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RESUMO

Os corticosterdides topicos (CT) sdo as drogas mais utilizadas na pratica dermatologica
no tratamento de inflamacdes. O Valerato de Betametasona (VBM) é um corticosterdide
potente, disponivel comercialmente nas formas de creme, pomada e lo¢éo na concentragdo de
0,1%. A eficécia clinica in vivo de CT depende da biodisponibilidade (BD) no local da agéo,
que pode ser avaliada devido a sua caracteristica de branquearem a pele, pelo seu efeito
vasoconstritor. Uma possibilidade de reducéo de efeitos adversos dos CT, seria uma formulagédo
que aumentasse a retencdo do farmaco nas camadas da pele sem aumentar a quantidade
absorvida. As microemulsdes (MEs) sdo uma alternativa para a administracéo topica de VBM,
pois podem modificar a BD, por atuarem como sistemas de liberacdo controlada. MEs séo
sistemas que apresentam goticulas na escala nanométrica e sdo compostas por tensoativos, agua
e Oleo. O oleo de licuri (Syagrus coronata) é extraido de uma palmeira brasileira, possui
excelente espalhabilidade e penetracdo. A avaliagdo do potencial irritante de produtos é
tradicionalmente realizada a partir do uso de animais de laboratério, porém métodos
alternativos foram desenvolvidos a fim de substituir os testesin vivo na avaliacdo de
seguranga. Dito isto, este projeto visa desenvolver MEs contendo 6leo de licuri, relizar
avaliacdo biofarmacoténica e farmacodindmica e determinar o potencial irritante, das
formulacGes desenvolvidas e formulacdo comercial, contendo VBM. Para tanto, diagramas de
fase pseudoternarios foram construidos para desenvolver as MEs. As MEs obtidas foram
caracterizadas quanto a centrifugacdo, pH, solubilidade em corante, potencial zeta, tamanho de
goticula e microscopia de luz polarizada (MLP). Foi avaliada também a estabilidade acelerada
das formulagdes, além do estudo de liberacdo in vitro, permeacéo e retencdo cutanea em pele
de porco. O teste de branqueamento foi utilizado para avaliagdo farmacodindmica das
formulagGes. O potencial de irritacdo foi avaliado utilizando dois métodos alternativos (HET-
CAM e CAM-TBS). Foram desenvolvidas e caracterizadas quatro microemulsdes do tipo O/A,
que foram veiculadas em gel de Carbopol® para incremento de viscosidade. Todas as
formulacdes apresentaram pH na faixa de tolerancia da pele; tamanho de goticula de 14,67+0,2
a 37,56+0,8; potencial zeta negativo, entre -3,596 e -1,407 mV e mostraram-se isotropicas
através da MLP. Em geral, todas as formulacdes apresentaram maior retencdo do farmaco do
que a formulacdo comercial. A Formulagdo F3 exibiu maior retencdo de VBM, quando
comparada as outras formulacgdes, sem aumento na quantidade permeada. Por esta razdo, a F3
foi selecionada para o ensaio de branqueamento, e como resposta ndo houve diferenga entre as

concentragOes testadas e entre o Betnovate® na avaliagdo farmacodinamica. Todas as



formulagdes foram classificadas como néo irritantes ou irritantes leves nos ensaios realizados.
Os resultados indicam que as formulagdes desenvolvidas contendo 6leo de licuri séo
alternativas promissoras, seguras e estaveis para a administracao topica de VBM, com destaque
a F3, onde foi possivel aumentar a retencdo nas camadas da pele sem aumento da absor¢éo
cutdnea, podendo ser uma alternativa vidvel na melhora da biodisponibilidade local, sem
observacao de efeitos sistémicos.

Palavras-chave: Betametasona. Oleo de Palmeira. Tecnologia Farmacéutica. Nanotecnologia.
Teécnicas In Vitro.



ABSTRACT

Topical corticosteroids (TC) are commonly used in dermatological practice in the treatment of
inflammation. Betamethasone Valerate (BMV) is a potent corticosteroid, commercially
available in cream, ointment and lotion forms at a concentration of 0.1%. In vivo TC efficacy
depends on their bioavailability (BA) at the site of the action, and can be evaluated by a simple
technique, since this pharmacological class has a characteristic of bleaching the skin, by their
vasoconstricting effect. Even though efficacy has been demonstrated, TCs adverse effects may
limit its use, one possibility to reduce such effects are the development of a formulation that
could increase drug retention in the skin without increasing the absorbed amount.
Microemulsions (MEs) are an alternative for BMV topical administration, they can modify a
BA because they act as controlled release systems. MEs are nanometric systems composed of
surfactants, water and oil. The licuri oil (Syagrus coronata) is extracted from a Brazilian palm
tree fruit, it has an excellent spreadability and penetration. Since the 1940s, the assessment of
the potential irritant of products has been made using laboratory animals, but alternative
methods were developed to replace the questioned in vivo tests in the safety assessment. So,
this project aimed to develop microemulsions with licuri oil for the topical delivery of
betamethasone, followed biopharmaceutical and pharmacodynamic assesment and to determine
the irritant potential, by alternative methods, of developed formulations and the commercial
product. For that, pseudoternals phase diagrams were constructed for MEs development.
Developed MEs were characterized under centrifugation, pH, dye solubility, zeta potential,
droplet size and polarized light microscopy. It was also performed the accelerated stability of
the formulations, besides the study of release, permeation and cutaneous retention. The
bleaching test was used to evaluate the formulations pharmacodynamics. The irritation potential
assessment was made using two alternative methods, the chorioallantoic membrane assays
(HET-CAM and CAM-TBS). Four O/A microemulsions were developed and characterized.
After MEs characterization, they were based on Carbopol® gel for viscosity increase. All
formulations had pH values in the skin tolerance range; droplet size of 14.67 £ 0.2 to 37.56 £
0.8; negative zeta potential, between -3.596 and -1.407 mV and was shown to be isotropic by
polarized light microscopy. In general, all formulations showed bigger drug retention compared
to commercial product. Formulation F3 presented higher BMV retention when compared with
other formulations, without increase in the drug permeated amount. For this reason, F3 was
selected for the bleaching assay, and as a response was not difference between the tested
formulations and between Betnovate® on the pharmacodynamic evaluation. All formulations



were classified as non-irritant or mild irritants in HET-CAM and CAM-TBS assay. The results
indicate that developed formulations containing licuri oil are promising, safe and stable
alternatives for the BMV topical administration, especially F3, where it was possible to increase
the retention in the layers of the skin without increasing the skin absorption, being an alternative

improvement in local bioavailability, without observing systemic effects.

Key-words: Betamethasone. Palm Oil. Technology pharmaceutical. Nanotechnology. In Vitro
Techniques.
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1 INTRODUCAO

Os corticosterdides de uso tépico sdo os farmacos mais utilizados na prética
dermatoldgica no tratamento de diversas condi¢Ges de carater inflamatdrio, como quadros
alérgicos, psoriase e dermatite atopica (SMITH et al., 1985; OH et al., 2017). No entanto, seu
uso esté associado a efeitos indesejaveis, que podem ser de manifestacdo local como atrofia da
pele e/ou sistémico, como a supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. Sendo os efeitos
sistémicos pouco observados a partir da administracédo topica (DEL ROSSO, 2005).

A Betametasona é um corticosterdide potente, sem propriedades mineralocorticoides,
disponivel comercialmente nas formas de creme, pomada, logdo e gel na concentracdo de 0,1%
e 0,05%. Atualmente, estratégias tem sido desenvolvidas com o objetivo de otimizar as
propriedades desses corticosteroides e possibilitar a reducao dos seus efeitos adversos, como,
por exemplo, a incorporacéo desses ativos em nanossistemas para permeacao topica, que tem
possibilitado a reducdo de tais efeitos (ZHANG & SMITH, 2010; KASTURI,
SAMMARITANO, 2016).

As microemulsdes (MEs) sdo uma proposta interessante para a administracdo topica de
ativos visto que podem melhorar a biodisponibilidade, por atuarem como reservatorios capazes
de controlar a liberacéo e por possuirem tensoativos que facilitam a permeabilidade dos ativos
na pele pela desestruturacdo da camada cdrnea. Sistemas microemulsionados sdo definidos
como sistemas constituidos por agua, 6leo e tensoativos, apresentando-se na forma liquida, ndo
viscosa, transparente, com comportamento newtoniano, opticamente translucida, isotropicos e
termodinamicamente estavel (HOAR & SCHULMAN, 1943; SCHULMAN, et al., 1959;
LAWRENCE & REES, 2012; MCCLEMENTS, 2015).

Os 6leos vegetais tém ganhado destague como componente da fase oleosa de MEs, pois
sdo biodegradaveis, renovaveis e menos toxicos/irritantes. O licuri (Syagrus coronata) é fruto
de uma palmeira tipica do semiarido e cerrado do Brasil e de sua améndoa é extraido um 6leo
com alto teor de acidos graxos saturados de cadeias médias (acidos caprilico, caprico e laurico),
que sdo inclusive mais curtas que as do Oleo de coco. Isso confere ao Oleo excelente
espalhabilidade e penetragdo, além de apresentar excelentes propriedades emolientes, quando
utilizadas em preparac@es farmacéuticas e cosméticas (ZAMBIAZI, 2007; QUEIROGA, 2010;
LEAL et al., 2013).

A via de administracdo topica apresenta vantagens sobre outras vias, como a auséncia
de efeito de primeira passagem hepética, a facilidade de aplicacdo e é considerada uma via

completamente indolor. Entretando, devido a caracteristica da pele em ser uma barreira natural
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do organismo a penetracdo de subtancias exdgenas, existe uma dificuldade dos farmacos em
penetrarem e permearem as camadas da pele, afim de atingirem o alvo farmacoldgico para
execer seu efeito. Com isso o desenvolvimento de sistemas efetivos ainda & um desafio
(WILLIAMS e BARRY, 2004; LOYD & ALLEN, 2007; MONTENEGRO et al., 2016).

As formulagGes dermatolégicas de aplicagdo tdpica e acdo local, sdo aquelas que agem
nas camadas mais superficiais da pele, seja no estrato corneo (EC), epiderme viavel e/ou derme.
O veiculo utilizado numa formulacdo tdpica influencia diretamente a taxa e extensdo da
permeacdo do farmaco, levando a modificacdo da sua poténcia (STOUGHTON, 1987). O
desafio consite em desenvolver uma formulacdo que possa aumentar a retencdo do farmaco nas
camadas da pele sem aumentar significativamente a quantidade permeada, para aumento de
eficacia e diminuicdo de efeitos adversos (STOUGHTON, 1987; FANG et al., 2002;
WIEDERSBERG et al., 2008; SILVA et al., 2009).

Apo6s desenvolvidas, as formulagdes para adminitracdo topica devem ser
adequadamente avaliadas quanto a liberacdo do ativo a partir do veiculo; a perme¢do do
farmaco e sua a retencdo nas camadas cutaneas. Os métodos mais comuns para avaliar a
absorcéo cutanea in vitro utilizam células de difusdo estaticas e membranas sintéticas, trazem
como vantagens, curto tempo de ensaio, menor custo quando comparado a outros métodos e
boa reprodutibilidade dos resultados, porém, uma desvantagem, é a falta de informacao sobre
os efeitos do fluxo sanguineo na absorcdo do farmaco, ja que condic@es in vivo ndo podem ser
totalmente reproduzidas (BRAIN et al., 2002;SHEN et al. 2014).

Os estudos de permecdo e retencdo cutanea utilizam o mesmo aparato dos estudos de
liberacdo, com objetivo de avaliar a quantidade de farmaco que permeia a pele e a quantidade
de farmaco retido nas camadas da pele. A pele humana e animal séo utilizadas como membranas
bioldgicas. A pele humana excisada € a biomembrana ideal, porém, por apresentar dificuldades
de carater bioético e logistico na sua obtencao, a pele suina é mais utilizada, considerando sua
similaridade com a pele humana (SCHMOOK et al., 2001; CARVALHO, 2007).

Desde a década de 1940, a avaliagdo do potencial irritante de diversas substancias
guimicas e produtos, como agrotdxicos, cosméticos e medicamentos dermatolégicos, é
realizada a partir do uso de animais de laboratério. Os conhecidos testes de irritacdo ocular e
cutanea, usados com o0 objetivo de determinar o grau de irritabilidade, foram inicialmente
descritos por John H. Draize (DRAIZE et al., 1944; DRAIZE, 1959).

Porém, inimeros cientistas de diversas areas, comecaram a desenvolver métodos
alternativos que substituissem os questionados testes in vivo, para demonstrar a eficacia e

seguranca dos seus produtos. Métodos alternativos podem ser considerados como qualquer



24

método que possa ser usado para substituir, reduzir ou refinar o uso de experimentos com
animais de laboratdrio, com a finalidade de minimizar o sofrimento, de acordo com o principio
dos 3R’s descrito por William Russel e Rex Burch (WORTH; BALLS, 2002; ABREU et al.,
2008).

Uma vez que 0 contato tdpico e ocular sdo provaveis rotas de exposi¢do humana a
diversos produtos, a determinacao do potencial irritante € uma base racional para avaliacdo de
riscos no homem. Os métodos alternativos sdo capazes de predizer os efeitos que produtos e
substancias podem acarretar nos seres humanos, gerando informacdes sobre a sua seguranca.
Com isso, neste trabalho foram utilizadas duas metodologias alternativas na avaliacdo da
irritabilidade ocular: o Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e o
Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining (CAM-TBS).

Ambos sdo testes que utilizam a membrana corioalantoide (MCA) de ovos embrionados
de galinha, esta é caracterizada por apresentar processo vascular e inflamatdrio semelhante ao
tecido conjuntival de olhos de coelho (ICCVAM, 2010). O HET-CAM é um método util em
fornecer respostas qualitativas sobre os potenciais efeitos irritativos que podem ocorrer na
conjuntiva apos exposicdo da substancia teste. J& o0 CAM-TBS, trata-se de uma variacdo do
teste anterior, onde a resposta sobre a irritacdo € obtida por valores quantitativos da absor¢édo
de um corante marcador (LAGARTO et al., 2006).

Apos a aplicagdo dermica de formulagBes seguras contendo corticostedides, é possivel
obsevar o acontecimento de um efeito farmacodindmico, caracteristico dessa classe de
farmacos, que é o branqueamento (clareamento) da pele, devido a sua a¢do vasoconstritora
sobre os capilares da derme. Este fendbmeno pode ser avaliado in vivo com auxilio de um
equipamento capaz de detectar e quantificar o clareamento gerado (LIPPOLD &
SCHNEEMANN, 1984; NOON et al., 1996).

Dito isto, este trabalho objetivou desenvolver microemulsées contendo o 6leo de licuri
(Syagrus coronata) como fase oleosa, para incorporacdo de betametasona; avaliar as
caracteristicas biofarmacotécnicas; o potencial irritante (através de métodos alternativos ao uso
de animais) e o efeito farmacodindmico das formulagdes desenvolvidas e de uma formulagéo

comercial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver e avaliar caracteristicas biofarmacotécnicas e farmacodinamicas de

formulages tdpicas microemulsionadas contendo betametasona.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a solubilidade da betametasona em tensoativos e 6leo de licuri;

e Desenvolver e utilizar diagramas pseudoternérios para obtencdo e identificacdo de
regibes microemulsionadas utilizando 6leo de licuri como fase oleosa;

¢ Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-UV) para quantificacdo da betametasona nas formula¢es em estudo e nos ensaios de
liberacdo e permeacdo cutanea in vitro;

e Realizar caracterizacdo dos sistemas obtidos: centrifugacdo, pH, solubilidade em
corante, potencial zeta, tamanho de goticula, microscopia de luz polarizada, doseamento do
farmaco e espalhabilidade;

¢ Avaliar a estabilidade fisica e quimica das formulagoes;

e Avaliar a cinética de liberacdo in vitro de betametasona a partir das formulacGes
desenvolvidas e do Betnovate® creme;

e Avaliar absorcdo e retencdo cutdnea da betametasona a partir das formulacGes
desenvolvidas e do Betnovate® creme;

e Avaliar e comparar o potencial irritante das microemulsdes e Betnovate® creme
utilizando métodos alternativos ao uso de animais;

¢ Avaliar o branqueamento in vivo de formulagdo desenvolvida na concentracdo de 0,1%

de farmaco; na concentracao de 80% de saturacdo do farmaco e Betnovate® creme.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ABSORCAO CUTANEA DE FARMACOS

A via de administracdo topica tem destaqgue como alternativa promissora na
administracdo de farmacos, ja que apresenta auséncia de efeito de primeira passagem hepatica,
é uma via indolor e de facil aplicagdo, levando a ades&o por parte dos pacientes. De fato, a pele
oferece vantagens como uma via de administracdo de ativos, embora sua natureza de barreira
torne dificil para a maioria dos farmacos penetrarem e permearem através dela
(MONTENEGRO et al., 2016), com isso o desenvolvimento de sistemas efetivos ainda é um
desafio. As formulages dermatolégicas de aplicacdo tdpica e agdo local, sdo aquelas que agem
nas camadas mais superficiais da pele, seja no estrato corneo (EC), epiderme viavel e/ou derme
(SILVA et al., 2009).

A funcdo primordial da pele é a protecdo do organismo diante de agentes externos de
caréter fisico, quimico e bioldgico, ou seja, estando integra e em seu equilibrio, a pele € uma
barreira eficiente contra a penetracdo e permeacdo de substancias exogenas (WILLIAMS e
BARRY, 2004).

Por esta razdo, a grande dificuldade encontrada na absorcdo cuténea de farmacos é a
necessidade de ultrapassar o EC, j& que o ativo deve apresentar caracteristicas adequadas,
relativas as suas propriedades fisico-quimicas, incluindo massa molecular, solubilidade,
coeficiente de particdo e constante de dissociacdo (LOYD & ALLEN, 2007). Além das
propriedade fisico-quimicas dos farmacos, outros fatores influenciam a penetracdo percutanea,
como o veiculo; dose e duragdo de tratamento; vias sub-anatémicas; variabilidade populacional,;
condicdes da superficie da pele; transformacéo metabdlica e fotoquimica do ativo; cinética de
excrecdo, e outros. Com isso, novos sistemas de liberacao estdo sendo usados para melhorar a

entrega de farmacos na pele, possibilitando a passagem pelo EC e o aumento da retencéo.

3.1.1 Pele

A pele é conhecida por ser o0 maior 6rgdo do corpo humano, em individuos adultos
apresenta uma area total de aproximadamente 2 m2, de 1 a 4 mm de espessura, de acordo com
a regido do corpo, correspondendo em torno de 16% da massa corporal. A pele representa uma
barreia de protecdo entre o0 organismo e 0 ambiente externo, e € caracterizada por ser flexivel,

semipermeavel e resistente, além de ser capaz de impedir a entrada de agentes externos como
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bactérias, fungos e toxinas. Sendo responsavel também por regular a temperatura corporal,
produzir suor, evitar a perda de agua transepidermal e manter o equilibrio eletrolitico (KEDE
& SABATOVICH, 2003; DANGELO & FATTINI, 2005).

Em termos gerais, ela pode ser dividida em trés camadas, visualizando da parte mais
externa para a interna, temos a epiderme, derme e hipoderme ou tecido subcutaneo (figura 1)
(DANGELO; FATTINI, 2005).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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Veia

Foliculo piloso

Fonte:  https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-teqgumentar/ - acesso em
13/11/2018.

A epiderme é a camada mais externa, ndo apresenta sistema vascular e sua espessura é
varidvel, a depender da regido corporal, sendo aproximadamente entre 15 ¢ 150 um, chegando
até 600 pum nas plantas dos pés e das méos. E um tecido estratificado, onde é possivel distinguir
quatro camadas: cdérnea, granulosa, espinhosa e basal (mais interna) (TOSATO, 2010).

A camada cornea, conhecida como estrato corneo (EC) € a camada mais externa da pele
com cerca de 10-15um de espessura, € composta por células mortas preenchidas de queratina
(cornedcitos) incorporadas em uma matriz lipidica. Ceramidas, colesterol e &cidos graxos livres
organizados em bicamadas lamelares cristalinas fazem parte da composi¢do dessa matriz
lipidica, com isso, a estrutura do EC foi dita como um “sistema de tijolo e argamassa” por

Michaels e colaboradores (1975). Tal estrutura confere a forte caracteristica hidrofébica dessa
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camada da pele, sendo a principal barreira a penetragdo de substancias (MOSER et al., 2001;
PATHAN & SETTY, 2009).

Em teoria, ap0ds a aplicacao de uma formulacéo na pele, o ativo contido no veiculo pode
atravessar essa barreira por trés vias: transcelular, intercelular e através dos apéndices cutaneos.
Na via transcelular, o farmaco se difunde pelas membranas dos cornedcitos e pela matriz
lipidica. Na intercelular, o farmaco se difunde apenas pela matriz lipidica, desviando os
cornedcitos. Ja pelos apéndices cutaneos, os farmacos podem permear a pele principalmente
pelos foliculos pilosos. (MOSER et al., 2001; BARRY, 2004; BOLZINGER et al., 2012).

A derme, camada disposta abaixo da epiderme, é o principal local de absorcdo de
substancias exdgenas, formada por tecido conjuntivo, apresenta fibras de colageno e elastina e
estd subdividida em duas camadas: a derme papilar, mais superficial e em contato com a
epiderme, que confere resisténcia a pele e é responsavel pela nutricdo da mesma, e a derme
reticular, que confere elasticidade. A partir da derme emergem o0s apéndices cutaneos como
foliculos pilosos e glandulas sebaceas, aléem das glandulas sudoriparas (DANGELO &
FATTINI, 2005).

A hipoderme ou também chamada de tecido subcutaneo, é a camada mais profunda da
pele, formada por um tecido conjuntivo frouxo, apresentando I6bulos de células de gordura,
delimitados por septos de coldgeno com vasos sanguineos. Além de ser um reservatorio

energeético, essa estrutura protege contra traumas fisicos (TOSATO, 2010).

3.1.2 Avaliagdo in vitro da absorgéo cutanea

A absorgdo cutanea de farmacos vem sendo avaliada a partir de varias técnicas in vitro e
in vivo, nesse cenario, recomendacdes sobre essas metodologias foram coletadas por 6rgaos
reguladores do mundo inteiro para produzir diretrizes para execucdo de tais métodos. A
academia e a industria tém usado amplamente as técnicas in vitro para avaliar a liberacdo e a
permeacao de farmacos, a partir de formulag6es topicas, visto que esses dados podem predizer
0 comportamento da absor¢ao dérmica em humanos.

Os métodos mais comuns para avaliar a absor¢do cutanea in vitro empregam células de
difusdo, que trazem como vantagens, 0 baixo custo, curto tempo de ensaio e boa
reprodutibilidade dos resultados, porém, uma desvantagem, € a falta de informacao sobre os
efeitos do fluxo sanguineo na absorcdo do farmaco, uma vez que as condig¢des in vivo ndo
podem ser completamente reproduzidas (BRAIN et al., 2002; BARTOSOVA & BAJGAR,
2012; SHEN et al. 2014).
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O guia OECD TG 428 (OECD, 2004), sobre 0 método in vitro de absorcao cutanea, traz
as orientacGes para realizacdo do estudo, que é conduzido com pele excisada, utilizando células
estaticas de difusdo, onde a mais usada € a célula de Franz, descrita por Thomas J. Franz em
1975 (FRANZ, 1975). Esta célula é composta por dois compartimentos, o doador e o receptor,
que durante o experimento, sdo separados por uma membrana, seja sintética ou natural (figura
2).

Figura 2 - Compartimentos da célula de difuséo de Franz.

Compartimento
Doador

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tratando-se da avaliacdo de absor¢do cutanea, a pele excisada é usada como membrana
natural e é disposta entre os compartimentos, com o lado do estrato cérneo (EC) voltado para o
compartimento doador e a formulacéo teste é aplicada na superficie dessa pele.

E possivel utilizar amostras de pele humana ou de outros mamiferos, como macacos e
porcos, como biomembrana para esse estudo. O modelo ideal de biomembrana é a pele humana
ex vivo, porém, devido a dificuldade de obtencdo e as questdes éticas, os modelos animais sdo
largamente utilizados, onde a pele de porco apresenta-se como um modelo adequado, devido a
sua capacidade preditiva e similaridade com a pele humana (SCHMOOK et al., 2001).

Na camara receptora das células, temos um liquido receptor que simula o fluxo sanguineo
e é agitado continuamente, além de ser mantido a temperatura de 32 + 1°C (temperatura da pele
in vivo). A quantidade de farmaco que permeia do doador para o receptor é determinada em
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funcdo do tempo pela remocéao do fluido receptor em intervalos pré-definidos (OECD, 2004;
SILVA et al., 2010; SIMON et al., 2016). Ao final do ensaio de absorcdo cutanea, € possivel
também quantificar o farmaco remanescente no EC, retirando essa camada de células pela
técnica de tape-stripping, mostrada na figura 3, que consiste na retirada sequencial de camadas

do EC com o uso de fitas adesivas adequadas (NARKAR, 2010), como ilustrado abaixo:

Figura 3 - Remocéo de uma camada de estrato corneo com uma fita adesiva.
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Fonte: KANFER, 2010.

No entanto, quando utilizamos uma membrana sintética na célula de difuséo, é possivel
analisar a liberacdo do farmaco da formulacdo, visto que essa barreira ndo é limitante para a
passagem do farmaco como as membranas naturais. Assim, a liberacdo ird depender
principalmente da atividade termodinamica e da solubilidade do farmaco no veiculo, dentre
outros fatores. As membranas mais utilizadas sdo as de acetato de celulose, nitrato de celulose,
nylon e polidimetilsioloxane (CARVALHO, 2007).

3.2 CORTICOSTEROIDES DE USO TOPICO

Os corticosterodides foram introduzidos na terapéutica por volta do ano de 1950, tendo
como primeira indicagdo, o tratamento de artrite reumatoide, e a partir disso, seu uso Se estendeu
a diferentes especialidades médicas, como a dermatologia, a endocrinologia, a oncologia e a
oftalmologia (FINAMOR et al., 2002). Essa classe de medicamentos € caracterizada por serem
horménios de natureza quimicamente esteroidal, endocrinamente produzidos nas glandulas
suprarrenais e constituem dois grupos: os glicocorticoides e os mineralocorticoides (FUCHS &
WANNMACHER, 1998).

Os glicocorticoides (GCs) enddgenos sdo essenciais ao organismo e regulam diversos

processos fisiologicos envolvidos no metabolismo intermediario, homeostase, fungdo imune,
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cardiovascular, reproducdo e cognicdo (BOARDMAN et al., 2014). Os GCs abrangem um
amplo espectro de acles terapéuticas, como anti-inflamatorias, imunossupressoras,
antiproliferativas e vasoconstritoras (efeito constritor nos capilares da derme), tendo também
efeitos apoptoticos e antiangiogénicos (BANCIU et al., 2006; LEBWOHL et al., 2013
GOODMAN; GILMAN, 2005). Sdo prescritos para tratar varias condicdes de carater
inflamatorio, em sua grande maioria, como por exemplo, asma, quadros alérgicos, dermatite
atopica e psoriase (OH et al., 2017).

Os glicocorticoides topicos (GT) sdo a classe de medicamento mais prescritos pelos
dermatologistas. O tratamento com formulacdes de GT é eficaz, de facil de administracdo, bem
aceito pelos pacientes e seguro quando usados corretamente (WIEDERSBERG et al., 2008).

Por outro lado, 0os GT estdo associados a efeitos colaterais locais e sistémicos, que limitam
seu uso. Como efeito local podemos citar a atrofia e aparecimento de estrias na pele, enquanto
que efeitos sistémicos, em menor proporc¢do, incluem a sindrome de Cushing, supresséo do eixo
hipotadlamo-hipdfise-adrenal e até desenvolvimento de catarata (DEL ROSSO, 2005).

Dessa forma, um GT ideal para o uso terapéutico em doencas inflamatorias da pele deve
ser capaz de difundir-se através do estrato corneo para atingir concentracdes terapéuticas na
epiderme/derme, sem ser absorvida a ponto de gerar altos niveis na circulacdo sistémica,
principalmente em uso crénico de GTs (WIEDERSBERG et al., 2008; FERENCE & LAST,
2009).

Os efeitos farmacoldgicos anti-inflamatdrios e imunossupressores de GT parecem ser
mediados, em grande parte pela regulacdo de genes responsivos a corticosteroides. E preciso
que a molécula entre na célula alvo, para que, no citoplasma, ela se ligue ao receptor de
glicocorticéide, formando um complexo que é rapidamente internalizado no nucleo, em
seguida, liga-se no DNA para estimulacdo ou inibi¢do da transcricao, afim de regular o processo
inflamat6rio (HUGHES & RUSTIN, 1997; WIEDERSBERG et al., 2008).

Os receptores para glicocorticoides na pele estdo situados, em maior propor¢do, nas
células fibroblasticas presentes na derme, estas células estdo envolvidas diretamente na resposta
inflamatdria e no sistema imune. Estudos com cultura de células mostraram que, além dos
fibroblastos, o citoplasma dos queratindcitos contém receptores que se ligam a glicocorticéides
com alta afinidade, sugerindo que o local de ac¢éo para GT sdo tanto celulas epidérmicas quanto
dérmicas (PONEC & POLANO, 1979; PONEC & KEMPENAAR, 1981).

A eficécia clinica in vivo de GT depende da biodisponibilidade na pele no local da agao.
Para atingir as células-alvo, a molécula de GT precisa permear o0 estrato cdrneo, que representa

a maior barreira da absor¢éo cutanea (MOSER et al., 2001), esse processo de absor¢do de um



32

farmaco a partir de uma formulago topica, € um processo complexo (WILLIAMS & RIVIERE,
1995), onde as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e do veiculo, somado as condigdes
fisioldgicas da pele podem afetar a liberacdo e penetracdo cutanea (CROSS et al., 2003).

Segundo Wiedersberg et al. (2008), para um GT veiculado topicamente ser absorvido
para gerar o efeito farmacoldgico é preciso que o farmaco:
1° seja liberado da formulagéo;
2° Penetre na camada mais externa da pele, o EC e permei/difunda através do EC,
3° Particione do EC para a epiderme viavel e a derme e
4° Dentro da epiderme viavel/derme, difunda para alcancar os receptores de GT.

O efeito vasoconstritor (observado pelo branqueamento da pele no local de aplicacéo) de
GT pode contribuir para sua atividade anti-inflamatoria, na diminuicdo do eritema local. No
entanto, o mecanismo pelo qual os GTs realizam essa vasoconstricdo ainda ndo é
completamente elucidado. Por fim, a eficécia clinica € significativamente influenciada pela
estrutura molecular do corticoide, pela formulacdo e até certo ponto, pela concentragdo aplicada
do farmaco. (NOON et al., 1996).

Lippold e Schneemann (1984) mostraram que o branqueamento da pele a partir da
aplicacdo de do 17-benzoato de betametasona aumentou proporcionalmente com a
concentracdo do farmaco, atingindo a resposta maxima quando a concentracdo foi igual a
solubilidade do ativo no veiculo. Por outro lado, Katz (1972) ja tinha chegado a conclusao que
a alta solubilidade do farmaco no veiculo e um baixo coeficiente de particdo entre o estrato
corneo (EC) e o veiculo levaram a penetracdo deficiente do farmaco no EC e baixa
biodisponibilidade. Com isso, é possivel observar que o efeito final, depende de muitos fatores
envolvidos e a resposta pode mudar de farmaco para farmaco. Corroborando com isso, Varios
estudos, utilizando o ensaio de branqueamento, mostrou que existiam grandes diferencas entre
genéricos e medicamentos referéncia de um mesmo glicocorticoide, na mesma concentracéo,
porém em diferentes veiculos (STOUGHTON, 1987).

A maioria dos GTs que sdo usados na terapéutica sdo derivados sintéticos da
hidrocortisona, que dispde de quatro anéis esteroidais, e apresenta baixa poténcia e uma curta
duracgéo de acdo. Diversas modificagcbes moleculares podem ser realizadas a fim de modificar
a poténcia do GT. Como por exemplo, adi¢cdo de grupos éster ou acetal ao anel D, aumenta a
lipofilia e resisténcia metabolica do ativo, como é o caso do 17- valerato de betametasona
(WIEDERSBERG et al., 2008).
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3.2.1 Valerato de Betametasona

O 17- valerato de betametasona (VBM) (figura 4) € um glicocorticoide potente, sem
propriedades mineralocorticoide, de forma molecular C27Hz7FO¢ e peso molecular de 476,58
g/mol, é conhecido quimicamente como (8S,9R,10S,11S,13S,14S,16S,17R) - 9-fluoro - 11 -
hydroxy - 17 - (2 hydroxyacetyl) 10,13,16 - trimethyl - 3 - oxo - 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 16, 17-
dodecahydro - 3H cyclopenta [a] phenanthren - 17 - yl pentanoate (PUBCHEM, 2018).

Figura 4 - Estrutura quimica do 17- valerato de betametasona (VBM).
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Fonte: Pubchem (2018).

Esta disponivel na forma de creme, pomada, locédo e gel, na concentracdo de 0,1% (p/p)
expressa como base de betametasona. FormulacBes dermatolégicas contendo VBM séo
amplamente utilizadas para o tratamento de uma variedade de condic6es inflamatorias da pele
(SMITH et al., 1985). O VBM oferece uma poténcia dez vezes maior do que a hidrocortisona
e tem sido aplicada através de nanossistemas para permeacao tépica, reduzindo os efeitos
colaterais associados (ZHANG & SMITH, 2011; ABDEL-MOTTALEB et al., 2012).

O VBM é um farmaco altamente lipofilico, apresentando coeficiente de particdo (Log
P) de 3,6 (PUBCHEM, 2019). Por esta razdo, modificacbes quimicas sdo feitas para melhora
de solubilidade e propriedades farmacocinéticas, por exemplo, a sintese de ésteres de
betametasona, como o 17-valerato de betametasona, sintetizado com objetivo de melhorar o seu
transporte atraves da pele. Para formulagfes sistemicas, sdo utilizados outros ésteres e sais,
como o 21-fosfato dissodico, que permite preparar solu¢Ges aquosas para injecdo (MIOLO et
al., 2009).
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3.2.2 Avaliacao farmacodinamica in vivo de corticosteroides (ensaio de branqueamento)

A Biodisponibilidade (BD) é definida como a velocidade e a extensdo de absor¢éo de
um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentra¢do X tempo na
circulacdo sistémica ou sua excre¢do na urina (BRASIL, 1999). Ja a biodisponibilidade topica,
segundo FDA, pode ser definida como a "taxa e extensdo na qual o fa&rmaco é absorvido a partir
da formulacéo e fica disponivel no local da a¢éo", geralmente representada por apenas alguns
por cento da dose aplicada.

Os principais metodos para avaliacdo da biodisponibilidade e bioequivaléncia (BE)
topica podem ser divididos em 2 abordagens: (a) in vitro, incluindo os ensaios de liberacdo e
permeacao cutanea; e (b) in vivo, que envolve os ensaios clinicos, ensaio farmacodinamico (ex:
vasoconstric¢do), a dermatofarmacocinética (DPK) e a microdialise dérmica.

Até pouco tempo atras, os metodos in vitro ndo poderiam ser utilizados em substitui¢éo
aavaliacgdo in vivo para testar a bioequivaléncia de produtos tépicos, devido a falta de correlagéo
entre os dois tipos de métodos. Dessa maneira, os estudos clinicos e os estudos de resposta
farmacodinamica, este Gltimo aplicado apenas para corticoides, eram 0s Unicos métodos aceitos
pelo FDA para avaliar biodisponibilidade e bioequivaléncia de formulagbes tdpicas
(WIEDERSBERG et al, 2008; SHAH et al., 1998).

Os estudos farmacodindmicos sao relativamente faceis de executar, expde 0s sujeitos a
uma pequena quantidade de formulacdo, por um curto periodo de tempo, sdo bastante
reprodutiveis, e requerem um numero relativamente pequeno de sujeitos (USA, 1995). Como
resposta farmacodinamica de GTs, temos a vasoconstricdo da microvasculatura da pele,
levando ao branqueamento (clareamento) no local de aplicagdo. O ensaio de avaliagdo do
branqueamento, foi descrito pela primeira vez por McKenzie e Stoughton em 1962
(MCKENZIE & STOUGHTON, 1962). Desde entdo, o0 método foi modificado e ampliado para
fornecer um meio confidvel para testar GTs e suas formulacBes. A intensidade do
branqueamento da pele foi correlacionada com a poténcia do farmaco e o grau de entrega do
ativo através do EC.

O ensaio de branqueamento foi utilizado para medir a BD/BE de formulag¢des contendo
GTs em voluntérios saudaveis e também na avaliagdo farmacodindmica de diferentes doses e
veiculos para administracdo tdpica de corticoides (STOUGHTON, 1987; WIEDERSBERG et
al., 2009) e foi adotado em 1995 para determinacgédo de BE pela Food and Drug Administration
dos EUA (FDA), em um documento de orientacao ‘‘Corticosterdides Dermatoldgicos Tépicos:

Bioequivaléncia In Vivo" (USA, 1995). De acordo com este documento, a formulagéo teste é



35

aplicada para vérias duracdes de dose, até 6 horas. No final do periodo de tratamento, a resposta
de branqueamento da pele é medida com auxilio de um cromémetro até as proximas 24-28
horas apds remocéao do produto. A resposta de branqueamento (Aa) ¢ dada em fungdo do tempo.

O crombmetro quantifica a luz refletida de uma fonte de xen6nio em trés indices de cores:
a escala L (claro-escuro), a escala A (vermelho-verde) e a escala B (amarelo-azul). Estes trés
valores sdo usados para definir um ponto no espaco tridimensional que caracteriza uma cor em
termos absolutos (SMITH et al., 2002; WIEDERSBERG et al., 2008). Com isso, temos uma
ferramenta simples e reprodutivel, capaz de avaliar a poténcia de GTs a partir de diferentes
veiculos e doses, visto que esses farmacos ndo devem atingir a circulagdo sistémica em

concentragOes pelas quais seja possivel avaliar de forma convencional a sua eficacia.

3.3 MICROEMULSOES

Diversos estudos demonstraram que 0s nanocarreadores sdo sistemas vantajosos para
aplicacdes farmacéuticas e cosméticas e, dentre tais, as microemulsdes ganham cada vez mais
destaque.

Em 1943, Hoar e Schulman, levantaram a hipédtese da existéncia de estruturas
microscopicas em forma de emulsdo em uma mistura transparente de 6leo, alcool, &gua e um
tensoativo cationico. Aproximadamente quinze anos depois, Schulman et al. (1959)
confirmaram a presenca, nestes sistemas, por microscopia eletronica, de pequenas estruturas
semelhantes a emulsfes e nomeou-as de “microemulsao” para definir um sistema constituido
por agua, Gleo e tensoativos, sendo um liquido ndo viscoso, transparente, de comportamento
newtoniano, opticamente isotropico e termodinamico estavel (HOAR & SCHULMAN, 1943;
SCHULMAN, et al., 1959). Que na verdade, o termo microemulsdes para descrever esses
veiculos é um tanto equivoco, pois elas tém tamanho de goticula na escala nanométrica
(geralmente na faixa de 10 a 100 nm) (AZEEM et al., 2009).

Além de serem termodinamicamente estaveis, as microemulsdes apresentam a capacidade
de se formam espontaneamente (ou com pouca energia), porém requerem uma maior
quantidade de tensoativos em comparacao as emulsdes, o que pode levar a um aumento do seu
potencial de irritacdo (McCLEMENTS, 2012).

Tensoativos sdo compostos organicos que possuem comportamento anfifilico. A
preferéncia dessas moléculas por um ambiente aquoso ou apolar € responsavel pelo fendmeno
de auto associacdo do tensoativo, podendo resultar em uma gama de estruturas micelares
agregadas (BLANKSCHTEIN et al., 1986).



36

A natureza quimica e a estrutura do tensoativo e Oleo sdo fatores importantes na
formulagdo e nas caracteristicas fisico-quimicas finais dos sistemas microemulsionados obtidos
(FORMARIZ et al., 2005; AJITH e RAKSHIT, 1995).

Devido as suas estruturas, os tensoativos na presenca de agua e 0leo, adsorvem-se nas
interfaces orientando-se de maneira que o grupo polar fique voltado para a fase aquosa e 0
grupo apolar para a fase oleosa, formando um filme ordenado nas interfaces, reduzindo entédo
as tensoes superficial e interfacial. Dessa forma, sdo capazes de solubilizar uma diversidade de
substancias polares e ndo polares em seus nanodominios (PROSSER e FRANCES, 2001;
ROSSI et al., 2007; MANDAL et al., 2013).

Para formar uma estrutura microemulsionada, o sistema deve conter microestruturas que
envolvem a presenca de uma fronteira entre as fases de 6leo e agua nas quais o tensoativo esta
localizado. Estes sistemas sdo normalmente formados apenas numa quantidade especifica e
estreita de concentracdes para uma dada composicao de tensoativo-0leo-agua. A relacéo entre
o comportamento de fase de diferentes misturas e sua composicdo € geralmente representada
utilizando um diagrama de fase pseudoternario (figura 5), onde cada vértice ira representar: a
mistura binaria de dois componentes, tensoativo/co-tensoativo, agua e 6leo. Fora da regido da
microemulsdo, a quantidade de tensoativo € muito baixa, sendo insuficiente para permitir a
formagdo de uma fase de microemuls&o Unica, levando a existéncia de um sistema multifasico
(DAMASCENO et al., 2011; MONTENEGRO, 2016).

Figura 5 - Representacdo esquematica de um diagrama de fases, onde cada vértice é
representado por um dos componentes da mistura (fase aquosa, fase oleosa e mistura de
tensoativos).

Fonte: Damasceno, 2011.
Os fatores determinantes para a formacao da microemulséo sao as propriedades fisico-
guimicas da fase oleosa, aquosa e dos tensoativos. Schulman e colaboradores (1959) forneceu

algumas diretrizes para prever a formagéo de microemulsdes:
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[1] A producéo de uma tenséo interfacial muito baixa na interface agua/éleo;
[2] A formagéo de um filme interfacial de tensoativos muito fluido nessa interface e

[3] A interacdo das moléculas do 6leo com o filme interfacial de tensoativos.

A flexibilidade do filme interfacial € um pardmetro chave na determinacao das possiveis
estruturas a serem formadas e da capacidade de interconversao entre elas em um dado sistema
de microemulsdo. As transi¢cdes das microemulsdes 6leo em agua (O/A) para agua em 0leo
(A/O) podem envolver a formacdo de diferentes fases (lamelar, hexagonal, bicontinua). E a
reducdo da tensdo interfacial e a fluidizag&o do filme interfacial, é obtido, na maioria das vezes,
pela adicdo de um cotensoativo de cadeia curta (STILBS, LINDMAN & KAPACKI, 1983;
ABOOFAZELI et al., 1994).

Como vantagens, as microemulsfes sdo capazes de: administrar farmacos na forma
liquida; melhorar a biodisponibilidade e estabilidade devido seus pequenos tamanhos de
goticulas; solubilizar e administrar drogas hidrofilicas e lipofilicas, além de se formarem
espontaneamente com ingredientes relativamente simples e acessiveis (MCCLEMENTS,
2012; 2015).

Segundo levantamento feito por Callender e colaboradores (2017), a figura 6 mostra as
classes de farmacos que foram distribuidos através de todos os tipos de sistemas de
microemulsdo, em cinco anos. Foi visto que das mais de 400 publicacdes referentes a
microemulsdo, os farmacos lipofilicos sdo a classe preferida para veiculacdo nesses sistemas
(79,4%) seguidos dos farmacos hidrofilicos (15,9%). Os anfifilicos estdo em quantidade

insignificante (1,2%) e outras drogas, como as sensiveis ao pH representaram 3,5%.
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Figura 6 - Grafico demonstrando a distribuigdo dos tipos de farmacos veiculados em
microemulsdes em 5 anos (2011-2016).
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Fonte: CALLENDER et al (2017).

Vérias técnicas podem ser usadas para a caracterizacdo de microemulsdes. Na literatura,
temos diferentes técnicas experimentais que podem ser usadas afim de se obter dados sobre a
dinamica e estrutura do sistema (KAHLWEIT et al., 1987). Entre as técnicas mais realizadas,
temos: microscopia de luz polarizada para verificar a isotropia ou anisotropia do sistema; o
espalhamento de luz, de raio X e de néutrons a baixo angulo para determinar o didametro da
goticula; ressonancia magnética nuclear, para determinar a estrutura interna (ROSSET]I, 2006);
e alguns outros métodos mais simples e cotidianos, como aspectos macroscépicos, densidade,
comportamento reologico, indice de refracdo, condutividade elétrica, potencial zeta
(CONSTANTINIDES et al., 1995) e tamanho de goticula pelo o espalhamento dinamico de luz
(DLS — Dyanamic Light Scattering), que sdo importantes para determinar o tipo de ME e
caracteriza-la fisicamente (DAMASCENO, 2011).

Até hoje, MEs mostram ter a capacidade de incorporar o farmaco, controlando sua
liberacdo, aumentar a solubilidade de farmacos poucos sollveis, e aumentar a
biodisponibilidade. Além disso, sdo sistemas adequados para a maioria das vias de
administracdo (LAWRENCE & REES, 2012).

Vaérios fatores podem afetar a permeacdo cutdnea de farmacos em sistemas coloidais
baseados em nanogoticulas, incluindo sua parti¢do entre o 6leo e a 4gua; sua solubilidade nos
componentes do sistema; tamanho de goticula; presenca do farmaco na interface; uso de
promotores de permeacao, local ou caminho de absorcao (KREILGAARD, 2002; LAWRENCE
& RESS, 2012).
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Nos ultimos anos, as MEs foram consideradas uma estratégia atrativa para melhorar a
entrega cutanea de ingredientes ativos hidrofilicos e lipofilicos em comparagdo com veiculos
convencionais. As MEs do tipo O/A sdo bem adequadas para entrega de drogas lipofilicas,
enquanto microemulsées A/O sdo adequadas para a entrega de drogas hidrofilicas. Quando
microemulsdes sdo obtidas usando baixo volume da fase dispersa, o sistema contera
essencialmente goticulas de 6leo ou agua e sua viscosidade serd muito baixa. A formulagéo
resultante serd adequada para muitas vias de administracao (parentérica, oral, ocular), mas a
sua aplicacdo topica nao é conveniente. Porém, uma alternativa para obter microemulsdes com
viscosidade adequada é a adi¢do de agentes gelificantes especificos (TROTTA, PATTARINO,
GASCO, 1996; PEIRA, SCOLARI, GASCO, 2001).

E como desvantagens, é importante lembrar que, no caso de microemulsdes, os farmacos
a serem incorporados, de acordo com sua natureza quimica, devem ser solubilizados em suas
respectivas fases. Como resultado, a extensdo da solubilizacdo é limitada pelo volume de fase
disponivel. Isso pode ser limitante, dependendo da quantidade de farmaco necessaria para o
efeito desejado (CALLENDER et al., 2017).

Além disso, as microemulsGes necessitam da presenca de tensoativos em uma
concentracdo ligeiramente superior a nanoemulsdes, por exemplo (MCCLEMENTS, 2012).
Alguns deles demonstram toxicidade, sendo aceitos até certas concentragdes, reduzindo,
portanto, a variedade de tensoativos disponiveis para uso em formulagdes. Isso também se
aplica a certos 6leos que demonstram algum grau de irritabilidade (DAMASCENO et al., 2011).
Com isso, é importante a escolha racionalizada dos componentes e a preocupacdo com 0

desenvolvimento de sistemas seguros para a via de administragdo desejada.

3.4 OLEO DE LICURI

O Licuri ou Ouricuri (nomes populares), € cientificamente chamada de Syagrus coronata,
pertencente da familia Arecaceae, &€ uma palmeira tipica do Brasil, que pode ser encontrada em
regides mais secas e aridas da Caatinga, nos territdrios de Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia
e norte de Minas Gerais. Produz frutos o ano inteiro, no entanto, margo, junho e julho sdo os
meses mais produtivos (NOBLICK, 1986; CREPALDI et al., 2001).

A regido nordeste do nosso pais contem uma variedade de plantas que produzem frutos
ricos em &cido graxos, sendo uma poténcia nacional na producdo de dleos vegetais. Seus frutos
sdo agrupados em cachos (figura 7), que possuem em média, 1.350 coquinhos. Enquanto esses

coquinhos ainda estdo verdes, possuem polpa interna leitosa que ira se transformar em
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améndoa. A extracdo do Oleo de Licuri é realizada pela torra dessas améndoas, e posterior
prensagem, com presséo e temperatura alta (QUEIROGA, 2010).

Figura 7 - Cacho de Licuri (Syagrus coronata); fruto e améndoa.

O 6leo extraido contém, aproximadamente 83,2% de &cidos graxos saturados de cadeia
curta e média (acido caprilico, caprico e laurico), e tem ganhado destaque devido a sua vasta
aplicabilidade (ZAMBIAZI, 2007). De acordo com sua composicdo, esse 6leo apresenta
excelente espalhabilidade, penetracéo cutanea e propriedades emolientes, quando utilizadas em
preparacGes farmacéuticas e cosméticas (BONDAR, 1942; PEREIRA et al., 2005; TREVIZAM
et al., 2014). Além de ser um 6leo comestivel, refinado para uso gastronémico, € uma opc¢ao
para a producdo de lubrificantes e biodiesel.

O 6leo de Licuri é obtido, predominantemente, de forma extrativista por moradores e
cooperativas da regido Nordeste do Brasil desde a época colonial (MAIA et al., 2010). Na
Bahia, existe uma empresa que processa e extrai o 6leo de licuri para uso industrial na
fabricacdo de sabdo e cosméticos. Entretanto, essa producdo, ainda que para uso em escala
industrial, é realizada de forma artesanal em pequenas cooperativas, com base na agricultura
familiar (DRUMOND et al., 2004).

Em 2013, foi publicada uma cartilha, “Boas Praticas de Manejo para o extrativismo
sustentavel do Licuri”, criada pelo Instituto Sociedade, Populacdo e Natureza (ISPN) em
parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), afim de contribuir
para que 0 manejo seja feito de maneira sustentavel, visando a manutencdo da espécie e a

continuidade das atividades de geracdo de renda.
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3.5 METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS DE LABORATORIO

Os esforcos cientificos na area da toxicologia tem como foco principal a protecdo dos
seres humanos e do meio ambiente contra os possiveis efeitos adversos de substancias quimicas,
incluindo produtos farmacéuticos e cosméticos. A exposicao a esses agentes pode ser de forma
acidental ou intencional. Para garantir uma protecdo adequada da satde humana e do ambiente
é essencial que seja verificado, o potencial que estes produtos apresentam para induzir efeitos
irritantes e toxicos (HOLMES, CRETON, CHAPMAN, 2010). Um dos possiveis efeitos da
exposicao topica a substancias quimicas, é a irritacdo aos olhos, por isso, o potencial para
causar irritacdo deve ser determinado (VINARDELL & MITJANS, 2008). Logo, bioensaios
sd0 necessarios para avaliar a seguranca desses produtos antes da inser¢do no mercado.

Desde a década de 1940, a avaliacdo do potencial irritante de diversos produtos e
substancias quimicas, como agrotdxicos, cosméticos e medicamentos de uso topico, € realizada
a partir do uso de animais de laboratério. Os conhecidos testes de irritacdo ocular e cutanea,
usados com o objetivo de determinar o grau de irritabilidade, foram inicialmente descritos por
John H. Draize (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944; DRAIZE, 1959).

Os testes que fornecem dados na avaliacdo de risco de substancias quimicas sdo baseados
em modelos animais desenvolvidos nos Gltimos 60 anos. Esses modelos, foram por décadas
considerados o padrdo ouro para avaliacdo dos riscos envolvidos com o uso de produtos e
substancias, seja irritacdo, alergia ou efeitos sisttmicos. No entanto, varios aspectos dos testes
com animais foram criticados, como a subjetividade dos métodos, a superestimacdo das
respostas humanas e a crueldade dos mesmos (SANTOS, 2008; VINARDELL; MITJANS,
2008).

Porém, a partir da consciéncia ética de varios pesquisadores durante a histdria e a pressdo
exercida por grupos de protecdo aos animais, houve o interesse por iniciar o desenvolvimento
de métodos alternativos que pudessem obter os mesmos resultados que os testes classicos,
porém, sem gque houvesse 0 uso de tantos animais e com a possibilidade de evitar o sofrimento
(WHITE, 2001; MEYER, 2003; SANTOS, 2008).

Segundo Decreto N° 6.899, de 15 de julho de 2009, entende-se por métodos alternativos,
procedimentos validados e internacionalmente aceitos que ndo utilizem animais; usem espécies
de ordens inferiores; empreguem menor nimero de animais; utilizem sistemas organicos ex
vivos; ou diminuam e/ou eliminem o desconforto, garantindo resultados semelhantes e com
reprodutibilidade, atingindo, sempre que possivel, a mesma meta dos procedimentos
substituidos (BRASIL, 2009).
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O desenvolvimento de métodos alternativos para avaliagdo de produtos tem sido foco de
estudos no meio cientifico, que esta se conscientizando sobre a necessidade de utilizar a politica
dos 3 R’s (replace, reduce, refine) introduzida por William Russel e Rex Burch (1959).

A reducdo (reduce) € alcancada quando obtemos um nivel equiparavel de dados com o
uso de menos animais de laboratério; o refinamento (refine) promove o alivio ou diminuicao
da dor, sofrimento ou estresse do animal utilizado e a substituicdo (replace) acontece quando
as informac0es sdo alcancadas sem o uso de animais vertebrados vivos (RUSSELL et al., 1959).

No entanto, os animais de laboratorio ainda devem ser utilizados quando ndo existem
métodos alternativos validados que os substituam ou, em casos especificos, apds triagem com
métodos in vitro e/ou matematicos validados, precedendo, dessa forma, os estudos in vivo
(PRESGRAVE, 2009).

Os métodos alternativos desenvolvidos precisam passar por processos de validacao
formal, afim de garantir a confiabilidade dos resultados. A participacdo da Comisséo
Internacional em atividades de validacdo de métodos alternativos teve inicio em 1991 com o
lancamento do primeiro centro de validacdo, 0o ECVAM (European Centre for the Validation
of Alternatives Methods). Além do centro europeu, a validacdo de tais métodos segue sendo
realizada por grandes centros internacionais, como a Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods- ICCVAM; Japanese Society of Alternatives to Animal
Experiments - JSAAE; Canadian Council on Animal Care — CCAC; Korean Center for the
Validation of Alternative Methods — KoCVVAM; International Corporation on Alternative Test
Methods — ICATM (MARTINEZ-HIDALGO, 2007), e atualmente faz parte desse grupo, o
Brazilian Center for Validation of Alternative Methods — BraCVAM. Os métodos alternativos
ja validados e harmonizados sdo disponibilizados mundialmente pela Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD).

No Brasil, a responsabilidade de monitorar e avaliar a introducdo de técnicas alternativas
que substituam a utilizagdo de animais em atividades de ensino ou pesquisa é do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Esta entidade € também
responsavel por credenciar as instituicdes que ainda utilizam animais em seus trabalhos, além
de normatizar a producdo e uso desses animais.

Dentre os métodos formalmente validados por centros internacionais de validagdo, os
reconhecidos no Brasil, de acordo com as resolu¢Ges normativas N° 18/2014 e N° 31/2016 do

CONCEA, encontram listados nas tabelas a seguir:



Tabela 1 - Métodos alternativos reconhecidos pelo CONCEA — RN n° 18/2014.

RESOLUGCAO NORMATIVA N° 18, DE 24 DE SETEMBRO DE 2014.

I- Para avaliagdo do potencial de irritacdo e corroséo da pele:
a) Método OECD TG 430 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica
Transcutanea;
b) Método OECD TG 431 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana
Reconstituida;
c) Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro; e
d) Método OECD TG 439 - Teste de irritacdo Cutanea in vitro.
I1- Para avaliagdo do potencial de irritagdo e corrosdo ocular:
a) Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de Cérnea Bovina;
b) Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha; e
c) Método OECD TG 460 - Teste de Permeacdo de Fluoresceina.
I11- Paraavaliagdo do potencial de Fototoxicidade:
a) Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.
IV- Para avaliacdo da absor¢ao cutanea:
a) Método OECD TG 428 - Absorcao Cutanea método in vitro.
V- Para avaliacéo do potencial de sensibilizacao cutanea:
a) Método OECD TG 429 - Sensibilizagdo Cutanea: Ensaio do Linfonodo Local; e

b) Método OECD TG 442A e 442B - Versdes ndo radioativas do Ensaio do Linfonodo Local.

VI- Paraavaliagdo de toxicidade aguda:
a) Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral — Procedimento de Doses Fixas;
b) Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral — Classe Téxica Aguda;
c) Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral — procedimento "Up and Down"; e
d) Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral
sistémica.

VII-Para avaliacdo de genotoxiciddade:
a) Método OECD TG 487 - Teste do Micronucleo em Célula de Mamifero in vitro.

Fonte: Adaptado de CONCEA (2014).
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Tabela 2 - Métodos alternativos reconhecidos pelo CONCEA — RN n° 31/2016.

RESOLUCAO NORMATIVA N° 31, DE 18 DE AGOSTO DE 2016.

I- Para avaliacé@o do potencial de irritacédo e corrosédo ocular:
a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duragdo para danos oculares; e
b) Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruido;
I1- Para avaliacdo do potencial de sensibilizacéo cutanea:
a) Método OECD TG 442C - Sensibilizacdo cutanea in chemico;
b) Método OECD TG 442D - Sensibilizacdo cutanea in vitro;
I11- Para avaliacéo de toxicidade reprodutiva:
a) Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento; e
b) Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado com teste de toxicidade
reprodutiva.
IV- Para Avaliacdo da contaminacdo pirogénica em produtos injetaveis:
a) Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira).
Fonte: Adaptado de CONCEA (2016).

As resolucgdes normativas citadas acima, estabelecem um prazo de até 5 anos a partir da
respectiva data de publicacdo no Diario Oficial da Unido (DOU), para a substitui¢do obrigatéria
do método original pelo método alternativo.

Neste trabalho, as formulacdes desenvolvidas foram avaliadas quanto a irritabilidade
ocular, por meio de duas metodologias alternativas ao uso de animais, 0 Hen's Egg Test —
Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e o Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue
Staining (CAM-TBS), ambos utilizando a membrana corioalantoide (MCA) de ovos
embrionados de galinha. A MCA é uma membrana vascularizada que se encontra dentro do ovo
embrionado, e que possui processo vascular e inflamatorio semelhante ao tecido conjuntival de
olhos de coelho (GILLERON et al., 1996; ICCVAM, 2010). Como pode ser observado nas
tabelas anteriores, nenhum dos testes (HET-CAM e CAM-TBS) utilizados neste trabalho estdo
listadas nas Resolugdes Normativas do CONCEA. Ambos os testes utilizando a MCA, séo
validos e aceitos internacionalmente, porém ainda ndo completaram todo o processo de
validacao formal, inclusive, o HET-CAM ¢ o primeiro método alternativo que esta passando
por validagdo no Brasil.

A partir da portaria n® 491 de 2012 do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagéo e
Comunicag¢bes (MCTIC), o Brasil dispde da Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA), que é composta por trés Laboratorios Centrais, o Instituto Nacional de Metrologia,
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Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS) e o Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), e dezenove laboratorios
associados, distribuidos em oito estados, onde 0 Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosméticos, situado na Universidade Federal de Pernambuco, representa o estado de
Pernambuco.

A Portaria SEPED/MCTIC N° 3586, de 30 de junho de 2017, renovou por mais trés
anos a RENAMA, permitindo a continuidade da infraestrutura laboratorial e dos recursos
humanos especializados capazes de implantar métodos alternativos no nosso pais, alem de
desenvolver e validar novos métodos.

Analisando a trajetdria do desenvolvimento desses métodos, é possivel perceber que
existe uma gama de metodologias alternativas, mas que poucas delas foram validadas, sendo
necessario o aprofundamento dos estudos sobre a aplicabilidade de ensaios in vitro (MITJANS;
INFANTE; VINARDELL, 2008). Entre as limitacdes descritas na literatura cientifica com
relacdo a substituicdo do teste de irritacdo ocular de Draize, por exemplo, destaca-se o fato de
gue as metodologias alternativas, como o modelo HET-CAM, podem tanto subestimar
(STEILING et al., 1999; SCHEEL et al., 2011) como superestimar resultados obtidos in vivo
(NOBREGA et al., 2012), a depender da natureza da substancia testada, do seu potencial
irritante e da presenca de efeitos irreversiveis in vivo.

Varias pesquisas foram conduzidas nas uUltimas décadas para desenvolver métodos
alternativos para o teste de irritacdo ocular em coelhos (teste de Draize) e, embora ndo haja um
Unico teste in vitro capaz de substituir completamente o teste de Draize, varios testes séo
considerados adequados e sdo regularmente usados para avaliar certos aspectos. Entre eles, o
(HET-CAM) (SCHEEL et al., 2011).

3.5.1 Ensaios em membrana corioalantéide HET-CAM e CAM-TBS

O Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) foi proposto pela primeira
vez por Luepe e Kemper (LUEPKE, 1985), trata-se de um método alternativo na avaliacdo de
irritabilidade ocular, que atualmente esta passando pelo processo de validacdo formal no nosso
pais.

O HET-CAM tem a capacidade de avaliar e identificar o potencial irritante de uma
substancia quimica ou produto quando aplicado sobre a membrana corioalantoide (MCA) de
um ovo embrionado de galinha do tipo Specif Pathogen Free (SPF) da raga White Leghorn, no

décimo dia de incubacdo. O teste é fundamentado na avaliacdo visual dos efeitos fisioldgicos
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irritantes de hiperemia, hemorragia e coagulacdo, durante 5 minutos apo6s aplicacdo da
formulacéo em teste (TAVASZI; BUDAI, 2007).

A MCA é um tecido ricamente vascularizado que € encontrado no interior do ovo
fertilizado. Além de constituir uma membrana respiratéria, devido as suas caracteristicas,
assemelha-se ao tecido conjuntival dos olhos de coelho, possuindo processo inflamatério analogo
ao desses animais (GILLERON et al., 1996; ICCVAM, 2010).

O teste apenas é considerado aceitavel se os controles negativo e positivo induzem uma
resposta que se enquadra na classificacdo de ndo irritante e irritante severo, respectivamente.
Substéncias coloridas, com alta turbidez ou que aderem & MCA, ndo sdo indicadas para serem
avaliadas por este método, pois estdo associados a resultados comprometidos, devido a
dificuldade de observacdo visual dos efeitos irritantes que possam surgir na membrana
(MITJANS; INFANTE; VINARDELL, 2008).

Estudos realizados por Hagino e colaboradores (1993) examinaram o protocolo do HET-
CAM proposto por Luepke e foi observada uma boa correlagdo com o teste de irritacdo ocular
in vivo (teste de Draize). No entanto, apesar de ser um método rapido, barato e eficaz como
alternativa ao teste in vivo, o sistema de pontuacdo ainda tem desvantagens em relacdo a
subjetividade e carater qualitativo (LUEPKE; WALLAT, 1987; KALWEIT; GERNER;
SPIELMANN, 1987; KALWEIT et al., 1990).

Uma modificacdo (Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining -CAM-TBS) foi
introduzida para reduzir a subjetividade do método. Isso envolve o uso do corante azul de
trypan, onde a quantidade de corante fixada na MCA danificada é quantificada por
espectrofotometria. Com isso, 0 método tem a vantagem de poder avaliar as substancias que
apresentam coloracdo ou turbidez. O CAM-TBS foi desenvolvido com intuito de eliminar a
subjetividade apresentada pelo HET-CAM, a técnica usa a quantidade de corante (azul de
trypan) adsorvido no local ap6s aplicacdo da sustancia teste, como indicador de lesdo ou injaria
da MCA. Além da obtencdo de dados quantitativos, € uma metodologia simples e reprodutivel
(HAGINO et al., 1991), o procedimento inicial, até a aplicagdo da substancia teste é semelhante
ao HET-CAM.

Os resultados obtidos apds avaliacdo de 12 tensoativos, demonstraram uma boa
correlagdo com os dados oriundos do teste de irritacdo ocular in vivo em virtude da boa
correlagéo entre a quantidade de corante absorvida pela MCA e a média dos escores maximo
gerados pelo teste de Draize, com coeficiente de correlagcdo de 0,91 (HAGINO et al., 1991,
HAGINO et al., 1993). Outros estudos demonstraram a maior sensibilidade e capacidade de
predicdo do CAM-TBS em relacdo ao HET-CAM (YANG et al., 1991) e, ainda, a grande
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especificidade desses dois métodos, para avaliar substancias com baixo ou nenhum potencial
irritante (SCHEEL et al., 2011).

Em geral, um método in vivo ndo consegue ser completamente substituido por um Unico
método alternativo, com isso é importante considerar uma abordagem cuja analise inclua um
arsenal de ensaios capazes de gerar dados confiaveis, na tentativa de reduzir ou eliminar o

sofrimento dos animais na experimentacdo cientifica (ABREU et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foi utilizada Betametasona 17-Valerato — lote: BVV151203, FAGRON; Betnovate® creme
—lote: WA 0067V; Miristato de Isopropila; Polietilenoglicol 400; Tween® 20 (Polyoxyethylene
sorbitan monolaurate); Span® 80 (Sorbitane monooleate); Tween® 80 (Polyoxyethylene
sorbitan monooleate); Alcool Etilico; Kolliphor® EL (Macrogolglycerol ricinoleate);
fluoresceina sddica; Trypan Blue Dye; Minimum Essential Medium Eagle M2279; Acido
oléico; Metanol e Acetonitrila grau HPLC, JT Baker, EUA; BRIJ®20 (Polyoxyethylene 20 oleyl
ether), Croda, East Yorkshire, UK; Oleo de Licuri (Syagrus coronata), Coopes, Brasil; Fita
adesiva (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN); microtubos Axygen® de 1,5 mL,; tubos tipo
Falcon de 15mL; filtros de seringa (Millex ®-HV-PVDF) e membranas filtrantes de ésteres de
celulose de 0,45um Millipore®; &gua deionizada em sistema de ultra purificacdo Purelab®,
Elga, USA.

4.2 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados: Banho Dubnoff Microprocessado Q226M,
Quimis, Brasil; Centrifuga, Centribio 80-2B; Agitador magnético, Fisatom®; Pipetas
automaticas, Eppendorf; Banho Ultrassom Quimis; Agitador mecanico Fisatom® 752A,;
pHmeter (model pH21, Hanna Instruments Inc.,Woonsocket, USA); ZetaSizer® Nano-ZS90
(Malvern® Instruments); Microscopio de Luz Polarizada (Leica); Cromatografo liquido Nexera
X2 (Shimadzu); Vision® MicroetteTM (Hanson®); opacitometro BASF-OP 3.0; chocadeira
com rotacdo automatica IP 70D Premium Ecoldgica; lluminador por fibra 6tica MGA-D;
Dermatdmetro Zimmer air® dermatome, Dover, Delaware; Chromameter (CR-300, Minolta,

Germany).
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4.3 SOLUBILIDADE DO VALERATO DE BETAMETASONA EM TENSOATIVOS E
OLEO DE LICURI

Com o objetivo de otimizar o desenvolvimento das microemulsdes, foi investigada a
solubilidade do Valerato de Betametasona (VBM) em diferentes meios. Foram preparadas
dispersdes de BMV, em triplicata, adicionando excesso do farmaco (100 mg) em frascos com
tampa contendo 5 mL de diferentes tensoativos (Kolliphor® EL, Tween 20®, Tween 80®,
PEG400®, Span 80®) e 6leos (Miristato de Isopropila, Acido Oléico, Oleo de Licuri).

Essas dispersfes foram homogeneizadas por meio de agitagdo em banho (Dubnoff
Microprocessado, Quimis®) a temperatura controlada (32 £ 2°C), por um periodo de 24 horas
e, em seguida, centrifugadas (1500 g =~ 4000 rpm) por 20 minutos, retirou-se uma aliquota do
sobrenadante, filtrou-se em filtro de seringa (0,45 um) e diluiu-se com metanol. A concentragédo
de VBM foi determinada, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector
de ultravioleta (CLAE-UV) (PESTANA et al., 2008; SHAH et al., 2009).

4.4 DESENVOLVIMENTO DOS DIAGRAMAS DE FASE PSEUDOTERNARIOS

Para determinar a concentracdo de componentes para a existéncia de microemulsoes,
diagramas de fase pseudoternarios foram construidos utilizando o método de titulagdo com
agua. Inicialmente os pares de tensoativos selecionados (Tween 80® e PEG 400®) foram
misturados nas proporcdes (p/p) de 1:1, 2:1, 3:1, 5:1, 7:3 e 1:5. A esta mistura de tensoativos,
foi adicionado 6leo de licuri (fase oleosa) nas proporcdes de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2
e 9:1, essas misturas ficaram sob agitacdo magnética over night.

Posterirormente, foi adicionada agua purificada tipo Milli-Q® por titulacdo utilizando
uma pipeta automatica ajustada em 1000 pL, gota a gota foi adicionada em temperatura
ambiente. Durante a titulacdo, a mistura estava sendo homogeneizada por agitador magnético,
e a cada 1000 pL adicionado, as mudancas do aspecto visual foram observadas. No momento
em que se deu a formacdo de microemulsdes, sistemas visualmente isotrépicos e opticamente
transparentes, foi finalizada a titulagdo. As concentragfes dos componentes foram entéo
calculadas para tracar o diagrama de fase pseudoternario (PATEL et al., 2013; ZHAO et al.,
2011).
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45 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE
ULTRAVIOLETA (CLAE-UV)

Desenvolvimento e validacdo do método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo de ultravioleta (clae—uv)

As andlises foram realizadas em Cromatografo liquido Nexera X2, Shimadzu® equipado
com detector ultravioleta (UV). Foi utilizada fase mével na proporcéo 70:30 (v/v), composta
por: Metanol: solugdo EDTA 2,5mM, com coluna ACE® 5 do tipo C-18 de fase reversa
(125x4,6mm) como fase estacionaria, fluxo de 1,2 mL/min, volume de injecdo de 20 pL,
temperatura do forno de 40°C, a detec¢do do farmaco foi realizada no comprimento de onda de
250 nm, com tempo total de anélise de 8 minutos. Os dados foram obtidos utilizando o software
LC Solution® verséo 1.25.

A metodologia de CLAE/UV para doseamento de VBM foi validada seguindo
orientacdes da RDC n° 166/17 e da RDC n° 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para os métodos analiticos e bioanaliticos, respectivamente, seguindo 0s
parametros de seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, repetibilidade, recuperagdo e
estabilidade.

A Seletividade do método foi verificada a partir da avaliacdo de fase movel; tampéo
fosfato de sddio monobasico (20 mM) pH 7,4; microemulsdo placebo; fita adesiva contendo
estrato corneo de porco e pele de porco, frente a uma solugdo padrdo de VBM (1 pg/mL). No
caso das fitas, 3 amostras de fita (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN), que sdo usadas na
remocao de estrato corneo de pele de porco, foram colocadas em microtubos Axygen® de
1,5ml, 1 mL de metanol foi adicionado e estes foram agitados em mesa agitadora por 6 horas,
seguindo de centrifugacé@o por 10 minutos a 1500 g, por fim os sobrenadantes foram filtrados
em filtros de seringa (0,45 um) e quantificados por CLAE-UV, o mesmo procedimento foi
aplicado para pele de porco.

A linearidade do método foi verificada nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1; 5; 10
e 20 ug/mL de VBM em fase madvel e de 0,3; 0,5; 1; 5; 10 e 20 pg/ml de VBM em tampéo
fosfato de sédio monobasico (20 mM) pH 7,4, obtidas a partir de uma solucéo inicial de 100
pg/mL de VBM em uma mistura de metanol e agua 70:30 (v/v).

A precisdo foi determinada pelo o ensaio de repetibilidade, em uma mesma corrida

(intradia) e em corridas diferentes em dois dias distintos (interdias) com analistas diferentes.
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Para avaliar a exatiddo do método, amostras em triplicata de trés concentracBes diferentes
(baixa, média e alta) foram testadas.

Além disso, a recuperacdo do VBM foi avaliada a partir da contaminacéo de pele de porco
e de fitas (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN) contendo estrato corneo suino, com uma
solucdo de concentragdo conhecida do fa&rmaco. Amostras de pele de porco com area de 1,77
cm? foram picotadas e colocadas em microtubos Axygen® de 1,5ml, bem como 3 fitas de area
de aproximadamente 2,5 x 2,5 cm? foram enroladas e colocadas em microtubos semelhantes. A
estes microtubos foi adicionado volume conhecido de solucdo metanodlica padrdao de VBM,
numa concentracao de 10 pg/mL.

ApoGs total evaporagdo da solugdo adicionada, 1 mL de metanol foi colocado nos
microtubos e estes foram agitados em mesa agitadora por 6 horas, seguindo de centrifugacéao
por 10 minutos a 1500 g, por fim, os sobrenadantes foram filtrados em filtros de seringa (0,45
um) e quantificados por CLAE-UV. O teste foi realizado em triplicata e os valores de
recuperacdo foram determinados pela seguinte equacao:

Recuperacédo (%) = concentracdo obtida x 100
concentracgdo teorica

Como nem sempre € possivel quantificar as amostras de estrato cérneo imediatamente
apos a realizacdo do procedimento de tape stripping, ao final dos estudos de absorcao cutanea,
esse tipo de amostra foi avaliado quanto a sua estabilidade por 7 dias, armazenadas em
geladeira, que foi o periodo maximo estabelecido para quantificacdo dessas amostras. Para

tanto, foram contaminadas 30 fitas com uma quantidade conhecida de farmaco (1 pg/ mL).

4.6 MAXIMA INCORPORACAO DE BETAMETASONA NAS MICROEMULSOES

Para determinar a méaxima concentragdo que seria possivel incorporar o farmaco nas
formulacGes desenvolvidas, ou seja, a saturacdo do sistema, VBM em excesso (100 mg) foi
adicionada em 5 mL de cada microemulsdo e agitada em vértex por 5 minutos. Essas misturas
foram submetidas a agitacdo magnética a 300 rpm por 48 horas e em seguida a ultrassom por
60 minutos a temperatura ambiente. Ao fim da sonicacgdo, foram centrifugadas (4000 rpm ~
1500 g) por 20 minutos, para precipitar o excesso de farmaco ndo incorporado. Uma aliquota

do sobrenadante foi filtrado e diluido em metanol para a quantificagdo por CLAE-UV.
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4.7 PREPARACAO DAS MICROEMULSOES CONTENDO BETAMETASONA E
FORMULACAO GELEIFICADA

Apo6s a construcdo dos diagramas de fase, quatro microemulsées (MEs) foram
selecionadas para a incorporagdo do farmaco. As MEs sé&o constituidas de Tween 80® e PEG
400® como tensoativos e 6leo de licuri como fase oleosa, em diferentes proporcdes (Tabela 3).
Para obtencdo das MEs, os tensoativos e Oleos foram misturados sob agitacdo magnética
continua over night, no dia seguinte, a agua foi adicionada aos poucos ainda sob agitacdo, até
formagéo espontanea do sistema. Quando prontas, 0,2% (p/p) de Valerato de Betametasona foi

adicionado diretamente as microemulsdes em agitacdo até completa solubilizacéo.

Tabela 3 - Composic¢édo centesimal das microemulsées desenvolvidas.

Excipientes ) i
Tween 80® PEG 400® Oleo de licuri Agua
Microemulsa

ME 1 24% 12% 4% 60%
ME 2 30% 6,5% 4,5% 59%
ME 3 15,7% 5,23% 2,32% 76,75%
ME 4 17,9% 7,6% 2,8% 71,7%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final da preparacdo, foram obtidas microemulsdes fluidas. Para viabilizar sua
aplicacdo, estas foram incorporadas em formulacdo geleificada, de forma a obter uma
preparacdo (microemulsdo based gel) com concentracao final de 0,1% de VBM, denominadas
F1,F2, F3 e FA4.

O gel foi obtido através da reacdo de neutralizacdo do polimero escolhido, ap6s dispersdo
de uma quantidade de Carpobol® em &gua purificada com auxilio de agitador mecanico
(Fisaton® - modelo 752A) em uma velocidade de 900 rpm. Posteriormente foi adicionado os
demais excipientes, por fim o AMP, responsavel pela geleificacdo do sistema. Apos adicao de

todos os componentes (Tabela 4), o gel permaneceu sob agitacdo por 15 minutos.
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Tabela 4 - Composicgéo centesimal do gel de carbopol.

Excipientes Concentracao (%)
Carbopol® 0,5
Propilenoglicol 3
Metilparabeno 0,1
EDTA 0,05
Propilparabeno 0,05
AMP 0,2
Agua g.s.p. 100

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.8 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As microemulsdes podem ser caracterizadas por diversos métodos, porém, é necessario
um conjunto de técnicas para obtencdo de informacBes mais detalhadas e precisas sobre sua
estrutura e dindmica.

Ap0s o desenvolvimento dos diagramas de fase e do estudo da saturacdo do farmaco nas
formulagdes microemulsionadas obtidas, as quatro microemulsdes selecionadas foram
caracterizadas através dos métodos a seguir. Além da determinacdo de pH, doseameno do
farmaco e microscopia de luz polarizada do creme comercial Betnovate® e doseamento das
formulagdes finais geleificadas contendo as microemulsées. Todas as analises foram realizadas,

no minimo, em triplicata e os resultados apresentados por média + desvio padréo (DP).

4.8.1 Centrifugacdo

As microemulsées foram avaliadas frente a centrifugacgéo, colocando 5g de cada amostra
em estudo para centrifugar em centrifuga (Centribio® 80-2B) a 3000 rpm, por 20 minutos. Ao

final, observou-se a ocorréncia ou ndo de separacdo de fases.
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4.8.2 Determinagéo do pH

O pH das microemulsdes desenvolvidas, da formulacéo final e da formulacdo comercial
(Betnovate® creme) foi determinado através de pHmetro modelo pH 21 (Hanna®),
previamente calibrado com as soluc¢des tampéo de pH 7,0 e pH 4,0 a 25,0 + 0,5 °C (BRASIL,
2008).

4.8.3 Teste de solubilidade em corante

Foi adicionado as microemulsdes o corante aquoso Vermelho allura AC, e a fase do
sistema foi avaliada visualmente apdés 5 minutos (THAKKAR et al.,, 2011; BUTANI;
YEWALE; MISRA, 2014).

4.8.4 Determinacdo do tamanho das goticulas e potencial zeta das microemulsées

Com auxilio do ZetaSizer® Nano-ZS90 (Malvern®Instruments, UK), foi determinado o
tamanho de goticula das microemulsées contendo betametasona e seus respectivos placebos, a
partir da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz. Com o mesmo equipamento foi possivel
também determinar o potencial zeta dessas formulagdes. As formulag¢fes ndo precisaram ser

diluidas.

4.8.5 Microscopia de luz polarizada

As microemulsdes desenvolvidas bem como a formulacdo comercial foram observadas
através do Microscépio de Luz Polarizada (DM 750P — Leica®) para avaliar a isotropia ou
anisotropia dos sistemas.

4.8.6 Doseamento de betametasona na formulacdo comercial Betnovate®

A quantidade de Valerato de Betametasona no Betnovate® creme foi determinada de
acordo com a metodologia presente na Farmacopeia Americana (USP, 2007), visto que na
Farmacopeia Brasileira 5° edi¢cdo ndo existe monografia para esse farmaco (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).
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4.8.7 Doseamento de betametasona nas formulagdes desenvolvidas

A guantidade de VBM nas microemulsdes veiculadas em gel de carbopol foi determinada
a partir da adi¢do de metanol a uma aliquota da formulacéo, na proporcédo 1:1 (v/v), essa mistura
foi agitada magneticamente a 300 rpm por 40 minutos, em seguida foi levada ao ultrassom por
20 minutos. A amostra foi diluida com metanol e quantificada por CLAE-UV.

4.8.8 Determinacéo da espalhabilidade

O teste de espalhabilidade, verifica a expansdo de uma formulacdo semissélida sobre uma
superficie ap6s um determinado periodo de tempo, este foi realizado a partir do método
adaptado de Borguetti e Knorst (2006). Para tanto, foi aplicado 0,5g de amostra de cada
formulacédo sobre uma placa de vidro posicionada sobre um papel milimetrado e em seguida foi
colocado uma placa de vidro de peso conhecido. Apds um minuto, os didametros abrangidos
pela amostra foram anotados, em duas posi¢des opostas para que o didmetro médio pudesse ser
calculado. Este procedimento foi repetido acrescentando-se sucessivamente outras placas, em
intervalos de um minuto, totalizando 5 placas. Os resultados foram expressos pela média de trés
determinac6es independentes, como espalhabilidade da amostra em fungdo do peso aplicado,

de acordo com a equacéo abaixo:

Ei=d® /4

Sendo: Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?); d = didmetro

médio (mm); w = 3,14.

49  AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

Para avaliacdo da estabilidade foi realizado o estudo de estabilidade acelerada de acordo
comaRE n° 1, de 29 de julho de 2005 (ANVISA), que teve duracdo de 6 meses e foi realizado
no setor de Pesquisa e Desenvolvimento do Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco
(LAFEPE), seguindo os parametros para produtos semissolidos, visto que as formulagdes finais

estdo na forma de géis.



56

As quatros formulagdes desenvolvidas foram submetidas ao estudo, onde ficaram em
camaras climaticas (Caron Model 6040) na temperatura de 40,0 £ 2°C e umidade relativa de
75% durante 180 dias, com analises de consisténcia, cor, odor, pH, perda de agua (%) e teor do

farmaco, realizadas no tempo 0, 90 e 180 dias.

410 ESTUDOS DE CINETICA DE LIBERACAO, ABSORCAO E RETENCAO
CUTANEA DA BETAMETASONA

Os estudos de cinética de liberacdo e absorcdo cutanea foram realizados utilizando
sistema automatizado de células verticais de difusdo de Franz, o equipamento utilizado foi o
Vision® Microette. Para os estudos de cinética de liberacdo das formulacdes foi utilizada
membrana sintética de ésteres de celulose (Millipore®; lote 02690), com porosidade de 0,45um,
previamente hidratada em tampéo fosfato pH 7,4 por 12 horas, ja os estudos de absorcdo
cuténea foram realizados com pele de porco dermatomizada da area do dorso do animal, que ao

final do experimento foi avaliada quanto a retencdo cutanea do farmaco em estudo.

4.10.1 Selecdo do meio receptor

O meio receptor a ser utilizado nos estudos de cinética de liberacéo in vitro e absor¢do
cutanea foi selecionado mediante a avaliacdo da solubilidade do Valerato de Betametasona
(VBM) em diferentes meios: tampédo fosfato pH 7,4; tampdo fosfato pH 7,4 com
polyoxyethylene 20-oleyl ether (Brij® 020) a 0,5%; tampao fosfato pH 7,4 com Brij® 020 a 1%
e solucdo hidroalcoodlica (agua:etanol = 60:40). Para tanto, foi preparado dispersfes contendo
excesso (100 mg) de VBM em 5mL de cada meio testado. Essas dispersdes foram
homogeneizadas por meio de agitacdo em banho (Dubnoff Microprocessado, Quimis®) a
temperatura controlada (32 + 2°C), por um periodo de 24 horas e, em seguida, centrifugadas
(1500 g = 4000 rpm) por 20 minutos, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e filtrada em
filtro de seringa (0,45 um) e diluida em metanol. A concentracdo de VBM foi determinada, por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta (CLAE-UV).
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4.10.2 Obtencéo e dermatomizacéo da pele de porco

A pele de porco, na area do dorso do animal, para utilizacdo como biomembrana no estudo
de absorcéo cutanea foi obtida logo apds a morte dos animais no matadouro local da cidade de
Paulista - Pernambuco/Brasil. A pele foi transportada em isopor para o laboratério e apos a
chegada, foi limpa incialmente em &gua corrente. Com o auxilio de bisturi e tesouras cirargicas,
0 excesso de tecido adiposo e de pelos foi removido a fim de facilitar o processo de
dermatomizacdo. A pele foi dermatomizada para uniformizacdo da espessura em
aproximadamente 0,7 mm com o auxilio de dermatémetro Zimmer air® e armazenadas a -20°C
até a sua utilizacdo, porém antes da utilizacdo, a pele foi deixada descongelar durante 15

minutos. As areas onde foram observadas lesdes, manchas ou arranhdes foram descartadas.

4.10.3 Montagem do sistema automatizado de células de difusdo de Franz

Na montagem do sistema, foi utilizada a membrana artificial para o estudo de cinética de
liberacdo que durou 12 horas e a pele dermatomizada de porco no estudo de absorcéo cutanea
de duracdo de 6 horas. O compartimento receptor das células de Franz foi completamente
preenchido com o meio receptor selecionado. As membranas, tanto artificial como animal,
foram colocadas nas células de modo que ficassem em contato direto com 0 meio receptor sem
formacdo de bolhas. No compartimento doador foram aplicados 100 mg de cada formulacgéo
sobre a membrana, numa é&rea difusional de 1,77 cm2 As células foram fechadas
hermeticamente, mantidas sob agitacdo magnética constante (350 rpm) e temperatura a 32 +
1°C com banho circulante de agua.

4.10.4 Coleta e quantificacdo das amostras

No estudo de cinética de liberagéo, as coletas de liquido receptor foram realizadas nos
tempos de 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas, e no estudo de absorcdo cutanea houve coleta Gnica
ao fim das 6 horas de estudo. Em ambos os estudos, foram coletadas aliquotas de 1 mL, sendo
este volume reposto automaticamente com meio receptor. As aliquotas foram filtradas em filtro

de seringa 0,45um e posteriormente quantificadas através de CLAE-UV.
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4.10.5 Analise dos perfis de liberagdo e absor¢ao cutanea

Para avaliar a cinética de liberacdo da Betametasona nas diferentes formulagdes, o
resultado da quantidade corrigida do farmaco liberado foi compilado em graficos de disperséo
Xy, caracteristicos de trés modelos de cinética (BOLZINGER et al., 2012):

* Ordem zero: quantidade liberada por area (pg/cm?) versus tempo (h);
* Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz quadrada do tempo (h);
* Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (pg/cm?) versus tempo (h).

A partir da analise de regressao linear, foi determinado o coeficiente linear (R2) para cada

modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de R2 mais préximo a 1 foi selecionado.

4.10.6 Avaliagéo de retencdo cutanea

Ao final do estudo de absorcdo cutanea, além da verificacdo da quantidade permeada a
partir da coleta Unica de liquido receptor ao final das 6 horas de experimento, as concentracdes
de farmaco retidas na epiderme (estrato corneo e epiderme vidvel) também foram analisadas.
A superficie da pele de porco utilizada no estudo foi limpa com auxilio de swab embebibo com
alcool isopropilico Biosoma® (duas vezes), a fim de remover toda formulagio residual.

Logo ap6s a limpeza, a pele de porco foi delimitada por molde com é&rea circular
semelhante a area difusional do estudo de absorcdo cutinea (1,77 cm?), para possibilitar a
remocdo do estrato cérneo (EC) pela técnica de tape-stripping, segundo metodologia
modificada por N'Dri-Stempfer e colaboradores (2008) (FDA, 1998). O EC foi obtido pela
remocao sequencial das fitas (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN), com aplicacdo de uma
pressdo constante usando uma pinga. Trinta fitas foram utilizadas em cada seccdo de pele de
porco. Posteriormente essas fitas foram extraidas para quantificar o farmaco presente no EC.

O agrupamento de fitas para posterior extracdo foi diferente para os tipos de formulacéo,
as fitas provenientes do experimento com formulagdes desenvolvidas foram extraidas e
quantificada da seguinte forma: as 2 primeiras fitas foram agrupadas e as demais, agrupadas de
4 em 4 até totalizacdo de 30 fitas; ja as fitas provenientes do estudo do Betnovate®: as 2
primeiras fitas foram agrupadas e as 28 restantes extraidas juntas.

A extracdo foi realizada colocando-se as fitas, de acordo com o agrupamento escolhido,
em microtubos Axygen® de 1,5ml e tubo tipo Falcon de 15 mL (para as fitas agrupadas em 28
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unidades), adicionando 1,0 ml de metanol e 5 mL de metanol respectivamente em cada tipo de
frasco, em seguida, estes tubos foram agitados em mesa agitadora por 6 horas, seguindo de
centrifugacdo por 10 minutos a 1500 g, por fim os sobrenadantes foram filtrados em filtros de
seringa (0,45 um) e quantificados por CLAE-UV.

Na sequéncia, para obtencdo dos dados de retengdo cutanea na epiderme/derme, a rea
difusional das sec¢Oes de pele apds o tape-stripping, foi cortada em pequenas partes extraidas

de forma semelhante as fitas, para quantificacdo do farmaco retido na pele.

411 AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE POR METODOS ALTERNATIVOS
AO USO DE ANIMAIS

Com o objetivo de avaliar o potencial irritante das formulagdes desenvolvidas, foram
utilizados dois métodos alternativos ao uso de animais que utilizam a membrana corioalantoide
de ovos fertilizados de galinha. Em ambos os testes foi usado como controle negativo solucéo
salina (NaCl 0,9% p/v) e como controle positivo, solucdo de hidroxido de sddio (NaOH) 0,1 N.
As microemulsdes foram avaliadas sem diluicdo. Porém, devido a alta viscosidade, o creme de
Betnovate® foi diluido 1: 1 com NaCl a 0,9%.

4.11.1 Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

O teste foi conduzido em sextuplicada para cada amostra testada, inclusive para 0s
controles positivo e negativo, utilizando ovos de galinha fertilizados da raca White Leghorn,
tipo Specif Pathogen Free (SPF). Estes ovos foram incubados em chocadeira com rotagédo
automa@tica sob temperatura controlada de 37,0 £ 0,5°C e umidade relativa de 65,0 + 2% (Figura

8), o tempo de incubacéo foi iniciado no dia da postura dos ovos.
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Figura 8 - Incubacao dos ovos em chocadeira com rotagdo automatica.

Fonte: acervo pessoal.

No décimo dia de incubacéo, a casca do ovo foi removida ao redor da camara de ar, e a
membrana da casca também foi retirada com auxilio de pinga (Figura 9a), para entdo expor o
local do teste, a membrana corioalantoide (MCA), que foi avaliada visualmente para verificacéo
da integridade e visualizacdo, com auxilio de lupa, da disposicdo dos vasos sanguineos
presentes na membrana. Na superficie da membrana foi aplicado 300uL de cada formulagao
testada e removido apos vinte segundos de contato, lavando o local com 5 mL de solucdo salina
isotonica a 37,0 + 0,5°C.

Ap6s a remocgdo da formulacdo, a MCA (Figura 9b) foi examinada visualmente, durante
5 minutos, contados a partir do momento da aplicacdo, com a finalidade de avaliar o
aparecimento de reacdes irritativas nos vasos como, hemorragia, coagulagéo e congestao.

Caso haja o aparecimento de uma ou mais das reagdes citadas acima, a formulagéo recebe
uma pontuacao de acordo com o tempo de em que essas rea¢des surgem na membrana (Tabela
5), durante o tempo de observacdo. A classificacdo final do potencial irritante de cada produto
pelo ensaio de HET-CAM, esta descrita na Tabela 6. Essa classificacdo segue 0s critérios
descritos no método de ensaio do Protocolo ICCVAM. (SCHEEL etal., 2011; ICCVAM, 2010).
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Figura 9 - Remocédo da membrana da casca.

(a) — Remogdo da membrana da casca; (b) — Membrana Corioalantéide (MCA).

Fonte: acervo pessoal.

Tabela 5 - Graduacdo das alteracdes observadas na membrana corioalantdide de ovo

embrionado de galinha.

TEMPO
FENOMENOS < 30 segundos 30 segundos <t< 2 minutos <t<5
2 minutos minutos
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulagao/opacidade 9 7 5

Fonte: JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE (1996).

Tabela 6 - Classificacao final do produto quanto ao seu potencial de irritabilidade no HET-

CAM.
Faixa (graduacéo das lesdes) Classificacéo
0,00 a 0,99 N&o irritante (NI)
1,00 a 4,99 Irritante leve (IL)
5,00 a 8,99 Irritante moderado (IM)
9,00 a 21,00 Irritante severo (1S)

Fonte: JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANGAISE (1996).
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4.11.2 Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining (CAM-TBYS)

O CAM-TBS ¢é uma versao modificada do ensaio HET-CAM, que traz uma abordagem
quantitativa na avaliacdo dos danos a membrana corioalantoide (MCA). Esse método foi
concebido para examinar o efeito prejudicial das substancias, medindo a quantidade de azul de
tripan adsorvida na MCA ap0s o contato da substancia teste com essa membrana. Por ter um
carater quantitativo, estudos mostraram que existe uma maior sensibilidade e capacidade de
predicdo do CAM-TBS em relacdo ao HET-CAM na avaliacdo de irritabilidade (HAGINO et
al., 1999).

A parte inicial da metodologia, até a aplicacdo e consequente remocdo da formulacéao se
assemelha ao ensaio HET-CAM, porém, no método CAM-TBS, finaliza-se com a utilizacdo do
corante azul de trypan como um indicador de lesdo da membrana.

Apo6s aplicagdo e consequente remocgdo da formulacdo teste, colocamos 0,5 mL da
solucdo de azul de trypan a 0,1% em tampdo fosfato numa area da MCA delimitada por um
anel de silicone (Figura 10). Posteriormente, a membrana foi lavada por 20 segundos com agua

destilada para retirada do excesso do corante.

Figura 10 - Membrana Corioalantoide (MCA) delimitada por anel de silicone.

(a) — Demarcacao da area com anel de silicone; (b) — Area delimitada com adicao do azul de trypan.

Fonte: Arquivo pessoal.
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A érea da MCA que esteve em contato com o corante foi excisada, colocada em um tubo
de centrifugacdo contendo 5 mL de formamida e, em seguida, agitada em vortex e centrifugada
a 15009 por 10 min para extracdo do corante. A absorbancia do sobrenadante foi medida no
espectrofotbmetro a 595 nm, e a quantidade de azul de trypan foi determinada a partir de uma
curva de calibragdo do corante em formamida nas concentragdes 10°, 10° e 5 x 10° M. As
formulacdes foram classificadas de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 7 - Classificacao final do ensaio CAM-TBS.

CORANTE ABSORVIDO CLASSI FICAQAO
0-6,99 N&o irritante/ligeiramente irritante (NI / LI)
7,00 - 14,50 Moderadamente irritante (MI)
> 14,50 Irritante severo (IS)

Fonte: LAGARTO et al., 2006.

412 AVALIACAO FARMACODINAMICA IN VIVO - ENSAIO DE
BRANQUEAMENTO

O ensaio de branqueamento para avaliagdo da vasoconstric¢do (efeito farmacodindmico
dos corticoides topicos) foi realizado na por¢édo ventral dos antebracos de 6 voluntarios sadios,
aplicando as formulacgdes escolhidas em éareas de aproximadamente 2 cm?, demarcadas com
caneta de tinta permanente.

O teste foi conduzido com 3 formulagdes que foram aplicadas em 6 locais, sendo 3 em
cada antebraco e dois locais a mais em cada antebragco foram destinados para serem controle
negativo. Esses locais de controle ndo tratados em cada antebraco, sdo utilizados para permitir
a corre¢do dos locais da pele tratados com farmaco para alteragGes de cor durante o estudo.

Foram aplicadas uma formulacdo desenvolvida na concentragdo de 80% de saturagéo
do Valerato de Betametasona; a mesma formulacdo na concentracdo de 0,1% e o Betnovate®
creme como medicamento referéncia. Devido a maior praticidade, o0 método de aplicagédo e
remocao escolhido foi a aplicacdo do tipo escalonada com remocédo sincronizada, onde as
formulacGes séo aplicadas nos voluntarios em diferentes tempos, porém sdo removidas juntas,

como mostrado na figura abaixo:
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Figura 11- Representacdo esquematica da aplicacdo sequenciada com remocao sincronizada e
horéarios das medidas de branqueamento.

Aplicacio Aplicagdo Remogio Medidas de branqueamento da pele
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 02 4 6 19 24
Horas antes da remoc¢ao da formulagao Horas apds a remocao da formulacao

Fonte: Elaborado pelo autor.

As formulagdes foram aplicadas manualmente, utilizando-se luva para procedimento,
numa quantidade de 20 mg por area de contato e removidas apds uma duracéo de dose de 2 e 6
horas. Na remocao, a area de pele foi limpa suavemente 3 vezes consecutivas, com auxilio de
algodédo seco.

Para a avaliacdo quantitativa do branqueamento da pele, o0 equipamento
Spectrophotometer (CM-700d Konica Minolta, Japan) foi usado para leitura, em triplicata, dos
locais de aplicagdo nos tempos de 0, 2, 4, 6, 19 e 24hs apds a remoc¢do das formulagBes. O
aparelho foi calibrado a partir de aparato especifico para esse fim. As leituras da linha de base
foram ser realizadas em todas as areas de aplicacdo e ajustadas sendo entdo expressa como
parametro Aa.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco/Brasil, sob o registro - CAAE N° n°34657814.2.0000.5208. Todos 0s
voluntarios que participaram do estudo leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), declarando estar de acordo em participar da pesquisa, bem como, cientes
dos procedimentos, riscos e beneficios.

A analise estatistica foi realizada através do teste t-student e de ANOVA one and two

way, com nivel de significancia estatistica fixado em p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SOLUBILIDADE DO VALERATO DE BETAMETASONA EM TENSOATIVOS,
COTENSOATIVOS E OLEOS

O desenvolvimento de microemulsdes tem como ponto de partida a selecdo de seus
componentes, além das propriedades fisico-quimicas do farmaco que sera incorporado. Alguns
requisitos sdo importantes no momento da escolha dos componentes, eles devem ter capacidade
para solubilizar o farmaco escolhido, devem ser seguros, ndo apresentar toxicidade,
irritabilidade, e devem ser capazes de formar o sistema desejado (LAWRENCE, REES, 2012;
FORMARIZ et al., 2005). Os farmacos com carater lipofilico, como ¢é o caso do Valerato de
Betametasona (VBM), apresentam preferéncia para serem encapsulados na fase oleosa de
sistemas O/A, enquanto que farmacos hidrofilicos preferem a fase aquosa de sistemas A/O
(SHAKEEL & RAMADAN, 2010).

A selecdo dos componentes para o desenvolvimento das microemulsdes desejadas foi
realizada com base na solubilidade do VBM em alguns tensoativos e 6leos (Tabela 8), visto que
sistemas com maior capacidade de solubilizacdo do farmaco, apresentam melhores liberaces
e aumentam a capacidade do farmaco permear as membranas bioldgicas (SAHOO et al., 2014;
SHAH, et al., 2009).

Trés oleos (Miristato de isopropila, acido oleico e 6leo de Licuri) foram testados para
fundamentar a escolha da fase oleosa, e apesar do farmaco ter apresentado maior solubilidade
em &cido oleico, considerado pouco irritante para a pele (ANTONIO, 2007), priorizou-se a
utilizacdo do 6leo de Licuri, pois é um produto de origem vegetal extraido do fruto de uma
palmeira nativa das regides semiaridas e cerrado do Brasil, além de possuir excelente
espalhabilidade e penetracdo (LEAL et al., 2013).
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Tabela 8 - Solubilidade do VBM em diferentes tensoativos e 0leos.

Tensoativos e 6leos Solubilidade (mg.mL™)
Kolliphor® EL 10,077 + 0,092
Tween 20® 9,149 + 0,236
Tween 80® 11,430 £ 0,030
Span 80® 0,051 + 0,229
PEG 400 12,719 + 0,062
Miristato de Isopropila 0,028 + 0,178

Oleo de Licuri 0,15 +0.097

Acido Oleico 1,385 + 0,148

Fonte: Elaborado pelo autor.

Cinco tensoativos néo idnicos (Kolliphor® EL, Tween 20®, Tween 80®, Span 80® e
PEG400%), foram analisados. Foi verificado que dentre esses, o VBM apresentou maior
solubilidade em PEG 400 (12,719 mg.mL™), que foi entdo escolhido como componente da
formulagéo, assim como o Tween 80® (11,430 mg.mL™). O 6leo e tensoativos escolhidos

(Tween 80%, PEG400® e dleo de Licuri) sdo de facil aquisicio e baixo custo.

5.2  DESENVOLVIMENTO DOS DIAGRAMAS DE FASE PSEUDOTERNARIOS

Uma microemulsdo é formada quando a tensao interfacial da interface agua/dleo chega
a um nivel muito baixo e a camada interfacial € mantida altamente flexivel e fluida (KOGAN
& GARTI, 2006; AZEEM et al., 2009). Geralmente, essa condicéo é atendida diante da escolha
cuidadosa e precisa dos componentes, suas respectivas proporcdes e pelo uso de um
cotensoativo que traz flexibilidade a esta interface (LAWRENCE, REES, 2012).

Com base nos resultados da solubilidade do VBM, foram selecionados os componentes
(par de tensoativos e 6leo) para o desenvolvimento dos diagramas pseudoternarios afim de se
obter areas com sistemas caracteristicos de microemulsao, ou seja, sistemas homogéneos, de
aspecto limpido e transltcido (SAHOO et al., 2014; DAMASCENO et al., 2011; SILVA et al.,
2009). A construcdo desses diagramas é uma ferramenta fundamental para caracterizar em quais

condigBes experimentais as microemulsdes sdo formadas (FRANZINI, 2006).
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A técnica de titulacdo para a determinacdo dos diagramas apresentou-se simples e
reprodutivel, além de possibilitar a definicdo das proporcdes e os pontos de formacdo de
microemulsdo, representadas graficamente nas Figuras 12, 13, 14 e 15. Também foi possivel
verificar que a incorporacdo do VBM nao alterou as regides microemulsionadas dos sistemas,

ou seja, todas permanecem isotropicas e opticamente transparentes.

Figura 12 - Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 80®, PEG 400, 6leo de

Licuri e agua para proporcdes T:6leo 9:1. EHL: 13,87.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Diagrama de fase pseudoternério para o sistema Tween 80®, PEG 400, dleo de
Licuri e 4gua para proporgdes T:0leo 9:1. EHL: 14,15.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 14 - Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Tween 80®, PEG 400, dleo de

Licuri e 4gua para proporcgdes T:6leo 9:1. EHL: 14,39.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 15 - Diagrama de fase pseudoternério para o sistema Tween 80®, PEG 400, 6leo de
Licuri e agua para proporgdes T:6leo 9:1. EHL: 13,99.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi possivel verificar pontos de existéncia de microemulsdes (MEs) contendo o 6leo de
Licuri e combinacdes de Tween 80®/PEG 400 nas proporgdes de 2:1; 3:1; 5:1 e 7:3 conforme
os diagramas apresentados, com proporcao tensoativos:6leo de 9:1 em todos os diagramas
obtidos. Os pontos microemulsionados expressos nos diagramas expandiam-se a medida que o
percentual de &gua aumentava e a de tensoativos diminuia, tendo sistemas microemulsionados
de até, aproximadamente 80% de agua.

Apo6s obtencdo dos diagramas, foram selecionadas 11 microemulsfes com diferentes
concentracdes de agua (baixa, média e alta), dando prioridade a sistemas com alta concentracéo
de agua e baixa concentracao de tensoativos e 6leo, visto a necessidade do desenvolvimento de
formulaces menos irritantes para administracdo tépica. Foi realizada uma triagem, a partir da
observagao em microscopio de luz polarizada, e apenas 4 (Tabela 9) dentre as 11 preparacGes
foram caracterizadas como sistemas microemulsionados e seguiram 0s demais testes, para

posterior avaliacdo da liberagdo e absorcéo cutanea do farmaco em estudo.
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Tabela 9 - Composicéo das formulagdes obtidas nos diagramas pseudoternarios.

Composicdo (%) ME1 ME2 ME3 ME4

Tween 80® 24 30 15,7 17,9

PEG 400 12 6,5 523 7,6

Oleo de Licuri 4 45 232 28

Agua 60 59 76,75 71,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um dos problemas relacionados ao desenvolvimento de microemulsdes é a toxicidade
dos tensoativos. Uma grande quantidade de tensoativos no sistema pode causar irritagdo quando
administrados por via tépica. De acordo com isso, espera-se que 0s sistemas obtidos, por ndo
apresentarem alta concentracdo de tensoativos, ndo apresentem potencial de causar irritacdo
dérmica. O potencial irritante das formulagdes sera apresentado adiante por metodologias
especificas.

53 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE
ULTRAVIOLETA (CLAE-UV)

O método utilizado para quantificacdo do Valerato de Betametasona (VBM) mostrou
seletividade, especificidade, linearidade e exatiddo adequada. O cromatograma apresentado na
Figura 16, mostra o tempo de retencao do farmaco em aproximadamente 6,1 minutos com boa
definicdo do pico cromatografico. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,1 e 0,3
pg/mL, respectivamente, para amostras em tampao fosfato e 0,02 e 0,05 pg/mL para amostras

em fase mével.
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Figura 16 - Cromatograma referente ao ponto 5 pg/mL da curva padréo.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Foi verificado que nas analises de todos 0s meios testados para seletividade ndo houve
deteccdo de pico cromatogréfico interferente no tempo de retencdo do VBM, representado aqui
pela figura 17 (cromatograma referente a uma microemulsdo placebo). Sendo assim, o método

foi considerado seletivo para quantificacdo de VBM por CLAE-UV.

Figura 17 - Cromatograma referente a microemulséo placebo.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A linearidade foi realizada em triplicata, nas concentrac6es de 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 1, 5,
10 e 20 pg/ml de VBM em fase moével e de 0,3, 0,5, 1, 5, 10 e 20 pg/ml de VBM em tampéo
fosfato de s6dio monobaésico (20 mM) pH 7,4. As médias das areas obtidas para cada ponto das
trés curvas foram plotados em graficos, onde o eixo das abcissas representa a concentracao de
VBM em pg/mL e o das ordenadas, as areas referentes as concentragdes da curva de calibragéo.

Os graficos de regressao linear (Figuras 18 e 19), mostram a equacdo da reta para
amostras de fase movel e tampdo fosfato: y = 44603x + 286,14 e y = 40819x — 19320,

respectivamente. Os dois gréficos demonstram valores de coeficiente de correlagdo > 0,990,
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atendendo aos requisitos da RDC 166/2017 (ANVISA). O método mostrou ser capaz de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de VBM nas amostras.

Figura 18 - Curva de Regressao Linear obtida da média de trés curvas de calibracdo do VBM

em fase mével.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 - Curva de Regressao Linear obtida da média de trés curvas de calibra¢do do VBM

em tampao fosfato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para demonstrar a precisao do metodo, foi realizado o ensaio de repetibilidade e precisdo
intermediaria. A repetibilidade foi realizada em sextuplicata da concentracdo 1 ug/mL de VBM
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e verificada pelo calculo do desvio padrdo relativo (DPR), que demonstrou repetibilidade

apropriada para 0 método, como apresentado nos resultados da tabela abaixo:

Tabela 10 - Repetibilidade do VBM

Concentracdo 1 pg/mL de VBM Média DPR
(%)

1 2 3 4 5 6
1,002 0,962 0,931 0,986 0,973 0,957 0,968 2,53

Fonte: Elaborado pelo autor.

A precisdo intermediéria foi avaliada conforme a repetibilidade, porém em dias

diferentes por analistas diferentes e 0 método continuou sendo preciso, conforme a seguir:

Tabela 11 — Precisdo intermediaria em dias diferentes com analistas diferentes do VBM.
Média+ DP  DPR (%)

Dia 1/Analista 1 0,968 + 0,01 1,58
Dia 1/Analista 2 0,955 + 0,03 2,94
Dia 2/ Analista 1 0,975 + 0,009 0,93
Dia 2/Analista 2 0,974 £ 0,02 2,53

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a exatiddo do meétodo, amostras em triplicata de trés concentracGes
diferentes (baixa, média e alta) foram testadas, os resultados estdo apresentados na Tabela 12,
onde as concentra¢des experimentais apresentaram concordancia com as concentracoes teoricas
testadas, e 0 método também foi considerado exato, apresentando desvio padréo relativo abaixo
de 5%.
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Tabela 12 - Exatiddo VBM.

Concentragéo pg/mL Dados estatisticos
Teorica Experimental Media DP DPR %
0,3 0,275 0,292 0,303 0,290 0,015 4,81 97
1,0 0,957 0,973 0,986 0,972 0,014 1,48 97,2
20,0 20,277 19,819 20,060 20,052 0,229 1,14 100,26

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na intencdo de verificar se 0 método de extracdo do farmaco para avaliacdo de retencéo
cutdnea era adequado, a recuperacdo do VBM foi determinada em estrato cérneo e
epiderme/derme de pele de porco. Os resultados estdo expressos pelo percentual recuperado
(Tabela 13).

Tabela 13 - Recuperacdo de VBM em estrato corneo e pele de porco (epiderme e derme).

Concentracdo 10 pg/mL (n =3)

Média+DP (ug/mL) CV (%) Recuperacéo (%)

Estrato cornea 9,498+0,34 3,54 94,98

Epiderme/derme 9,154+0,1 1,13 91,55

Fonte: Elaborado pelo autor.

A recuperacdo esta diretamente relacionada com a capacidade do método em extrair o
farmaco da biomembrana utilizada, e esta deve ser de 100 £ 10%, para garantir resultados
confidveis (OECD, 2004). Com base nos valores obtidos, é possivel afirmar que o processo de
extracdo é eficiente para a recuperacdo de VBM nas fitas e na pele de porco utilizada.

Por fim, na avaliacdo da estabilidade das amostras, as fitas com estrato corneo
contaminadas com 1lug/ mL, permaneceram estaveis durante 7 dias em geladeira, onde as
concentragOes ndo foram significativamente modificadas no periodo avaliado (Figura 20). Com
isso, na impossibilidade de quantificar as amostras imediatamente apds o experimento de

absorcdo cutanea, é possivel fazé-lo em até 7 dias, sem perda significativa do analito.
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Figura 20 - Gréfico referente a anélise da estabilidade das amostras pré-extragao por 7 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As analises realizadas demonstraram que o método analitico é adequado e capaz de

produzir resultados confiaveis.

54  MAXIMA INCORPORACAO DE BETAMETASONA NAS MICROEMULSOES

Um dos objetivos do desenvolvimento de novos sistemas como lipossomas,
microemulsdes e nanoparticulas lipidicas é a possibilidade de melhora na solubilidade de
farmacos (GANGADHAR et al., 2014). Por apresentar baixa solubilidade em &gua, o VBM ¢
um farmaco candidato a ser incorporado em sistemas como as microemulsdes (MEs), a fim de
aumentar sua solubilidade e ter a possibilidade de melhora em relacdo a sua permeacao em
membranas bioldgicas.

De acordo com o banco de dados DrugBank, o VBM apresenta solubilidade em &gua, a
25°C, de 0,0665 mg/mL1, na Tabela 14, onde estdo os resultados experimentais da maxima
incorporagdo de VBM nas microemulsdes, € possivel observar a melhora da solubilidade nesses
sistemas em comparagdo ao meio aquoso.

As formulagbes ME1 e ME2, que possuem basicamente a mesma proporcdo de
constituintes, e maiores percentuais de tensoativos em relagdo a ME 3 e ME4, mostrou uma
incorporagdo méxima em torno de 4 mg/mL-1. Com isso, também é possivel afirmar que a
solubilizacdo do VBM foi favorecida quando havia maior concentracdo de tensoativos na

microemuls&o, ja que estes facilitam a solubiliza¢&o do farmaco no sistema.
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Tabela 14 - Maxima incorporacao de VBM nas microemulsdes.

Microemulsdes Maxima Incorporagédo (mg.mL1)£DP
ME1 4,345+0,08
ME2 4,446x0,06
ME3 3,101+0,10
ME4 3,238+0,10

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise estatistica desses resultados por ANOVA one-way, no intervalo de confianca
de 95%, mostrou que a maxima incorporacdo de VBM na formulacdo ME1 e ME2 sdo
estatisticamente semelhantes entre si, bem como ME3 e ME4. Porém esses pares (ME1 e ME2;

ME3 e ME4) sdo estatisticamente diferentes entre si.

55 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

Apos o desenvolvimento dos diagramas de fase e do estudo da méxima incorporacdo do
farmaco nas microemulsdes, as quatro microemulsdes selecionadas foram caracterizadas

através de diversos métodos, apresentando os resultados a seguir.

5.5.1 Centrifugacdo

Em estado de repouso, a forca da gravidade atua sobre as formulagdes, fazendo com que
suas particulas ou goticulas se movam em seu interior. O teste de centrifugacdo produz estresse
forcado na amostra, simulando um aumento dessa forca da gravidade, gerando aumentando da
mobilidade das goticulas e antecipando possiveis instabilidades (BRASIL, 2008).

As microemuls@es testadas ndo apresentaram nenhum sinal de instabilidade fisica apds a

centrifugacdo, mantendo-se estaveis sem sinais de precipitacao, turvagdo ou separacao de fases.

5.5.2 Teste de solubilidade em corante

O teste de solubilidade foi realizado com a finalidade de sugerir, de forma visual, simples
e répida qual o sentido de fase das microemulsdes desenvolvidas contendo VBM a 0,2%. A

avaliacdo do tipo de microemulséo (ME) foi realizada dissolvendo um corante soltivel em agua
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nas MEs e observando sua distribuigdo visualmente ap6s 5 min (THAKKAR et al., 2011). Uma
dispersdo répida do corante soltivel em &gua no sistema geralmente indica sistemas do tipo O/A.
Ja o inverso ocorre quando se usa um corante soltvel em 6leo (TANDEL et al., 2015).
Sabendo que o corante ird solubilizar de acordo com a natureza da fase externa das
microemulsdes, ao final da homogeneizacdo, o corante se espalhou uniformemente em todos
o0s sistemas microemulsionados (representado na Figura 21 pela MEL), indicando que as MEs

formadas sao do tipo O/A.

Figura 21 - Teste de corante realizado para a ME1 com 0,2% de VBM.

Fonte: Arquivo pessoal.

Normalmente, o EHL requerido para formar sistemas O/A encontra-se entre 12 e 18,
valores abaixo, indicam a formacéo de sistemas A/O (KAWAKAMI et al., 2002). Como visto,
os valores obtidos de EHL para todas as microemulsées (13,87 — 14,39), corrobora com a

indicacdo que todas elas se caracterizam por sistemas do tipo O/A.
5.5.3 Determinagéo do pH
O potencial hidrogenidnico (pH) cutaneo é mantido por um sistema de tampéo biol6gico

acido lactico/lactato, além dos &cidos dicarboxilicos do suor, &cidos graxos das glandulas
sebaceas e pelos compostos acidos oriundos da queratina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).
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Um parédmetro importante a ser verificado em formulagdes de aplicacéo tdpica € o pH,
pois este precisa ser compativel com o pH da pele e com o pH de estabilidade dos componentes
presentes na formulagdo, principalmente o pH de estabilidade do ativo. O pH cutaneo é
normalmente acido, apresentando valores entre 4,6 a 5,8, afim de promover a protecdo
bactericida e fungicida da sua superficie (GASPAR & CAMPQOS, 2003). Ja o0 VBM apresenta
estabilidade mé&xima, no pH entre 4 e 5 (KHATTAK et al., 2012).

No caso das microemulsbes (MEs) desenvolvidas, os pHs encontraram-se na faixa de
5,17 a 5,84 sem a presenca do farmaco, e 5,18 a 5,89 na presenca de 0,2% de VBM, mostrando
que ndo houve alteracdes significativas de pH apds a incorporacdo do farmaco, como pode ser
observado na Tabela 15. Além disso, foi verificado o pH da formulacdo comercial Betnovate®
creme (4,78 £ 0,01) e o pH do gel de Carpobol® utilizado para veiculacdo das microemulsées
(5,29+0,01). Portanto, todas as formulacdes permaneceram dentro da faixa de tolerabilidade

para uso cutaneo e ndo se afastam do pH 6timo de estabilidade do farmaco.

5.5.4 Determinacdo do tamanho das goticulas e potencial zeta das microemulsGes

Na avaliacdo do tamanho de goticula, é possivel observar na Tabela 15 que todas as
preparacOes obtidas apresentaram pequenos diametros de goticula, entre 14,67 e 37,56 nm,
tanto na auséncia quanto na presenca de VBM, estando esses valores dentro da faixa de
classificacdo de tamanho de goticula para microemulsdes (MES), ja que sistemas dessa natureza
consistem nos menores tamanhos de goticulas (10 e 100 nm de didmetro) dentre os sistemas
emulsionados (ROSEN E KUNJAPPU, 2012; MCCLEMENTS, 2012).

Esses tamanhos reduzidos, quando comparados a emulsfes convencionais, sdo resultado
da formacdo de um filme interfacial de baixa energia livre na interface oOleo/agua
(ALTHANYAN et al., 2011), levando a formacdo de uma estrutura estavel. Os tamanhos de
goticulas encontrados nas MEs desenvolvidas tornam viavel a aplicacdo das mesmas como
sistemas de liberacdo prolongada para administracdo via cutanea (TROTTA, 1999; SILVA et
al., 2009).

Um parametro de qualidade associado ao tamanho de goticula é o de indice de
polidispersdo (IPD), que representa a uniformidade na distribui¢do dos tamanhos de goticulas
em toda a amostra testada. Nas MEs avaliadas, ndo houve valores de IPD maiores que 0,6
(Tabela 15) demonstrando certa homogeneidade dos sistemas.

Embora néo se tenha estabelecido uma correlacdo numérica direta entre um valor de IPD

e as amostras, em uma escala de 0 a 1, os valores mais proximos de 0, indicam sistemas
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monodispersos com alta homogeneidade na populagéo de goticulas. Em contrapartida, 8 medida
que o IPD se aproxima de 1, é notavel a existéncia de uma distribuicdo de tamanho do tipo
polimodal, ou seja, véarias populacdes de tamanhos diferentes numa mesma amostra. (CALVO
etal., 1996; CONEAC et al., 2015).

Tabela 15 - Valores de pH, Potencial Zeta, tamanho de goticula e indice de polidispersdo das

microemulsdes desenvolvidas.

Tamanho
Potencial de
FORMULACAO pH Zeta (mV) goticula IPD
(nm)

ME 1 Placebo 5,43+0,02 -1,407+0,7  27,51#0,18 0,30+0,02
ME 1 0,2% VBM 5,39+0,01 -3,036+0,7  36,19+0,5 0,60+0,09

ME 2 Placebo 5,84+0,04 -1,953+0,3  14,67+0,2  0,48+0,03
ME 2 0,2% VBM 5,89+0,02 -2,8160,7 20,2+#1  0,30+0,05

ME 3 Placebo 5,44+0,05 -2,826+1,7  21,87+0,3  0,39+0,1
ME 3 0,2% VBM 5,29+0,01 -3,5696+1,1  27,8#0,6  0,40+0,05

ME 4 Placebo 5,17+0,02 -1,570+0,23  33,09+0,5 0,56+0,14
ME 4 0,2% VBM 5,18+0,02 -2,16+0,15  37,56+0,8  0,50+0,09

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outra caracterizacdo importante € o potencial zeta dessas microemulsdes, essa avaliacao
mede a magnitude da diferenca de potencial (em mV) entre a superficie das goticulas e um
meio, ou ainda da repulsdo ou atracdo eletrostatica entre elas e d& informacdo sobre a
estabilidade fisica do sistema (KUMAR et al., 2017). O potencial positivo ou negativo confere
a goticula estabilidade devido ao grau de repulsdo entre elas. Dessa maneira, é esperado que
quanto maior for o valor do potencial zeta, maior sera a estabilidade da formulagéo, uma vez
que a repulsdo gerada atrasara a coalescéncia, evitando a fusdo de goticulas que poderia resultar
em uma separacgéo de fases (WU, ZHANG, WATANABE, 2011).

E por essa razdo que este parametro é relacionado como indicador de estabilidade de
emulsdes, porém torna-se um erro associar o potencial zeta (e, em particular, valores superiores
a 20 mV) como Unico fator que indica estabilidade (ROZENTUR et al., 2010).

Todas as formulagdes, com e sem a incorporacdo de VBM, apresentaram potenciais zeta

negativos, entre -3,596 e -1,407 mV (Tabela 15). Considerando esses valores, a formacao de
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carga negativa confirma que ha alguma repulsdo entre as goticulas, apesar de valores baixos de
potencial zeta e por isso, as MESs sdo propensas a permanecerem estaveis ao longo do estudo de
estabilidade.

E dito que sistemas que apresentam valores de potencial zeta iguais ou superiores ao
maodulo de 20 mV sdo ainda mais estaveis, porém esta regra ndo pode ser aplicada sem restricao,
pois existem formulagdes que possuem um potencial zeta menor e nem por isso séo instaveis
(KHAN et al., 2013).

Além da observacdo visual, onde nenhuma ME mostrou sinais de instabilidade, todas elas
apresentaram pH, potencial zeta, tamanho de goticula e IPD dentro dos limites apropriados.
Considerando esses parametros iniciais, as formulagdes foram classificadas como adequadas

para a analise de estabilidade acelerada durante 180 dias.

5.5.5 Microscopia de luz polarizada

Esse tipo de andlise € uma das maneiras de classificar as fases liquido cristalinas,
determinando sua isotropia optica. Sob um plano de luz polarizada, a amostra é anisotropica se
for capaz de desviar o plano da luz incidente e isotropica se ndo desviar a luz. Mesofases
lamelares e hexagonais sao anisotropicas, enquanto as cubicas e microemulsdes sdo isotropicas
(NORLING et al., 1992; BRINON et al., 1999; HYDE, 2001; PAREKH, 2011).

As formulacdes microemulsionadas (ME1, ME2, ME3 e ME4) mostraram ser isotropicas,
ou seja, ndo apresentaram desvio ou vibracdo de luz polarizada, podendo ser observado na
forma de campo escuro (Figura 22). Todas as microemulsdes apresentaram 0 mesmo
comportamento Optico em todas as direcGes e 0s objetos presentes nas imagens sao bolhas de
ar. Como pode ser visto ainda na Figura 22 a incorpora¢do de Betametasona a 0,2% néo alterou
0 comportamento isotropico das preparagdes. Além disso, temos a avaliacdo da formulacéo
comercial, onde € possivel observar que o Betnovate® creme sob a mesma metodologia, se

apresenta de forma nitida como um sistema anisotropico (GABBOUN et al., 2001).
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Figura 22 - Fotomicrografias ao microscopio éptico de luz polarizada das microemulsGes
placebos; apds adicdo de 0,2% de VBM e Betnovate® creme.

ME 1 Placebo ME 1 0,2% VBM

ME 2 Placebo ME 2 0,2% VBM

ME 3 Placebo ME 3 0,2% VBM

ME 4 Placebo ME 4 0,2% VBM

Betnovate® creme

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5.6 Doseamento de betametasona nas formulagdes desenvolvidas e formulagao
comercial Betnovate®creme

Como citado, a fim de aumentar a viscosidade das microemulsdes (MEs) desenvolvidas
com objetivo de adequé-las para aplicacdo topica, as MEs com 0,2% de farmaco, foram
adicionadas em gel de Carpobol® na proporcao de 1:1, onde a concentracdo final ficou em
0,1% (de Valerato de Betametasona (VBM). Na tabela abaixo, temos os resultados em
percentual do teor encontrado nas formulacdes desenvolvidas e no Betnovate® creme, onde

todas se encontram dentro do limite desejado e preconizado de 90 a 110% (USP, 2007).

Tabela 16 - Doseamento das formulagdes desenvolvidas e Betnovate® creme.

FORMULACAO TEOR (%)
F1 106,4+0,13
F2 99,0+0,05
F3 101,1+0,02
F4 107,0£0,01

Betnovate® creme 106,8+0,09

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.7 Determinacao da espalhabilidade

A expansao de uma formulacdo semissélida sobre uma superficie apds um determinado
periodo de tempo € a definicdo para o parametro de espalhabilidade. Quando trabalhamos com
formulacBes destinadas ao uso topico, esse parametro é essencial, pois esta diretamente
relacionada com a aplicagdo da forma farmacéutica no local de agcdo (BORGUETTI &
KNORST, 2006).

Os valores de espalhabilidade encontrados para as formulagdes finais em géis, em funcédo
do peso das placas adicionadas estdo representados na Figura 23.

Visto que a espalhabilidade é inversamente proporcional a viscosidade do meio, é
possivel verificar que a veiculagcdo de microemulsdes nos geéis, como ocorre em F1, F2, F3 e
F4, foi capaz de aumentar a espalhabilidade quando comparadas aos valores obtidos do gel base
(sem microemulsdo) e também em relagdo ao Betnovate ®creme, que é uma formulacdo
convencional de maior viscosidade quando comparada ao gel base composto de 0,5% de
Carpobol®.



83

Figura 23 - Espalhabilidade das formulagGes estudadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6  AVALIACAO DA ESTABILIDADE ACELERADA DAS FORMULACOES

Os resultados obtidos apds a realizacdo do estudo de estabilidade acelerada podem ser
utilizados na avaliacdo do impacto que os efeitos fisicos e quimicos promovem no produto
farmacéutico quando o mesmo é exposto a condicdes forcadas de armazenamento (BRASIL,
2005). Esse tipo de estudo demonstra empiricamente e com grande probabilidade de acerto o
que ocorreria quando este produto fosse submetido a condi¢bes normais de armazenamento,
visto que na maioria dos casos, o estudo de estabilidade de longa duracdo confirma a previsdo
dada pelo estudo acelerado.

As formulagdes desenvolvidas foram encaminhadas ao LAFEPE, para seguirem o estudo
de estabilidade acelerada durante 180 dias. Na tabela abaixo, temos os resultados da avaliagdo

da qualidade dos géis contendo as microemulsées com VBM no tempo zero.



Tabela 17 - Avaliacédo da estabilidade das formulag¢des contendo VBM no tempo zero.

Teor de
Formulacdes Consisténcia Cor Odor pH Peso VBM
(9)

F1 + Levemente Residual 5,41+0,02 30  109,2 %
amarelado  de 6leo

F2 + Levemente Residual 5,75+0,04 30  103,8 %
amarelado  de o6leo

F3 + Levemente Residual 5,34+0,11 30 99,6 %
amarelado  de 6leo

F4 + Levemente Residual 5,22+0,08 30  107,8 %
amarelado  de 6leo

Consisténcia: ++ (gel viscoso); + (gel pouco viscoso); - (sem viscosidade). N=3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Pode ser observado que todas as amostras apresentaram consisténcia caracteristica de um

gel fluido, com cor levemente amarelada, caracteristico da mistura de tensoativos presentes nas

MEs, e odor residual de 6leo de licuri.

Todas as formulacdes permaneceram fisicamente estaveis ao longo do periodo de estudo,

sem ocorréncia de turbidez, separacdo de fases e alteracdes de coloracdo. Nas Tabelas 18 e 19,

estdo demonstrados os resultados quanto a consisténcia, cor, odor, pH, perda de agua e teor de

VBM, em 90 e180 dias, respectivamente.



Tabela 18 - Avaliacdo da estabilidade das formulagdes contendo VBM no tempo 90 dias.

Perda Teor de

Formulagdes Consisténcia Cor Odor pH de VBM
agua
(%)
F1 + Levemente Residual 5,47+0,05 0,861 108 %
amarelado  de dleo
F2 + Levemente Residual 5,68+0,09 0,913 98 %
amarelado  de oleo
F3 + Levemente Residual 5,29+0,16 1,124 95%
amarelado  de oleo
F4 + Levemente Residual 5,25+0,21 2,100 102 %
amarelado  de 6leo

Consisténcia: ++ (gel viscoso); + (gel pouco viscoso); - (sem viscosidade). N=3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 19 - Avaliacdo da estabilidade das formulacdes contendo VBM no tempo 180 dias.

Perda Teor de

Formulagdes Consisténcia Cor Odor pH de VBM
agua
(%)
F1 + Levemente Residual 5,61+0,12 1,098 103 %
amarelado  de 6leo
F2 + Levemente Residual 5,53+0,08 1,540 96 %
amarelado  de oleo
F3 + Levemente Residual 5,19+0,27 1,976 93,8%
amarelado  de oleo
F4 + Levemente Residual 5,31+0,11 2,356 101,6%
amarelado  de oleo

Consisténcia: ++ (gel viscoso); + (gel pouco viscoso); - (sem viscosidade). N=3.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De acordo com cada farmaco utilizado, o pH deve ser mantido em valores favoraveis a
sua estabilidade de acordo com a formulacdo e com o local de aplicacdo, o pH das formulagdes
apos o estudo continuou dentro da faixa de tolerancia da pele (4,6 — 5,8). Ja de acordo com a
resolucdo, para o estudo de estabilidade acelerada, a perda de 4gua ndo deve ser maior do que
5% do valor inicial. Desta forma, a perda de agua apresentada pelas formula¢es encontra-se
dentro do limite especificado tanto apds 90 dias quanto ap6s 180 dias de teste.

Quanto ao teor do farmaco, durante os 180 dias de acomodacdo em camara climatica, as
formulacBes apresentaram teores dentro do intervalo preconizado de 90 — 110%, como
recomendado pela Farmacopeia Americana (USP, 2007). Considerando os dados obtidos, as

formulagdes podem ser consideradas estaveis.

5.7 ESTUDOS DE CINETICA DE LIBERACAO, ABSORCAO E RETENCAO
CUTANEA DA BETAMETASONA

5.7.1 Analise dos perfis de liberacdo e absorc¢do cutanea

A selecdo do meio receptor para os experimentos de liberacdo e permeacdo in vitro do
farmaco é um ponto critico para a conduta correta desses ensaios. Algumas caracteristicas sdo
desejaveis para um meio receptor adequado, como a capacidade de manter as condicGes sink na
temperatura do ensaio, ter pH compativel com fluidos biol6gicos, ndo alterar a composicédo da
formulacdo por difusdo inversa através da membrana usada e ser compativel com o método
analitico de quantificacdo (SHAH et al., 1999).

A condicéo sink é obtida quando a concentragdo do farmaco dissolvido no meio receptor
apos difusdo pela membrana se apresenta menor que 10% da sua concentracdo de saturacéo,
evitando assim a saturacdo do meio (WESTER, MAIBACH, 1989).

A solubilidade determinada para 0 VBM em tampéo fosfato pH 7,4; tampé&o fosfato pH
7,4 com polyoxyethylene 20-oleyl ether (Brij® 020) a 0,5%; tampao fosfato pH 7,4 com Brij®
020 a 1% e solucdo hidroalcodlica (agua:etanol = 60:40), apds 24 horas de agitacdo a
temperatura controlada (32+2°C), foi de 0,012; 0,05; 0,11 e 0,5 mg/mL, respectivamente.
Mesmo ndo apresentando a maior solubilidade entre os meios testados, o tampdo fosfato com
0,5% de Brij® 020 foi escolhido como meio receptor, visto que permitiu a manutencao das
condices sink, possui pH desejavel e é adequado para inje¢éo direta no equipamento de CLAE-

UV para quantificacdo do farmaco.
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O estudo de liberagdo in vitro das formulacGes desenvolvidas, foram realizados no
sistema automatizado de células de Franz, com duragdo de 12 horas.

A partir da analise das quantidades liberadas apresentadas pelas formulacdes
desenvolvidas, e apés aplicagdo do método de regressao linear dos minimos quadrados, o
modelo cinético de Higuchi (avaliado entre 2 e 10h) demonstrou ser 0 mais adequado para
explicar o comportamento da liberagcéo apresentada pelas formulagdes, onde os valores dos
coeficientes de determinacdo (Tabela 20) apresentam-se préoximos de 1 quando comparado a
aplicacdo de outros modelos. Esse modelo, também conhecido como pseudoprimeira ordem,

indica que a difusdo é controlada pelo sistema (HIGUCHI, 1960).

Tabela 20 - Quantidade liberada apos 12h (Qi12 + D.P.), Taxa de liberagdo + D.P., e modelo

cinético do VBM nas formulacdes.

Formulacdes Q12+ D.P. Taxa de liberagdo  Coeficiente de Modelo
(Hg/cm?) (ng/cmz/h) determinacéo cinético
(r?)

F1 38,38 + 7,80 3,513+0,63 0,993 Higuchi

F2 56,06 + 4,90 3,296+0,36 0,976 Higuchi

F3 50,36 * 3,96 3,631+1 0,998 Higuchi

F4 47,58 + 4,32 2,808+0,35 0,963 Higuchi
Betnovate® 3,69+0,57 0,27+0,01 0,991 Higuchi

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 - Perfil de liberacéo in vitro das formulag¢bes desenvolvidas utilizando membrana
sintética de ésteres de celulose 0,45 pm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds tratamento estatistico por ANOVA one-way (P<0,05) no intervalo de confianca de
95%, observou-se que ha diferenca estatisticamente significativa nas quantidades liberadas
entre as formulacGes estudadas, onde a F1 € estatisticamente diferente de F2 e F4, enquanto que
0 Betnovate® ¢é diferente de todas as formulag6es desenvolvidas.

O gréfico da quantidade de farmaco liberada para o meio receptor em funcdo do tempo
fornece o perfil e a taxa de liberacdo do farmaco da formulacdo para o meio receptor, sendo
representados pela inclinacdo da parte reta da curva. Como observado no grafico, todas as
formulacGes desenvolvidas apresentaram liberacdo cumulativa do farmaco ap6s 12 horas em
quantidade inferior a 60 ug/cm?, no entanto, apresentaram valores aproximadamente entre 12 e
15x maior quando comparadas a formulagcdo comercial (Betnovate®).

A difuséo do farmaco em direcdo ao meio receptor reflete a capacidade da sua saida da
matriz da formulagdo, segundo a influéncia das interacBes quimicas do farmaco com o0s
componentes da matriz presente na formulacéo.

Ja no estudo de absorcdo cutanea do VBM a partir das formulagbes desenvolvidas,
conduzido no mesmo sistema de células de difusdo, a regido dorsal da pele de porco foi usada
como membrana. As condigdes do experimento foram semelhantes ao ensaio de liberagéo,
porém com tempo total de 6 horas. As amostras de meio receptor foram quantificadas ao final

do experimento, e ndo foi encontrado quantidade acima do limite de quantificagdo do método
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analitico de doseamento de VBM para nenhuma amostra oriunda dos experimentos de absorg&o.
Esse resultado foi demonstrado para todas as formulagdes desenvolvidas e a formulacéo
comercial de Betnovate® creme.

Esse comportamento no estudo de absorcao corrobora as informac6es geradas pelo estudo
de liberagdo. Como somente uma pequena quantidade do farmaco presente nas formulagdes foi
capaz de ser liberada da matriz para 0 meio receptor quando utilizamos uma membrana nédo
limitante, era esperado que no uso de uma membrana animal, dotada de estrutura altamente
complexa, sendo uma barreira para passagem de substancias, tivéssemos praticamente ou

nenhuma quantidade de VBM permeada e encontrada no meio receptor.

5.7.2 Avaliacdo de retencdo cutanea

Quando avaliamos os produtos de uso topico a partir de estudos in vitro, ndo somente a
quantidade de ativo que permeia através da membrana é importante para a atividade final da
formulacdo (SATO et al., 2007). Por esse motivo, a determinacao da quantidade de farmaco
retida na pele leva a consideracGes mais concretas sobre a eficacia do produto (MASINI et al.,
1993). Isto pode ser realizado através da extracdo e quantificacdo do farmaco nas camadas de
pele ap6s determinado tempo de contato com a formulagéo.

A absorcdo percutdnea de medicamentos aplicados topicamente € um processo
complexo, apds a liberacdo do farmaco da formulacdo, outra etapa critica € a sua penetracdo na
camada mais externa da pele, ou seja, 0 estrato corneo (EC), para que posteriomente possa
seguir permeando essa estrutura até alcancar a epiderme e a derme (WIEDERSBERG et al.,
2008).

Com isso, a concentracdo de farmaco presente no EC esta diretamente relacionada com
a concentracdo que permeia para as demais camadas, de modo que a biodisponibilidade na pele
pode ser estimada ao se medir a quantidade de farmaco presente no EC pela técnica de tape-
stripping (SHAH et al., 1998).

Em relacdo aos resultados da retencdo cutanea, a Figura 25 apresenta a concentracao do
farmaco encontrada no estrato corneo da pele do dorso do porco, ao final de 6 horas do estudo
de absocdo cutanea, de todas as formulagdes analisadas inclusive o Benovate® (formulagéo

referéncia).
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Figura 25 - Gréfico da quantidade retida de VBM no EC (ug) pela técnica de tape stripping
apos 6 h de absorc¢do das formulagdes desenvolvidas e Betnovate® (REF).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado que, apds as 6 horas de experimento, a formulacdo F3 acumulou mais
farmaco no estrato corneo, seguida de F4>F1>F2>Betnovate®. Apos tratamento estatistico
(ANOVA one way) foi visto que F1 reteve de forma semelhante a F2 (P>0,05) e todas as outras
formulacGes foram estatisticamente diferentes entre si. Havendo destaque para a alta
retentividade de F3 quando comparada com a formulagdo comercial Benovate®
(aproximadamente 7 vezes maior), 0 que mostra a capacidade de sistemas microemulsionados,
atuarem como promotores de permeacdo, devido ao tamanho reduzido das goticulas e ao seu
contetdo de tensoativo, que desorganiza os lipideos da pele (DAMASCENO et al., 2011,
SILVA et al., 2010). Na tabela a seguir constam os resultados da concentracéo retida de VBM

para as diferentes formulacdes, no estrato corneo e da epiderme/derme.
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Tabela 21 - MédiatDP da quantidade retira de f&rmaco no EC e epiderme/derme apés 6h de

absorcéo das formulagdes desenvolvidas e Betnovate®.

Quantidade retida de farmaco (ug)

FORMULACAO Estrato Corneo Epiderme/derme
F1 1,5+0,5 1,02+0,001
F2 1,296+0,34 0,618+0,31
F3 3,195+0,39 3,679+1,32
F4 2,28740,33 0,686+0,1
Betnovate® 0,424+0,06 0,114 +0,07

Fonte: Elaborado pelo autor.

A concentracdo de VBM também foi determinada na epiderme/derme da pele de porco
utilizada no estudo de absor¢éo cutanea, apds as 6 horas de experimento. Corroborando com 0s
resultados da retencdo no EC, onde a formulacdo F3 apresentou-se em maior quantidade, a
mesma formulacdo apresentou o maior valor para retencdo cutanea (epiderme/derme), como
visto na tabela 21 e representado na figura 26, na ordem de aproximadamente 30 vezes superior

a retencdo apresentada pela formulacao de referéncia no mercado, o Betnovate® creme.

Figura 26 - Gréafico da quantidade retida de VBM (ug) na epiderme/derme apos 6 h de
absorcdo das formulagdes desenvolvidas e Betnovate® (REF).

(2]
1

_I

N
1

Quant retida epiderme/ derme (ug)
o

% ™ <
& < Q{o
Formulacdes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir da andlise dos dados obtidos na retencdo cutdnea por ANOVA one way, a
formulacao F3 retém o farmaco numa quantidade estatisticamente diferente (P<0,05) e superior
as demais formulacdes, que entre si, acumularam o farmaco de forma semelhante (P>0,05).

Como pode ser observado, a formulacdo F3 apresentou maior retencdo na
epiderme/derme quando comparada com as demais formulagdes, porém, no estudo de liberagéo,
comportou-se semelhante as outras formulagdes desenvolvidas, diferenciando-se somente do
Betnovate. Considerando que as formulacdes F3 e F4 apresentam a mesma saturacdo do
farmaco (secdo 5.4) e quantidade de agua semelhante em sua composicao (se¢éo 4.7), podemos
comparar seus comportamentos, afim de justificar a maior retencédo de F3 na pele, através dados
de espalhabilidade e tamanho de goticula. Dito isto, provavelmente a menor viscosidade da
formulacdo F3 somado ao seu menor tamanho de goticulas, foram fundamentais na maior
permeacao obtida a partir desta formulacéo.

Um produto de uso tdpico, destinado ao tratamento de condi¢des patoldgicas cutaneas,
exige que o farmaco fique retido na pele, com pequeno ou inexistente fluxo através dela
(SHAH, 1999). Com isso, € possivel verificar que a formulacdo desenvolvida F3 pode ser uma
alternativa promissora no tratamento de inflamac6es cutaneas, visto que, como desejado,
apresenta maior retentividade nas camadas da pele, sem passagem para 0 meio receptor,
demostrado pelos ensaios de permeacdo e retencdo cutanea in vitro, utilizando pele de porco

como modelo de membrana animal.

Diante disso, a formulacdo F3 foi selecionada para seguir com o estudo de
branqueamento, método farmacodindmico capaz de gerar informacdes acerca da eficacia dos

corticdides tdpicos.
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5.8  AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE POR METODOS ALTERNATIVOS
AO USO DE ANIMAIS

A avaliacdo do potencial irritante de diversos produtos e substancias quimicas, como
agrotoxicos, cosméticos e medicamentos, foi realizada durante muito tempo utilizando,
exclusivamente, animais de laboratorio. Os primeiros testes de irritacdo ocular e cutanea, foram
descritos por John H. Draize e consolidados como testes classicos até os tempos modernos
(DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944; DRAIZE, 1959).

A partir da consciéncia ética de varios pesquisadores durante a historia, houve o interesse
por iniciar o desenvolvimento de métodos alternativos que pudessem obter 0s mesmos
resultados que os testes classicos, porém, sem que houvesse 0 uso de tantos animais e com a
possibilidade de evitar o sofrimento gerado (WHITE, 2001; MEYER, 2003).

Com base na atual tendéncia mundial de reavaliacdo dos testes que usam animais de
laboratério, e a crescente busca por alternativas validas para geracdo de resultados seguros e
confiaveis no ambito da toxicidade de produtos, as microemulsdes desenvolvidas neste trabalho
foram avaliadas quanto a irritabilidade ocular, por meio de duas metodologias alternativas ao
uso de animais, 0 Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) e o
Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining (CAM-TBS), ambos séo testes utilizando a
membrana corioalantoide (MCA) de ovos embrionados de galinha. A MCA é uma membrana
respiratoria vascularizada que se encontra dentro do ovo embrionado, e possui processo
vascular e inflamatdrio semelhante ao tecido conjuntival de olhos de coelho (ICCVAM, 2010).

O HET-CAM é um método util em fornecer respostas qualitativas sobre os potenciais
efeitos irritativos que podem ocorrer na conjuntiva apds exposicdo da substancia teste. Ja o
CAM-TBS, trata-se de uma variacdo do teste anterior, onde a resposta sobre a irritacdo € obtida

por valores quantitativos da absorcéo de um corante marcador (LAGARTO et al., 2006).

5.8.1 Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

Foram testadas as quatros microemulsdes desenvolvidas contendo VBM a 0,1% e seus
respectivos placebos. Além da formulacdo comercial, o Betnovate® creme a 0,1%. As
formulagcGes poderiam ser classificadas em ndo irritante; irritante leve; irritante moderado e
irritante severo. Pelos resultados obtidos das médias das sextuplicada, foi possivel classificar

cada formulacdo conforme a metodologia utilizada (tabela 22). Como controle negativo foi
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usado solugdo salina (NaCl 0,9% p/v) e como controle positivo, solucdo de hidréxido de sddio
(NaOH) 0,1 N. As miroemulsdes foram testadas puras e o Betnovate® creme diluido 1:1 com
NaCl 0,9%.

Tabela 22 - Resultados do teste HET-CAM (media £+ D.P.) e classificag&o final.

MICROEMULSAO MEDIAD.P. CLASSIFICAGAO
FINAL

ME 10,1% VBM 2,33+3,2 Irritante leve
ME 1 Placebo 0+0 N&o irritante
ME 2 0,1% VBM 1+1,4 Irritante leve
ME 2 Placebo 0+0 N&o irritante
ME 30,1% VBM 1+1,8 Irritante leve
ME 3 Placebo 0+0 N&o irritante
ME 4 0,1% VBM 0,33+0,4 N&o irritante
ME 4 Placebo 0+0 N&o irritante
Betnovate® creme 1,66+2,3 Irritante leve

NaOH 0,1 N 12+0,9 Irritante severo
NaCl 0,9% 0+0 N&o irritante

Fonte: Elaborado pelo autor.

A aplicacdo de solucdo salina a 0,9% nas membranas saudaveis ndo produziu resposta
visual ao longo dos cinco minutos. Em contraste, a solugdo de NaOH 1N produziu pontos
hemorragicos (figura 27a), além da hiperemia dos vasos sanguineos, que aumentou ao longo
do tempo de andlise, sendo classificada como um irritante severo. Tendo em vista o resultado

do controle positivo e negativo, 0 método mostrou-se aceitavel na avaliacao da irritabilidade.
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Figura 27 - MCA ap6s aplicacdo dos controles.

(a) — Controle positivo (pontos hemorragicos); (b) — Controle negativo.

Fonte: acervo pessoal.

Como pode ser observado nos resultados apresentados, todas as microemulsées placebo,
ou seja, sem a incorporacdo do farmaco, foram classificadas como néo irritantes. Essa resposta
pode sugerir que 0os componentes utilizados nestas preparacdes (tensoativos e dleo de licuri),
nas concentracdes apresentadas, ndo mostraram potencial irritante ocular.

Porém quando o farmaco foi adicionado a estas preparagdes, trés das quatro
microemulsdes (ME1; ME2 e ME3) passaram a ser classificadas como irritantes leves. A ME
4 teve sua média de resultado também aumentada, porém esse fato ndo foi suficiente para
mudanca de categoria na sua classificacdo final. Com isso, podemos levar em consideracdo que
0 aumento no potencial irritante das formulac6es foi devido ao VBM. Quando observamos o
resultado referente ao Betnovate® creme, formulacdo disponivel no mercado brasileiro, ela
mostrou potencial irritante leve, assim como as ME1; ME2 e ME3 na presenc¢a do farmaco,
corroborando com a ideia de que esse potencial irritante pode ser atribuido as caracteristicas do
principio ativo.

Um parametro a ser levado em consideracdo, é o pH das formulaces, essa informacéo é
utilizada como triagem na avaliacdo da seguranca de produtos. Produtos ndo irritantes aos
olhos, geralmente possuem pH na faixa de 4,3 a 8,4, ndo sendo possivel fazer previsdes quando
os valores estdo fora dessa faixa, e mesmo que um produto ou substancia apresente pH nesse
intervalo, ndo se pode afirmar que o mesmo ndo seja irritante para os olhos (WORTH &
CRONIN, 2001). Além disso, existe uma faixa de pH de conforto, que vai de 6,6 a 7,8 para
produtos oculares, com base no pH lacrimal (CARNEY & FULLARD, 1979; TANG et. al.,
1996). Neste quesito, todas as microemulsdes apresentam pH dentro da faixa de produtos nao

irritantes e da faixa de pH de conforto lagrimal, o que reforga a ideia de que o potencial irritante
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apresentado pelas microemulsdes apos incorporacdo do farmaco, é resultante de suas
caracteristicas intrinsecas.

Vale salientar que este método é considerado de uso limitado, devido a sua subjetividade,
principalmente com base na variacao de resultados encontrados por diferentes laboratorios. E
apesar das informacdes obtidas serem de carater qualitativo (observacdo do aparecimento de
hiperemia, hemorragia e coagulacdo/opacidade), a subjetividade das leituras pode ser
contornada com treinamento adequado de pessoal especializado (CORRADO et. al., 2007).

Mesmo o HET-CAM ainda ndo sendo uma metodologia oficialmente validada, ela é
considerada valida na avaliacdo de seguranca de produtos, sendo comumente utilizada por
grandes indudstrias de cosmeéticos, além de ser aceita por autoridades regulatdrias de alguns
paises da comunidade europeia, como por exemplo, Franca e Alemanha (LIEBSCH &
SPIELMANN, 2002).

Com o objetivo de contornar a limitagdo desse ensaio, alguns autores utilizam o método
CAM-TBS, como uma variacdo do HET-CAM na avaliagdo do potencial irritante, cujo
resultado € obtido de forma absolutamente quantitativa, pela deteccéo espectrofotométrica do
corante azul de trypan absorvido pela MCA (HAGINO et al., 1991).

5.8.2 Chorioallantoic Membrane —Trypan Blue Staining (CAM-TBS)

As formulagdes microemulsionadas desenvolvidas também foram testadas pelo método
CAM-TBS, onde, apds a medida da absorbancia do corante azul de trypan absorvido pelas
MCAs dos ovos testados, os resultados foram calculados conforme a férmula:

Corante absorvido = Absorbancia x 5 nmol / 1000 x 10°,

e as formulagdes classificadas conforme as médias apresentadas na tabela a seguir:
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Tabela 23 - Resultados do teste CAM-TBS (média + D.P.) e classificacdo final.

MICROEMULSAO MEDIA+D.P. CLASSIFICAGCAO
FINAL
ME 10,1% VBM 6,82+2,65 N&o irritante/ligeiramente irritante
ME 1 Placebo 5,24+0,75 N&o irritante/ligeiramente irritante
ME 2 0,1% VBM 6,40£2,02 Né&o irritante/ligeiramente irritante
ME 2 Placebo 3,08+0,09 Né&o irritante/ligeiramente irritante
ME 3 0,1% VBM 6,34+0,73 N&o irritante/ligeiramente irritante
ME 3 Placebo 4,33%0,22 Né&o irritante/ligeiramente irritante
ME 4 0,1% VBM 4,91+1,18 Né&o irritante/ligeiramente irritante
ME 4 Placebo 4,71+0,98 N&o irritante/ligeiramente irritante
Betnovate® creme 2,35+0,45 Né&o irritante/ligeiramente irritante
NaOH 0,1 N 16,51+5,56 Irritante severo

NaCl 0,9% 3,08+0,09 N&o irritante/ligeiramente irritante

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim como no HET-CAM, a resposta obtida dos controles positivos e negativos foi
adequada, onde o NaOH 1N comportou-se como substéancia irritante severa e o NaCl 0,9%
como nao irritante/ligeiramente irritante. De acordo com a classificagdo de Lagarto (2006), os
produtos podem estar em trés categorias, ndo irritante/ligeiramente irritante; moderadamente
irritante ou irritante severo.

Como é possivel observar nos resultados, todas as microemulsdes, tanto placebo como
com VBM, foram classificadas no menor nivel de irritabilidade, como néo irritante/ligeiramente
irritante. Quando observamos os resultados das médias obtidas, é possivel verificar que na
presenca do farmaco, o valor final é aumentado, porém sem magnitude para alterar sua
classificacéo final. Essa informacéo corrobora com os resultados obtidos pelo HET-CAM, onde
o leve potencial irritante de algumas formulacdes foi atribuido a presencga do farmaco e ndo aos
outros constituintes (tensoativos e 6leo), nem ao pH das microemulsdes.

Por se tratar de dois testes que avaliam o mesmo endpoint, a irritagdo ocular, e que
utilizam o mesmo local como alvo do estudo (a MCA), os resultados mostram a coesdo que
existe entre estas metodologias, visto que podem ser utilizadas de forma complementar para dar

mais robustez na avaliacdo de seguranca desses produtos.
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Além disso, ndo foi observado potencial de irritagdo moderado nem severo para nenhuma
formulacdo em nenhum dos testes realizados, podendo assim sugerir que estas microemulsoes
sdo seguras para aplicacdo dérmica, pois sabe-se que se uma formulacao ndo apresenta potencial
irritante ao nivel ocular muito dificilmente sera irritante para pele.

Mesmo com o atual conhecimento, ainda ndo é possivel substituir totalmente o uso de
animais por uma unica metodologia in vitro de avaliacdo de irritacdo ocular, dérmica e de
mucosas, portanto, criar conjuntos de testes que possam reduzir substancialmente o nimero de
animais usados, se faz necessario. Essa conduta significa também diminuir as chances de expor

0S animais ao sofrimento e a dor.

59 AVALIACAO FARMACODINAMICA IN VIVO - ENSAIO DE
BRANQUEAMENTO

A eficécia de um corticoide topico esta relacionada a sua poténcia farmacoldgica e a sua
capacidade de absorcéo nas células alvo dentro da epiderme viavel e derme. Atualmente, os
principais métodos para avaliagdo da entrega tdpica de farmacos sdo divididos em duas
abordagens: (a) ensaios in vitro, incluindo os ensaios de liberagdo e permeacédo cuténea; e (b)
ensaios in vivo, que engloba os ensaios clinicos, a dermatofarmacodinamica (ex:
vasoconstriccdo para glicocorticoides), a dermatofarmacocinética (DPK) e a microdialise
cutanea (WIEDERSBERG, 2006; WIEDERSBERG et al., 2008).

No caso dos glicocorticdides topicos, a biodisponibilidade pode ser avaliada pelo ensaio
de branqueamento, devido a capacidade farmcodindmica desses farmacos em gerar
vasoconstriccdo. Neste trabalho, trés formulacdes foram testadas para este ensaio: formulagédo
F3 a 0,1%; a mesma formulacdo (F3) a 80% do nivel de saturacdo do farmaco e Betnovate®
creme a 0,1%.

As leituras realizadas nos locais em teste foram corrigidas pelas linhas de bases e
expressas como valores de Aa. A resposta média de branqueamento (Aa) versus horas apos
remocdo da formulagdo, para os diferentes veiculos, concentracfes e tempos de contato, estéo
presentes nas Figuras 28 e 29.

Foi verificado o branqueamento da pele apds a remocéo das formulagdes, com 2 e 6 horas
de contato, onde todas apresentaram pico maximo de branqueamento 19 horas ap6s a remogé&o.

O que mostra que o farmaco presente incialmente no estrato corneo foi permeando aos poucos
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a partir do local de aplicagdo mesmo apds varias horas da remocao, um fenébmeno conhecido
como efeito reservatorio (BACH & LIPPOLD, 1998).

Porém, de acordo com a analise estatistica aplicada (ANOVA one way), ndao houve
diferenca nesta resposta de branqueamento entre as diferentes formulacdes testadas nos dois
tempos de duragdo de contato (2 e 6 horas), nas concentracdes aplicadas (0,1% e 80% de
saturacdo), mostrando que a avaliagdo do branqueamento ndo foi capaz de distinguir

farmacodinamicamente as formulagdes, sendo, portanto, consideradas semelhantes.

Figura 28 - Grafico do Aa x tempo apds remogao das formulagdes de VBM, apos 2 horas de

contato.

Branqueamento 2h

-o- Betnovate
o F3 0,1%
-o—- ME saturada

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 29 - Grafico do Aa x tempo apds remogao das formulagdes de VBM, apos 6 horas de

contato.

Branqueamento 6h

-e- Betnovate
- F3 0,1%
T -o- ME saturada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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No entanto, estas conclusdes sdo baseadas em medicdes de resposta farmacodindmica,
que é de natureza saturdvel, uma abordagem independente (dermatofarmacocinética in vivo)

poderia ser usada para avaliar a permeacdo do farmaco.
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6 CONCLUSAO

»  Apos aselecdo dos componentes para 0 desenvolvimento das microemulsdes, foi escolhido
como par de tensoativos o PEG 400 e Tween 80, devido a adequada solubilidade do ativo,
além da facilidade de aquisicdo, assim como o 6leo de licuri, que foi selecionado também
por ser de origem vegetal, oriundo de uma palmeira caracteristica da regido de caatinga
brasileira.

« Foram desenvolvidos os diagramas de fase pseudoternérios, delineando os pontos onde
existiu a formacéo de sistemas opticamente transparentes, dos quais foram selecionadas
quatro microemulsdes para seguirem os testes de caracterizacao.

* As formulagdes microemulsionadas contendo éleo de licuri, foram desenvolvidas com
sucesso, mostrando a capacidade desse 6leo em ser um candidato para utilizacdo como
adjuvante farmacéutico em formulagGes tdpicas, como alternativa, inclusive, ao acido
oleico.

»  Os estudos de centrifugacdo, solubilidade em corante, pH, tamanho de goticula, potencial
zeta e microscopia de luz polarizada permitiram caracterizar adequadamente os sistemas
microemulsionados. Ap6s incorporacdo do Valerato de Betametasona (VBM), todas as
microemulsdes permaneceram estaveis, sem alteracGes significativas das caracteristicas
avaliadas.

O método analitico para quantificacdo do farmaco por cromatografia liquida de alta
eficiéncia se mostrou adequado e capaz de produzir resultados confiaveis.

»  Apos veiculacdo das microemulsdes contendo VBM 0,1% em gel de Carbopol a 0,5%, as
formulacdes estavam adequadas para aplicacdo topica, sem excesso de fluidez.

« De acordo com o estudo de estabilidade acelerada, realizada conforme RE 01/2005 da
ANVISA, as formulacdes desenvolvidas permanecem estaveis durante os 180 dias de
estudo.

* Nos estudos de liberacdo das formulagdes, utilizando células de Franz e membrana
sintética, todas apresentaram modelo cinético de Higuchi, e liberaram aproximadamente
0,078% da quantidade de VBM aplicada. Nenhuma quantidade acima do limite de
quantificacdo do método utilizado foi encontrada no liquido recepto nos estudos de
absorcéo cutanea.

* Naavaliacdo da retencédo cutanea, foi possivel quantificar o VBM tanto no estrato corneo
(EC) como na epiderme/derme. A formulagdo F3 acumulou significativamente mais

farmaco no EC, em relagdo as outras formulagdes, incluindo Betnovate®creme
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(formulacdo de mercado). A técnica de tape-stripping mostrou-se simples e adequada na
remocdo de EC apds estudo de absor¢do cutanea in vitro com pele de porco. A mesma
formulacdo (F3) reteve em maior quantidade na epiderme/derme, em relacdo as demais
formulagoes.

O comportamento de F3 em reter o VBM nos locais onde estdo presentes as células-alvo é
animador quando pensamos na possibilidade de aumento de poténcia do farmaco e melhora
na eficacia.

Os métodos alternativos utilizados (HET-CAM e CAM-TBS) para avaliar o potencial de
irritacdo das formulacdes revelaram-se reprodutiveis, mostraram resultados semelhantes e
determinaram que as formulagfes sdo seguras para aplicacdo topica, apresentando niveis
de irritacdo leve ou ausente.

Estes métodos alternativos podem ser aceitaveis para avaliar o potencial irritante de novos
sistemas, como as microemulsées, e ndo apenas formulagfes convencionais e substancias
puras.

Devido a maior retentividade na pele, F3 foi conduzida para a avaliacdo farmacodinamica
in vivo, em diferentes concentracbes. Houve branqueamento a partir de todas as
formulagdes, nos tempos de 2 e 6 horas de contato, porém ndo houve diferenga estatistica
entre os veiculos, concentragdes e tempos de contato. E possivel sugerir a avaliacdo
seguindo outras abordagens, como, por exemplo, a dermatofarmacocinética in vivo.
Como esperado para formulacdes de acdo na pele, a retencdo do ativo nas suas camadas,
sem passagem para corrente sanguinea € desejavel, tornando F3 uma formulacédo
promissora na otimizagdo da administracdo topica de VBM nas doencas dermatolégicas de
carater inflamatério, como psoriase e dermatite topica, onde os efeitos sistémicos de
corticoides seriam evitados e até eliminados pela administracdo de produtos

adequadamente desenvolvidos e avaliados, levando a um aumento na adesdo do tratamento.
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