANN,
1995). Valores ligeiramente diferentes podem ocorrer decorrentes de dissolucéo,
solvatacdo, clivagem de reticulo cristalino, conformagdes moleculares, pontes de
hidrogénio, interacao com solvente e temperatura (BERBENNI et al., 2001).

Ja a metodologia desenvolvida e validada por CLAE-UV mostrou-se em
conformidade com as especificacdes da legislacao vigente no Brasil (BRASIL, 2003),
obtendo-se uma boa resolugdo com um tempo de corrida de apenas 3,5 minutos, o
que é adequado para estudos de permeacao cutanea in vitro devido ao grande
numero de amostras. O método se mostrou seletivo, ja que os cromatogramas das
amostras de pele humana sem o DDA ndao mostraram nenhum pico no tempo de

retencdo de 2,9 minutos, Figura 14.
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Figura 14. Representacdo do cromatograma do DDA para obtencao da seletividade

do método em pele humana por CLAE-UV.

5.1.1 Validacao do ensaio por espectrofotométria

A determinac&o da linearidade da curva analitica foi realizada empregando a
equacao da reta (y=bx + a), o coeficiente de correlacdo linear (r), precisdo e
exatiddo. O método espectrofotométrico foi linear de 5 a 35 ug mL"' de DDA,
partindo de uma solucdo padrdo de 100 pg mL™, com um coeficiente de correlacdo
de 0,995, o qual foi realizado em triplicata Tabela 3.

O coeficiente de correlacao permite estimar a qualidade da curva obtida, pois
quanto mais proximo de 1, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais
e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados (CHUI; ZUCCHINI,
2001). Para verificar se a equagao de regressao € estatisticamente significativa

podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da regresséo e



sua eficiéncia maxima (CHUI; ZUCCHINI, 2001). Um coeficiente de correlacdo maior
que 0,999 é considerado evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao (NUNES et al., 2005). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2003) recomenda um coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o Instituto
Nacional de Metrologia (INMETRO, 2003) um valor acima de 0,90. Sendo assim, o
valor de r obtido para a analise do DDA estdo dentro dos limites estabelecidos.

Tabela 3. Linearidade do método espectrofotométrico a partir de uma solugéo

padrdo de 100 pg mL' em metanol com as suas respectivas médias, precisdo e

exatidao
Concentracao Média
Precisao (%) Exatidao (%)
(ug mL") (ug mL")
5 5,12 (£ 0,23) 4,47 98,27
10 10,42 (+ 0,25) 2,44 100,74
15 15,38 (+ 0,57) 3,72 101,18
20 20,56 (+ 0,60) 2,91 100,59
25 25,32 (£ 0,98) 3,88 99,46
30 30,57 (£ 1,04) 3,39 99,23
35 35,56 (£ 1,51) 4,26 98,85

A reprodutibilidade do método espectrofotométrico foi determinada a partir de
medices em sextuplicatas, de solugdes de concentracdo de 20 ug mL™", a qual foi
escolhida por representar o ponto médio do intervalo especificado pelo procedimento
(5 a 35 pg mL" da curva de calibragdo) e expresso pela média, desvio padrdo e
coeficiente de variagdo (CV%) dos Laboratérios 1 e 2 [(Laboratorio 1 — Laboratério
de Tecnologia de Medicamentos = 21,29 + 0,47 pg mL"; CV (%) = 2,18 e

Laboratério 2 — Nucleo de Controle de Qualidade de Medicamentos e Correlatos =



20,81 + 0,48 ug mL"; CV (%) = 2,31. Ambos da Universidade Federal de
Pernambuco]. Ja repetibilidade e a precisao intermediaria (precisao intra-corrida e a
precisao inter-corrida, respectivamente) foram realizadas com analistas e em dias
diferentes (FONSECA et al., 2004; BRASIL, 2003) cujos valores estdo descritos na
Tabela 4.

Tabela 4. Repetibilidade e precisédo intermediaria (precisao intra-corrida e a precisao
inter-corrida entre analistas e dias diferentes da NE-DDA do método

espectrofotométrico com suas respectivas médias, precisédo e exatidao

Analistas Dias Média (ug mL" + DP) (n=6) Precisdo (%) Exatidao (%)

Dia 1 19,652 (+ 0,763) 3,88 98,26
Analista 1

Dia 2 19,840 (+ 0,345) 1,74 99,20

Dia 1 19,300 (+ 0,828) 4,29 96,50
Analista 2

Dia 2 20,329 (£ 0,711) 3,50 101,64

A exatiddo do método espectrofotométrico foi determinada apds o
estabelecimento da linearidade e da especificidade, sendo verificada a partir de 9
(nove) determinagdes auténticas contemplando o intervalo linear do método, ou seja:
3 (trés) concentragdes: baixa [(10 pg mL" = 9,98 + 0,04 ug mL™"; CV (%) = 0,42],
média [(20 ug mL ™" = 20,60 + 0,38 ug mL™'; CV (%) = 1,85)] e alta [(30 pg mL" =
30,66 + 0,40 ug mL™"; CV (%) = 1,30)], com trés réplicas cada. Sendo assim, a
exatiddo encontra-se dentro da faixa esperada, pois o coeficiente de variagéo (CV)
nao excedeu 5 % em nenhuma determinac¢ao analitica e os valores de Fcacuiado, NAS
trés concentragdes [baixa (10 pg mL™" = - 0,38; média (20 ug mL™") = 1,38 e alta (30
Hg mL") = 1,43] foram sempre abaixo dos valores de Fipeiado = 4,30 em todas as

concentracoes.



Foi constatado, também, que o método espectrofotométrico possui robustez
intrinseca, pois manteve suas respostas, em ftriplicata, em meio as variagcbes da
marca do metanol, fornecedores diferentes (20,88 + 0,33 pg mL™" e 20,77 + 0,93 pg
mL" respectivamente) e a técnica de preparacdo das amostras, agitacdo manual e
banho de ultra-som por 5 minutos (20,88 + 0,11 ug mL" e 20,76 + 0,86 ug mL"
respectivamente). Segundo RIBANI et al.,, (2004) se estas mudancgas pré-
estabelecidas estiverem dentro dos limites de exatiddo e precisdo aceitaveis, entéo
o método possui robustez e essas variagbes podem ser incorporadas aos
procedimentos analiticos.

Os parametros limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) para o
método espectrofotométrico foram 0,6094 ug mL' e 0,9233 pg mL’
respectivamente. O LD representa a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada com certo intervalo de confianga, correspondendo a um
teste limite que especifica se a substancia em exame estd ou ndo presente na
amostra. Enquanto que o LQ representa a mais baixa concentracdo da substéancia
em exame que pode ser quantificada com certo intervalo de confianga pré-

estabelecido (BRASIL, 2003).

5.1.2 Validacao do ensaio por CLAE-UV

Para o método desenvolvido por CLAE-UV a linearidade foi estudada em 9
niveis de concentracées, em uma faixa de 0,05 a 20 ug mL™, em triplicatas, partindo
de uma solucdo padrdo de 1 mg mL', a qual apresentou um coeficiente de
correlacao de 0,998 cuja descricdo encontra-se na Tabela 5.

A repetibilidade e a precisado intermediaria (precisao intra-corrida e a precisao

inter-corrida) foi avaliada a partir de injecbes em sextuplicatas, cuja concentragao



testada de 1,0 pg mL™" foi escolhida por representar o ponto médio do intervalo
especificado pelo procedimento (0,05 & 20 pug mL" da curva de calibragdo) e
expresso pela média, desvio padrdo, precisdo e exatidao entre analistas e dias
diferentes Tabela 6.

Tabela 5. Linearidade do método por CLAE-UV a partir de uma solu¢do padrao de 1

mg mL" em metanol com as suas respectivas médias, precisdo e exatidao

Concentracao
Média (ug mL™) Precisdo (%) Exatiddo (%)
(ug mL")
0,05 0,045 £ 0,001 2,18 89,74
0,1 0,096 + 0,004 4,28 96,02
0,4 0,394 + 0,007 1,88 98,60
0,8 0,798 + 0,037 4,64 99,76
1,0 0,939 + 0,046 4,84 93,99
5,0 5,084 + 0,229 4,52 101,69
10,0 10,197 + 0,427 4,19 101,97
15,0 14,102 + 0,445 3,16 94,02
20,0 18,762 + 0,713 3,80 93,81

A exatidao foi avaliada, também, apds a determinacado da linearidade e da
seletividade, sendo verificadas, neste caso, 9 determinagdes contemplando o
intervalo linear da curva de calibragdo, ou seja, 3 concentragdes: baixa [(0,5 ug mL™
= 0,501 + 0,052 ug mL™"; CV (%) = 10,32], média [(1,0 ug mL™ = 0,919 + 0,015 nug
mL"; CV (%) = 1,64)] e alta [(1,5 ug mL™" = 1,557 + 0,031 ug mL™"; CV (%) = 1,959)],

e em triplicata.



Tabela 6. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) entre analistas e dias
diferentes da NE-DDA do método por CLAE-UV com suas respectivas médias,

precisao e exatidao

Analistas Dia Média (ug mL" + DP; n=6) Precisdo (%) Exatidao (%)

. Dia 1 0,948 £ 0,04 4,25 100,46
Analista 1
Dia 2 0,875 + 0,022 2,49 92,72
Dia 1 0,956 + 0,039 4,1 101,31
Analista 2
Dia 2 0,897 £ 0,008 0,9 95,06

O método por CLAE-UV, também, possui robustez intrinseca, pois manteve
suas respostas, em triplicata, em meio as variagbes da marca do metanol,
fornecedores diferentes (0,94 + 0,01 pg mL™" e 0,93 + 0,02 pg mL™ respectivamente)
e a temperatura da coluna 40 e 30 °C, cujos resultados foram: 0,93 + 0,02 pgmL" e
0,94 + 0,01 ug mL™ respectivamente, com um LD de 0,003 pg mL™" e um LQ de 0,05

ng mL™.

5.2. Diagramas de fase

Durante o processo de producédo dos sistemas NE, selecionadas a partir dos
diagramas de fase deste estudo, foi possivel observar que a energia empregada e
as proporcoes de seus componentes (6leo, agua, tensoativo e co-tensoativo) foram
apropriadas para reduzir a tenséo interfacial até certo ponto e foi capaz de conduzir
a formagédo de um sistema homogéneo, limpido e translucido tipo Winsor IV que €
caracteristico de NE (WINSOR, 1948). Tal observagdo esta em concordancia com
OSBORNE & WARD (1990), quando afirma que a estabilidade termodindmica das

NE é um fator de suma importancia para os sistemas topicos, pois estas



caracteristicas resultam numa formulacdo cujas propriedades ndao dependem do
processo de fabricacdo, ou seja, velocidade de rotacao e esfriamento forcado, e que
nao sofrera separacao de fases, desde que a pressao e a temperatura permanecam
razoavelmente constantes.

Apoés a incorporacao do DDA nas NE, por solubilizagdo, os sistemas obtidos
apresentaram-se com a mesma limpidez e transparéncia, inclusive na NE gel,
mostrando que o DDA ndo influenciou a tensao interfacial entre a fase aquosa e a
oleosa, ndo perturbando a estabilidade termodindmica dos sistemas, e a
caracteristica Winsor IV (WINSOR, 1948) foi mantida em todas as formulacdes
selecionadas. Os resultados desta manutencao da estabilidade, frente aos ensaios
de eficiéncia de encapsulacdo podem ser esclarecidos pela concentracdo de DDA e
por sua propriedade anfifilica. Desta forma, o DDA adicionado migrou efetivamente
para interface éleo/agua, visto que o volume da fracao lipidica, de cada formulacao
escolhida, produziu um numero de vesiculas lipidicas tal que o DDA incorporado nédo
saturou a interface.

A técnica empregada para a determinacdo dos diagramas de fase, destes
sistemas, mostrou-se bastante simples e reprodutivel. Apds as titulagées, foi
possivel definir as varias regides do diagrama, como separacado de fases (SF),
emulsdo liquida branca leitosa (ELBL), emulsdo opaca (EO), emulsdo semi-sélida
(ESS), éareas de dispersdes turvas (DT) e regides opticamente transparentes
nanoemulsionadas (NE) e NE gel (NEG), como representada nas Figuras 15, 16, 17
e 18. Observa-se uma larga faixa do lado de cima de cada diagrama, cujos
destaques sao as regidbes de NE, para qualquer proporcao de tensoativo/co-
tensoativo, e NE gel (NEG) que s6 foi produzido no diagrama 2:1 Figura 16. A partir

dessas regides (NE e NEG) foram selecionadas quatorze formulacdes para estudo



de eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, foi verificado também, que a
incorporagao do DDA nao interferiu ou alterou as regides de NE do sistema, ou seja,
elas permanecem isotrépicas, opticamente transparentes, mesmo depois da
centrifugacdo a 11000 g = 14000 rpm por 30 minutos, pois nenhuma sedimentagao

de sélidos ou separagao de fases foram observadas.
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Figura 15. Diagrama de fase pseudo-ternéario para o sistema PEG-8 caprico/caprilico
gricerideo (Labrasol®)/poligliceril 6-dioleato (Plurol oleico®), miristato de isopropila e
agua para proporgdes T:CO 1:1. As areas delimitadas representam: SF — separacao
de fases; ELBL — emulséo liquida branca leitosa; DT - dispersdes turvas; ESS —

emulsao semi-soélida; NE — nanoemulsao.
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Figura 16. Diagrama de fase pseudo-ternario para o sistema PEG-8 caprico/caprilico
gricerideo (Labrasol®)/poligliceril 6-dioleato (Plurol oleico®), miristato de isopropila e
agua para proporcoes T:CO 2:1. As areas delimitadas representam: SF — separagéo
de fases; ELBL — emulséo liquida branca leitosa; EO — emulsdo opaca; DT -

dispersodes turvas; NE — nanoemulsdo e NEG — nanoemulséo gel.
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Figura 17. Diagrama de fase pseudo-ternario para o sistema PEG-8 caprico/caprilico
gricerideo (Labrasol®)/poligliceril 6-dioleato (Plurol oleico®), miristato de isopropila e
agua para proporgdes T:CO 3:1. As areas delimitadas representam: SF — separacao

de fases; DT - dispersdes turvas; NE — nanoemulsao.
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Figura 18. Diagrama de fase pseudo-ternéario para o sistema PEG-8 caprico/caprilico
gricerideo (Labrasol®)/poligliceril 6-dioleato (Plurol oleico®), miristato de isopropila e
agua para proporgdes T:CO 4:1. As areas delimitadas representam: SF — separacao

de fases; DT - dispersdes turvas; NE — nanoemulséao.

5.3 Selecao das NE

Apbés a construcdo dos diagramas de fase foram selecionadas 14
formulagdes, cujas composi¢cées centesimais estdo descrita na Tabela 7, sendo
quatro do diagrama 4:1, trés do diagrama 3:1 e 2:1 respectivamente e quatro do
diagrama 1:1, as quais foram usadas para a realiza¢do dos ensaios de eficiéncia de
encapsulagdo do DDA nas NE. Todas as formulagbes selecionadas apresentaram-
se como sistemas homogéneos, aspecto limpido e translucido caracteristico de NE

do tipo Winsor IV (Figura 19).



Figura 19. Representacdo da classificacdo de Winsor, representados
respectivamente da esquerda para a direita por Winsor |, Winsor I, Winsor Ill e

Winsor IV.

5.4 Eficiéncia de encapsulacao do DDA nas NE

O ensaio de eficiéncia de encapsulacao foi utilizado como método de triagem
para selecionar qual e ou quais formulacdes seriam capazes de suportar o farmaco,
as quais seriam usadas no estudo de caracterizacao e cinética de permeacéao. Para
realizagdo deste ensaio foi necessario desenvolver o método espectrofotométrico
para realizar o doseamento do DDA nas NE, conforme descrito anteriormente na
secao 4.2.4.1.

A concentragdo nominal do DDA para cada formulagdo foi confirmada no
doseamento, mostrando que a incorporagéao do farmaco foi completa. Além disso, os
resultados demonstraram que durante e ap6s o processo de centrifugacdo nenhuma
mudanca, precipitado e/ou separacdo de fases foi observado. Desta forma, a
eficiéncia de encapsulacao revelou um grau de interagcdo entre o DDA e as NE
selecionadas, o0 que pode ser constatado na eficiéncia de encapsulagdo média de
89,60 * 14,19 % descrito na Tabela 8.

Apoés o ensaio de triagem eficiéncia de encapsulacao, foram selecionadas trés

formulagcdes com seus respectivos valores de encapsulagdo NE-DDA F1 = 99,56 +



0,59; NE-DDA F7 = 101,83 + 3,15 e NE-DDA F10 gel = 101,16 + 0,74 as quais foram

usadas para estudo de caracterizacao fisico-quimica.



Tabela 7. Composicao centesimal das NE liquidas e gel obtidas nos diagramas pseudo-ternario

Diagrama 4:1 (%) Diagrama 3:1 (%) Diagrama 2:1 (%) Diagrama 1:1 (%)
Componente

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 | F11 | F12 | F13 | F14
Labrasol® 36 40 32 24 37,5 30 225 | 233 | 333 35,3 | 25 | 15 | 156 | 25
Plurol oleico® 9,0 10 8,0 6,0 12,5 10 7,5 11,7 | 16,7 | 17,6 | 25 | 15 | 15 | 25

Miristato
5,0 15 10 5,0 15 10 5,0 15 15 5,9 20 | 32 | 20 15

isopropila
Agua q.s.p 50 35 50 65 35 50 65 50 35 41,2 | 30 | 38 | 50 | 35
EHL 13,6 13,6 13,6 | 13,6 13 13 13 119 | 11,9 | 121 10 | 10 | 10 10

EHL = equilibrio hidréfilo-lipofilo; F1 = Formulagdo usada na validagao das metodologias tanto por espectrofotometria como por
CLA-UV; NE-DDA F10 = nanoemulsao gel



Tabela 8. Eficiéncia de encapsulagao das formulacdes selecionadas de NE-DDA

Antes da centrifugacao

Apos a centrifugacao

Formulacao DDA DDA . % DDA
incorporado
(ng mL") (ng mL")

F1 19,71 £ 0,07 19,62 + 0,09 99,56 * 0,59
F2 24,20 £0,78 21,48 £ 0,05 88,91 £+ 2,76
F3 20,77 £ 0,49 21,23 +£0,39 102,19 £ 0,70
F4 20,74 £ 0,07 20,90 £ 0,17 100,74 £ 0,75
F5 21,13 +0.44 20,66 £ 0.07 97,84 +2,15
F6 20,69 £ 0,22 20,89 £ 0,13 100,99 + 0,49
F7 20,25 + 0,48 20,60 £ 0,19 101,83 + 3,15
F8 25,20 £ 0,42 21,91 £1,20 86,93 + 3,43
F9 22,01 £0,15 21,50 £ 0,14 97,64 +1,28
F10 22,14 £ 0,36 22,40 £ 0,28 101,16 + 0,74
F11 28,65 +0,16 20,62 + 0,33 71,98 +1,39
F12 28,45 + 0,09 19,71 £ 0,55 69.28 + 1,72
F13 28,64 £ 0,25 19,14 + 0,49 66,86 + 1,63
F14 29,33 £ 0,33 20,13 +0,13 68,53 + 0,49
Media - - 89,6 + 14,19




5.5 Caracterizacao fisico-quimica das NE selecionadas

As NE selecionadas foram caracterizadas 48 horas apo6s a fabricacdo com
avaliacao dos seguintes parametros: aspecto macroscépico, doseamento, pH, o,
DR, andlise granulométrica, microscopia de luz polarizada, mV e IR.

Na Tabela 9 encontram-se os resultados da caracterizacao realizada em trés
sistemas isotropicos, sendo dois liquidos NE-F1 e NE-F7 e um gel NE-F10. As NE
séo fisica e quimicamente mais estaveis em pH 5,5 a 8,0, este fato esta relacionado
a taxa de hidrélise dos glicerideos, que ao se dissociarem, liberam acidos graxos
livres reduzindo o pH da formulacdo. Este parametro é empregado como indicador
de perda da estabilidade de NE em diferentes condicbes de temperatura e
armazenamento, e pode influenciar também, a localiza¢do e estabilidade do farmaco
no sistema (FRONZA; CAMPQOS; TEIXEIRA, 2004).

O pH cutaneo da pele oscila entre 5,5 e 7,0, podendo ser tolerado até pH 8,0
(SILVA, 2000). Essa faixa de pH € mantida por um sistema tamp&o de &cido
lactico/lactato, pelos éacidos dicarboxilicos do suor, &cidos graxos das glandulas
sebaceas e pelos elementos acidos da queratina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).
O pH ideal de uma formulagédo é padronizado de acordo com o pH de estabilidade
dos componentes ativos utilizados e o de tolerancia da pele. No caso das NE
desenvolvida nesta pesquisa foi na faixa de 6,5 a 7,1 mostrando que este parametro
nao foi afetado com a incorporagédo do DDA nas NE (Tabela 9).

O DDA apresenta um pKa de 4,87 (DJORDJEVIC et al.,, 2005) e quando
disperso em um meio cujo pH € mais elevado do que o seu valor de pKa ele tende a
permanecer inserido no sistema na forma molecular, a qual vai formar combinacdes

moleculares com a fase aquosa do sistema, causando desta forma um incremento



nos valores de viscosidade e de o como pode ser visualizado e comprovado nos
dados da Tabela 9.

Para os acidos fracos com pKa maiores que 7,5 e bases fracas com pKa
menores que 5, a absorcdo cutdanea € independente do pH (FLORENCE;
ATTWOOD, 2003). Desse modo, como o pKa do DDA ¢é 4,87 (DJORDJEVIC et al.,
2005), o pH do meio néo foi fator relevante nas cinéticas de permeacao.

Devido a natureza dindmica e ao pequeno tamanho das goticulas dispersas
das NE, o exame direto € muito dificil. Portanto, foi necessario utilizar técnicas
indiretas como a medicao da o e determinacédo da reologia do sistema, para obter
informacdes basicas sobre a estrutura do sistema (KAHLWEIT; STREY, 1987;
STREY, 1996).

Observa-se, a partir dos dados da Tabela 10, que a o dos sistemas foi
modificada com a adicdo do DDA, visto que os valores nas formulacdes de NE sem
o DDA foram sempre inferiores aos valores das NE-DDA. A medida da o é uma
forma para se determinar o tipo de NE quanto as fases o/a ou a/o, assim como
também possibilita a monitoracdo do fendmeno de percola¢do ($p) ou inversdo de
fases (LAWRENCE; REES, 2000). A presenca de NE o/a na forma de goticulas
ocorre quando o volume de 6leo é baixo. Diferentemente, NE a/o na forma de
goticulas ocorrem quando o volume de agua é baixo e, em sistemas onde a
quantidade de agua e 6leo se equivale, resultam-se numa NE bicontinua
(LAWRENCE; REES, 2000, ROSSETI, 2006). Desta forma, com base nesses dados
da literatura, foi realizado o monitoramento da o em fung¢éo da fragéo volumétrica da
fase aquosa (®y) para o sistema F1 com o intuito de determinar o tipo de NE deste

sistema a/o, o/a ou bicontinua (Figura 20).
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Figura 20. Monitoramento da o da formulagcdo NE-F1 sem DDA

Segundo DJORDJEVIC et al.,, (2004) o monitoramento da ¢ é um dos
parametros utilizados para caracterizar e identificar as estruturas bicontinuas das
NE, pois a o varia com o aumento da fracdo aquosa (®y,) no meio. Existe uma
correlacdo direta entre, este parametro e o tipo de tensoativo usado, na sua
estrutura interna (KAHLWEIT; STREY, 1987).

E sabido que NE o/a ou bicontinuas possuem um elevado valor de o, quando
comparadas a NE a/o (BUMAJDAD; EASTOE, 2004). A estrutura interna de NE é
bastante dificil de ser determinada, sendo necessaria a utilizagdo de mais de uma
técnica para sua caracterizagao, tais como, microscopia eletrbnica de criofratura e

coeficiente de auto-difusdo (HELLWEG, 2002).



Tabela 9. Resultados da caracterizagcao das NE-F1, NE-F7 e NE-F10 gel

Parametros NE-F1 NE-F7 NE-F10
NE sem DDA NE-DDA NE sem DDA NE-DDA NE sem DDA NE-DDA
Aspecto macroscoépico Limpido limpido Limpido limpido limpido limpido
Doseamento (ug mL™") - 20,92 £ 0,01 - 21,07 £ 0,007 - 22,38 £0,03
pH 6,55 + 0,04 7,09 0,03 6,49 + 0,02 7,12+0,03 6,85 + 0,07 7,11 £0,01
Condutividade (uS cm™) 294,7 £ 0,57 564,0 + 2,0 199,85 +2,0 431,66 £ 1,52 24,73+1,6 73,55 +0,7
Densidade relativa (g L") 1,0284 + 0,01 1,0285 + 0,01 1,0139 + 0,02 1,0158 +0,01 | 1,0275+0,003 | 1,029 £ 0,01
indice de refracédo 1,399 £ 0,0 1,420 = 0,01 1,384 + 0,01 1,385 £ 0,01 1,413 £0,003 | 1,413 £ 0,004
Potencial zeta (mV) -18,893 +1,67 |- 18,777 £ 0,91 -21,157 £ 0,35 -21,167+£0,87 | -21,083 +1,37 | -25,48 +1,46
Tamanho da goticula (nm) 40,1 £ 3,9 61,1 £1,0 88,4 +£2,6 9,9+0,3 946+29 127,6 £ 6,7
IPD 0,106 + 0,014 0,299 + 0,01 0,219 0,244 0,273 0,105

IPD = indice de polidispersidade



A Figura 20 mostra que a o, no sistema investigado (NE-F1 sem DDA), era
quase zero antes de acrescentar agua (até = 18 % p/v) e durante a titulacado aquosa
ocorreu um aumento linear até = 45 % p/v, apds isso ela ndo mais foi afetada com a
adicao de agua, em seguida, ocorreu uma diminuicdo da mesma, e isto pode ser
explicado pela diminuigdo da fragéo lipidica no meio disperso. Deste modo, a curva
de o ilustra a existéncia de trés regides estruturais: NE a/o com &, < 18 % p/v; NE
bicontinua com [18 % (p/v) < &y < 45 % (p/v)] e NE o/a com ®y, > 45 % (p/v).
Quando a fragcao aquosa (®,) aumenta, a o também aumenta linearmente, até certo
ponto, e este fenbmeno é chamado de percolacdo critica (®p), podendo chegar a
uma percolacdo ultracritica (®,p) (DJORDJEVIC, 2004).

A reologia consiste no estudo do escoamento, ou deformag¢do do material em
estudo quando submetido a uma tensdo. O método é aplicavel na caracterizacao de
sistemas NE, pois o comportamento do fluido esta diretamente relacionada com o
tipo e grau de organizacdo do sistema, além de poder ser usado para checar a
qualidade durante o processo de produgédo, permitindo um estudo do efeito da
adicao do DDA nas formula¢des (FORMARIZ, 2004).

As formulagbes NE-F1 e NE-F7 apresentaram-se na forma de um fluido
liquido e a formulagdo NE F10 na forma de fluido viscoso, porém todos
apresentaram um comportamento reolégico de um fluido newtoniano tempo
independente conforme apresentado nas Figuras 21, 22 e 23. O estudo reoldgico
mostrou que os sistemas estudados se comportaram como fluidos newtonianos, pois
mantém a viscosidade constante, com a velocidade de cisalhamento aplicada, ou
seja, a tensdo de cisalhamento e o gradiente de cisalhamento sédo diretamente
proporcionais, originando um Uunico valor de viscosidade. As alteragbes que

ocorreram sobre as propriedades reoldgicas ao longo do tempo foram determinadas



verificando as viscosidades do sistema em funcado da velocidade do “Spindle”, de
modo ascendente e descendente continuamente, mostrando que os referidos
sistemas sao fluidos newtoniano tempo-independente, visto a sobreposicdo das
curvas.

Esses resultados de reologia estdo em concordancia com a literatura, pois
segundo diversos autores (DJORDJEVIC et al., 2005; ESPOSITO et al., 2003;
SPICLIN et al., 2003; GASCO; GALLARATE; PATTARINO, 1991) as NE apresentam
comportamento de fluido newtoniano, ou seja, a viscosidade se mantém constante
com a variagao da taxa de cisalhamento, independendo se o sistema é a/o ou o/a

(WARR, 1995).
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Figura 21. Comportamento reoldgico do sistema NE-F1
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Figura 23. Comportamento reoldgico do sistema NE-F10 gel

As andlises do tamanho das goticulas da fase interna dos sistemas NE-F1,
NE-F7 e NE-F10 gel (Tabela 9) demonstraram uma distribuigcdo do tipo monomodal e
homogénea das goticulas, a qual foi evidenciada pela baixa polidispersidade (0,2). A
literatura (SINTOV; SHAPIRO, 2004; KREILGAARD, 2002; LAWRENCE; REES,
2000; TENJARLA, 1999; FRIBERG, 1990) considera que um sistema disperso para
ser considerado NE € necessario que o tamanho de suas goticulas fase interna

esteja entre 10 e 150 nm. Por isso, podemos afirmar que os sistemas estudados séo



NE, bem como, podemos utiliza-la para realizagdo dos estudos de permeacgao e
retencao cutanea.

A técnica de espalhamento de luz é usada na determinacdo do tamanho de
goticulas de esferas monodispersas diluidas (ABOOFAZELI et al., 2000;
LAWRENCE; REES, 2000; FORMARIZ, 2004) e sistemas com elevada viscosidade
podem levar a erros experimentais na determinacdo do seu tamanho (ABOOFAZELI
et al., 2000), pois a técnica de determinacdo é fundamentada no movimento
browniano das goticulas em dispersdo( FORMARIZ, 2004), sendo o coeficiente de
difusdo das goticulas no meio o principal parametro levado em consideracéao
(ORTHABER; GLATTER, 2000). Desse modo, as medidas de espalhamento de luz,
tanto das NE sem DDA como das NE-DDA, foram realizadas diluido com a fase
aquosa, a qual representa a fase continua do sistema conforme normas adotadas
por PARK & LEE (1999).

A adicao do DDA causou uma diminuicdo do tamanho das goticulas para o
sistema liquido isotropico NE-F7 e um aumento para os sistemas NE-F1 e gel NE-
F10, o que ja era esperado, porém todas mantiveram a sua isotropia e
homogeneidade com uma pequena polidispersidade. Esta diminuicdo do tamanho
das goticulas para o sistema NE-F7 pode ser conseqUéncia da caracteristica
anfifilica do DDA, a qual parte das moléculas de DDA incorporada migrou para o
filme interfacial, fato confirmado pela elevacéo da o.

O diametro das goticulas foi menor do que 200 nm, sendo viavel sua
aplicagéo por via topica (LUNDBERG; MORTIMER, 1996). A literatura descreve que
sistemas que apresentam goticulas pequenas apds a sua aplicacao tépica podem

ser utilizados como sistemas de liberacao prolongada (TROTA, 1999).



A isotropia de um sistema disperso como uma NE pode ser determinada por
microscopia de luz polarizada, cujas propriedades sao utilizadas para revelar
informacao sobre sua micro estrutura interna (FORMARIZ et al., 2007). Sendo
assim, as NE estudadas apresentaram apenas um indice de refragdo nao havendo,
portanto, nenhum desvio ou vibragdo da luz polarizada, as quais se apresentaram

com as mesmas propriedades Opticas em todas as diregcoes (Figuras 24 e 25).

Figura 24. Fotomicrografia obtida a temperatura de 25°C utilizando microscopia de
luz polarizada da formulagdo NE-DDA F1, objetiva de 32, mostrando liquido
isotropico composto de 45% da mistura tensoativo/co-tensoativo, 5% fase oleosa e

50% fase aquosa.

Figura 25. Fotomicrografia obtida a temperatura de 25°C utilizando microscopia de

luz polarizada da formulagdo NE-DDA F10, objetiva de 32, mostrando gel isotrépico



composto de 52,9 % da mistura tensoativo/co-tensoativo, 5,9 % fase oleosa e 41,2
% fase aquosa.

Na Tabela 9 estao apresentados, também, os valores de {mV das NE-F1, NE-
F7 e NE-F10 gel, podendo observar valores negativos variando de — 18 a — 25 mV.
Esses resultados estdo em concordancia com a literatura (WIACEK; CHIBOWSKI,
2002; WASHINGTON, 1996), os quais relacionaram analise de ¢{mV e pH de
sistemas dispersos observando que o {mV tende a se tornar mais negativo com o
aumento do pH. Essa negatividade pode ser atribuida a possivel presenca de
grupos acido carboxilico na superficie das goticulas, as quais ionizam formando
goticulas carregadas negativamente (AUTON, 2005), cuja ionizacdo desses grupos
dependem do pH do sistema. Nas NE-DDA isso pode ser confirmado pois segundo
AUTON (2005) em sistemas dispersos em que o farmaco inserido possua um pKa
(4,87) abaixo do pH do meio (= 7,0) o grupo amino do DDA nao esta na forma
ionizada e sim na forma molecular, com isso a carga liquida da molécula torna-se
negativa por causa da ionizagdo do grupo carboxila.

Os resultados apresentados com o estudo da DR e IR, Tabela 9 mostram que
os valores obtidos, entre as formulagdes NE sem DDA e NE-DDA, ndo foram
estatisticamente significativos, mesmo com uma pequena eleva¢ao na NE-DDA.

5.6. Estudo de liberacao in vitro do DDA em membranas sintéticas

Na avaliagdo de produtos de acao dermatolégica como, por exemplo, uma NE
de DDA, testes clinicos devem ser precedidos, e em algumas vezes substituidos, por
testes in vitro. Estes testes, devido as suas peculiaridades, permitem entender
alguns fenémenos que ocorrem entre a aplicagdo do produto e o efeito medido
farmacologicamente, de maneira pratica, rapida e sem a interferéncia de fatores

biolégicos (SATO et al., 2007).



Para este ensaio foi utilizada a célula de difusdao baseada no modelo de
Franz, usualmente empregada em estudo de liberagdo in vitro. E sabido que a
eleicdo de uma solucado receptora para os experimentos in vitro depende da
solubilidade do farmaco, pois é necessdria a manutencédo das condi¢gdes sink para
garantir a obtengcdo de resultados efetivos (SHAH; MAIBACH, 2003). No caso do
DDA, o mesmo mostrou-se muito soluvel em tampéo fosfato pH 7,4, com
solubilidade superior 8 6 mg mL™ e por isso 0 mesmo foi escolhido.

A literatura relata que ja foram feitos inimeros estudos de investigacao sobre
a liberacdo de drogas em NE, porém houve apenas algumas tentativas para
estabelecer um modelo matematico adequado descrevendo a cinética de liberacao
(GRASSI et al., 2000).

A Figura 26 mostra a liberagéo in vitro da NE-DDA F10 gel e das formulagdes
comercial emulgel genérico e referéncia, usando membranas hidrofilicas de acetato

de celulose apds 12 horas de cinética.
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Figura 26. Liberacdo in vitro do DDA da NE-DDA F10 gel e das formulagbes
comerciais emulgel genérico e referéncia usando membrana artificial de acetato de

celulose.



Observa-se que houve uma diferenca significativa entre as formulagdes
testadas desde as primeiras horas das cinéticas, cuja ordem foi referéncia >
genérico > NE-DDA F10 gel. O K, da NE-DDA F10 gel (5,76 x 10° + 7,1x10* cm h')
foi menor em relacdo ao medicamento genérico e referéncia (1,28 x 102 + 2,3x10°
cmh'e 3,1 x 102 +5,4x10° cm h™, respectivamente). Nesta triagem, os valores de
J da NE-DDA F10 gel, emulgel comercial genérico e referéncia foram,
respectivamente, 20,06 + 2,48; 44,84 + 8,01 e 108,02 + 18,78 ug cm? h™". A literatura
relata que as NE tém grande capacidade de liberagdo de farmacos (OZGUNEY et
al., 2006; KREILGAARD, 2002). No entanto, neste ensaio, foi encontrado resultado
contraditério, pois a NE apresentou um menor J e menor quantidade liberada que os

emulgeis comerciais.

5.7. Estudo de permeacao e retencao cutanea in vitro
5.7.1. Recuperacao do DDA na pele humana e de orelha de porco

A administragdo de produtos medicamentosos pela via cutanea destina-se a
obtencgao, tanto de uma agéao tdpica como sistémica, sendo primordial que se tenha
uma concreta definicdo de qual destas acoes é desejada, visto que os critérios para
avaliacao destes produtos sao conceitualmente diferentes (SATO et al., 2007). Um
produto dermatolégico destinado ao tratamento de patologias cutaneas, exige-se a
retencéo do farmaco na pele, com pequeno ou inexistente fluxo através dela (SHAH,
1992).

De acordo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa — RE n° 899, de
29 de maio de 2003) a recuperacao € a eficiéncia de extracdo de um método
analitico, expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito,

obtida da comparacao dos resultados analiticos de amostras “branco” acrescidas de



padrdao e submetidas ao processo de extracdo, com os resultados analiticos de
solugdes padrao nao extraidos (LIRA, 2007; BRASIL, 2003).

A determinacao por CLAE-UV do DDA recuperado da pele da orelha de porco
e da pele humana foram realizadas ap6s a extracdo direta em metanol. Este
procedimento apresentou-se adequado, uma vez que o farmaco € soluvel em
metanol e os componentes da pele e da fita adesiva, que também foram extraidos,
nao interferiram no método analitico conforme cromatograma da Figura 14 mostrada
no item 5.1.

A Tabela 10 mostra os valores de DDA (8,0 e 20 pg mL™") extraido do EC e da
epiderme + derme (ED) da pele de orelha de porco e a Tabela 11 mostra os valores
de DDA (0,08; 8,0 e 20 pg mL™") extraido do EC e da ED da pele humana. A
literatura (CAUSON, 1997) recomenda que a extracdo nao possa exceder 15 %.
Sendo assim, os resultados mostram que os valores de extracdo do DDA na pele da

orelha de porco e humana estdo de acordo com os limites estabelecidos.

Table 10. Recuperacao do DDA no EC e na ED em pele de orelha de porco

Concentracdo (ug mL™)
8,0 ug mL™ (n=5) 20 pug mL" (n=4)
Media £ DP | CV (%) | Extracao (%) | Media + DP | CV(%) | Extracao
(%)
EC | 7,760 £0,49 | 6,29 86,67 18,05 + 3,1 10,72 90,26
ED | 7,808 £0,19| 2,49 87,21 17,85 +1,08 1,22 89,25

Tabela 11. Recuperacao do DDA no EC e na ED em pele humana

Concentracao (ug mL™)

0,08 ug mL™" (n=3) 8,0 ug mL" (n=3) 20 pg mL" (n=3)
MédiatDP | CV | Ext. | MédiazDP | CV | Ext. | MédiatDP | CV | Ext.
(%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)
EC [0,099+0,015 | 14,77 | 91,93 | 7,191+0,48 | 6,68 [ 80,32 | 18,47+1,18 | 6,44 | 85,52
91,32

ED 0,104+0,01 | 6,31 | 96,89 | 8,06+0,69 |8,67 | 90,0 | 19,72+1,3 | 6,61
Solucao | 0,107+0,01 | 9,42 - 8,95+0,03 | 0,33 - 21,59+0,07 | 0,32
Padrao

Ext = extragao



5.7.2. Permeacao cutéanea in vitro do DDA

Para este estudo, conforme descrito na secao 4.2.6.4, foi utilizada a célula de
difusdo baseada no modelo de Franz, usualmente empregada em estudo de
permeacdo cutanea in vitro. E sabido que a eleicdo de uma solucédo receptora para
0s experimentos in vitro depende da solubilidade do farmaco, pois € necessaria a
manutencado das sink conditions para garantir a obtencdo de resultados efetivos
(SHAH, 2003). No caso do DDA, o mesmo mostrou-se muito soluvel em tampao
fosfato pH 7,4, com solubilidade superior 8 6 mg mL™" e por isso foi 0 escolhido.

A membrana é outro fator critico na conducdo dos experimentos de
permeacao in vitro. As membranas sintéticas ndo possuem as propriedades
anatémicas e fisiolégicas da pele e por isso, as mesmas, foram utilizadas como
método de triagem neste estudo, pois o ideal é realizar estes estudos com
membranas naturais (pele humana e de animais).

A pele da orelha de porco tem sido muito utilizada nos experimentos in vitro,
apesar de apresentar algumas diferengas anatbmicas quando comparada com a
pele humana, ao passo que a pele humana decididamente € a mais adequada para
estudos in vitro. Existem grandes diferengcas nas estruturas histolégicas das peles
dos mamiferos, sendo em geral, a pele humana € a que possui menor
permeabilidade (BERROZPE; LANAO; DELFINA, 1998). A viabilidade de aquisigao,
a melhor uniformidade das amostras, bem como a facilidade de separagéo do tecido
subcutaneo, contribuiu para eleicdo destes tipos de pele como modelo de membrana
para o estudo de permeacdo da NE-DDA (SATO et al., 2007; SATO; SUGIBAYASHI;
MORIMOTO, 1991).

A Tabela 12 mostra a quantidade permeada (QP), fluxo (J) e coeficiente de

permeabilidade (K;), bem como as Figuras 27 e 28 mostram os perfis de liberagdo in



vitro das formulacdes NE-DDA F1, NE-DDA F10 gel, emulgel referéncia e o emulgel
genérico, utilizadas no estudo de permeacao usando membranas da orelha de porco

e da pele humana apds 24 horas de cinética.



Tabela 12. Quantidade permeada (QP), fluxo (J) e coeficiente de permeabilidade (Kj) das formulagées utilizadas no ensaio in vitro

utilizando membrana da orelha de porco e da pele humana (n = 4, média + DP)

Formulacoes

Orelha de porco

Pele humana

QP (ug cm?®) | J(ug cm?h™) K, (cm h™) QP (ug cm?) J(ug cm® h™) K, (cm h™)
NE-DDA F1 19,13+3,14 0,760,18 2,18x10*+5,23x10" 27,23+3,81 0,41+0,11 1,18x10%43,11x10°
NE-DDA F10 10,64+2,02 2,7553+0,27 1,47x10%42,98x10° 6,25+1,14 0,33+0,06 3,03x10*+4,73x10™*
Referéncia 116,50+16,87 5,66+0,76 1,63x10°%+2,2x10™ 77,4746,85 3,88+0,38 1,11x10°+1,1x10™
Genérico 57,59+5,48 2,3940,2405 6,88x10+6,91x10° 49,94+9,06 2,1420,25 6,14x10*+7,08x10°
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Figura 27. Perfil de permeacéo cutanea do DDA em pele da orelha de porco das

NE-DDA F1 e F10, referéncia e genérico.
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Figura 28. Perfil de permeacéo cutanea do DDA em pele humana das NE-DDA F1 e
F10 gel, referéncia e genérico.

A taxa de liberagdo do DDA, em cinética de permeagdo, depende
significativamente da interacdo farmaco/veiculo e da fragdo aquosa do sistema
(KANTARCI et al., 2007; DJORDJEVIC et al., 2005). Desse modo, observa-se a

partir dos dados da Tabela 12 que, tanto nas cinéticas com membrana de orelha de



porco quanto com pele humana, a NE-DDA F1 apresentou uma quantidade
permeada maior que a NE-DDA F10 gel, o qual pode ser explicado pela sua maior
concentracao (50 %) da fracao aquosa. Esses resultados indicam uma probabilidade
de correlagéo entre a concentragdo da fracdo aquosa com o QP, os quais estdo em
concordancia com (KANTARCI et al, 2007; PARSAEE; SARBOLOUKI;
PARNIANPOUR, 2002) que observou que o DDA se difunde com maior facilidade
em sistemas com elevada concentragdo de agua do que em sistema gelificado como
ocorreu com a NE-DDA F10 gel.

Provavelmente, a liberagdo do DDA da formulagdo NE-DDA F10 gel,
comparada com a NE-DDA F1, foi dificultada pelas combinagdes moleculares do
DDA com a fracdo aquosa e interface do sistema, o qual causou um incremento da
viscosidade formando uma malha gelificada que dificultou sua liberacdo. Esse
resultado esta em concordancia com DJORDJEVIC et al. (2005) que relata que NE
contendo um glicerideo caprico caprilico e poligliceril-6 dioleato, associado com
miristato de isopropila, podem dificultar a liberagdo de drogas anfifilicas por
ocorréncia de interagbes moleculares.

Para calcular os parametros de permeagado, em sistemas isotropicos que
apresentam propriedades difusionais em todas as direcdes como as NE, foi utilizada
a primeira lei de Fick, obedecendo ao modelo de dose infinita, cujo gradiente de
concentracdo é constante em consequéncia da concentragdo de farmaco do
compartimento doador ser constante (AUTON, 2005). Portanto, plotou-se quantidade
permeada por drea vs tempo, cujas representagcbes graficas estdo descritas nas
Figuras 27 e 28. E a partir desta, foi possivel calcular o fluxo (J) no steady-state a

partir da porcao linear (5 - 24 horas).



Observa-se que houve uma diferenca significativa entre as formulagdes
testadas desde as primeiras horas das cinéticas, cujas ordens foram referéncia >
genérico > NE-DDA F1 > NE-DDA F10 gel. Segundo essa ordem, o K, das NE
estudadas foi menor em relagdo ao medicamento referéncia e genérico. Esta menor
taxa de permeabilidade das NE pode ser atribuida ao fato de que nos emulgeis
comerciais sao utilizados alcodis em suas formulagbes, os quais atuam como
promotores de penetracdo cutdnea do DDA, fato que esta em concordancia com
BOMMANNAN et al. (1991) quando relata em seu estudo que produtos tépicos que
contém alcodis em sua formulacdo, promovem uma alteracdo no conteudo lipidico
do EC. Segundo BABAR et al. (1991) o etanol é o alcool mais utilizado como
promotor de permeacdo transdérmico, este tem a capacidade de aumentar a
permeacao dos AINES, a partir de uma formulacao emulgel de base hidrofilica. Além
disso, o etanol aumenta o numero de grupos sulfidrila livres da queratina das
proteinas do EC, incrementando a permeacédo de compostos hidrofilicos, enquanto
que decresce a dos hidrofébicos (SUGIBAYASHI et al., 1992).

Outro fator que deve ser levado em consideragdo para explicar o menor
desempenho cinético das NE esté relacionado aos fendmenos de interface, ou seja,
a atividade de superficie e micelizagao do DDA afetaram a sua liberagao
transdérmica. Possivelmente, o DDA formou micelas, o que ocasionou um aumento
drastico na sua solubilizagdo, mas o seu coeficiente de particdo (K,) foi diminuido
(AUTON, 2005). Entdo, se a micela ndo pode cruzar a membrana da pele, este
agregado tem pouco efeito no processo de permeagéo.

Segundo RENOUX (1997) o grau de absorcao percutanea esta relacionado
com o coeficiente de particao (K,) do farmaco entre o sistema disperso e a camada

cérnea, onde um coeficiente préximo da unidade indica que a molécula se reparte de



maneira igual entre a camada cornea e a forma farmacéutica, ao passo que se o K,
da molécula for baixo, como € o caso do DDA, que apresenta um K, = 0,0708 entre
o miristato de isopropila e a agua (DJORDJEVIC et al., 2004), o mesmo apresentara
uma afinidade muito forte pelo veiculo, difundindo-se mal na camada cérnea. Tais
fatos relacionados acima justificam o menor desempenho das NE estudadas.

Como as velocidades de liberacdo, e conseqlentemente de permeacgao,
variam de acordo com as caracteristicas das formulagdes, foi observado um
aumento no tempo necessario (0 — 5 horas) para que o J das formulacdes
referéncia, genérico e NE-DDA F10 gel se equilibre (tempo de laténcia) em relacao
ao da NE-DDA F1(Figura 31). Decorrido o tempo de laténcia, foi possivel definir o
tipo de cinética de permeacao cutanea (SATO et al., 2007; BROUNAUGH, 1999). O
tempo de laténcia pode ser definido como o tempo necessario para que o sistema
entre em equilibrio, o qual é calculado por extrapolacao da reta de regressao linear
até o eixo do tempo (BEMVINDO, 2006). Os modelos cinéticos de ordem zero para
estas formulagdes apresentaram um coeficiente de correlagéo (r > 0,98), tanto para
membranas da orelha de porco como para pele humana, indicando que o J
independe da concentragdo do farmaco. Estes resultados estdo em concordancia
com a literatura (SATO et al., 2007; WESTER; MAIBACH, 1989), confirmando que
estes modelos cinéticos sdo caracteristicos de formulagdes com doses infinitas. Foi
constatado, também, que no perfil de permeagdo do DDA nas NE, o J permanece
continuo, demonstrando que existe quantidade infinita sendo fornecida a membrana
e que a velocidade de cedéncia do DDA, provavelmente, se mantém constante.

Neste estudo, os valores de J da NE-DDA F1 e da NE-DDA F10 foram,
respectivamente, 0,76 + 0,18 e 2,75 + 0,27 g cm? h™' para membranas da orelha de

porco e 0,41 + 0,11 e 0,33 = 0,06 pg cm? h' para pele humana conforme



apresentado na Tabela 12. Esses resultados de J sdo maiores que os encontrados
nas NE descrita por OZGUNEY et al. (2006), mostrando, desta forma, que as NE
proposta neste estudo levam a uma resposta terapéutica no tocante a atividade
antiinflatéria topica local, na qual foi confirmada no estudo in vivo em modelo animal,
através do ensaio da atividade antiedematogénica por edema de pata induzido por
carragenina (se¢ao 5.8). Além disso, pode-se presumir que a NE-DDA F1 diminuiu a
resisténcia difusional imposta pelos lipidios do EC o que resultou no aumento de QP
do DDA na pele (OZGUNEY, 2006). Esses resultados mostram que os componentes
das NE estudadas preencheram as exigéncias de um veiculo adequado a absorgéao
cutanea, isto é, possuiram alta solubilidade e atividade termodinamica do farmaco
apoés o desenvolvimento da formulacao (KREILGAARD, 2002).

Embora a NE-DDA F1 tenha tido um J baixo, a mesma, permeou mais devido
ao efeito burst nas primeiras horas (0 — 5 horas), principalmente na cinética com
pele humana, o que pode se considerado uma vantagem deste sistema, pois o efeito
burst promove um efeito rapido sobre a inflamacao. Neste caso, pode-se presumir
que a liberagdo do DDA do veiculo (NE) determinou o passo limitante e a pele
funcionou em condi¢cdes sink. Esta observagdo esta em concordancia com a
literatura (AUTON, 2005) que relata que quando a difusdo dentro do veiculo
determina o passo limitante da velocidade, o tratamento matematico presume que a
pele € um sistema sink. Assim, ela mantém a concentragdo essencialmente zero do
material penetrante, permeando-o de forma rapida (efeito burst).

A Figura 29 (orelha de porco) e Figura 30 (pele humana) ilustram, de forma
isolada, a cinética de permeacao da NE-DDA F1 em condicao sink. Com base em
dados da literatura (AUTON, 2005) este tipo de cinética deve ser transformado em

quantidade permeada vs raiz quadrada do tempo (t?), também chamada de



equacao de Higuchi, o qual deve gerar uma reta como mostram as Figuras 31 (pele
humana) e 32 (orelha de porco). Neste caso, a quantidade de DDA liberada foi
proporcional a raiz quadrada do tempo e o J uma fungao inversa do tempo. GUY &
HADGRAFT (1990) baseados em estudo publicado por HIGUCHI (1962),
propuseram que o tratamento dos dados de estudos de liberagdo in vitro deveria
compreender a adog¢ao de fungcdo com base na raiz quadrada do tempo (pontos
experimentais dispersos em gréaficos de quantidade de farmaco liberada em fungéo
da raiz quadrada do tempo).
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Figura 29. Perfil de permeacéo cutdnea do DDA em pele da orelha de porco da NE-

DDA F1
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Figura 30. Perfil de permeacao cutdnea do DDA em pele humana da NE-DDA F1
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Figura 31. Perfil de permeacgéo cutédnea do DDA em pele humana usando o modelo

Higuchi da NE-DDA F1
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Figura 32. Perfil de permeacao cutanea do DDA em pele da orelha de porco usando
o modelo Higuchi da NE-DDA F1.

Desse modo, o modelo cinético para a NE-DDA F1 se comportou como
cinética de pseudo 1% ordem (modelo Higuchi) conforme ilustram as Figuras 34 e 35.
Este modelo cinético, comum em sistemas dispersos (SATO et al., 2007), determina
que o J depende da concentracdo do farmaco disponivel. Assim sendo, verifica-se
que ocorreu a confirmacao do efeito burst do farmaco em contato com a membrana,
passando a permear o farmaco em funcdo da raiz quadrada do tempo (CHOW;
KAKA; WANG, 1984).

Nos estudos in vitro de produtos dermatol6gicos é importante considerar que
as concentragbes de farmacos na solucdo receptora, por si s6, nédo refletem a
influéncia da formulagdo na atividade do produto (SATO et al.,, 2007). Assim, a
determinagdo da quantidade de farmaco retido na membrana leva a dados
concretos, 0s quais podem elucidar o grau de atividade tdpica do produto (MASINI et

al., 1993).



A literatura relata que as NE tém grande capacidade de promover a
penetracao de drogas através da pele (KREILGAARD, 2002; OZGUNEY, 2006). No
entanto, neste estudo, foram encontrados resultados contraditérios, pois tanto a NE-
DDA F1 como a NE-DDA F10 gel mostraram uma menor quantidade permeada e
menor J que o emulgel referéncia e o emulgel genérico. Fato este ja discutido
anteriormente, porém pode-se atribuir, também, a uma diminuicdo da mobilidade do
DDA incorporado e ao baixo coeficiente de particdo do DDA (K, = 0,0708), o que se

traduziu numa difusao mais lenta e J diminuido do DDA nestes sistemas.

5.7.3. Retencao cutanea do DDA na pele humana e orelha de porco

A Tabela 13 e as Figuras 33 e 34 ilustram o acumulo de DDA nas camadas
da pele de orelha de porco e pele humana apds os experimentos de permeacgao
cuténea. Foi observado que a quantidade de farmaco retido no EC das membranas
da orelha de porco foi menor do que no EC da pele humana, exceto para o emulgel
referéncia. Por outro lado, a quantidade de farmaco retido na ED das membranas
da orelha de porco foram maiores que na ED da pele humana para todas as
formulacdes, o que pode ser explicado pelas diferengas na espessura do EC e pele
utilizada no ensaio.

O EC é a principal barreira para prevenir a absor¢do de substancias
estranhas assim como a perda de agua e de substancias biolégicas (LIRA, 2007).
Essa barreira € formada pelos corneécitos que sdo células inativas formadas no
estagio final de diferenciacdo das células da epiderme (BARRY, 2001).

Sabe-se que testes in vitro utilizando células de difusdo para verificar a
absorcao cutanea de farmacos sao bastantes utilizados, devido a sua simplicidade e

possibilidade de uso da pele humana ou outros modelos mais semelhantes (como a



pele da orelha de porco), evitando interacbes envolvidas no uso do organismo
animal como um todo (BRONAUGH; COLLIER, 1993). Além disso, ensaios de
penetracdo cutanea podem ser realizados utilizando a pele dissecada, uma vez que
o EC, assumidamente a principal barreira para a penetracao/permeacado de
farmacos na pele, € composto por células ja queratinizadas, de modo que a fungéo
barreira da pele € mantida mesmo quando da dissecacao do tecido (LOPES, 2005).
Dentre os modelos de pele animais, a pele de orelha de porco € um modelo bem
aceito, devido a facilidade de obtencdo e as similaridades das propriedades
histolégicas, como densidade de foliculos pilosos, espessura do estrato cérneo e
propriedades bioquimicas em relacdo a pele humana (BRONAUGH; COLLIER,
1993; ZATZ, 1993; MOSER et al., 2001). A utilizacao da pele de orelha de porco em
estudos de permeacao tem apresentado, também, resultados comparaveis a pele
humana, enquanto peles de camundongos, ratos e cobaias apresentam maior taxa
de permeacédo (MOSER et al., 2001).

Os baixos desvios padrao entre as formulagdes, tanto para EC como para ED,
sdo indicativos que o método de separagdo foi uniforme, e o método de
quantificacao eficiente, além de evidenciar boa homogeneidade entre os tecidos
cuténeos seccionados. Baseado nesses resultados pode-se supor que todo o EC foi
separado da ED em todos os experimentos. A variabilidade observada € devida,
provavelmente, apenas a pequenas diferencas nas espessuras das camadas de
cada segmento de pele e a utilizagdo de formulagdes de composicdo diferentes
conforme pode ser visualizado nas Figuras 33 e 34. Sendo assim, essa variagao é

esperada, pois se trata de um tecido ex vivo (BEMVINDO, 2006).



Tabela 13. Retengéo cutanea do DDA nas membranas da orelha de porco e pele humana

Orelha de porco (ug; n=4)

Pele humana (ug; n=4)

NE-DDA F1 NE-DDA F10 | Referéncia Genérico NE-DDA F1 NE-DDA F10 Referéncia Genérico
EC 0,168 +0,016 | 0,371 £0,046 | 0,12 +0,01 0,83+ 0,15 0,31 £ 0,06 0,65 + 0,058 7,55 +2,24 1,53 +£0,11
ED 3,43 +£ 0,397 2,39 0,27 14,62 +1,84 | 2,90 £0,59 0,18 £ 0,03 0,32 + 0,098 2,72+0,498 | 1,543 +0,28
z 3,598 +0,0557 2,761+0,316 14,74+1,85 3,73+0,74 0,49+0,09 0,97+0,156 10,22+2,738 | 3,073%0,39
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Figura 34. Distribuicdo do DDA nas camadas da pele humana apés 24 horas de

cinética

5.8. Avaliacao da atividade antiedematogénica
A inflamacado é uma resposta complexa do tecido vivo e vascularizado a um

estimulo irrritante, sendo freqlientemente associado com dor e envolvendo eventos



como retracdo de células endoteliais, aumento da permeabilidade vascular e do fluxo
sanguineo local, aumento da migracao de granulécitos e células mononucleares, assim
como proliferacao de tecido granulomatoso (ANDRADE et al., 2007).

Inflamacao fisioldégica ou aguda é uma resposta benéfica do organismo de
reparo tecidual, no entanto, o carater duradouro do processo pode esta relacionado
com doencas auto-imunes ou neoplasias (BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005).
A resposta fisioldgica observada no processo inflamatério esta relacionada com a
liberacdo de diferentes mediadores pré-inflamatérios, como aminas biogénicas
(histamina e serotonina), cininas (bradicininas), prostandides (prostaglandinas),
citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6), fator de ativagdo plaquetéria (PAF) e substancia P (KIM
et al., 2007; O'SHEA & MURRAY, 2008; LAPA et al., 2003).

Dentre as diversas metodologias empregadas para pesquisas de novos
farmacos em novas formas farmacéuticas, como nas NE, com potencial
antiinflamatério, os agentes flogisticos, indutores do processo inflamatério, como
carragenina, dextrana e histamina sao bastante usadas em triagem farmacoldgica para
avaliacdo de substancias com potencial antiinflamatério (WINTER; RISLEY; NUSS,
1962).

A carragenina, um polissacarideo sulfatado de origem vegetal, isolado da alga
Chondrus crispus, € amplamente utilizado como agente edematogénico (EMIM, 1996).
O edema de pata induzido pela administracdo intraplantar de carragenina é
considerado um modelo padrédo de inflamacéo aguda (KALE et al., 2007; LAPA et al.,
2003), apresentando caracteristica bifasica: na fase inicial (90-180 min ap6s a inducéao)

observa-se liberacdo de mediadores como histamina, serotonina, bradicinina; a



segunda fase é mantida pela liberagdo de prostaglandinas, PAF, substancia P,
proteases, citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) e lisossomos do tecido inflamado
(ORHAN et al., 2007; LAPA et al., 2003), observando-se um pico maximo 3-4h apos da
injecao do agente flogistico (EMIM, 1996).

A aplicacdo de um estimulo inflamatério, como a carragenina, produz liberacéo
em cascata de citocinas iniciada pelo TNF-a, que ativa duas vias: uma que é
responsavel pela inducdo da ciclooxigenases 1 e 2 e subsequente sintese de
eicosandides via liberacdo de interleucina 1B; a outra que promove a inducdo da
producdo de aminas via interleucina-8 e dependendo da intensidade e natureza do
estimulo, a liberacdo de TNF-a € precedida pela formacdo de bradicinina
(RODRIGUES; FRACASSO; SIQUEIRA, 2007; RIBEIRO et al., 2000).

Os AINEs, como o diclofenaco, sdo farmacos que podem agir em varios passos
do processo fisiopatoldgico, podendo inibir a biossintese de mediadores pela interacao
direta com enzimas-chaves, como inibidores da enzima ciclooxigenase, ou reduzindo
niveis de substrato (reducao da liberacao de acido araquidénico), podendo agir inibindo
a liberacdo de mediadores estocados (por ex. histamina) ou através da
imunoestimulacdo (por ex. maturacdo de células mieldides ou estimulacdo de
fagocitose), removendo a substancia irritante e diminuindo a agressado tecidual
(SAFAIHY e SAILER, 1997).

O diclofenaco € um AINEs muito utilizado e bem tolerado pelo organismo em
patologias inflamatérias crénicas (ESCRIBANO et al., 2003), sua eficacia em reduzir a
dor é resultado da capacidade em inibir as ciclooxigenases 1 e 2, enzimas importantes

na sintese de prostaglandinas, que contribuem para a sensibilizacdo do nociceptor



(RODRIGUES; FRACASSO; SIQUEIRA, 2007). O diclofenaco também dessensibiliza
0s nociceptores, através da estimulacao da via NO/GMPc (FERREIRA, 2002).

A Figura 35 mostra os resultados obtidos nos testes de bloqueio da acgéo
edematogénica das NE-DDA F1 e F10, bem como do emulgel referéncia e as
mensuragdes das patas em diferentes tempos apds as aplicagdes. Observa-se que a
resposta inflamatéria induzida pelo agente flogistico foi significantemente reduzida
tanto para a NE-DDA F1 como para a NE-DDA F10 apds o tempo de 2 horas, ou seja,
para o grupo tratado com a formulacdo NE-DDA F1 nos tempos (t = 180, 240 e 300

min) e para a NE-DDA F10 nos tempos (t = 120, 180, 240 e 300 min).
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Figura 35. Atividade antinflamatéria das NE-DDA F1, NE-DDA F10 gel e emulgel
referéncia pela técnica edema de pata induzido por carragenina 1%.
O edema de pata induzido por carragenina, o qual € um modelo tradicional e
amplamente usado para triagem de drogas com potencial antiinflamatério. Em ratos,
esse edema produz nos primeiros 60-90 minutos a liberacdo de histamina, serotonina,

fator de ativacao plaquetaria, substancia P e bradicinina. Em seguida, o edema é



mantido pela liberacdo de prostaglandinas e 6xido nitrico produzidos pelas isoformas
induzidas de cicloxigenase 2 (COX-2) e éxido nitrico sintase (INOS) respectivamente
(DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; SEIBERT et al., 1994); observando-se um
pico maximo 3-4h apds da injecdao do agente flogistico (LAPA et al.,, 2003; EMIM,
1996).

A acédo bloqueadora do edema foi mais eficaz no tempo de 4 horas, onde foi
observado o pico maximo de formacao do edema, cujas inibicées do edema foram 35,1
e 37,2 % dos grupos 3 e 4 tratados com NE-DDA F1 e NE-DDA F10, respectivamente,
em relacao ao grupo controle (controle negativo — grupo 1).

As formulagdes NE testadas apresentaram perfis farmacolégicos de inibicdo de
edema similar ao observado pelo grupo controle positivo (grupo 2 — emulgel
referéncia), cuja inibicdo da acdo edematogénica foi observada durante todo o tempo
analisado, com uma reducao maxima do edema, apés 4 horas, de 79,8 %. De acordo
com os resultados, sugere-se que as formulacbes NE-DDA F1 e NE-DDA F10
apresentaram atividade antiedematogénica efetiva nos diferentes tempos observados.
Portanto, os testes indicam que as NE testadas liberam DDA em concentragéo eficaz
para bloquear a acdo edematogénica induzido pelo agente flogistico, visto que os
resultados estatisticos apresentam (p < 0,05) da acdo antiedematogénica quando
analisadas pelo modelo de edema induzido por carragenina. Esses resultados estao
em concordancia com a literatura (CORDERO et al., 2001) quando relata que o DDA é
um farmaco eficaz na terapéutica antiinflamatéria, pois inibe acima de 90 % a acao da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), fato confirmado, também, por PATEL & LESWELL

(1996) que afirmam que uma inibicdo de 50 % da COX-2 é considerada relevante para



uma acao terapéutica. Portanto, podemos presumir que as NE-DDA testadas foram
capazes de inibirem a COX-2 em nivel terapéutico suficiente para a agéo

antiedematogénica.
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6. CONCLUSAO
A discusséo dos resultados obtidos permitiu concluir que:

e Foi possivel obter sistemas NE liquidos (a/o e o/a) e geis (o/a) utilizando-se o
Polietilenoglicol-8 caprico/caprilico glicerideo (Labrasol®) e poligliceril 6-dioleato
(Plurol oléico®) como tensoativo e co-tensoativo respectivamente e o miristato de
isopropila como fase oleosa;

e A técnica empregada para a determinacdo do diagrama de fases, destes
sistemas, mostrou-se bastante simples e reprodutivel, pois foi possivel definir
com clareza as varias regides do diagrama, como separacdo de fases (SF),
emulsao liquida branca leitosa (ELBL), emulsdo liquida opaca (ELO), emulsao
semi-sélida (EMSS), areas de dispersdes opacas (DP) e regides opticamente
transparentes (NE);

e As NE obtidas foram capazes de incorporar praticamente todo o DDA (100 %),
por simples solubilizagdo, na concentracdo estudada, apresentando uma alta
taxa de encapsulacéao;

e Apés a incorporagao do DDA nas NE os sistemas obtidos apresentaram-se com
a mesma limpidez, transparéncia e isotropia, inclusive nas NE géis, mostrando
que o DDA néao influenciou a tensao interfacial entre a fase aquosa e a oleosa,
nao perturbando a estabilidade fisico-quimica dos sistemas pois a caracteristica
Winsor IV foi mantida;

e O DDA adicionado aos sistemas migrou efetivamente para a fase dispersa e

para interface o6leo/agua, visto que o volume da fracdo lipidica, de cada



formulagdo escolhida, produziu um numero de vesiculas lipidicas tal que o
farmaco incorporado nao saturou esta interface;

A energia empregada na preparagdo e as propor¢coes de seus componentes
(6leo, agua, tensoativo e co-tensoativo) foram apropriados para reduzir a tensao
interfacial, até certo ponto, e foi capaz de conduzir a formacao de um sistema
homogéneo, limpido, isotrépico e translicidos tipo Winsor IV que séao
caracteristicos de NE;

O monitoramento da o permitiu concluir que a curva de condutividade ilustra a
existéncia de trés regides estruturais: NE a/o; NE bicontinua e NE o/a;

Os sistemas estudados na caracterizagdo se comportaram como fluidos
newtoniano tempo-independente, pois mantiveram a viscosidade constante, com
a velocidade de cisalhamento aplicada;

Espectrofotometria UV-VIS mostrou-se uma técnica analitica sensivel e
adequada para a quantificagdo do DDA em amostras de NE;

Os métodos desenvolvidos, por espectrofotometria e por CLAE-UV,
apresentaram confiabilidade e seguranca necessarias em procedimentos
analiticos, pois o0s parametros verificados garantiram a eles rapidez,
seletividade, linearidade, reprodutibilidade, robustez e econémia, apresentando-
se, portanto, validado conforme RE 899/2003 da ANVISA. Portanto, podem ser
utilizado para quantificacado do DDA em formulacdes galénicas NE que utilizam o
polietilenoglicol-8 caprico/caprilico glicerideo (Labrasol®) como tensoativo, o
poligliceril 6-dioleato (Plurol oléico® como co-tensoativo e o miristato de

isopropila como fase oleosa;



Com o estudo de permeacao percutanea, utilizando o modelo de células de
Franz, foi possivel entender os fenbmenos cinéticos de ordem zero e de pseudo-
primeira ordem (modelo Higuchi);

Foi possivel determinar o tempo laténcia para as formulagdes NE-DDA F10,
referéncia e genérico e efeito burst para a NE-DDA F1;

Os modelos cinéticos de ordem zero para as formulacbes NE-DDA F10,
referéncia e genérico indicam que o J independe da concentragdo do farmaco;

O J do DDA nas NE permaneceu continuo, demonstrando que existiu
quantidade infinita sendo fornecidas as membranas;

A NE-DDA F1 permeou mais, em relagdo a NE-DDA F10, devido o efeito burst,
entdo se pode presumir que a liberacdo do DDA na NE determinou o passo
limitante e a pele funcionou em condicéo sink;

A quantidade liberada do DDA na NE F1 foi proporcional a raiz quadrada do
tempo (modelo Higuchi).

As nanoemulsdes desenvolvidas seguem todas as normas de seguranca de um
produto a ser utilizado pela via transdérmicas, ou seja, apresentam grande
estabilidade termodinamica para o DDA, promovendo alta solubilidade em meio
aquoso, além de apresentarem goticulas de tamanho adequado para sistemas

trandérmicos de liberacao controlada.
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ABSTRACT

A microemulsion (ME) carrier system containing diclofenac diethylamine (DDA) was developed and
physicochemically characterized. In addition, a methodology for analytical determination of DDA by UV-
Vis spectrophotometry was validated. The methodology used to produce the ME was simple and reliable,
producing a stable ME system with a high DDA entrapment efficiency of 89.6 = 14.19 %. The ME
system presents a mean droplet size, conductivity, pH, refractive index and viscosity of around 50 nm,
300 uS cm’, 7.0, 1.399, and 110 mPa, respectively. Furthermore, the analytical method developed to
evaluate the DDA content was validated and used to quantify DDA in the ME formulations.

Key words: Microemulsion, spectrophotometry, validation, stability, diclofenac diethylamine,

pseudo-ternary phase-diagram.



INTRODUCTION

Nanotechnology appears to be a notable challenge for pharmaceutical science mainly
because the pharmacist is used to dealing with the pharmaceutical technology in a condensed
way, expressing properties in micrometric or millimetric terms, leaving the nanometric world
behind. Nanoscience has been tremendously pushing knowledge innovation and evolution, being
present in almost all of the current scientific journals. This change has already been assimilated
by the universal scientific culture, and now it has spread throughout the pharmaceutical science
by the approach of new drug delivery and properties at the nanometric scale .

Microemulsions (MEs), a good example of nanotechnologic therapeutic system, are
defined as an optically isotropic, transparent, and thermodynamically stable mixture of oil and
water, stabilized by a film of surfactant and frequently combined with a co-surfactant. Because
of their properties, especially the ability to carry lipophilic and hydrophilic drugs into their
lipophilic and hydrophilic phases, respectively; and amphiphilic drugs into their oil/water
interface, they present a large potential as a drug delivery system .

Diclofenac diethylamine (DDA), a non-steroidal anti-inflammatory drug, is able to form
micelles and lyotropic liquid crystals in water ‘. Besides, it interacts with the phospholipids of
the skin and contributes to the increase of fluidity through the stratum corneum, thereby
increasing the cutaneous permeability ©’. DDA presents hepatic metabolism, a short life span,
and a low partition coefficient. Yet, it does not metabolize on the skin and does not induce
tolerance ©®. The widely known pharmaceutical dosage form to carry DDA for transdermal use
is a hydrophilic emulsion gel named Voltarol Emulgel™. Such medicine contains a moisturizer,

propylene glycol, and ethanol or isopropyl alcohol, which acts as an enhancer absorption agent

and could induce skin irritation. Additionally, when diffused in conventional pharmaceutical



dosage forms, like Emulgel™, DDA usually cannot achieve a remarkable concentration on the
target organism tissue due to the fact that between the application spot and the place where it
must have its pharmacological effect are a number of biological barriers 7. This justifies its use
in the ME formulation. The aims of this work were to develop and to characterize a transdermal
DDA loading ME using a pseudo-ternary phase diagram as a tool to identify the regions of MEs,
and to develop and to validate an analytical methodology to assess the amount of DDA into a

ME.

MATERIALS AND METHODS

Materials

DDA (Nortec Quimica, Brazil); polyethylenglycol-8 caprylic/capric glycerides
(Labrasol®, HLB = 16.0) and polyglyceryl-6 dioleate (Plurol Oleique®, HLB = 4.0) were kindly
gifted from Gattefosse (Lyon, France). Isopropyl myristate was supplied by Volp (Brazil). Water
was purified using the Millipore Milli-Q® Water System (Millipore Corporation — USA).
Methods
Construction of phase diagrams

Phase diagrams were built by visual inspection of the surfactant (S) and cosurfactant
(CS) admixtures [polyethylenglycol-8 caprylic/capric glycerides (S) and polyglyceryl-6 dioleate
(CS)] at the proportion of 4:1; 3:1; 2:1 and 1:1; to this S/CS admixture, isopropyl myristate (oil
phase) was added in the proportions from 1:9 to 9:1, respectively. The ultrapure water type
Milli-Q was titrated with an automatic pipette at ambient temperature, and the system was stirred
with a magnetic shaker for 3 minutes. The transition from separated phase to optically clear
microemulsion was seen and analyzed by naked eye against a black background @ 813 Each

experimental assay was performed in duplicate.



Formulation selection

After the construction of the phase diagram, 14 ME formulations (F1 to F14-Table 1)
were obtained from a certain region of these pseudo-ternary diagrams. The DDA was
incorporated into the MEs at the concentration of 1% w/v. The MEs were prepared at the
ambient temperature 48 hours before the incorporation of the DDA for system equilibrium "¥.
Microemulsion characterization
DDA analytical determination in the MEs

For the DDA dosage into the MEs, a stock solution containing 1000 ug/mL of DDA in
methanol was prepared. From this stock solution, dilutions with methanol to obtain a standard 20
ug/mL DDA solution were made. The DDA-ME samples were also diluted with methanol to a
nominal concentration of 20 ug/mL of DDA. The spectral analyses were performed at 282 nm,
according to the protocol adopted for the development and validation of this analytical
methodology (See Validation Parameters for blank and DDA-loaded ME Section below).
DDA entrapment efficiency for the MEs

The entrapment efficiency was assessed after centrifugation (/11000 g = 14000 rpm) of 1
mL of each formulation for 30 minutes. The aim of this procedure was not to settle ME droplets,
but to settle both metastable systems and DDA crystals not incorporated in the ME droplets. At
the end of the centrifugation cycle, 50 puL of the supernatant were carefully extracted and diluted

in 24950 puL of methanol. The entrapment percentage was determined from the Equation 1.

EE = Abssup/ Absbulk x100 (D

Where EE was the entrapment efficiency, and Absg,/Absyux was the DDA absorbance on the

supernatant (sup) and the plain ME (bulk), respectively.



Conductivity measurements
Electrical conductivity (o) of the formulation was measured using a conductometer
(Model Cambo HI 98129, Hanna, Brazil). The equipment was calibrated with a calibration
solution of specific conductance (1413 uS/cm) at 25°C. Each experimental assay was performed

in triplicate, and the results were presented as mean + SD (standard deviation).

Rheological measurements

The rheological properties of the blank and the DDA-loaded MEs were determined using
a controlled-stress (model Brookfield, Rheology International, Germany) with cone-plate
geometry. The experiments were performed with a shear rate (y) in the range of 0-100 1/s. The
used shear rate regions were selected due to the resisting abilities against the applied stresses.
The rheological measurements (n=3) were performed for both, up- and down-curves .
pH evaluation

The pH values of the samples were measured (n=3) at 25 £ 0.5 °C, in a pre-
calibrated pH meter (model Checker, Hanna Instruments, Vila do Conde, Portugal). The
electrode was placed directly into the formulation stored into scintillation flasks (15 mL).
Refractive index (RI) measurements

The RI, which was used to evaluate the transparency of ME and to compare the systems
with and without DDA, was determined (n=3) using an Abbé Carl Zeiss-Jena, which was

previously calibrated. 100 uL of blank and DDA-loaded ME were placed on the refractometer

prism and its RI was carried out always at 25° + 1° C.



Macroscopic appearance

The color of the MEs, as well as their stability variation (presence of creaming,
coalescence, or phase separation), was verified by naked eye.
Particle size evaluation

The particle size analysis was performed using a photon correlation spectroscopy
apparatus (Brookhaven Instruments Corporation, Model EMI 9863). Prior to analysis, the
samples were diluted with ultra-pure Milli-Q water and filtered (0.22 pm). The size
measurements were carried out at a fixed angle of 90°. The correlator was operated in parallel
mode and the cumulant method of analysis was used to calculate the mean droplet size according
to the intensity of scattered light (Z-average diameter). The results are the mean and SD of the

least of 10 measurements of the samples '>. The measurements were performed at 25 + 0.2 °C.

Validation parameters for blank and DDA-loaded ME
Selectivity or specificity

The selectivity was determined comparing the spectrophotometric analyses at 282 nm of
the blank and the DDA-loaded ME at 1%(W/V)(16’ 17,
Linearity

An analytical curve was prepared (n=3) dissolving 0.01 g of DDA in 100 mL of
methanol, exactly. The dilutions were made in order to obtain a final concentration of 5; 10; 15;
20; 25; 30 e 35 pug/mL of DDA, and the spectrophotometric analyses were performed at 282 nm.
The lower limit of detection (LLOD) and the lower limit of quantification (LLOQ) were

calculated from the analytical curve.



Precision

Precision of the method (repetitivity, intermediary precision, and reproducibility) was
determined by dilution (1:500) of the DDA-loaded ME at 1% in order to obtain a 20 pg/mL
DDA concentration. Each experimental assay was performed in sextuplicate.
Accuracy

The accuracy describes the average proximity of the results obtained in a test, in a given
concentration, and in relation to the real value; that is, the relation between the one found by the
method and that accepted as true or referential, usually determined by three triplicate analyses, at
least: one at low, other at medium, and another at high concentration (17-20)
Robustness

The robustness of the method was observed through variations of the methanol brand
(different suppliers) and the samples preparation technique (manual and ultrasonic shaking for 5
minutes) 7 1% 2D,
RESULTS AND DISCUSSION
Phase diagram

The specific composition of the mixtures allowed a large variety of formulations with
different properties and was, therefore, very appropriate as a vehicle for transdermal
administration of drugs such as diclofenac diethylamine. Compared with the work of Kriwet and
Mullergoymann'”, our ME did not use phospholipids, which could make the ME production
difficult and could increase the price of the final product.

The methodology used for classifying the ME systems and building the phase diagrams

turned out to be very simple and reproducible. After the titrations, it was possible to define

different regions on the phase diagram. Two main regions of ME systems were identified by



such methodology, an optically transparent ME system and a gel-like ME system (MEG), Figure
1. On the right side of each pseudo-ternary diagram, a large ME region can be observed by any
S/CS ratio. On the other hand, only the 2:1 S/CS ratio produces a small MEG region at the
bottom of the pseudo-ternary diagram. From these regions, 14 formulations with a HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance) range from 10.00 to 13.60 were chosen for further studies
(Table 1). In addition, it was checked that the incorporation of the DDA did not interfere or alter
these formulations, keeping them isotropic and optically transparent characteristic, even after
centrifugation at 11000 g for 30 minutes.

Figure 1

During the ME production process, the energy used and the proportions of the
components (oil, water, surfactant, and co-surfactant) were appropriate for reducing the
interfacial tension sufficiently to produce homogenous, clear, and translucent systems with a
Winsor IV characteristic *?. After the DDA incorporation, the systems remained with the same
optical property in all selected formulations. This could be due to location of DDA into the oil
core of the O/W microemulsion with the hydrophilic region of the molecule in the oil-water
interface that did not disturb the Winsor IV behavior of the system. In fact, the DDA has a low
partition coefficient (K, 0.078) remaining partitioned between the oil phase and the interfacial
region of the system "%
Formulation characterization
DDA entrapment efficiency for the ME

The average entrapment efficiency value of DDA in the formulations was 89.60 + 14.19
% (Table 2). Additionally, after the centrifugation process, no modifications such as precipitation

of DDA crystals were observed. However, when the S/SC proportion was 1:1 (Formulation F11



to F14) and the oil phase was at the higher value (20%), the entrapment efficiency dropped to
around 70%. This was probably due to the high amount of oil phase and low concentration of
surfactants that produce larger oil droplets and reduce the interfacial area of the ME. These data
reveal that DDA molecules were strongly bound to the ME oil droplets (Table 2). Such
phenomenon was responsible for the high stability of the ME system. In fact, taking into account
the pKa value of DDA as 4.87(6), in the pH value of 7.05 observed for DDA-loaded ME, DDA is
mostly in the molecular state and can be favorably partitioned into oil droplets by hydrophobic
effect .
Table 1
Table 2

In a previous study, it was verified that F1 formulation showed the best appearance after
DDA incorporation until reaching drug saturation into the system (data not shown). Therefore,
the formulation F1 (F1 blank ME), obtained from the 4:1 S/CS phase diagram (Figure 1d), was
chosen for the physicochemical characterization experiments (Table 3), and for the development
and validation of the analytic methodology for DDA. In fact, this formulation presents an
entrapment efficiency of around 100 % (99.56 + 0.59 %) and a very good macroscopic
appearance, revealing a good physicochemical stability.

Table 3

Because DDA is a weak alkali (pKa of 4.87), when this molecule is dispersed in a pH
higher than its pKa, it tends to remain in the molecular state, generating molecular arrangements
in the aqueous phase resulting in a viscosity and conductivity increase "?. In fact, the results of

these characterizations of F1 show that not only was the pH parameter not so affected by the



presence of the DDA, but also the pH change was slight, from 6.55 for the F1 blank ME to 7.09
for the F1 DDA-loaded ME.

Because of its dynamic nature and the small size of the ME droplets of 40.1 = 3.9 nm and
61.1 £ 1.0 nm for the FI blank ME and the F1 DDA-loaded ME, respectively, the direct
examination of the formulation was quite difficult. Therefore, it was necessary to use indirect
techniques such as ¢ measurement and rheology determination to obtain information about the
structure of the system “* >,

As was expected, the ¢ of the F1 formulation was modified with the addition of DDA,
since the values of the F1 blank ME and the F1 DDA-loaded ME were 294.7 + 0.57 and 564.0 +
2.0 uS/cm, respectively (Table 3). In fact, the diethylamine grouping increases this value due to
the presence of this cation to the aqueous phase '%.

In order to explore the system as to the kind of ME, an ¢ monitoring in relation to the
volume fraction of the aqueous phase (®) was performed (Figure 2). Thus, bicontinuous ME
structures were identified. These structures may vary with the increase in the water fraction and
depend directly on the kind of the surfactant used @

Figure 2

Figure 2 shows that in low water ratios (until ®,, = 18 % w/v), ¢ was practically
independent of the fraction volume of the aqueous phase added to the system followed by a
linear increase region until ®,, = 45 % w/v; after that, the system reached a maximum with a
subsequent small decrease. This behavior can be explained, since the conductivity curve reveals

the existence of three structural regions: w/o ME with &, < 18 % w/v; bicontinuous ME with 18

% wiv < &y < 45 % wl/v, and o/w ME with ®,, > 45 % w/v. The region where ¢ increases



linearly with &, is called critical percolation (®,), and a possibility of an ultra-critical
percolation (®,) can also be expected (10

Rheological analysis consists of the study of the outflow or deformation of the material
when submitted to a shear tension. The method is applicable to the characterization of ME
systems because the behavior of the fluid is directly related to the kind and degree of
organization of the system. In addition, it can be used to check the quality during the production
process, allowing a study of the DDA-addition effect on the formulation '>. The result of the
rheological parameter shows that both systems, F1 DDA-loaded ME and F1 blank ME, were
time-independent Newtonian fluids because their viscosity remains constant with the shearing
speed applied. It also shows a superposition of the ascendant and descendant curves with a small
standard deviation (Figure 3). Therefore, the presence of DDA does not disturb the rheological
properties of the MEs.
Figure 3

The refraction index results show that the obtained values, between the F1 blank ME
(1.399 £ 0.001) and the F1 DDA-loaded ME (1.420 £+ 0.010), were not significant (Table 3).
Therefore, the presence of DDA does not alter the transparency of the ME system, which
confirms that DDA was inserted in a molecular state in the interfacial layer of the ME and this
process does not disturb its stability. In fact, these parameters are used as stability loss indicators
of MEs in different temperatures and storing organizations, and may also influence the location
and stability of the drug in the system ?°.
Particle Size Analysis

Because the viscosity of the systems may lead to an experimental determination error®”,

15)

the dynamic light-scattering technique, which use a dilution process “~’, was employed to



determine the size of the monodisperse droplets "> 2**®. Such technique is based on the
Brownian dispersion movement of the droplets, which is dependent of their diffusion coefficient
(29)

Table 4 shows the diameter and the polydispersity index (PDI) of the investigated system.
A monomodal and homogenous distribution of the droplets and a low PDI can be observed.
Since the system remained homogenous, the addition of the DDA did not cause a high increase
in the size of the droplets and its PDI. However, the slight increase on the ME droplets may be a
consequence of the location of the DDA in the oil core with the hydrophilic region of the
molecule in the interfacial region, increasing the diameter of the structures. This phenomenon
was confirmed by the increase of the ¢, which was almost doubled for DDA-ME (Table 3). The
low diameter of the ME droplets, smaller than 200 nm, allows the use of such system by
transdermal application ®?. In fact, the literature describes that systems presenting small droplets
after their transdermal application can be used as prolonged liberation systems ©".
Table 4
Development and validation of DDA analytical methodology

Another important fact to point out in this manuscript concerns the development of a
validated methodology to quantify DDA in pharmaceutical dosage forms. Normally, scientific
works using dosage of active ingredients in medicines use a standard analytical procedure
without a deep study of validation.

Spectrophotometric analysis of the F1 blank ME and the F1 DDA-loaded ME showed
that the F1 blank was not absorbed at A = 282 nm demonstrating the specificity of the method for
the DDA quantification. The linearity of the experiment was tested with a stock solution (100

ug/mL) dissolved in methanol, with concentrations in the range of 5 to 35 pg/mL (Table 5). The



statistic analysis of the obtained results by linear regression through the minimum squares
method was validated using the variance analysis (ANOVA). The LLOD and LLOQ were
0.6094pug/mL and 0.9233 ug/mL, respectively.

Table 5

The repetitivity (intra-assay precision) and reproducibility (inter-laboratorial precision)

were evaluated from the injections in sextuplicates '

in which the analyzed concentration of 20
ug/mL was chosen for representing the average spot of the specified interval by the procedure (5
to 35 ug/mL on the analytical curve) and expressed by the relative standard deviation (RSD %)
of the Laboratories 1 and 2 (2.18 % and 2.31%, respectively). The reproducibility (inter-
laboratorial accuracy) was done by different laboratories, machines, and analysts and on different

days (19,21)

, without any statistically significant difference (Table 6).

Table 6

The accuracy of the method was determined after the linearity and specificity studies, by
checking it from nine determinations, including the interval of the linear procedure, three
replicates of low concentration (10 pg/mL RSD = 0.42%), three replicates of medium
concentration (20 ug/mL RSD = 1.85%), and three replicates of high concentration (30 pg/mL
RSD = 1.30%). The accuracy was within the expected variation, due to the fact that the variation
coefficient (VC) was not higher than 5% in any of the analytical determinations, and the values
of Feaculated, ON the three concentrations were always below the values of Fypeq = 4.30 in all
concentrations when compared with the standard solutions.

It was also noticed that the method possesses an intrinsic robustness as well because it

maintained its response, in triplicate, among the variations of the methanol brands and different

suppliers (20.88 £ 0.33 ug/mL and 20.77 + 0.93 pg/mL, respectively) and the technique for the



preparation of the samples, manual shaking, and ultrasonic for 5 minutes (20.88 + 0.11 ug/mL

and 20.76 + 0.86 pg/mL, respectively). According to Ribani ©?

, if the changes are within the
limits of acceptable precision and accuracy, the method is robust, and such variations can be
incorporated into the analytic procedures.
CONCLUSION

Microemulsions obtained from polyethylenglycol-8 caprylic/capric glycerides as
surfactant, polyglyceryl-6 dioleate as co-surfactant, and isopropyl myristate as the oil phase were
obtained and characterized in a wide-range region of the pseudo-ternary phase diagram. After
DDA incorporation into the MEs, the systems remained optically clear, demonstrating that the
DDA did not affect the physicochemical stability of the system. This allows the assumption that
the added DDA migrated effectively to the oil core of the microemulsion with the hydrophilic
region of the molecule located in the oil-water interface, since the diameter of the structures
increased with the incorporation of the drug. This feature produces more systems that are quite
stable when compared with the Emulgel™, which presents a less thermodynamic stability. This
property is of utmost importance in transdermal and topic pharmaceutical dosage forms. In fact,
our formulation follows all the rules of a safety product to be used in the transdermal route. It
allows a great thermodynamic stability for the active ingredient and promotes an enhancement of
its solubility in aqueous media. Additionally, ME presents an adequate droplet size for controlled
release transdermal systems.

The UV-Vis spectrophotometric method for quantitative analysis of DDA proved to be
sensitive and adequate for DDA quantification in the ME samples. The developed and validated
method was sensitive, precise, accurate, reproducible, robust, and linear. Therefore, it can be

used for the DDA quantitative analysis in ME formulations.
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TABLE CAPTIONS

Table 1. Formulation composition (%) of ME systems chosen from specific points of the pseudo-

ternary phase diagram

Table 2. Entrapment efficiency of DDA-loaded MEs

Table 3. Results of the characterization of the F1 DDA-loaded ME and the F1 blank ME

formulations.

Table 4. Particle size of the F1 DDA-loaded ME and the F1 blank ME formulations.

Table 5. Linearity of the assay from a stock solution of 100 ug of DDA/mL in methanol (mean,
precision, and accuracy)

Table 6. Intra-day and inter-day precision of the F1 DDA-loaded ME



Table 1.

4:1 (%) 3:1 (%) 2:1 (%) 1:1 (%)
Fl | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8 | F9 | F10 | F11 | F12 | F13 | F14
Labrasol®
(polyethylenglycol-8 36 | 40 | 32 | 24 | 375 30 | 225|233 (333 (353 25 | 15 | 15 | 25
caprylic/capric glycerides)
Plurol oleique®
(polyglyceryl-6 dioleatey | 90 | 10 | 80 | 60 | 125 10 | 75 | 117 | 167 | 176 | 25 | 15 | 15 | 25
Isopropyl myristate 50 | 15| 10 | 50| 15| 10 | 50| 15| 15| 59| 20 | 32| 20 | 15
Water 50 | 35 | 50 | 65 | 35 | 50 | 65 | 50 | 35 | 412 | 30 | 38 | 50 | 35
HLB 13.60 | 13.60 | 13.60 | 13.60 | 13.00 | 13.00 | 13.00 | 11.99 | 11.99 | 12.01 | 10.00 | 10.00 | 10.00 | 10.00

182



Table 2.

Before centrifugation

After centrifugation

DDA loaded
Formulation DDA load DDA load %)
Abs Abs
(ng/mL) (ng/mL)

F1 0.73 £0.00 19.71 £0.07 0.73 £0.00 19.62 £ 0.09 99.56 + 0.59
F2 0.90 +£0.03 24.20+£0.78 0.80 £ 0.00 21.48 £0.05 88,91 £2.76
F3 0.77 £0.02 20.77 £0.49 0.79 £0.01 21.23 +£0.39 102.19 £0.70
F4 0.77 £0.00 20.74 £ 0.07 0.78 £0.01 20.90 £0.17 100.74 £0.75
F5 0.79 £ 0.02 21.13+£0.44 | 0.77+0.00 | 20.66 £0.07 97.84 £2.15
Fé6 0.77 £0.01 20.69+£0.22 | 0.78 £0.01 20.89 £0.13 100.99 £ 0.49
F7 0.75 £0.02 20.25 £0.48 0.77 £0.01 20.60 £ 0.19 101.83 £3.15
F8 0.94 +0.02 25.20£0.42 0.82 £0.04 21.91 £1.20 86.93 +3.43
F9 0.82 +£0.01 22.01 £0.15 0.80 £ 0.01 21.50+0.14 97.64 +1.28
F10 0.82 +£0.01 22.14 £0.36 0.83 £0.01 22.40 £0.28 101.16 £0.74
F11 1.06 £0.01 28.65 £0.16 0.77 £0.01 20.62 +0.33 71.98 £1.39
F12 1.06 £ 0.00 28.45+0.09 |0.73+£0.02 19.71 £0.55 69.28 +1.72
F13 1.06 £ 0.01 28.64 £ 0.25 0.71 £0.02 19.14 £ 0.49 66.86 + 1.63
F14 1.09 £ 0.01 29.33+£0.33 0.75 +£0.01 20.13+£0.13 68.53 £0.49
Mean - - - - 89.6 £ 14.19




Table 3..

- Conductivity Refractive Apparent viscosity
p
(uS/cm) index (mPa)
F1 blank ME 6.55 +0.04 294.7 £0.57 1.399 £ 0.001 106.84 + 3.68
F1 DDA-loaded ME 7.09 £0.03 564.0£2.0 1.420 £0.010 113.92 £ 0.76




Table 4.

Diameter (nm)

Polydispersity index + SD

F1 blank ME

40.1 £3.9

0.106 +0.014

F1 DDA-loaded ME

61.1+1.0

0.254 + 0.007




Table 5.

Concentration Mean (ng/mL)
Precision (%) Accuracy (%)
(ng/mL) (n=23)
5.00 5.12+0.23 4.47 98.27
10.00 10.42 £0.25 2.44 100.74
15.00 15.38 £ 0.57 3.72 101.18
20.00 20.56 £ 0.60 291 100.59
25.00 25.32+£0.98 3.88 99.46
30.00 30.57 £ 1.04 3.39 99.23
35.00 35.56 £ 1.51 4.26 98.85




Table 6.

Analyst Day Meal(ln(_u6g)/ mL) Precision (%) Accuracy (%)
19.652 +0.763 3.88 98.26
Analyst 1
2 19.840 £ 0.345 1.74 99.20
1 19.300 £ 0.828 4.29 96.50
Analyst 2
2 20.329 £0.711 3.50 101.64




LEGEND OF FIGURES

Figure 1. Pseudo-ternary phase diagram for the systems containing, PEG-8 caprylic/capric
glycerides (S), polyglyceryl-6 dioleate (CS), isopropyl myristate (phase oil) and water for
S:CS ratios of 1:1 (a), 2:1 (b), 3:1 (c) and 4:1 (d). Key: (ME) microemulsion, (MEG) gel-

like microemulsion. (*) FI blank ME formulation (HLB = 13.60).

Figure 2. Electrical conductivity as a function of volume fraction of aqueous phase in the

F1 formulation at 25°C (n=3).

Figure 3. Rheological behavior of the F1 DDA-loaded ME (m) and the F1 blank ME (®) of

the phase diagram at surfactant:cosurfactant ratio 4:1.
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IN VITRO RELEASE AND PERMEATION OF A DICLOFENAC DIETHYLAMINE

FROM MICROEMULSION GEL-LIKE
The goal of this study was to produce and characterize a new microemulsion gel-like
(MEG) carrier system by using the pseudo-ternary phase-diagram concept. The diclofenac
diethylamine (DDA) was incorporated in the MEG system and its in vitro release and
permeation profiles were performed using Franz-type diffusion cells. These results were
compared with a commercial DDA emulgel. Concerning the in vitro release and permeation
of DDA, MEG has presented lower released and permeated rates than commercial DDA
emulgel. In DDA release studies, it was observed that the commercial DDA emulgel
provided significantly higher K, of DDA (2.2-fold) as compared to the MEG. Similar data
were obtained in permeation studies where the commercial DDA emulgel also provided
significantly higher K, of DDA (4.7-fold). Although microemulsions are potential vehicles
for improved topical delivery of many drugs, the results obtained in this work suggest that
in vitro topical delivery of DDA from MEG formulation has not showed to be as effective
as commercial DDA emulgel.

Keywords: diclofenac diethylamine, in vitro release, microemulsion gel-like



INTRODUCAO

A administracdo tdpica é conhecida como via alternativa da administra¢io oral de
ativos medicamentosos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de primeira
passagem, o fato de ser indolor, e a facilidade de aplicacdo.' Todavia, uma eficdcia topica
s6 é obtida a partir de farmacos potentes com adequado grau de penetraco na pele.” Isto
tem levado a um crescente interesse pela utilizacdo de promotores de permeacdo em
formulacdes tOpicas assim como o uso de sistemas de liberacdo de farmacos com esta
capacidade promotora da permeacio.’

As  microemulsdes (ME) sdo  dispersdes isotrépicas, transparentes,
termodinamicamente estdveis, usualmente formadas por misturas de quatro componentes,
agua, dleo, tensoativo e co-tensoativo. Apresentam grande potencial como sistemas de
liberacdo e de direcionamento de farmacos, pelas propriedades de solubilizar farmacos
hidrofilicos em meio lipofilico, lipofilicos em meio aquoso e anfifilicas na interface
6leo/dgua.t'® Além disso, estes sistemas apresentam capacidade de se formarem
espontaneamente, podendo existir sob vdrias formas estruturais (globular a/o e o/a,

bicontinuas, cubicas ou lamelares)”’12

e atuam como promotores de permeacdo de varios
farmacos devido ao reduzido tamanho das goticulas formada assim como ao seu alto
contetdo de tensoativo que desorganiza os lipideos da pele.’

O diclofenaco de dietilamdnio (DDA) é um antiinflamatério nido esteroidal (AINESs)
capaz de formar micelas e cristais liquidos liotrépicos em dgua.'” Apresenta a capacidade
de interagir com os fosfolipideos da pele, contribuindo para aumentar a fluidez do mesmo

no estrato cérneo, fazendo com que os lipidios passem de uma forma cristalina ordenada

para uma forma liquida desordenada, aumentando, portanto, a permeabilidade cutinea.””



Além disso, o DDA apresenta metabolismo hepético, tempo de meia-vida curto,14 ndo sofre
metabolismo na pele, ndo induz tolerincia e tém bom coeficiente de parti¢do."

Com base nas colocacdes acima e na importancia do tema, o objetivo do presente
trabalho foi a obtencdo e a caracterizagdo de uma ME, na forma gel (MEG) contendo DDA,
como sistema promotor de permeacao do farmaco, e a avaliagdo do seu perfil de liberacao e
permeacgdo in vitro em comparacdo a uma formula¢do convencional emulgel comercial

genérico.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Diclofenaco de dietilamdénio (Nortec Quimica, Brazil), metanol e acetonitrila grau
cromatogrifico (J. T Baker), fosfato de potdssio monobdsico (Merck), dgua purificada do
sistema Millipore Milli-Q® (Millipore Corporation — USA), membranas hidrofilicas de 0,45
pum de acetato de celulose, emulgel comercial de diclofenaco dietilamo6nio genérico (11,6
mg/g), miristato de isopropila (Henrifarma), polietilenoglicol-8 cdprico caprilico glicerideo
(Labrasol ®-Gattefossé), poligliceril 6-dioleato (Plurol Oleico®-Gattefossé).
Métodos
Construcao do diagrama de fases

O diagrama de fase, desta pesquisa, foi obtido por inspecao visual das misturas dos
ingredientes polietilenoglicol-8 caprico caprilico glicerideo (tensoativo) com poligliceril 6-
dioleato (co-tensoativo) na proporcao 2:1 e, a esta mistura, foi adicionado miristato de
isopropila (fase oleosa) nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As
titulacdes foram feitas com 4gua purificada tipo Milli-Q®, utilizando uma pipeta automatica

ajustada 1000 pL, adicionando gota a gota, em temperatura ambiente. Durante a titulacdo a



mistura foi homogeneizada por agitador magnético, por 3 minutos, e as mudangas do
aspecto visual contra um fundo preto foram observadas. Considerando-se as propor¢des dos
componentes apos as titulacdes aquosas plotou-se os pontos em que se deu a formacao de
sistema isotropico e opticamente transparente MEG.*®'®'® O diagrama foi feito em
duplicata.

Seleciao da formulagio MEG

A MEG foi selecionada, a partir de uma determinada area do diagrama de fases, na
qual foi preparada a partir da mistura dos ingredientes polietilenoglicol-8 cdprico caprilico
glicerideo como tensoativo (35,3 %) com poligliceril 6-dioleato como co-tensoativo (17,6
%) e, a esta mistura, foi adicionado o miristato de isopropila como fase oleosa (5,9 %) e em
seguida dgua purificada tipo Milli-Q® (41,2 %). O diclofenaco de dietilamonio foi
incorporado a este sistema, por simples solubiliza¢do, na concentracao de 1,16 %. A
formulacdo foi preparada 48 horas antes dos testes de caracterizacdo, para estabilizagao
termodinimica do sistema em temperatura ambiente. "

Caracterizacao fisico-quimica da MEG selecionada
Andlise do tamanho das goticulas (espalhamento de luz dindmico)

A andlise do tamanho das goticulas sub-microscépicas foi determinada através da
técnica de espalhamento de luz dindmico, também denominada espectrocéspia de
correlagdo de fétons (PCS), cuja técnica fornece o raio hidrodinamico das particulas
coloidais, o qual é calculado pela equagdo Stokes-Einstein.'” A MEG foi analisada em um
analisador de goticulas. As amostras foram colocadas na camara de andlise de modo que o
feixe de laser atravessasse a dispersao em toda a sua extensao. A temperatura do sistema foi
mantida a 20 °C, o comprimento de onda do laser foi de 532 nm e o indice de refracdo foi

de acordo com o indice calculado de cada amostra analisada. Foram realizadas 10



determinacgdes do diametro e indice de polidispersidade (IPD) das goticulas, com a duragao
total de 5 minutos.
Determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo

Para o doseamento do DDA na MEG, por espectrofotometria, foi preparada uma
solucdo de forma a obter uma solucdo de ~ 20 ug mL™' de DDA (50 pL de MEG-DDA
diluidos em 24,95 mL de metanol). As concentracdes de DDA na MEG foram medidas a
partir dos valores de absorvancia, tendo como valor exato o valor correspondente ao padrao
didrio contendo 100 pg mL" (10 mg de DDA em 100 mL de metanol). A partir desta
solucdo, foi realizada uma diluicio com metanol de forma a obter uma solucdo de 20 pg
mL". As leituras foram feitas em 282 nm segundo protocolo adotado no desenvolvimento e
validacdo de metodologia analitica por espectrofotometria.”

A eficiéncia de encapsulacdo do DDA na MEG foi determinada utilizando-se 1 mL
da formulacdo na qual foi submetida a centrifugagao (11000 g = 14000 rpm) por 30
minutos. Ao término do ciclo de centrifugacdo, foi feito o doseamento do sobrenadante,
cuja percentagem de encapsulagdo foi calculada pela razao entre o teor do sobrenadante
versus o teor na MEG x 100.%
Condutividade (o)

A o foi determinada em condutivimetro modelo Cambo HI 98129 da marca Hanna.
O equipamento foi calibrado com uma solucdo de calibragdo de condutancia especifica de
1413 uS cm’', a temperatura de 25 °C.'°
Determina¢do do pH

O pH da MEG foi avaliado utilizando-se um potencidmetro digital com eletrodo de
vidro e sensor de temperatura, modelo Cambo HI 98129, da marca Hanna, previamente

calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C. O eletrodo



de vidro foi introduzido diretamente no interior da formulacao (= 15 mL) acondicionada em
frasco de cintilacdo.
Indice de Refracdo (IR)

O IR foi determinado utilizando-se Refratometro de Abbé, Carl Zeiss-Jena, aferido
com 4gua deionizada Milli—Q® (IR 1,3325), a temperatura de 25 £ 0,5 °C, e em triplicata.17
Determinacdo da densidade relativa (DR)

A DR foi determinada pelo método do picnometro, seguindo-se a metodologia
descrita na Farmac6peia Brasileira,”’ utilizando-se como referéncia dgua deionizada Milli-
Q®. Os picndmetros utilizados foram de 5 mL de capacidade e para retirar as bolhas de ar
formada no sistema foi utilizado o ultra-som (UltraSonic — USC 1400). A densidade foi
obtida em ambiente com temperatura de 20 £ 0,5 °C e em triplicata.

Determinacdo do potencial zeta ({mV)

A medida do {mV foi determinada com auxilio de um zetametro [Particle Sizing
System by Light Scattering — Brookhaven Instruments Corporation, model EMI 9863
(Holtsville, NY, USA)], submetendo as goticulas da formulacdo a uma voltagem fixa e
utilizando os valores fornecidos pelo aparelho para calcular o {mV. Para cada amostra
foram realizadas 15 medidas de mobilidade eletroforética.”’

Estudo de liberacio e permeacao in vitro do DDA na MEG

O estudo de liberacdo e permeacdo in vitro do DDA na MEG foi conduzido
utilizando-se células de difusao tipo Franz com area difusional de 1,15 cmz, volume de £ 6
mL, usando membranas artificiais hidrofilicas de acetato de celulose 0,45 um para o estudo
de liberacdo e pele da orelha de porco para o estudo de permeagdo. O compartimento

receptor foi preenchido com tampao fosfato pH 7,4 num sistema composto de seis células



individuais conectados a um banho termostatizado a 37 £ 0,5 °C sob agita¢do constante de
100 rpm em agitador magnético por um periodo de 12 h para a cinética de liberacdo e de 24
h para a cinética de permeagdo. As membranas foram colocadas na parte superior da célula
receptora. No compartimento doador, foram aplicados 300 uL da MEG (o que corresponde
a 3480 pug de DDA) diretamente sobre a membrana e, posteriormente, o sistema foi
fechado. As amostras da solucdo receptora foram coletadas nos seguintes tempos para a
cinética de liberacdo: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10 e 12 h e de 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10; 12 e 24 h para a cinética de permeacdo. O volume total da fase receptora
foi substituido a cada amostragem com tampdo fosfato pH 7,4 para manutencdo das
condigdes sink do sistema.*

A pele da orelha de porco foi obtida e tratada de animal recentemente sacrificado
em matadouro da regido metropolitana do Recife, cuja pele foi retirada da cartilagem com
um auxilio de pinga e bisturi, seguindo-se de remocdo do tecido gorduroso remanescente e
foram seccionadas e congelaldals.2
Quantificagdo do DDA por CLAE-UV

A quantidade de farmaco liberado no compartimento receptor foi quantificada por
um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu (Kyoto, Japao)
configurado em 280 nm. A separacdo cromatografica foi conseguida usando uma coluna
analitica tipo C18 150 x 4,6 mm, 5 um Shimpack® (Shimadzu, Kyoto, Japao) acoplada a
uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A fase modvel
utilizada foi uma mistura de acetonitrila e tampao fosfato hidréxido de sédio 20 mM
(70:30, v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido fosférico, na qual foi filtrado e degaseificado e

bombeado em um fluxo de 1,2 mL min™'. O forno da coluna foi ajustado para 40 °C e o



volume de injecdo foi 30 puL, com tempo de corrida total de 3,5 minutos. O método de
quantificacio do DDA foi validado, com uma linearidade de 0,05 a 20 pg mL' e
coeficiente de correlacio de 0,998, limite de detec¢io de 0,003 pg mL™’ e limite de
quantificacdo de 0,05 pg mL"', com uma precisdo intra e inter corrida abaixo de 5% e uma
exatidao nos trés niveis (baixa, média e alta concentrac@o) préximo de 100 %.

A liberagdo e a permeacdo desta formulacdo foi comparada a 300 mg do
medicamento comercial genérico emulgel de diclofenaco de dietilam6nio na mesma
concentracao que a MEG.

Célculo do fluxo (J) e do coeficiente de permeabilidade (K,) do DDA na MEG

O J foi calculado no steady-state a partir da por¢ao linear da quantidade liberada por
drea versus tempo conforme dados da literatura.'

Ja o K, foi calculado a partir do J no steady-state versus a concentragdo de DDA no
compartimento doador (Cgoador) conforme equacio 1 sugerida por Ozguney e al.'

K, = JICyoador (1)
RESULTADOS E DISCUSSAO
Diagrama de fases

Durante o processo de producdo do sistema MEG, selecionado a partir do diagrama
de fases deste estudo, foi possivel observar que a energia empregada e as proporcdes de
seus componentes (6leo, dgua, tensoativo e co-tensoativo) foram apropriadas para reduzir a
tensdo interfacial até certo ponto e foi capaz de conduzir a formacdo de um sistema
homogéneo, limpido, translicido e isotropico caracteristico de MEG. Dessa forma, foi
possivel definir com clareza a regido de MEG como representada na Figura 1.

Figura 1



Ap6s a incorporagdo do DDA, por simples solubilizacdo, o sistema obtido
apresentou-se com a mesma limpidez, transparéncia e isotropia, mostrando que o DDA nao
influenciou a tensdo interfacial entre a fase aquosa e a oleosa, ndo perturbando a
estabilidade termodinamica do sistema.

Caracterizacao fisico-quimica da MEG

A MEG foi caracterizada 48 horas apds sua fabricacdo e seus resultados encontram-
se apresentados na Tabela 1. A eficiéncia de encapsulacdo do DDA foi de 101,16 £ 0,74 %,
mostrando que a incorporagdo do farmaco foi completa. Foi visto também que a densidade
relativa (DR) e o indice de refracdo ndo alteraram com a incorporagao do farmaco.

Tabela 1

O pH também foi pouco afetado com a adicao do farmaco, 6,85 + 0,07 para MEG
sem o DDA e de 7,1 = 0,01 para a MEG acrescida do DDA (Tabela 1). De forma geral, o
pH ideal de uma formulagdo é padronizado de acordo com o pH de estabilidade dos
componentes ativos utilizados e o de tolerancia (5,5 a 8,0),24 cuja formulacao desenvolvida
nesta pesquisa apresentou pH compativel com o da pele.

Por outro lado, observa-se, a partir dos dados da Tabela 1, que a condutividade (o)
foi modificada com a adicdo do DDA, visto que os valores na MEG sem o DDA foram
inferiores aos valores da MEG com DDA. Este resultado ja era esperado ja que ocorreu a
adicao de um sal ao sistema.

Na Tabela 1 estdo apresentados também, os valores de potencial zeta ((mV) das
MEG sem DDA e MEG com DDA na qual se podem observar valores negativos. Esses

25,26

resultados estdo em concordincia com a literatura, 0s quais relacionaram andlise de

{mV e pH de sistemas dispersos observando que o {mV tende a se tornar mais negativo



com o aumento do pH. Essa negatividade pode ser atribuida a possivel presenga de grupos
carboxilatos na superficie das goticulas dispersa.

As andlises do didmetro das goticulas da fase interna da MEG (Tabela 1)
demonstraram uma distribuicao do tipo monomodal e homogénea das goticulas (Figura 2),

a qual foi evidenciada pelo baixo IPD. A literatura'®*"

considera que um sistema disperso
para ser considerado ME € necessdrio que o tamanho de suas goticulas da fase interna
esteja entre 10 e 150 nm. Por isso, podemos estimar que o sistema estudado seja uma MEG,
bem como, podemos utilizi-la para realiza¢do dos estudos posteriores.
Figura 2

A adicdo do DDA causou um aumento no tamanho das goticulas, porém elas
mantiveram a sua isotropia € homogeneidade com um pequeno IPD. O didmetro das
goticulas foi menor do que 200 nm, sendo vidvel sua aplicacdo por via tépica’ ja que a
literatura descreve que sistemas que apresentam goticulas pequenas apos a sua aplicagao
tépica podem ser utilizados como sistemas de liberagio prolongada.*
Estudo de liberacio e permeacao in vitro do DDA

Na avaliacdo de produtos de acdo dermatolégica como, por exemplo, uma MEG de
DDA, testes clinicos devem ser precedidos, e em algumas vezes substituidos, por testes in
vitro. Estes testes, devido as suas peculiaridades, permitem entender alguns fendmenos que
ocorrem entre a aplicacdo do produto e o efeito medido farmacologicamente, de maneira
prética, rdpida e sem a interferéncia de fatores biolégicos.>

Para este estudo foi utilizada a célula de difusdao baseada no modelo de Franz,
usualmente empregada em estudo de liberacdo e permeacio in vitro. E sabido que a eleicdo

de uma solugdo receptora para os experimentos in vitro depende da solubilidade do

farmaco, pois é necessdria a manutencdo das condi¢des sink para garantir a obtencdo de



resultados efetivos.>* No caso do DDA, o mesmo mostrou-se muito solivel em tampao
fosfato pH 7,4, com solubilidade superior 2 6,0 mg mL™ e por isso o mesmo foi escolhido.
A Figura 3 e 4 mostram os perfis de liberacdo e permeacdo in vitro da MEG e da
formulacdo comercial emulgel genérico, usando membranas artificiais hidrofilicas de
acetato de celulose (cinética de 12 h) e membrana da pele da orelha de porco (cinética de
24 h).
Figura 3
Figura 4
A taxa de liberacdo do DDA depende significativamente da afinidade do
farmaco/veiculo e da fracio aquosa do sistema.'> Provavelmente, a liberacdo do DDA da
MEG, comparada com o emulgel genérico, foi dificultada pelas combina¢des moleculares
do DDA com a fracdo aquosa e interface do sistema, o qual causou um incremento da
viscosidade formando uma malha gelificada que dificultou sua liberacao. Esse resultado

estd em concordancia com Djordjevic et al'’

que relata que ME contendo um glicerideo
caprico caprilico e poligliceril-6 dioleato, associado com miristato de isopropila, podem
dificultar a liberacdo de drogas anfifilicas por interacdes moleculares.

Para calcular os parametros de liberacdo e permeacgao, em sistemas isotropicos que
apresentam propriedades difusionais em todas as direcdes como as ME, foi utilizada a
primeira lei de Fick, obedecendo ao modelo de dose infinita, cujo gradiente de
concentracdo é constante em conseqiiéncia da concentracdo de farmaco do compartimento
doador ser constante.”* Portanto, plotou-se quantidade liberada e permeada por 4rea versus
tempo, cuja representacdo gréafica estd descrita nas Figuras 3 e 4.

Observa-se que houve uma diferenga significativa entre as formulagdes testadas

desde as primeiras horas das cinéticas, tanto em membrana artificial quanto em pele da



orelha de porco. O K, da MEG estudada em membrana artificial foi 5,76 x 107 + 7,1)(10'4
cm h'l, enquanto que o do emulgel genérico foi 1,28 x 102 + 2,3)(10"3 cm h! (2,2 vezes
maior). O mesmo comportamento foi observado para o K, usando membrana da orelha de
porco, onde o emulgel comercial apresentou um K, 4,7 vezes maior que a MEG (1,47x10™
+ 2,98)(10'5 cm h! para a MEG e 6,88)(10"4 + 6,91)(10'5 cm h! para o emulgel comercial).
Esse menor K, da MEG estudada pode ser atribuido ao fato de que no emulgel comercial é
utilizado um &lcool em sua formulacdo, na qual atua como promotor de permeacdo de
AINEs, fato que estd em concordancia com Bommannan et al.®

Outro fator que deve ser levado em consideracdo para explicar o menor desempenho
cinético da MEG estd relacionado aos fendmenos de interface, ou seja, a atividade de
superficie e micelizacao do DDA afetaram a sua liberag¢do. Possivelmente, o DDA formou
micelas o que ocasionou sua retencao na formulagao, justificando o menor desempenho da
MEG estudada.

A velocidade de liberacdo, e conseqiientemente de permeacdo, variam de acordo
com as caracteristicas das formulagdes, foi observado um aumento no tempo necessario (0
— 5 horas) para que o J das formulacdes emulgel genérico e MEG se equilibrem, ou seja,
acorreu um tempo de laténcia Figura 4. O tempo de laténcia pode ser definido como o
tempo necessdrio para que o sistema entre em equilibrio, o qual € calculado por
extrapolacdo da reta de regressdo linear até o eixo do tempo.’® Decorrido o tempo de
laténcia, foi possivel definir o tipo de cinética de permeagio cutinea como de ordem zero.>
Os modelos cinéticos de ordem zero para estas formulagdes apresentaram um coeficiente de
correlagdo (r > 0,98), indicando que o J independe da concentragdo do farmaco.

A literatura relata que as ME tém grande capacidade de liberacdo de farmacos a

partir da pele."”® Nos estudos realizados por Zhu ef al’’ usando o firmaco penciclovir em



uma ME foi obtido um aumento na permeagdo de 3,5 vezes quando comparado a uma
formulacdo comercial. No entanto, neste estudo, foi encontrado resultado contraditério,
pois a MEG apresentou um menor J (2,75 + 0,27 ug cm™ h™ para MEG e 2,39 + 0,24 pg
cm™ h! para emulgel comercial) e menor quantidade liberada que o emulgel genérico. Fato
que pode ser atribuido a uma diminuicdo da mobilidade do DDA incorporado, o que se
traduziu numa difusdo mais lenta e J diminuido.
CONCLUSAO

Apesar das ME serem consideradas veiculos capazes de promover a permeagao de
compostos na pele, resultados contrarios foram obtidos neste estudo, onde a MEG estudada
apresentou capacidade de permeacdo inferior a uma formulagdo convencional do mercado.
Isto pode ser explicado através de uma maior reten¢do do farmaco na formulacio devido a
uma interagdo molecular entre 0 DDA e os componentes da MEG. Mas, um estudo da
modificacdo desta organizacdo molecular € necessario para confirmar este mecanismo de
retencdo e podera ser feito em estudo posterior. Desta forma, pode-se concluir que as ME
contendo miristrato de isopropila, glicerideos céprico caprilico e poligliceril-6-dioleato nao
resultam em sistemas promotores de permeagao tdo efetivo na pele quanto a formulagao
comercial presente no mercado para o farmaco DDA.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Diagrama de fases pseudo-terndrio para o sistema polietilenoglico-8 cdprico
caprilico gricerideo (Labrasol®)/poligliceril 6-dioleato (Plurol oleico®), miristato de
isopropila e dgua para a propor¢do tensoativo:co-tensoativo 2:1. A drea delimitada

representa a MEG.

Figura 2. Distribuicdo do tamanho de goticulas por espalhamento de luz da MEG de DDA

Figura 3. Quantidade liberada do diclofenaco de dietilaméonio em membrana sintética de

acetato de celulose da MEG e do emulgel comercial genérico

Figura 4. Quantidade permeada do diclofenaco de dietilamonio em pele da orelha de

porco da MEG e do emulgel comercial genérico
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Tabela 1. Resultado da caracterizacdo fisico-quimica da MEG selecionada

Parametros Microemulsao gel-like MEG)
MEG sem DDA MEG com DDA
Teor de DDA na MEG (ug mL™) - 22,40 +0,28
pH 6,85 £ 0,07 7,11 £0,01
Condutividade (uS cm™) 2473 + 1,6 73,55 0,7
Densidade relativa (g L'l) 1,0275 + 0,003 1,029 + 0,01
Indice de refracio 1,413 + 0,003 1,413 + 0,004
Potencial zeta (mV) -21,083 +1,37 -25,48 +1,46
Tamanho de goticulas (nm) 94,6 £2,9 1234 +£6,7
IPD* 0,273 0,105

* Indice de polidispersividade
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IN VITRO ASSAY OF DICLOFENAC DIETHYLAMINE IN THE
SKIN BY MICROEMULSION BASED HIGH-PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY
José Alexsandro da Silva”* (PG), Valéria Ferreira da Costa Borba' (IC), Danilo Galindo

Cesar Bedor' (PG), Carlos Eduardo Miranda de Sousa' (PG), Bolivar Ponciano (1§0ulard
Damasceno’ (PG), Eryvaldo Socrates Tabosa do Egito2 (PQ), Davi Pereira de Santana” (PQ).

1 Programa Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco, NUDFAC (Nucleo

de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético), Recife-PE, Brasil.
2 LASID (Laboratério de Sistemas Dispersos), Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal-RN, Brasil.
3 Departamento de Farmdcia, Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB, Brasil.

Keywords: Skin recovery, Diclofenac diethylamine, validation .

Introduction
The diclofenac diethylamine (DDA) is a non-
steroidal anti-inflammatory drug able to form
micelles and lyotropic liquid crystals in water'.
Besides, it interacts with the phospholipids of the
skin and contributes to the increase of fluidity
thought the “stratum corneum”, increasing,
therefore, the cutaneos permeability’. The DDA
presents hepatic metabolism, short half-life and a
good partition coefficient. Therefore, it is not
metabolized in the skin nor induces tolerances™ *.
The aim of this work was to develop and validate an
easy in vitro procedure for DDA quantification
inside the epidermal tissue.
Methods
The DDA was extracted from the pig ear skin,
cleared and easy analyzed by HPLC. The
applicability of the procedure was checked by
studying the epidermal accumulation of DDA after
in vitro permeation experiments.
Results and Discussion
The analytical method developed to evaluate the
DDA content was precise, accurate, robust and
linear in the range of 0.05-20 pg/ml.. The retention
time of DDA was about 3.0 min, the limit of
quantification was 0.05 pg/mL and the limit of
detection was 0.003 pg/mL. The intra-day precisions
and accuracies for 1.0 pg/mL of DDA were 4.2 %
and 95.62 %, respectively. While the inter-day
precisions and accuracies were 2.49 and 98.24 %,
respectively.
The Table 1 shows the values of the DDA (20
ug/mL) extracted from the stratum corneum and the
epidermis and dermis of pig ear skin.

14° Encontro Nacional de Quimica Analitica

Table 1: DDA extracted from the stratum corneum of the
pig ear skin

Standard Stratum Epidermis and
DDA corneum dermis n=4
(20 pg/mL) n=3
Peak area 1091680 - 985315 1061697
(n=4)
Standard 18454 105667 11873
Deviation
CV (%) 1.69 10.72 122
Concentration 20 18,05 17,85
(pgimL)
Extraction (%) - 90,26 89,25

Causon’ recommends that the extraction does not
have to exceed 15%. In this way, the analyses of the
values of extraction allow to conclude that they are
in accordance with the established limits.
Conclusion
A simple procedure has been set up and validated for
the extraction and HPLC quantification of DDA in
the epidermis. The procedure has good
reproducibility, sensitivity and specificity resulting
in a reliable method for biopharmaceutical studies of
DDA distribution in the epidermis.
Although the procedure was validated only on pig
ear skin, the same method can probably be adjusted
for human skin, by simply changing of the extraction
process. A trans-dermal system containing DDA was
obtained, and it seems to be a promising drug carrier
for such molecule into microemulsions.
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[DD-W-060] DICLOFENAC DIETHYLAMINE TRANSDERMAL
MICROEMULSIONS: DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION

Silva, José Alexsandro'; Bedor, Danilo César Galindo'; Damasceno, Bolivar P. G. L.;
Oliveira, Anselmo Gomesz; Egito, E. Socrates T.3; Santana, Davi Pereira’.

'Federal University of Pernambuco, RECIFE, Brazil; 2UNESP, ARARAQUARA-SP, Brazil;
3Federal University of Rio Grande do Nort, NATAL-RN,Brazil

Microemulsion (ME) is defined as an optically isotropic, transparent and
thermodynamically stable mixture of oil and water, stabilized by a film of
surfactants and frequently in combination with a co-surfactant Because of its
properties, especially of the ability to solubilize hydrophilic, lipophilic and
amphiphilic drugs, microemulsions have a great potential as drug delivery system.
The diclofenac diethylamine (DDA) is a non-steroidal anti-inflammatory drug able
to form micelles and lyotropic liquid crystals in water. Besides, it interacts with the
phospholipids of the skin and contributes to the increase of fluidity thought the
'stratum corneum’, increasing, therefore, the cutaneous permeability. The aim of
this study was to develop a new ME carrier system by using the pseudo-ternary
phase-diagram (PTPD) to identify the better ME region. Moreover, the topical ME
system was physicochemically characterized. Also, the analytical method to
quantify the DDA was validated. The incorporation rate of the topical ME selected
from the PTPD was evaluated by spectrophotometry at the wavelength of 282nm.
The physicochemical characterization included: macroscopic aspects, pH,
conductivity, rheology, refractive index, apparent density and mean patrticle size.
The technique used to determine the ME regions in the PTPD was simple and
reliable, producing ME systems with a high incorporation rate of 89.60+£14.19% of
DDA. The analytical method developed to evaluate the DDA content was precise,
accurate, robust and linear in the range of 5-35ug/mL. The limit of detection was
0.61pg/mL and the limit of quantitation was 0.92ug/mL. The intra-day precisions
and accuracies were 2.1% and 104.3%, respectively, for 20pg/mL of DDA. The
inter-day precisions were 3.5% and the inter-day accuracies were 101.64%,
respectively. Therefore, this method can be used to quantify DDA in ME
formulations. In conclusion, a trans-dermal system containing DDA was obtained,
and it seems to be a promising drug carrier for such molecule.
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