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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca reumatica sistémica cronica de mdaltiplas
articulagdes. A dexametasona (DEXA) € um potente corticosteroide sintético com
acao antiinflamatdria utilizada no tratamento da AR. O uso prolongado é associado a efeitos
colaterais sistémicos graves, como hipertensdo, hiperglicemia, supressdo imunoldgica,
dependéncia e resisténcia. A utilizacdo de microemulsdo (ME) visa formar um sistema para
incorporar a DEXA e aumentar a sua eficacia terapéutica. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e caracterizar uma ME contendo DEXA para o tratamento da AR. Inicialmente
realizou os estudos de pré-formulacdo e prosseguiu com o desenvolvimento do diagrama de
fases pseudotérnario (DFPT) para obter a regido de formacdo de ME. Foi realizada a
validacdo analitica para a quantificacdo da DEXA. Realizou-se a caracterizacdo dos sistemas
guanto aos seus aspectos fisico-quimico e morfologico pelas técnicas de: aspecto
macroscopico, pH, condutividade elétrica, indice de refracdo, tamanho medio de goticula
(TMG), indice de polidispersdo (IPD), potencial zeta (PZ), microscopia de luz polarizada,
medidas reoldgicas, termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
difracdo de raios-X (DRX). Verificou-se a estabilidade preliminar dos sistemas pelos testes de
centrifugacdo, estresse térmico e ciclo resfriamento/aquecimento. Realizou teste de liberacdo
in vitro. O DFPT foi construido utilizando a mistura de tensoativos Kolliphor® HS 15 e Span®
60 (9:1), como fase oleosa o triglicerideo do acido caprico e caprilico e como fase aquosa a
agua destilada. Foram selecionadas trés formulagdes (ME-1; ME-2; ME-3). A validacdo
analitica mostrou-se um método especifico, exato, preciso, robusto e rapido. A EE dos
sistemas variou entre 88 e 99% e quantidade maxima de DEXA incorporado nos sistemas
foram de 0,06%; 0,29% e 0,36% para as ME-1, ME-2 e ME-3, respectivamente. Para analise
macroscaopica observou-se formulagdes liquidas, transparentes, limpidas e homogéneas. O pH
variou entre 5,57 e 6,26 sendo viavel para administrado por via parenteral. A condutividade
elétrica para ME-1 (135,30 + 1,66 uS/cm), ME-2 (196,17 + 1,17 puS/cm) e ME-3 (204,10 *
1,45 uS/cm) sugerindo serem ME do tipo O/A. Os TMG dos sistemas variaram entre 22,25 +
0,76 e 37,03 = 1,11 nm confirmando serem MEs. O IPD com valores entre 0,206 + 0,007 e
0,314 + 0,017 sugerindo possuir goticulas homogéneas. Pelas medidas reoldgicas atestou-se
comportamento de fluido ndo-newtoniano do tipo pseudoplastico. Pelo DSC revelou-se
aparecimento de pico endotérmico de fusdo em 259,81 °C para a DEXA, comprovando sua
cristalinidade (forma B) pelo DRX e as formulagfes apresentaram caracteristica amorfa,
sugerindo incorporacdo da DEXA. Os sistemas permaneceram estaveis diante os testes de
estabilidade preliminar. O estudo de liberag&o in vitro revelou que no tempo de 6 h ocorreu
liberacdo de 54% para a ME-3 DEXA 0,08%, e 50% para a ME-3 DEXA 0,1%, seguida de
liberacdo lenta por até 72 h, ocorre uma liberacdo burst release, seguida de liberacdo lenta
e sustentada. Portanto, os sistemas microemulsionados propostos foram capazes de incorporar
a DEXA, sendo assim uma alternativa promissora a fim de aumentar a eficacia terapéutica da
DEXA.

Palavras-chave: Anti-inflamatério. Microemulsdo. Novos Sistemas de Liberacdo de
Farmacos. Via parenteral.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic rheumatic disease of multiple joints.
Dexamethasone (DEXA) is a potent synthetic corticosteroid with anti-inflammatory action
used in the treatment of RA. Prolonged use is associated with serious systemic side effects,
such as hypertension, hyperglycemia, immune suppression, dependence and resistance. The
use of microemulsion (ME) aims to form a system to incorporate DEXA and increase its
therapeutic effectiveness. The objective of this work was to develop and characterize an ME
containing DEXA for the treatment of RA. Initially, he performed the pre-formulation studies
and proceeded with the development of the pseudo-ternary phase diagram (PTPD) to obtain
the EM formation region. Analytical validation was performed to quantify DEXA. The
systems were characterized in terms of their physical-chemical and morphological aspects
using the following techniques: macroscopic aspect, pH, electrical conductivity, refractive
index, average droplet size (ADS), polydispersity index (PDI), zeta potential (PZ), polarized
light microscopy, rheological measurements, thermogravimetry (TG), differential scanning
calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (DRX). The preliminary stability of the systems was
verified by tests of centrifugation, thermal stress and cooling / heating cycle. Performed an in
vitro release test. The PTPD was built using a mixture of surfactants Kolliphor® HS 15 and
Span® 60 (9:1), as the oil phase the capric and caprylic acid triglyceride and as the aqueous
phase the distilled water. Three formulations were selected (ME-1; ME-2; ME-3). Analytical
validation proved to be a specific, exact, precise, robust and fast method. The EE of the
systems varied between 88 and 99% and the maximum amount of DEXA incorporated in the
systems was 0.06%; 0.29% and 0.36% for ME-1, ME-2 and ME-3, respectively. For
macroscopic analysis, liquid, transparent, clear and homogeneous formulations were
observed. The pH varied between 5.57 and 6.26 being viable for parenteral administration.
The electrical conductivity for ME-1 (135.30 + 1.66 uS/cm), ME-2 (196.17 £ 1.17 uS/cm)
and ME-3 (204.10 £ 1.45 uS/cm) ) suggesting they are O/W type ME. The TMG of the
systems varied between 22.25 + 0.76 and 37.03 = 1.11 nm confirming that they were MEs.
The PDI with values between 0.206 + 0.007 and 0.314 + 0.017 suggests having homogeneous
droplets. The rheological measurements confirmed the behavior of non-Newtonian fluid of
the pseudoplastic type. The DSC revealed an endothermic melting peak at 259.81 °C for
DEXA, proving its crystallinity (form B) by the DRX and the formulations showed an
amorphous characteristic, suggesting incorporation of DEXA. The systems remained stable in
the face of preliminary stability tests. The in vitro release study revealed that in 6 h the release
occurred of 54% for ME-3 DEXA 0.08%, and 50% for ME-3 DEXA 0.1%, followed by slow
release for up to 72 hours. h, a bust release occurs, followed by a slow and sustained release.
Therefore, the proposed microemulsion systems were able to incorporate DEXA, thus being a
promising alternative in order to increase the therapeutic efficacy of DEXA.

Keywords: Anti-inflammatory. Microemulsion. New Drug Release Systems. Parenteral route.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenc¢a reumatica cronica difundida no mundo,
afetando cerca de 24,5 milhdes de pessoas, com prevaléncia em mulheres e idosos (FANG et
al., 2019). No Brasil em estudo multicéntrico com amostras populacionais das macrorregides
norte, nordeste, centro-oeste e sul, encontrou uma prevaléncia de 1% da populagdo adulta, que
corresponde a uma estimativa de 1,3 milhdo de pessoas acometidas (VAZ et al., 2013).

Causada pela deformacdo e degeneracdo estrutural dos tecidos articulares,
inflamac&o sinovial e erosdo Gssea periarticular, pode levar a incapacidade fisica grave. Ao
longo da doenga, os pacientes geralmente sofrem uma diminuigcdo da qualidade de vida, uma
incapacidade potencial e uma reducdo na expectativa de vida de cerca de 10 anos. Dentre as
estratégias terapéuticas para AR, destaca-se o tratamento com glicocorticoides (GIRDLER et
al., 2019; JIA et al., 2018; LORSCHEIDER et al., 2019).

Entre os glicocorticoides, a dexametasona (DEXA) é um potente corticosteroide
sintético caracterizado por sua acdo anti-inflamatéria e imunossupressora de grande
magnitude, frequentemente utilizado como um agente anti-inflamatério, devido a sua poténcia
anti-inflamatoria ser 25 vezes superior a da hidrocortisona (ANSARI et al., 2019; NEJAD et
al., 2019). Ela é utilizada para o tratamento de diversas doencas, como cancer, leucemia,
artrite reumatoide, edema cerebral, asma, esclerose multipla, distarbios gastrointestinais,
colite ulcerativa, psoriase e doencas da retina (JOHANNSDOTTIR et al., 2018; KIM et al.,
2018; PRAMANIK et al., 2018; WANG et al., 2017).

A atividade imunomoduladora da DEXA é desejavel no contexto de sua aplicacao
farmacol6gica, porém a sua administracdo em excesso ou a longo prazo pode inibir o
metabolismo celular (MIKIEWICZ et al., 2017). Trazendo assim o risco de ocorréncia de
reacOes adversas como hipertensdo, glaucoma, osteoporose, dores de cabeca, ganho de peso,
depressdo, sangramento estomacal e intestinal devido a ulceragdo (JIA et al., 2018; NEJAD et
al., 2019; SMAJDOR; PIECH; PACZOSA-BATOR, 2018).

Os novos sistemas de liberacdo de farmacos (NSLF) propdem carrear um insumo
farmacéutico ativo (IFA), alcancando uma administracdo eficiente, minimizando a incidéncia
de efeitos adversos e aumentando o indice terapéutico através de uma liberacdo controlada em
sitios especificos (VILLEGAS et al., 2019).

Entre os NSLF, destacam-se as microemulsbes (MEs), que sdo dispersoes

termodinamicamente estaveis de dois liquidos imisciveis, estabilizados por peliculas
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interfaciais de moléculas de tensoativos e, em alguns casos, por um cotensoativo adicional
(VLADISAVLIEVIC, 2019).

As MEs possuem diversas vantagens no carreamento de IFA como a capacidade de
protecdo contra possiveis instabilidades no organismo, reducdo da toxicidade, liberacdo
controlada de farmacos, possibilidade de incorporagdo de moléculas hidrofilicas e lipofilicas,
diminuicdo da dose e nuimero de administracdo e maior adesdo do paciente a terapia
(CALLENDER et al., 2017). Com estes beneficios farmacéutico das MEs é relevante estudo
do efeito da formulacdo com a incorporacdo de compostos anti-inflamatério (PINEROS et al.,
2017).

Portanto, o desenvolvimento de MEs com DEXA para o tratamento da AR através de
administracdo por via parenteral possui o intuito de melhorar as acGes anti-inflamatdrias,
melhora dos efeitos terapéuticos, com consequente reducdo das reacfes adversas, aumento no
tempo de liberacdo do IFA, reducdo da frequéncia de administracdo e maior adesdo do

paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado contendo DEXA com

potencial agente para o tratamento da artrite reumatoide.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste projeto sao:

a)

b)

d)

desenvolver e utilizar um diagrama de fases pseudo-ternario (DFPT) para
obtencdo de possiveis regides de formacdo de sistemas opticamente
transparentes;

selecionar pontos do DFPT da regido opticamente transparente para incorporar a
DEXA,;

quantificar a DEXA no sistema, bem como avaliar a eficiéncia de encapsulacéo
e a quantidade méaxima de farmaco incorporado ao sistema;

caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos,
contemplando as analises de: aspecto macroscopico, pH, condutividade elétrica,
indice de refragdo, tamanho médio das goticulas, indice de polidisperséo,
potencial zeta, microscopia eletrbnica de transmissdo, microscopia de luz
polarizada, calorimetria exploratoria diferencial, termogravimetria, difracdo de
raio X e medidas reoldgicas;

avaliar a estabilidade preliminar dos sistemas obtidos, através dos ensaios de
centrifugacdo, ciclo de resfriamento/aquecimento e estresse térmico;

avaliar o perfil de liberacdo in vitro do sistema contendo DEXA.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doenca autoimune inflamatoria sistémica crénica de mdaltiplas
articulacdes, afetando principalmente as articulagGes diartrodiais das maos e pés. A sua
cronicidade manifesta-se com a inflamacdo na capsula sinovial, destruicdo da cartilagem
articular, formacdo de pannus, angioneogénese por erosao 6ssea, dor insuportavel e rigidez
nas articulacdes, levando a uma incapacidade fisica grave (JIA et al., 2018; SRIVASTAVA et
al., 2017; SYED; DEVI, 2019; WANG et al., 2016b).

Os sintomas musculoesqueléticos e os sintomas mais gerais tem sido associado a AR,
como dor e inchaco nas articulagdes, calor, vermelhiddo e sensacdo de queimacao nas
articulacdes, rigidez matinal, fraqueza muscular, perda de forca motora, fadiga, dificuldades
para dormir e sintomas depressivos (BOHEEMEN; SCHAARDENBURG, 2019). A AR
também é considerada uma doenca multissistémica que afeta érgdos extra-articulares, como,
pele, olhos, coracdo, pulmdo, rins, coracdo, vasos sanguineos, sistemas nervoso e
gastrointestinal (BOSSOLANI et al., 2019).

Fang et al. (2019) relatou que a AR afeta cerca de 24,5 milhGes de pessoas em todo o
mundo a partir de 2015. Com prevaléncia cerca de 3 vezes maior em mulheres que em
homens. entre as mulheres, as com idade entre 30 e 60 anos sdo0 mais propensas para O
desencadeamento da doenca. A AR leva a deterioracdo funcional grave e morte prematura se
ndo for tratada. A incidéncia da taxa de mortalidade é associada as condi¢es co-morbidas
como doenca cardiovascular, aterosclerose, doenca renal, infeccdo, malignidade, doenca
pulmonar, osteoporose e depressdo (SYED; DEVI, 2019).

A patogénese da AR é associada as celulas e citocinas dos sistemas imunolégico e
inflamatdrio, apontam o envolvimento de fatores genéticos, hormonais e ambientais. Estes
fatores iniciam a producdo de auto-antigenos, incluindo proteoglicanos, colageno tipo I,
proteinas citrulinadas, glicoproteina da cartilagem humana e proteinas de choque térmico
(MAetal., 2019; ZEB et al., 2017).

O sistema imunoldgico responde aos auto-antigenos produzindo auto-anticorpos,
incluindo fator reumatoide e anticorpo peptideo anti-citrulinado, via estimulacéo de células B
por células T CD4 ™ ativadas por antigeno (BOISSIER et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2016;

ZEB et al., 2017). Uma vez estas células T CD4 " ativadas por antigeno, secretam citocinas


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/joint-swelling
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/burning-sensation
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/morning-stiffness
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rheumatoid-factor
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/peptide-antibody
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inflamatdrias como interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) para ativar
monacitos, macrdofagos e fibroblastos sinoviais para a superproducéo de interleucinas (IL- 1,
IL-6, IL-15e IL-18) e TNF-a (NOGUEIRA et al., 2016; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA,
2010; SRIVASTAVA et al., 2017; ZEB et al., 2017).

Na AR sdo expressos 0 TNF-a, IL-1B e IL-6 que desempenham um papel
fundamental em sua patogénese, provocando a liberacéo
de metaloproteinases da matriz, 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) e ciclooxigenase-
2 (COX-2) de condrdcitos, fibroblastos sinoviais, osteoclastos e neutrofilo. A degradagdo dos
tecidos conjuntivos por essas enzimas destrutivas e a estimulacdo da osteoclastogénese
acabam resultando em destruicdo da cartilagem e erosdo 6ssea (JANAKIRAMAN et al.,
2018; LITTLEJOHN; MONRAD, 2018; ZEB et al., 2017).

O tratamento da AR visa a supressdo da dor nas articulac@es, alivio do inchaco e
inflamacdo da membrana sinovial, prevencdo de danos nas subestruturas articulares e
articulares, a interrupcdo do progresso da doenca, a prevencdo da erosdo Ossea e 0
restabelecimento da mobilidade articular e funcionamento geral das articulagdes. Para atingir
estes objetivos, sdo utilizados agentes terapéuticos, como: antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINESs), corticosteroides, antirreumaticos modificadores da doenca e agentes bioldgicos
(FANG et al., 2019; LAW; TAYLOR, 2019).

Os glicocorticoides como DEXA, prednisolona e a-metilprednisolona s&o
frequentemente utilizados no tratamento da AR criticamente ativa, interferindo no acimulo de
macréfagos e enfraquecendo a permeabilidade capilar, a utilizacdo destes glicocorticoides
exigem altas doses e frequéncia para atingir a eficiéncia antiartrite, pois serdo rapidamente
eliminados apds a administragdo sistémica, levando ao aumento do risco da ocorréncia de
efeitos colaterais, como cardiovasculares, atrofia muscular, glaucoma, ulcera péptica,
infeccOes e osteoporose (YANG et al., 2017).

Com o tratamento convencional para AR atinge-se o efeito terapéutico, porém
apresenta altos riscos de tolerancia terapéutica e defuncionalizacdo induzida pelo aumento da
dose. Assim, uma alternativa é a administracdo de farmacos de liberacdo controlada em
nanoescala, pois oferecem novas oportunidades para melhorar a seguranca e eficicia de
terapéutica convencional (PRASAD et al., 2018). Assim auxilia na melhora da AR, pelo o
fato da condicdo artritica exigir uma liberacdo controlada de droga por um periodo
prolongado de tempo, desta forma satisfazendo o proposito do tratamento, especificamente


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gamma-interferon
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tumor-necrosis-factor
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/interleukin-derivative
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/interleukin-15
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tumor-necrosis-factor
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/matrix-metalloproteinase
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/matrix-metalloproteinase
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/inducible-nitric-oxide-synthase
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cyclooxygenase-2
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cyclooxygenase-2
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para rigidez matinal que causa dor insuportavel e inflamacdo (SRIVASTAVA et al., 2017,
YANG et al., 2017).

Jia et al. (2018) desenvolveram o nanocarreador lipossoma com DEXA para o
tratamento da AR. Em seu estudo de liberagéo in vitro, 80% de DEXA livre foram liberadas
durante 6 h pelos os sacos de dialise, enquanto que a DEXA encapsulada nos lipossomas
obteve uma liberacdo de 60% no periodo de 72 h, indicando liberacdo sustentada por um
periodo de tempo prolongado. Os estudos farmacocinéticos in vivo evidenciaram meia vida
longa do lipossoma com DEXA. Os estudos de biodistribuigdo in vivo demonstraram uma
internalizacdo mais alta do agente de imagem ligado a lipossomas na sindvia inflamada por
um periodo prolongado (até 72 h), como também uma reducdo significativa na espessura da
pata e inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) foi evidenciada
em animais tratados com DEXA-lipossomas em comparacdo com o controle. O
encapsulamento da DEXA em lipossomas resultou na melhoria na sua seguranca e
biocompatibilidade, como também melhor ingestdo celular, maior retencdo nas células e
reducédo na toxicidade.

Nos estudos de Lorscheider et al. (2019) foi realizado o desenvolvimento de
nanoparticulas com o pré farmaco palmitato de DEXA para tratamento da AR. O estudo de
liberacdo in vitro evidenciou liberacdo de 60% de palmitato de DEXA ap6s 8 horas. Os
efeitos antiinflamatorios in vitro obteve resultados de diminui¢do da concentracdo de citocinas
resultante do efeito antiinflamatdrio . A atividade in vivo observou escore da AR de 2,5 £ 0,7.
A avaliacdo dos efeitos colaterais realizado a partir de parametros bioldgicos e hematoldgicos
mostrou que nenhum efeito adverso foi detectado para as nanoparticulas (palmitato de
DEXA).

Wang et al. (2016b) realizaram estudos para tratamento da AR através de micelas
contendo DEXA. Os resultados de liberacdo in vitro mostrou que 50% de DEXA foi liberada
das micelas ap6s 72 h, enquanto a DEXA livre obteve liberacdo de 90,6% nas primeiras 6 h.
A biodistribuigdo in vivo mostrou fluorescéncia intensa nas articulagdes artriticas apds 2 h,
persistindo por mais de 24 h. A andlise farmacocinética mostrou AUC _,;de 2,71 vezes
maior para micelas-DEXA do que para DEXA livre, e Ty, foi 5,44 vezes maior para Micelas-
DEXA. No estudo in vivo de medicdo da espessura da pata e escore articular foi evidenciado
um tamanho de 4 mm de espessura e escore de 4, comprovando tratamento eficaz pelo o
estudo histologico, que foi observado superficies normais da cartilagem com uma interface

clara e apenas infiltrados celulares limitados.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antiinflammatory-activity

19

3.2 DEXAMETASONA
3.2.1  Aspectos gerais

Os glicocorticoides s@o corticosteroides pertencentes ao grupo dos hormdonios
esteroides produzidos naturalmente no corpo humano, e também ocorrem em grande
variedade de drogas sintéticas. Sintetizados no cortex adrenal, participam de muitas acoes,
como metabolismo da glicose e regulacdo do sistema imunoldgico (SMAJDOR; PIECH,;
PACZOSA-BATOR, 2018). Amplamente utilizados como agentes imunossupressores e
antiinflamatérios em diferentes contextos clinicos, sendo a cortisona 0 primeiro
glicocorticoide administrado a pacientes com AR em 1948. Atualmente, os glicocorticoides
sdo relevantes no tratamento de asma, dermatite, doencas autoimunes e inflamacéo
(FALCON-BEAS et al., 2019).

A DEXA ¢é um farmaco representante dos esteroides sintético, derivado do nicleo
ciclopentanoidrofenantreno, com nome quimico (9 o-fluoro-ll B, 17a, 21-tri-hidroxi-16
ametilpregna-1,4-dieno-3,20-diona). Aprovado pelo FDA em 1958, sendo considerado um
potente antiinflamatdério e imunossupressor pertencente a classe dos glicocorticoides e
caracteriza-se por ser um pé cristalino branco, ou quase branco de férmula molecular
CxH29FOs (Figura 1) com massa molecular de 392,46 g/mol (ARTH et al., 1958a, 1958b;
JAIN; DATTA, 2015). E praticamente insolivel em &gua; facilmente solvel em etanol,
acetona, dioxano e metanol; levemente solGvel em cloroférmio; muito solivel em éter. Atinge
seu ponto de fusdo na temperatura de 255 °C, com decomposicio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA , 2019)

Figura 1 — Estrutura quimica da dexametasona
OH

“\\\\O H

\\\\\\\

Fonte: autor préprio.
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20

Foi sintetizada pelo grupo de pesquisa de Arth et al. (1958a, 1958b), a partir de um
analogo da prednisolona ao qual foi adicionado um atomo de flGor no carbono 9 e um radical
metila no carbono 16, sendo chamado de 9-alfa-fluoro-16-alfa-metilprednisolona. Assim,
produzido pelos laboratérios da Merck, Sharp & Dohme chamada primeiramente pelo nome
genérico de hexadecadrol mais tarde batizada como DEXA e langada no mercado cerca de
dez anos apds a cortisona original da Merck, com o nome comercial de Decadron® (BUNIM
etal., 1958; WALTON, 1959).

E um farmaco utilizado para o tratamento de inGmeras patologias, como cancer,
leucemia, artrite reumatoide, edema cerebral, asma, esclerose madltipla, distdrbios
gastrointestinais, colite ulcerativa, psoriase, doengas da retina, dentre outras (JAIN; DATTA,
2015; LORSCHEIDER et al., 2019; SMIT-MCBRIDE; MODJTAHEDI; MORSE, 2013;
TAN et al.,, 2017; YUAN et al., 2015). Assim esta contida na lista de medicamentos
essenciais da organizacdo nacional da salde, que possui 0s medicamentos que Sao
considerados os mais importantes no sistema de salde, sendo possivel observar em diferentes
formas farmacéuticas e concentrac@es, como creme (0,1 mg/mL — 0,1 %), pomada oftalmica
(0,2 mg/mL — 0,1 %), suspensdo oftalmica (0,1 mg/mL — 0,1 %), comprimido (4 mg) e elixir
(0,2 mg/mL), solucdo injetavel (4 mg/mL). Como também é alvo de estudo e incorporagao em
diversos sistemas de liberacdo modificada de farmacos (JAIN; DATTA, 2015; RENAME,
2018).

Possui um arsenal terapéutico que é desejavel no contexto de sua aplicacdo
farmacologica, porém devido as suas caracteristicas de hidrofobicidade e baixa
biodisponibilidade sdo necessarias doses elevadas para atingir o seu nivel terapéutico no
plasma sanguineo, levando a uma administragdo em excesso ou a longo prazo,
consequentemente, um fator de risco para o surgimento de reacGes adversas como
hipertensdo, glaucoma, osteoporose, dores de cabeca, ganho de peso, depressdo e
sangramento estomacal e intestinal devido a ulceracdo (SMAJDOR; PIECH; PACZOSA-
BATOR, 2018; URBANSKA; KAREWICZ; NOWAKOWSKA, 2014).

3.2.2  Mecanismo de Ac¢do e Farmacocinética

A DEXA liga-se ao receptor de glicocorticoide de forma mais eficiente do que o

cortisol, devido a presenga do 4&tomo de flior o torna mais lipofilico, enquanto o grupo metil
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ligado ao carbono C-16 aumenta sua afinidade com o receptor mineralocorticoide
(URBANSKA; KAREWICZ; NOWAKOWSKA, 2014).

Os corticosteroides podem ser classificados quanto aos seus efeitos em
mineralocorticoides e glicocorticoides. Os mineralocorticoides estdo envolvidos na regulacéo
de eletrdlitos e metabolismo da agua, enquanto que os glicocorticoides possuem efeito na
regulagdo da inflamacéo, no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (ANNAME et
al., 2015; BIANCHI et al., 2017).

O mecanismo de acdo do glicocorticoide é fundamentado através da ligacdo da
molécula ao receptor nuclear intracelular (Figura 2), composto de pelos dominios, sendo eles:
dominio de transativacdo N-terminal (NTD), dominio central de ligacdo ao DNA (DBD), e
um dominio de ligacdo C-terminal (LBD) (VANDEWALLE et al., 2018).

O NTD participa da regulacdo do processo de transcricdo e engloba a funcédo de
ativagdo dominio 1 (AF-1) que é importante para a interacdo com os co-reguladores e
recrutamento do mecanismo de transcri¢do basal. O DBD, que é altamente conservado entre
0s receptores de esteroides, consiste em dois motivos de dedo de zinco que sdo importantes
para a dimerizagédo do receptor de glicocorticoide e ligagdo ao DNA. O LBD responsavel pela
ligacdo de ligantes, auxiliando na dimerizacdo e interagindo com as proteinas protetoras,
engloba a funcdo de ativacdo dominio 2 (AF-2). A ligacdo do ligante pelo receptor de
glicocorticoide é seguida pela mudancga na conformacéo de AF-2, que permite interagdes com
outros fatores que participam em ambos: a ativacdo e a inibicdo da transcricdo. Os
glicocorticoides também podem ativar os receptores dos mineralocorticoides (SCHERHOLZ;
SCHLESINGER; ANDROULAKIS, 2018; URBANSKA; KAREWICZ; NOWAKOWSKA,
2014; VANDEWALLE et al., 2018).



22

Figura 2 — Esquema de dominios do receptor de ligacdo a glicocorticoides.

NTD . LBD |

| |

DBD H

Fonte: adaptado de Vandewalle et al. (2018) e Urbanska; Karewicz; Nowakowska (2014).

Legenda: NTD: dominio de transativacdo N-terminal; LBD: dominio de ligacdo C-terminal; DBD:
dominio central de ligagdo ao DNA; H: hinge; AF-1: funcéo de ativacdo dominio 1; AF-2: funcéo de
ativacdo dominio 2.

Os glicocorticoides a nivel molecular possuem efeitos ndo gendémicos e gendmicos.
Os efeitos ndo-gendmicos ocorrem a partir da interacdo com o receptor citosolico, mas nao
internaliza no ndcleo, acontece uma rapida inibicdo dos mediadores inflamatorios, como o
acido araquiddnico, consequentemente incluem uma diminui¢do na agregacao plaquetaria, na
adesdo celular e nas fosfotirosina-quinases intracelulares. Os efeitos gendmicos podem ser
indiretos e direto, os indiretos sdo chamados de transrepressao e decorre apos poucas horas de
exposicado sendo resultante da interagdo fisica entre o complexo a do receptor glicocorticoide
monomérico (G-GR) e outros variados fatores de transcricdo nuclear, como fator nuclear (NF)
- kB e proteina ativadora (AP) - 1 (ANNAME et al., 2015; BIANCHI et al., 2017).

Em seguida os fatores de transcricdo nucleares sdo capturados no citosol e ndo
podem entrar no ndcleo, impossibilitando a expressao de genes que codificam a maioria ou
todos os mediadores pré-inflamatérios. Os gendmicos diretos sdo chamados de transativacédo
que exigem alguns dias de exposicéo celular aos glicocorticoides, sendo necessario mudancas
conformacionais antes de o complexo migrar para o nucleo e interagir com elementos
responsivos do glicocorticoide. Ambas as vias genémicas e ndo gendmicas contribui para o
efeito anti-inflamatdrio e imunomodulador, diferenciando-se pela forma de ativacédo, sendo a
via ndo gendmica a mais rapida, contudo necessita doses elevadas, além de ser expressa
apenas durante processos inflamatérios agudos, enquanto a via gendmica é ativada em doses
baixas (ANNAME et al., 2015; BIANCHI et al., 2017).

Como descrito, sdo atribuidos varios mecanismos de acdo moleculares para
corticosteroides, ao qual envolvem a inibicdo de varias vias de sintese da fosfolipase A2
inibicdo da atividade bioquimica resultando numa disponibilidade diminuida de substrato de

acido araquiddnico para a sintese de prostaglandina e leucotrieno, como também resultando
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numa produgdo reduzida de interleucinas do fator de necrose tumoral-a (por exemplo, IL-1,
IL-6 e IL-2), reducdo da producéo de IL-5 (inibicdo de IL-5 > IL-2); 4) supressdo da
expressdo de antigeno de histocompatibilidade principal tipo Il induzida por IFN-y
acompanhada de uma sintese induzida de IL-10 enddgena que exerce poderosamente
propriedades anti-inflamatérias profundas (COYNE; NARAYANAN, 2016; FERRER et al.,
2014; Ql et al., 2018).

A absorcédo dos glicocorticoides ocorre na parte proximal do jejuno, atingindo o pico
plasmatico 30 a 90 minutos apds a ingestdo. Os alimentos podem retardar, porém nao
diminuem a sua absor¢do. Os glicocorticoides sintéticos possuem baixa afinidade por
proteinas plasmaticas (aproximadamente 70% de ligacdo) obtendo assim, uma maior atividade
bioldgica e tendéncia a efeitos adversos com doses menores. Os principais locais do
metabolismo do cortisol em humanos sdo o figado, rins e tecidos-alvo especificos, incluindo
os pulmdes, tecidos adiposos, leitos vasculares, ovarios e sistema nervoso central. A
metabolizacdo dos glicocorticoides é fundamentalmente hepética, através das nnzimas
citosélicas e microssomais, como o0 citocromo 450, 11B-hidroxidehidrogenase, Sa/5B
redutase, 3a/3p oxidoredutase. O cortisol ¢ a cortisona podem ser convertidos pela acdo da
enzima 11B-HSD. Tanto a cortisona quanto o cortisol podem ser influenciados pelas 5o e 5p3-
redutases e pela 3a hidroxiesterdide desidrogenase, levando a gera¢do de tetrahidrocortisona,
5B-tetrahidrocortisol e Sa-tetrahidrocortisol. Os glucuronideos inativos e os metabdlitos
sulfatados dos glicocorticoides sdo eliminados pelos rins (DENG et al., 2019; SCHERHOLZ;
SCHLESINGER; ANDROULAKIS, 2018; VILLEGAS et al., 2019).

3.3 NOVOS SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A nanoterapéutica ¢ uma aplicacdo recente da nanotecnologia que tem amplo
impacto no campo da medicina. Nanotecnologia lida com a investigacdo, modificacdo e
controle de estruturas atbmicas/moleculares para criacdo de novos nanomateriais sofisticados,
processos e produtos designados em nanoescala, na qual um nanémetro (1 nm = 107
equivale a milionésima parte de um milimetro (JANAKIRAMAN et al., 2018; PRASAD et
al., 2018).

O estudo da nanoescala é importante, posto que as propriedades fisico-quimicas dos
materiais tendam a ser diferentes das propriedades do mesmo material em larga escala, devido

ao aparecimento de efeitos quanticos de tamanho e fenbmeno de superficie. Um elemento,
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quando reduzido a escala nanométrica, pode apresentar propriedades eletrénicas, mecéanicas,
térmicas, oOpticas diversas, quando comparado com seu natural. Esta alteracdo nas
propriedades fundamentais com a variacdo do tamanho das particulas é denominada de efeito
do tamanho (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019).

Existem basicamente dois tipos de efeitos dependentes de tamanho: o primeiro
relacionado com a fracdo de atomos na superficie, e 0 segundo conhecido com o efeito
quantico, que é derivado do comportamento dos elétrons em relacdo ao tamanho da particula.
Os efeitos de superficie ocorrem devido ao aumento da razdo entre o nimero de atomos que
estdo em sua superficie relativamente a aqueles dispersos por seu volume. Assim, a medida
que o tamanho das particulas diminui, a relacdo entre a &rea e o volume das particulas
aumenta. A teoria quantica € um ramo da fisica que explica, entre outras coisas, 0
comportamento dos atomos e dos elétrons na matéria. De acordo com ela, os elétrons podem
se comportar como ondas, 0 que se manifesta de forma mais clara quando o material tem
dimensdes nanométricas (NASCIMENTO NETO, 2015).

Na escala nanométrica, as propriedades dos materiais podem mudar de forma dréastica,
denominando-se efeitos quanticos a essas mudancas. Os atomos passam a revelar
caracteristicas peculiares, podendo apresentar condutividade elétrica, elasticidade, maior
reatividade quimica, maior resisténcia, cores diferentes, entre outras caracteristicas, apenas
reduzindo o tamanho, sem mudar a substancia (BARIL et al., 2012; SANTOS, 2014).

De acordo com Janakiraman et al. (2018) os nanomateriais sdo utilizados no campo
medicinal para administracdo de medicamentos terapéuticos, com foco em tratamentos de
vérias doencas ou disturbios. Os sistemas de micro e nanoescala podem maximizar a eficacia
de tratamentos terapéuticos de varias maneiras, porque possuem a capacidade de detectar e
responder rapidamente aos estados de doenca diretamente no local, melhorando a qualidade
de vida do paciente.

A viabilidade farmacéutica e terapéutica dos nanocarreadores se deve as suas
caracteristicas fisico-quimicas notaveis (tamanho nanométrico, carga superficial, alta
eficiéncia carregamento), capacidade de proteger compostos labeis da degradacdo por
exposicdo ao ambiente bioquimico e fisioldgico, comportamento de liberacdo sustentada
[/controlada, tempo de circulagdo mais longo, eficiéncia de direcionamento especifica do local
e interacdo com tecido, células e dominio subcelular alvo, melhor penetracdo e acimulo no

tecido ou células patoldgicas e aprimorada eficécia terapéutica (FANG et al., 2019).
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A nanotecnologia oferece novas possibilidades para a criagdo de novos materiais e
para 0 desenvolvimento de formas farmacéuticas uUnicas e sistemas de administracdo de
farmacos (TYAGI; SUBRAMONY, 2018). Os sistemas de administracdo de farmacos em
nanoescala proporcionam uma alternativa ideal para o tratamento da AR, podendo destacar, as
MEs, lipossomas, dendrimeros, micelas, nanoparticulas, nanocapsulas, nanogeéis, entre outros
(YANG et al., 2017).

3.4 MICROEMULSAO

3.4.1 Conceito

As MEs foram descobertas por Rodawald no ano de 1928 com a primeira aplicagdo
comercial, as ceras liquidas. No entanto, reconhecidas por Hoar e Schulman no ano de 1943
guando misturaram uma solucdo de aspecto leitoso com hexanol e produziram uma solucao
monofasica, uniforme e ndo-condutora. Todavia, s6 no ano de 1970 atingiu o pico nas
pesquisas, devido a sua aplicacdo na recuperacdo do petréleo. Atualmente, tem aplicacdo
potencial em ciéncias farmacéuticas, produtos alimenticios, cosméticos, ciéncias de
separacdo, ciéncias ambientais, ciéncias dos materiais e engenharia de reacdo (ABRAR;
BHASKARWAR, 2019; CALLENDER et al., 2017; KUCHLYAN; KUNDU; SARKAR,
2016).

As MEs sdo dispersdes coloidais termodinamicamente estaveis, isotropicas e
opticamente transparentes. Formada pela mistura de dois liquidos imicisveis (6leo e agua)
estabilizadas por tensoativo e em alguns casos, por um co-tensoativo adicional, que
minimizam a tensdo interfacial entre esses dois filmes liquidos e formam uma emulsdo
estavel. Possuem tamanho pequeno de goticulas na faixa de 5 nm a 200 nm (KUMAR; SAW,;
MANDAL, 2019; VLADISAVLJEVIC, 2019).

Dependendo do tipo e da fracdo dos componentes, as MEs sdo classificadas com
agua em o6leo (A/O), 6leo em agua (O/A) e bicontinuas (Figura 3). Quando gotas de agua
estdo dispersas em uma fase continua de um 6leo sdo denominadas de ME reversas A/O. Por
outro lado, quando goticulas de éleo sdo dispersas em agua é chamada de ME direta O/A. As
micelas conhecidas como microrreatores, séo estabilizadas utilizando um ou mais tensoativos.

Quando as micelas se colidem, se fundem e sdo separadas de forma periddica, € formado a
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ME bicontinua (DEMIRKURT; CAKAN-AKDOGAN; AKDOGAN, 2019; MOURA et al.,
2019; PINEDA-REYES; OLVERA, 2018).

Figura 3 — Tipos de microemulsdo.
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Fonte: Damasceno et al., 2011.

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

O tamanho das goticulas de ME pode ser modificado por varios parametros, como
teor de agua, tipo de surfactante (por exemplo, propor¢do do balanco hidrofilico-
lipofilico), tipo de 6leo e proporcdo de peso de 6leo: tensoativo (DEMIRKURT; CAKAN-
AKDOGAN; AKDOGAN, 2019; OBERDISSE; HELLWEG, 2017).

A ME é um transportador versatil, com suas varias propriedades notaveis, como
capacidade de carrear farmacos hidrofobicos e hidrofilicos, levando a uma biodisponibilidade
aprimorada dos farmacos pouco soltveis alem de protegerem as moléculas do farmaco contra
oxidagdo, hidrolise enzimatica, alta absorcdo e permeacdo induzida devido a tensdo
superficial muito baixa e ao tamanho pequeno das goticulas (KAUR; MEHTA, 2017
PADULA etal., 2018; SHUKLA et al., 2018).

3.4.2 Constituintes da microemulsao

A triagem de excipientes é a principal etapa para a formulacdo de MEs. Os principais
componentes da ME incluem oOleo, tensoativo, fase aquosa, e quando necessario um
cotensoativo. O estudo de solubilidade do farmaco ajuda a selecionar os melhores éleos e
tensoativos para o desenvolvimento das formulagées de ME (HARWANSH; DESHMUKH,;
RAHMAN, 2019).

O oleo é um componente principal das MEs, pois ajuda a facilitar a emulsificagdo

em associacdo com a mistura de tesoativos para aumentar a solubilizacdo do farmaco


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/drug-solubility
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hidrofdbico no nucleo oleoso das goticulas (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019).
Segundo Chatterjee et al. (2019) o principal obstaculo de novas entidades quimicas para a
lipofilicidade, é que 40% das moléculas possui problemas de solubilidade, afetando as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas do farmaco. Assim, os farmacos
lipofilicos incorporados em ME séo usualmente solubilizados na fase lipidica, e essa
solubilidade do farmaco aumenta com o aumento da lipofilicidade dos 6leos.

De acordo com Silva et al. (2014) o tamanho da cadeia alquilica do 6leo influencia
fortemente a distribuicdo do tensoativo nas fases 6leo e dgua, bem como a composicao e as
propriedade fisico-quimicas das MEs. Oleos vegetais hidrolisados, triglicerideos longos de
cadeia média e modificados sdo amplamente utilizados como excipientes nas MEs
(HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019).

Os tensoativos sdo o componente integral da ME, que ajuda a reduzir a tensao
superficial e impedir a coalescéncia de glébulos e a separacdo de fases. Um tensoativo ideal
deve ter capacidade suficiente para dissolver uma quantidade alta do farmaco para expressar
uma carga aumentada de farmaco. O tensoativo ajuda a tornar a ME estavel, além de afetar o
tamanho das goticulas e podem ser classificados como ndo-iénicos, catiénicos, aniénicos ou
anfoteros, que consistem de cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofébica que podem atuar
como um emulsificante para produzir ME (CHATTERJEE et al., 2019).

Os tensoativos ndo idnicossdo os mais utilizados, pois sdo menos toxicos
e irritantes do que os anionicos e, particularmente, os catiénicos. Os tensoativos nao idnicos
tém uma hidrofobicidade maior do que os tensoativos iénicos, diminuem a tenséo interfacial e
também aumentam a solubilidade, reduzindo assim o tamanho das goticulas mais do que os
tensoativos i0nicos (ABRAR; BHASKARWAR, 2019).

Frequentemente € necessario a adicdo de um cotensoativo, que sdo tipicamente um
alcool de cadeia média aplicado na formacdo de MEs com tensoativos ibnicos. Os
cotensoativos aumentam a flexibilidade da monocamada anfifilica, propriedade necessaria
para ter uma maior extensdo de solubilizagdo, proporcionando redugdo méxima do tamanho
das goticulas da fase interna, ampliando assim as regides de ME (PREVOST;
GRADZIELSKI; ZEMB, 2017).

Em sistemas estabilizados com tensoativos, como as ME, a 4gua € comumente
utilizada como fase aquosa. A agua € considerada um solvente anfiprético neutro estruturado,
tendo como caracteristica de apresentar auto associagdo entre as moléculas através de ligacéo

hidrogénio, mantendo a estrutura cristalina do estado solido a distancias da ordem de
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grandeza molecular. Também pode ser utilizado na fase aquosa de ME, solucdes salinas, além
disso, pode conter aditivos, como tampdes, antibactericidas e agentes isotonicos (LEITE,
2017; SILVA et al., 2014).

As MEs sdo obtidas a partir de diagrama de fases ferramenta Gtil para identificar e
selecionar a formulacéo apropriada para a incorporagdo de farmacos. Geralmente utiliza-se
diagrama de fases ternario, contudo no desenvolvimento de MEs pode-se utilizar de misturas
de tensotivos, ou adicionar um co-tensoativo, nestes casos, passam a possuir 4 componentes, e
assim tratados como diagrama de fases pseudoternario (DFPT) (CIRIACO et al., 2020;
SHUKLA et al., 2018).

As formulagbes de ME comumente s&o desenvolvidas utilizando DFPT. Estes
apresentam a forma de um triangulo equilatero, onde cada vértice representa um componente
da ME a concentracdo de cada componente varia de 0 a 100%. Sua analise possibilita
identificar os componentes mais adequados e suas propor¢Oes relativas para a obtencdo de
sistemas fisicamente estaveis e encontrar as regifes de transicdo entre emulsGes, fases
separadas e MEs (LEITE, 2017; SILVA et al., 2014).

Historicamente existem trés teorias para explicar os fendmenos que levam a
formagéo de uma ME, séo elas: teoria de solubilizagéo, teoria da tenséo interfacial e a teoria
termodindmica. A mais simples das teorias, € a teoria da solubilizacdo, que diz que a
formacgdo de uma ME ocorre simplesmente por meio de um intumescimento de micelas, no
qual a agua é solubilizada nas micelas reversas ou o 6leo ¢ solubilizado em micelas normais
(DAMASCENO et al., 2011).

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

(ASSIS, 2014). Esse fendmeno pode ser expresso na Equacao 1:

yi= (VO/A)a - (1)
Onde:

(Yosa)a: € a tensdo interfacial O/A apds o potencial quimico do tensoativo em cada fase ter

sido equalizado por particéo.
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Com o aumento da area interfacial por um aumento m, a yi se aproxima do zero
favorecendo a dispersdo de uma fase na outra. Esse resultado indica que os tensoativos de
carater muito hidrofilicos ou lipofilicos sdo inapropriados para a formulacdo de ME, mesmo
com ajuda de co-tensoativos, pois mesmo com a adigdo desses compostos, a tensao interfacial
ndo diminuird suficientemente para a formagdo de um sistema microemulsionado
(DAMASCENO et al., 2011).

A formulacdo de MEs estaveis depende do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) do
tensoativo utilizado. O EHL de um tensoativo foi introduzido por Griffin em 1949, é um
pardmetro empirico representativo do conteudo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos de um
tensoativo, possui um intervalo de um a quarenta, onde baixos valores de EHL sdo atribuidos
a tensoativos lipofilicos, enquanto, altos valores de EHL a tensoativos hidrofilicos.
Posteriormente, a escala de EHL foi alterada de (1 a 40) para (0 a 20), onde zero e vinte
representam casos extremos de moléculas surfactantes totalmente lipofilicas e hidrofilicas,
respectivamente (ABRAR; BHASKARWAR, 2019).

As MEs sdo sensiveis a temperatura, uma vez que a curvatura do filme muda em um
ponto critico conhecido como temperatura de inversdo de fase (TIF). As MEs O/A sdo
formadas abaixo da TIF, enquanto as MEs A/O sdo formadas acima dela, e as MEs
bicontinuas se formam quando a temperatura € igual ao TIF. Com o0 aumento da temperatura,
normalmente observa-se uma transicdo de ME O/A para uma ME bicontinua, ao qual, em
uma temperatura mais alta se inverte para ME A/O (ABRAR; BHASKARWAR, 2019;
PREVOST; GRADZIELSKI; ZEMB, 2017).

A teoria termodinadmica leva em consideracéo a energia livre de Gibbs (G) de acordo
com a segunda Lei da Termodinamica, no qual o G deve se tornar negativa para a formacao
espontanea de uma ME termodinamicamente estavel (OLIVEIRA, 2014). Este fenbmeno, em

condicgdes de temperatura constante, pode ser descrito pela Equacéo 2:

AG = yix AS (2
Onde:
AS —a diferenca entre a area interfacial.
yi —a tensdo interfacial entre a fase aquosa e oleosa a temperatura, volume e nimero de moles
constante.

A érea interfacial ndo pode ser zero, assim a tensdo interfacial deve reduzir a um ponto

que a energia livre do sistema também reduza. Para a formacdo da ME, ayi, tem uma
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tendéncia para se aproximar de zero; consequentemente, a variacdo de energia livre também
tende a zero e, com isso, o sistema fica estdvel termodinamicamente (AG—0). Quando a
yi for negativo, AG sera < 0 e a microemulsifica¢do sera espontanea (DAMASCENO et al.,
2011).

A formagdo de ME é um processo espontdneo fortemente ligado a natureza do
tensoativo e a natureza das fases. A estabilidade e termodindmica dos sistemas
microemulsionados é decorrente a combinacdo da reducdo da tensdo interfacial e do aumento
da entropia do sistema decorrente do tamanho reduzido das goticulas da fase dispersa (AUM,
2016).

3.5 VIA DE ADMINISTRACAO PARENTERAL

A administracdo via parenteral é realizada por inje¢des, que podem ser
intramusculares, subcuténeas, intravenosa, intralesionais, intravitreas e intra-articulares entre
outros. Ela oferece varias vantagens quando comparada a outras vias de administracdo, como
efeito rapido reducdo do metabolismo hepético, eliminacdo da inativacdo gastrointestinal,
possibilidade de administracdo quando a via oral ndo esta disponivel (por exemplo, quando o
paciente estd inconsciente), acesso facilitado a certos compartimentos (por exemplo,
articulacdo) e administracdo direta da nutricio (HENRIQUES et al., 2019; LI et al., 2019).

Medicamentos injetaveis precisam ser fabricados com cuidado, prevendo um produto
livre de contaminagdo microbiana, ou seja, estéril, aléem das caracteristicas, como, livre de
pirogénio e particulas visiveis, estabilidade, compatibilidade e isotonicidade (HENRIQUES et
al., 2019).

A administracdo parenteral de sistemas de nonocarreadores oferecem as vantagens de
protecdo aprimorada aos farmacos, liberacdo controlada, circulacdo prolongada (TYAGI;
SUBRAMONY, 2018). E com a utilizagéo de sistemas de liberacdo controlada por via vias
parentéricas de administracdo de farmacos proporciona beneficios de administracdo de doses
mais baixas, reducao na frequéncia de injecdo, reducéo de efeitos colaterais e maior adeséo do
paciente (LI et al., 2019; PINEROS et al., 2017).

Um nanocarreador injetavel deve superar a eliminacdo natural, aumentar a captacdo
celular nas células alvo e a fuga endossdmica. Os processos de eliminacdo natural incluem
depuracdo renal e captacdo do sistema fagocitico mononuclear (SFM). O SFM, também

conhecido como sistema reticulo-endotelial, & o principal método de depuragdo natural via
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fagocitose para particulas ndo filtradas pelos rins. Para que a fagocitose ocorra, 0
nanocarreador deve ser reconhecido pelo SFM. O reconhecimento pelo SFM é auxiliado pela
opsonizacao, a ligacdo de opsoninas que aumentam a fagocitose. Um nanocarreador injetavel
deve ser maior que 10 nm para evitar a depuracdo renal e menor que 500 nm para evitar a
internalizacdo pelo SFM. Uma carga de superficie de goticulas de -10 mV a +10 mV é
desejada para ajudar a evitar o reconhecimento pelo SFM, como também auxilia no aumento
da captacéo celular e a evitar a auto-agregacao entre goticulas da ME, resultando também em
menor reconhecimento pelo SFM (WEBSTER; SUNDARAM; BYRNE, 2013).

Devido propriedades Unicas das MEs, elas podem ser utilizadas em vérias vias de
administragdo, como administracdo parenteral, oral, tdpica, ocular e pulmonar. As ME pode
ser utilizada como veiculo de administracdo parenteral de farmacos sollveis em éleo ou em
agua, como exemplo, a administracdo de ME por via parenteral de farmacos pouco soluveis,
incluindo alguns farmacos anticancer, mostraram vantagens distintas como, melhoria da
biodisponibilidade maior tempo de permanéncia na circulagdo sanguinea e reducdo na
irritacdo da droga (GHARBAVI et al., 2019).

A formulacdo de ME € considerada um dos mais importantes sistemas de
administracdo de farmacos para via parenteral, devido a sua estabilidade, alta capacidade de
solubilizacdo de substancias polares e ndo polares e habilidade de suportar técnicas de
esterilizacdo. Como também, a nanoestrutura da ME diminui a possibilidade de formacao de

émbolos ap6s administracdo intravenosa (ABOUMANEI et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

O material utilizado no estudo foi:

a) dexametasona base micronizada, Valdequimica, China;

b) triglicerideos do &cido caprico e caprilico, All Chemistry, Brasil;
c) Kolliphor® HS 15, Sigma Aldrich, USA;

d) Span® 60, Sigma Aldrich, USA:

e) agua destilada, Destilador de agua Pilsen, modelo SP5L, Brasil;
f) miristato de isopropila, Fragon, Brasil;

g) alcool etilico absoluto 99,8% P.A., Neon, Brasil;

h) alcool metilico P.A., Solugdo Tecnolégica LTDA®, Brasil,

i) fosfato de potassio monobasico anidro 98% P.A., Neon, Brasil;
j) hidroxido de s6dio em micro pérola P.A., Neon, Brasil;

k) acido cloridrico, Vetec, Brasil;

I) sacos de didlise peso molecular de 12 kDa, Sigma Aldrich, USA.
4.2 METODOS
42.1 Determinacéo do equilibrio hidréfilo lipéfilo do Kolliphor® HS 15

O equilibrio hidréfilo lipéfilo (EHL) do Kolliphor® HS 15, de acordo com sua ficha
técnica varia entre 14 e 16. Assim houve a necessidade de estabelecer o EHL real do mesmo.
Foram preparadas emulsdes utilizando como tesoativos o Kolliphor® HS 15 e Span® 60, como
fase oleosa, o triglicerideos do acido caprico caprilico e fase aquosa, a agua destilada,
variando os componentes para obter emulsées em que o EHL do Kolliphor® HS 15 possuisse
valores de 14; 14,5; 15; 15,5 e 16. Em um bécker adicionou 1 g da razdo de tensoativos e 1,25
g de fase oleosa, levando-0s ao aquecimento da mistura até a temperatura de 60 °C. Em outro
bécker adicionou 22,75 mL de fase aquosa e aqueceu a mesma temperatura. Sob agitacdo
mecéanica adicionou a fase aquosa sobre a fase oleosa e deixou sobre agitacdo durante 5

minutos. Apds 24 horas foram avaliadas macroscopicamente quanto a separacao de fases.
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4.2.2  Construcdo do diagrama de fases pseudotérnario

Os sistemas microemulsionados foram obtidos com a construcdo do DFPT,
utilizando a mistura de 4 componentes: agua destilada (fase aquosa), triglicerideos do acido
caprico e caprilico (TACC - fase oleosa), Kolliphor® HS 15/Span® 60 (tensoativos). A
propor¢do de tensoativos foi determinada a partir do célculo do EHL, com o intuito de
assemelhar o valor do EHL da mistura de tensoativos em funcdo do valor do EHL do TACC,

baseada na Equacdo 3:

EHL __ YPkolliphor® Hs 15 X EHLKolliphor® HS 15 + %Pspan® soX EHLspan® so 3
mistura fensoativos — 100 ( )

onde:
%p: é a porcentagem em peso para 0s tensoativos;

EHL: é o valor do equilibrio hidréfilo-lipéfilo especifico para cada tensoativo.

A proporgdo de tensoativos foi adicionado quantidades de TACC com a finalidade de
obter as proporg¢0es 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1. Esta mistura foi levada ao banho-
maria (SOLAB SL155/10, Brasil) a temperatura de 70 °C. Em seguida a agua destilada na
mesma temperatura foi adicionada em volumes pré-definidos pelo o método de titulacdo. Esta
mistura foi submetida a 2 ciclos, cada ciclo correspondendo a 3 min de agitacdo em sonicador
(Desruptor Ultrasonico — Unique® DES 500, Brasil) e 3 min no banho de ultrassom (Lavadora
Ultrassonica — Unique® USC 2800A, Brasil) (CAVALCANTI et al., 2016). Ap6s 24 horas 0s
sistemas obtidos foram classificados macroscopicamente em: separacdo de fases (SF),
emulsdo liquido leitosa (ELL), emulsdo liquido opaca (ELO), sistema transparente bicontinuo
(STB) e sistema transparente (ST). Os resultados da classificacdo dos sistemas foram
transferidos para o programa Origin® Pro 8.0 para obtencdo do modelo grafico do diagrama.

4.2.3  Selecao das formulagdes e incorporacdo da dexametasona

Com a obtencdo do DFPT, foram selecionadas 3 amostras da regido ST, com
caracteristicas macroscopicas de regido de formacdo de ME e, assim, definidas as proporcdes
de cada componente utilizado nas formulacdes. A DEXA foi incorporada aos sistemas nas
concentracdes de 0,08 e 0,1% (p/p). Ela foi adicionada a mistura de tensoativos e 6leo, com
posterior adi¢do da dgua destilada e homogeneizagao no sonicador e banho de ultrassom como
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indicado no item anterior. (JIA et al., 2018; URBAN; MAINARDES; GREMIAO, 2009;
WANG et al., 2016a).

4.2.4  Quantificacdo da dexametasona no sistema microemulsionado

4.2.4.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo da dexametasona

Foi desenvolvido e validado metodologia para a quantificagio da DEXA por
espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis). Seguiu os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limite de detecgéo, limite de quantificacdo e robustez da RDC
166 da Anvisa (BRASIL, 2017). Todos os experimentos de validacdo da metodologia
analitica foram realizados em espectrofotobmetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1900, Japéo)
disponivel no Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos
(LDCPF) da UEPB.

Foi preparado solucdo tampao fosfato de potéassio pH 7,4 (PBS) de acordo com a
metodologia da Anvisa, a partir das solucdes de fosfato de potassio monobasico e hidréxido
de sddio a 0,2 M, com ajuste de pH para 7,4 em pHmetro digital (MS TECNOPON
Instrumentagdo mPA210, Brasil). Em seguida foi elaborado a solu¢do PBS/etanol (50:50 v/v),
ao qual a DEXA foi diluida a uma solugdo mae (SM) com concentragdo de 500 pg/mL.

Com o intuito de alcangar o comprimento de onda (1) do farmaco preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (2019), prosseguiu-se com varredura espectrofotométrica na regido
UV-Vis (faixa de 200 a 400 nm), da solucdo de DEXA em PBS/etanol (50:50 v/v) com
concentracdo de 25 pg/mL, obtida a partir da SM.

A seletividade do método foi determinada através da comparacdo das curvas
espectrais da DEXA e dos sistemas desenvolvidos com e sem incorporagdo do farmaco,
obtidas pela leitura de dilui¢Ges individuais de em PBS/etanol (50:50 v/v) com concentracédo
de 25 pg/mL, com o intuito de observar a banda de absorbéancia caracteristica do farmaco.

A linearidade foi alcangada com a construcdo de trés curvas analitica para se obter
uma curva analitica média. Preparou-se trés SM e de cada uma seguiu diluicdes seriadas em
solucdo PBS/etanol (50:50 v/v), obtendo solucBes em 8 concentrages (5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, e 40 pg/mL) em triplicata. Os resultados foram tratados estatisticamente, com equacéo da
reta obtida através de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e avaliada por
analise de variancia (ANOVA). Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) foram
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calculados a partir do desvio padrédo do intercepto com o eixo y e da inclinagdo da curva

analitica (IC), conforme a Equacdes 4 e 5.

3,3Xx0

LD = " (4)
_ 10xo

LQ= = (5)

onde:

o: ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo Y,

IC: é a inclinagdo da curva de calibrago.

Para precisdo foi realizada através da leitura em sextuplicata da solucdo na
concentracdo 25 pg/mL, considerada o ponto médio da linearidade. E analisada pelos
pardmetros de repetibilidade e precisdo intermediaria por analistas distintos e em dias
diferentes, sendo representada como coeficiente de variacdo (CV%), com nivel de
significancia inferior a 5%. A exatiddo foi avaliada por meio da leitura de 3 niveis de
concentracdo: baixa (5 pg/mL), média (25 pg/mL) e alta (40 pg/mL), com triplicata de cada
nivel, sendo expressa pela concentragcdo média experimental e a concentracdo teorica,

conforme a Equacdo 6.

Concentragio média experimental

Exatiddo = x 100 (6)

Concentracgao tedrica

A robustez foi averiguada em triplicata na concentracdo do ponto medio (25 pg/mL),
variando a composi¢cdo do solvente (PBS/metanol (50:50 v/v) e o pH da solucéo,
acrescentando &cido cloridrico na solugdo PBS/etanol (50:50 v/v), passando do pH de 8,5 para
7,0e5,0.
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4.25 Doseamento e eficiéncia de encapsulagdo da dexametaxona nas MEs

4.25.1 Doseamento da dexametasona no sistema microemulsionado

A DEXA nos sistemas escolhidos foi quantificada baseada na metodologia analitica
foi desenvolvida e validada por espectrofotometria UV-Vis. As ME com DEXA (ME-DEXA)
foram diluidas em PBS/etanol (50:50) a fim de atingir concentracdo tedrica de 25 pg/mL.
Posteriormente foi realizada a leitura das absorbancias em triplicata no espectrofotdometro
UV-Vis (Shimadzu, UV-1900, Japédo) no A de 242 nm. Para determinagdo da concentracdo
real das amostras utilizou o valor médio das absorbancias da equacao da reta, obtida durante a
determinacéo da linearidade da validacdo (DAMASCENO et al., 2012; SILVA et al., 2014).

4.2.5.2 Eficiéncia de encapsulagdo

Para a eficiéncia de encapsulacdo da DEXA utilizou 1 mL das formulac6es de ME-
DEXA, a mesma foi submetida ao processo de centrifugacdo a 24510 g por 30 minutos
(Centrifuga Hettich — MIKRO 220 R, Alemanha). Ao final da centrifugacéo, aliquotas do
sobrenadante foram cuidadosamente extraidas e diluidas em PBS/etanol (50:50) de modo a
obter solu¢bes com concentragdo tedrica de 25 pg/mL. Posteriormente foi realizada leituras
em triplicata em espectrofotébmetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1900, Japdo) A de 242 nm. A
eficiéncia de encapsulacéo foi calculada conforme a Equacdo 7 (DAMASCENO et al., 2012;
LEITE, 2017):

ABS sob
EE =

" ABS form X100 (7)

onde:
EE: eficiéncia de encapsulacao.
ABS sob: absorbancia do sobrenadante da formulagdo pds-centrifugacdo no A de 242 nm.

ABS form: absorbancia da formulacdo antes da centrifugacdo no A de 242 nm.

4.2.5.3 Quantidade maxima de dexametasona incorporada nos sistemas
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Foi realizada a producéo dos 3 sistemas escolhidos com a concentracdo de 0,5% de
DEXA, para avaliar a incorporacdo maxima de farmaco em cada sistema. Destes sistemas foi
retirado uma aliquota de 1 mL e levadas a centrifugacdo a 24510 g por 30 minutos
(Centrifuga Hettich — MIKRO 220 R, Alemanha). Foi preparada uma solu¢cdo mée na
concentracdo de 500 pg/mL. Tanto a solucdo mae como o sobrenadante sdo diluidas em
PBS/etanol (50:50) para resultar em solugdes com concentragéo teorica de 25 pg/mL. Ambas
foram lidas as absorbancias em triplicata no espectrofotbmetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1900,

Japdo) A de 242 nm, e assim realizado os célculos com auxilio da Equacéo 7.

4.2.6  Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica do sistema microemulsionado

Foram realizadas as analises de caracterizacdo fisico-quimica e morfologica dos

sistemas com e sem DEXA, conforme os itens seguintes.

4.2.6.1 Analise macroscopica

Os sistemas foram preparados e deixados em temperatura ambiente de 25 °C, e ap0s
48 h da preparacgdo foi avaliado as caracteristicas organolépticas, homogeneidade, separacdo
de fases ou presenca de precipitado (CAVALCANTI et al., 2016; DAMASCENO et al.,
2012).

4.2.6.2 Determinacéo do pH

O pH das formulacdes foi analisado por meio de pHmetro digital (MS TECNOPON
Instrumentacdo mPA210, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado
inicialmente com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25 £+ 0,5 °C (DEHGHANI et
al., 2017; NEVES et al., 2018; RASHID et al., 2019; SINDHU et al., 2018). As analises
foram realizadas em triplicata no Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de
Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB.
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4.2.6.3 Determinacdo da condutividade elétrica

Medidas de condutividade elétrica foram realizadas para classificar as ME como O/A
ou A/O. Seguiu a metodologia de Dehghani et al. (2017), Neves et al. (2018) e Rashid et al.
(2019), em que uma aliquota de 10 mL da formulacdo foi utilizada para medicdo em
condutivimetro digital (MS TECNOPON Instrumentacdo, mCA 150, Brasil), calibrado com
solucdo de calibracdo apresentando condutancia especifica de 146,9 uS/cm a temperatura de
25 + 0,5 °C. A analise foi realizada em triplicata no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB.

4.2.6.4 indice de refracdo

O indice de refracdo (IR) foi averiguado utilizando refratdbmetro de bancada tipo
Abbé. A analise foi executada em triplicata e o equipamento aferido com agua destilada (IR=
1,334) a temperatura de 25 + 0,5 °C (DAMASCENO et al., 2012; DEHGHANI et al., 2017;
NEVES et al.,, 2018; RASHID et al.,, 2019; SINDHU et al., 2018). As analises foram
realizadas no laboratorio de fisico-quimica da UEPB.

4.2.6.5 Tamanho médio da goticula, indice de polidispersao e potencial zeta

Para determinacdo do tamanho médio das goticulas (TMG), assim como o potencial
zeta (PZ) e indice de polidisperséo (IPD), foi realizada analise em triplicata pela técnica de
espalhamento dindmico de luz (DLS), através do equipamento ZetaPALS (Brookhaven
Instruments Corporation, NewYork) no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) da UFCG. As medicdes foram realizadas utilizando 3
mL das formulagbes sem diluicdo, em um angulo de dispersdo de 90° com temperatura
constante de 25°C (CAVALCANTI et al., 2016; KUMAR; GOINDI, 2015; NEVES et al.,
2018; POOMANEE et al., 2017).

4.2.6.6 Microscopia de luz polarizada

Para avaliar a isotropia, os sistemas foram analisados em microscépio petrogréfico

(Carl Zeiss Microscopy, Alemanha), na qual uma gota das amostras foram colocadas em
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laminas de vidro e cobertas com laminulas. As analises foram realizadas no Laboratério de

Mineracdo e Geologia da UFCG.

4.2.6.7 Medidas reoldgicas

As propriedades reoldgicas dos sistemas foram avaliadas utilizando ensaios de fluxo
e escoamento, através do reémetro (TA - Discovery HR-1 hybrid rheometer, New Castle) do
Laboratdrio de Engenharia de Pavimentos (LEP) da UFCG. Os ensaios foram realizados com
placas paralelas de 25 mm, Gap de 500 pum e temperatura de 25 °C. O ensaio de fluxo as
leituras foram realizadas no intervalo de 0,1 a 100 s™ para curva ascendente e de 100 a 0,1 s™,
sendo plotado curvas relacionando a viscosidade com a taxa de cisalhamento para descrever
as caracteristicas de escoamento dos sistemas (NEVES et al., 2018). O ensaio de oscilagdes
foi realizado expondo os sistemas a um aumento gradual de frequéncia angular (FA) em 3
ciclos, o primeiro a FA de 0,1 a 0,7 rad/s com deformacdo de 0,1 %, o segundo de 1,0 a 9,0
rad/s de FA e deformacdo de 1,0 %, por fim o ciclo com FA de 10,0 a 100,0 rad/s e
deformacéo de 1,0 %. Obtendo assim a relagdo entre os modulos de armazenamento (G’) e
perda (G’’) em funcdo da FA e os valores plotados graficamente em escala logaritmica
(BENIGNI et al., 2018).

4.2.6.8 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em modulo termogravimétrico TG
(Q600 TA — Instruments, New Castle, DE, EUA), na faixa de temperatura de 30 a 900 °C,
com razdo de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100
mL/min. Utilizou amostras (5,000 = 0,005 mg) das ME, componentes individuais e misturas
binéarias, em cadinhos de alumina. A calibracdo do equipamento realizada com padrdo de
oxalato de célcio. As analises foram realizadas no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) da UEPB.

4.2.6.9 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O comportamento térmico foram analisadas por DSC Q20 (TA Instruments, New

Castle, DE, EUA) de acordo com a metodologia de Neves et al. (2018), utilizando amostras
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(2,000 £ 0,005 mg) em cadinho hermético de aluminio. Os ensaios de DSC para as MEs,
componentes separados foram realizados sob as seguintes condi¢6es: equilibrio a 25 °C,
resfriamento a uma taxa de 10 °C/min a -50 °C, mantendo a esta temperatura por 3 min e
aquecimento a uma taxa de 10 °C/min até 280 °C. Para a DEXA e as misturas bindrias a faixa
de temperatura foi de 0 °C a 300 °C. O nitrogénio foi utilizado como gas de purga com fluxo
de 20 mL/min. A aparelho foi calibrado para o parametro de temperatura utilizando como
padrdo o ponto de fusdo do indio (156,6 °C). A calibracdo para o fluxo de calor foi feita com
base na entalpia de fusdo do indio (AHfsz0 = 28,54 J.g'l). As analises foram realizadas no
Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) da
UEPB.

4.2.6.10 Difracéo de raio X

A caracterizacdo por difracdo de raio X (DRX) foi realizada para avaliar o perfil de
cristalinidade da DEXA e seu comportamento quando incorporada nos sistemas. As amostras
foram analisadas em difratdmetro (Shimadzu modelo XRD 7000, Japédo) do Laboratorio de
Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) da UFCG, com
varredura angular de 4°< 260 < 70°, sistema 60-0, utilizando radiagdo de Cu, voltagem de 40 kV
e corrente de 30 mA, fendas de +1° e — 1° (divergente e convergente), no passo de 0,02° (0) e

intervalo de 0,6 s para cada amostra.

4.2.7  Avaliacado da estabilidade preliminar

4.2.7.1 Teste de centrifugacéo

Para centrifugacdo seguiu a metodologia de Mouri et al. (2016) e Tao et al. (2017),
no qual foi retirada uma aliquota de 1,0 mL das formula¢es e adicionou em um microtubo do
tipo Eppendorf e submeteu a centrifugacdo (Centrifuga Hettich — MIKRO 220 R, Alemanha),
com ciclo de 24510 g por 30 min e por 1 h. No final de cada ciclo, as amostras foram
analisadas quanto a ocorréncia de possiveis modifica¢des na instabilidade da formulacdo. Se o
sistema ndo for estavel, a alta forca gravitacional efetiva em um tubo de ensaio causa uma

separacdo de fases com precipitacdo no fundo do tubo. As analises foram realizadas no
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Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
UEPB.

4.2.7.2 Estresse térmico

O teste de estresse térmico foi realizado de acordo com Patriota (2015), em que foi
retirada amostras de 3 mL de cada formulacédo e colocadas em tubos de ensaios e em seguida
levadas ao aquecimento em Banho-Maria (SOLAB SL155/10, Brasil) na faixa de temperatura
de 40 a 80 °C, com um aumento gradual da temperatura de 5 em 5 °C, mantendo as amostras
em cada temperatura por 30 min. As amostras foram avaliadas quanto a caracteristicas
macroscopicas ao término de cada temperatura. As analises foram realizadas no Laboratério

de Desenvolvimento e Caracterizacao de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB.

4.2.7.3 Ciclo resfriamento/aguecimento

As formulacdes foram submetidas a 5 ciclos, em que cada ciclo corresponde a um
periodo de 24 h em refrigerador (Consul Biplex, Brasil) na temperatura de 4 °C, seguido por
24 h na temperatura de 40 °C na estufa (TECNAL TE-394/2, Brasil) (BASAK; GUHA, 2017,
KUMAR; GOINDI, 2015; POOMANEE et al., 2017; TAO et al., 2017). Utilizou 5 mL das
formulacBes em recipientes para armazenamento. No dia inicial e ao final de cada ciclo as
amostras foram analisadas quanto ao tamanho médio das goticulas através do equipamento
Nanotrac Wave (Model MN40, EUA). As analises foram realizadas no Laboratério de

Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB.

4.2.8  Estudo de liberacdo in vitro

O teste de liberacéo in vitro das ME-DEXA foi realizado pelo método de dialise (JIA
et al., 2018; WANG et al., 2017). Para realizacdo do ensaio utilizou sacos de dialise (peso
molecular limite de 12 kDa, Sigma Aldrich, USA) que foram hidratados por 24 h antes ao
experimento. Neles foram adicionados 1 mL das formulacbes ME-3 (0,08 e 1 %,
correspondendo a 0,8 e 1 mg/mL) e solucdo de farmaco livre nas mesmas concentracdes das
formulagdes. Os sacos de dialise foram imersos em 100 mL de PBS/etanol 50:50 (n = 3), a 37
°C sob agitacdo constante de 150 rpm em Shaker (Incubadora Tecnal TE-420, So Paulo). Em
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intervalos de tempo pré-estabelecidos (0,5; 1; 1,5; 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 h) foi retirado 3
mL do meio de liberacdo e um volume igual de PBS/etanol 50:50 fresco foi adicionado para
manutencdo da condicdo sink. A concentracdo de DEXA liberada no meio de didlise foi
analisada em espectrofotometro UV-Vis (SHIMADZU 1800, Japdo), A de 242 nm. As
analises foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos
Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB. A partir dos resultados foi plotada a curva de percentagem
de liberacdo cumulativa da DEXA (média) versus tempo (h). Os dados de liberacdo da DEXA
da ME-3 foram modelados usando o Excel® e o programa DDSolver 1.0, seguindo modelos
de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin, juntamente com
as respectivas equacdes e parametros, com o principal objetivo de caracterizar o processo de
liberacdo da DEXA através da ME-3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DE PRE FORMULACAO

O efeito emulsionante estd relacionado com o EHL, que reflete na afinidade do
emulsificante com o 6leo ou a dgua. Quanto mais alto o valor de EHL maior afinidade com a
agua, e mais adequado para formar emulsdes O/A (LIAN et al., 2019). O estudo iniciou com a
escolha dos componentes com o intuito de formacdo de sistemas microemulsionados.
Segundo Chiappisi; Noirez; Gradzielski (2016) é necessario 0 uso de componentes
farmaceuticamente aceitaveis. A escolha dos componentes baseou-se em obter formulagdes
com EHL ideal que proporcionasse a formacdo de ME do tipo O/A, como também os
componentes fossem adequados para via de administracdo parenteral. Escolheu-se como
tensoativos (Kolliphor® HS 15 e Span® 60), como fase oleosa 0 TACC e como fase aquosa a
agua destilada.

A composicdo do Kolliphor® HS 15, também conhecido como Solutol® HS 15,
contém, principalmente, hidroxiestearato de polioxil 15, obtido a partir da reacdo de cerca de
15 mol de 6xido de etileno com 1 mol de &cido 12-hidroxiestearico. O hidroxiestearato de
polioxil 15 consiste em cerca de 70% de mono e ésteres de poliglicol (lipofilicos) e cerca de
30% de polietilenoglicol livre (hidrofilico) (ZHANG; WANG; LIU, 2016). E um
solubilizador anfifilico, ndo i6nico com baixo peso molecular (~963,25 g / mol), seu EHL
varia entre 14 e 16, constituido de uma pasta branca/incolor e inodora bem tolerada,
disponivel comercialmente e empregado como excipiente parenteral em formulag¢fes aquosas
sendo utilizado na industria farmacéutica em formulagdes injetaveis humanas e veterinarias
(GROTZ et al., 2017; SCHELLER et al., 2014). Segundo Lamaisakul et al. (2019) é um
tensoativo reconhecido como seguro e utilizados para administragdo parenteral em altas
concentracBes de 50% a 65%. O estudo de Prabhu et al. (2016) obteve éxito utilizando como
excipiente o Solutol® HS 15 na producdo de careadores lipidicos nanoestruturados para
terapia intravenosa da maldria cerebral. Li et al. (2019) relata que o Solutol® HS 15 é um
tensoativo de seguranca, que pode ser esterilizado e utilizado em inje¢des indolores em
concentracOes de até 50% (m/m).

O Span® 60 (monoestearato de sorbitano) é um tensoativo ndo iGnico de baixo peso
molecular, natureza hidrofdébica que possui EHL de 5, sendo considerado biocompativel, ndo

irritante e tem a capacidade de atuar como um agente estruturante para o desenvolvimento de
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produtos farmacéuticos, formulagbes de cosméticos e aplicacbes alimentares (SWE;
ASAVAPICHAYONT, 2018; TRUJILLO-RAMIREZ et al., 2019). Nos estudos de Hsu et al.
(2018) utilizaram o Span® 60 como um dos excipientes para o desenvolvimento de
nanovesicula (fosfatiossomas) para administracdo intravenosa de ciprofloxacino tendo em
vista o tratamento da pneumonia. Karim et al. (2017) também utilizaram o Span® 60 como
excipiente, para producdo de vesiculas multilamelares contendo transferrina que aprisionam
a-tocotrienol, na qual foi possivel administracdo intravenosa e eficacia do tocotrienol na
supressdo de tumores.

O TACC com nome de referéncia Mygliol® 812, é uma mistura de 4cidos graxos de
cadeia média obtido a partir da esterificacdo dos &cidos graxos C8 e C10 com glicerina. E
caracterizado por possuir viscosidade de 30 mPas, indice de refracdo de 1,45 e massa
especifica de 0,95 g/cm®a 20 °C (ATANASE; RIESS, 2014). Li et al. (2019) utilizaram o
TACC como fase oleosa em sua ME de administragdo parenteral do antitumoral bufalina.

Para se obter MEs estaveis é importante que o tensoativo ou combinagdo de
tensoativos possua o valor de EHL proximo ao valor do EHL requerido da fase oleosa
(HONG:; KIM; LEE, 2018). Devido ao EHL do Kolliphor® HS 15 possuir uma variacdo entre
14 e 16, fez-se necessario a realizacdo do experimento para determinar o seu EHL real, e
assim ser possivel obter a propor¢édo de tensoativo ideal, quando calculados pela a equagdo 1
para a construcdo do diagrama de fases. As emulsdes foram preparadas a partir de

componentes com ELH conhecidos e apds 24 h analisadas macroscopicamente (Figura 4).

Figura 4 — Estudo do EHL do Kolliphor® HS 15.

Fonte: dados da pesquisa.
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Na emulsdo em que o EHL do Kolliphor® HS 15 foi considerado 16, ndo houve
separacdo de fases e a emulsdo permaneceu estavel, ao contrario das outras emulsdes que
apresentaram processo de instabilidade e, consequentemente, separacdo de fases. Dessa
forma, 0 EHL do Kolliphor® HS 15 foi considerado 16 neste trabalho.

Ambos os tensoativos escolhidos sdo ndo ibnicos, considerados seguros, atdxicos,
livres de irritacGes e biocompativeis para via de administracdo parenteral, como também néo
sdo afetados pelas mudancas de pH nos meios (MAHDI et al., 2011; RASHID et al., 2019).
Segundo Zhang; Wang e Liu (2016) o Kolliphor® HS 15 e o Miglyol® 812 n3o apenas
melhoram a solubilidade e adsor¢do do IFA, mas também sdo associados a estabilidade e a

funcionalidade do produto.
5.2 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES PSEUDOTERNARIO

Os diagramas de fases sdo uma ferramenta Util para identificar e selecionar a
formulacdo apropriada para a incorporacdo de farmacos. Essa ferramenta nos permite
determinar as proporcdes dos componentes que constituem a ME. Os diagramas ternarios séo
empregados para representar misturas de trés componentes, proporcionando todos os estados
de um sistema trifasico. No desenvolvimento de sistema microemulsionado utiliza-se o
DFPT, devido a ME ser um sistema complexo com 4 componentes, 6leo, agua e mistura de
tensoativos, este Ultimo, preparado em misturas definidas e apresentados em um eixo do
diagrama de fase ternaria (CIRIACO et al., 2020; SCHMIDTS et al., 2009).

O tamanho da goticula de uma ME é afetado pelas condi¢des de trabalho e operacdo
do equipamento. Para constru¢cdo do DFPT utilizou-se a metodologia de titulacdo de agua,
empregada para estudar um amplo numero de amostras de diferentes composi¢cdes de maneira
rapida (LEITE, 2017).

Tendo em vista o valor de EHL requerido para o TACC (15,36) realizou-se o calculo
de EHL, determinando a utilizac&o da proporcéo de 9:1 da mistura de tensoativos (Kolliphor®
HS 15/Span® 60). Segundo Mahdi et al. (2011) a correcdo do EHL do tensoativo ou mistura
de tensoativos para o correspondente EHL do 6leo promove uma menor tensdo interfacial
entre as fases aquosa e oleosa, refletindo na estabilidade do sistema.

A Figura 5 apresenta o DFPT obtido no estudo, em que cada vértice representa 100%
do 6leo TACC, 100% de tensoativo total (Kolliphor® HS 15/Span® 60 9:1) e 100% de agua
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destilada, respectivamente. As areas sombreadas equivalem o limite da regido de sistemas

transparentes (ST), considerada uma indicacao preliminar da formacéo de ME.

Figura 5 — Diagrama de fases pseudoternério.

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: separacdo de fases (SF); emulsdo liquido leitosa (ELL); emulsdo liquido opaca (ELO);
sistema transparente bicontinuo (STB) e sistema transparente (ST); triglicerideos do &cido caprico e
caprilico (TACC).

5.3 SELECAO DOS SISTEMAS E INCORPORACAO DA DEXAMETASONA

Com base no DFPT construido selecionou-se amostras para futuras investigacdes, a
composicdo dos mesmos € apresentada na Tabela 1. Esta escolha foi baseada na area
relacionada a possivel ocorréncia de MEs, na obtencdo de sistemas do tipo O/A dando énfase
a regido do lado esquerdo do diagrama com predominancia de fase aquosa e na quantidade
tensoativos, pois quanto menor quantidade de tensoativos, menor a possibilidade de
ocorréncia de toxicidade inerente aos tensoativos. A variacdo na quantidade de 6leo com o

intuito de avaliar a EE, devido a DEXA ser lipofilica e possuir afinidade pela fase oleosa.
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Tabela 1 - Composicéo percentual (m/m) dos sistemas selecionados.

Componentes ME-1 ME-2 ME-3

Kollipor® HS 15 + Span® 60 (9:1) 10% 17% 20%
Triglicerideo de &cido caprico caprilico 2% 3% 5%
Agua destilada 88% 80% 75%

Fonte: dados da pesquisa.

A DEXA foi incorporada nas concentragdes de 0,08 e 0,1 %, valores estes baseados
em dados descritos na literatura. Muitos trabalhos com sistemas nanoestruturados realizaram a
incorporacdo de 0,1% de DEXA (OYAFUSO, 2012; URBAN; MAINARDES; GREMIAO,
2009; VEDOVATO, 2011). No estudo conduzido Wang et al. (2016b) realizou-se a
incorporacdo de DEXA em baixa dose (0,08%) usando micelas para o tratamento eficaz da

artrite reumatoide.

5.4 ANALISE MACROSCOPICA

Apobs 48 h do preparo dos sistemas averiguou-se 0 aspecto macroscopico. Mesmo
com a incorporagdo da DEXA, todas as amostras permaneceram com as mesmas
caracteristicas: liquidas, transparentes, limpidas, homogéneas e inodora. (Figura 6). Como

também, ndo apresentaram separagdo de fases ou presenca de precipitado.

Figura 6 - Aspecto macroscopico das formulagdes.

Fonte. dados da pesqwsa.
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9.5 QUANTIFICACAO DA DEXAMETASONA NO SISTEMA
MICROEMULSIONADO

55.1 Validagdo de metodologia para o0 doseamento da dexametasona por
Ultravioleta/Visivel

A espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma técnica comumente
utilizada nos ensaios de quantificacdo de farmacos e fundamenta-se na absorcdo de energia
gerada pela emissdo de feixes de luz em moléculas, sendo a intensidade desta absorcdo
variavel de acordo com algumas caracteristicas do material a ser analisado, como a sua
concentracdo e também as estruturas quimicas que compdem a matéria (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019).

A varredura espectrofotométrica foi realizada na faixa de 200 a 400 nm (Figura 7)
para a verificagdo do A adequado, demonstrando que a DEXA apresentou pico maximo de
absorbancia em 242 nm, cujo valor foi definido para utilizacdo no desenvolvimento e
validacdo do método analitico. Atraves da técnica de espectrofotometria UV-Vis outros
autores avaliaram o perfil de liberacdo da DEXA a 242 nm, como Nejad et al. (2019) em seus
estudos com hidrogéis injetaveis e nanoparticulas de fosfato de sédio PLGA/DEXA e Fan et
al. (2015) ao desenvolver hidrogéis de acido hialurébnico com a proposta de avaliar o perfil de

liberacdo controlada da DEXA.

Figura 7 — Espectro de varredura da dexametasona no (A) de 200 a 400 nm.
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: solucdo de DEXA a 25 pg/mL.
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5.5.1.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade do método em medir exatamente um composto na
presenca de outros componentes que possam ser esperados em determinada amostra, tais
como impurezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz (BORBA et al., 2013).

Para verificar a seletividade do método foram obtidos os espectros de varredura da
solucdo de DEXA, MEs sem farmaco (Figura 8a), e as MEs com DEXA (Figura 8b). A
metodologia analitica desenvolvida mostrou-se seletiva, ndo foi evidenciado picos
interferentes relacionados aos componentes da formulacdo. Para as MEs sem farmaco
possivelmente ocorre a presenca do pico maximo em A abaixo de 200 nm, e quando
analisadas as MEs com farmaco, ocorre a prevaléncia do pico caracteristico da DEXA (242

nm), e possivelmente o pico das MEs brancas estdo em A abaixo de 200 nm.

Figura 8 — Espectro de varredura da microemulséo com e sem dexametasona no (1) de 200 a
400 nm.

4,000

3,000

2,000

1,000

0,000

200,00

250,00

300,00
nm.

350,00

400,00

Abs,

4,000

3,000

2,000

1,000

b)

400,00

5.5.1.2

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: a) DEXA (preto); ME-1 (vermelho); ME-2 (azul escuro); ME-3 (azul claro). b) DEXA
(preto); ME-1 DEXA 0,1% (verde); ME-2 DEXA 0,1% (cinza); ME-3 DEXA 0,1% (azul escuro).
Todas as solugdes na concentragéo de 25 pg/mL.

Linearidade

A linearidade é conceituada como a capacidade de um método analitico em obter
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especifico (BORBA et al., 2013).
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Foi avaliada na faixa de 5 a 40 pg/mL, utilizando oito niveis de concentracdo de
DEXA. A curva analitica (Figura 9) foi alcancada por analise de regressdo linear pelo método
dos minimos quadrados, realizada na média das trés curvas produzidas, apresentando uma
equacdo da reta de regressdo Y = 0,04136 x + 0,01251, um coeficiente de determinacdo R* =
0,9981 e coeficiente de correlacdo (r = 0,9990) indicando linearidade do método dentro dos
limites de concentrag¢des estudadas, encontrando-se de acordo com o critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacdo (r = 0,990) descrito na resolugdo para validacdo de meétodos

analiticos, RDC N° 166 da Anvisa (BRASIL, 2017).

Figura 9 — Curva de calibragdo da dexametasona.
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Fonte: dados da pesquisa.

Por meio da andlise de variancia (ANOVA) testou-se a significancia estatistica da
curva ajustada e a linearidade do método. Os parametros obtidos no tratamento estatistico dos
resultados sdo mostrados na Tabela 2. A validade da regressao (linearidade) foi analisada por
meio da comparagcdo dos valores de F tabelado e calculado. O valor de F calculado
(11614,582989) muito maior que o F tabelado (1,856697) confirmando que o método € linear,

a um nivel de confianga de 95%.
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Tabela 2 — Teste de anélise de variancia (ANOVA).

Gl SQ MQ F F de significancia
Regressao 1 5,389663 5,389663 11614,582989 1,856697
Residuo 22 0,010208 0,000464
Total 23 5,399872 5,399872

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: SQ = Soma Quadréatica. GL = Graus de Liberdade. MQ = Média Quadratica.

A Figura 10 apresenta o grafico do comportamento dos residuos (diferenca entre os
valores experimentais e os preditos pela equagdo do modelo da andlise de variancia) a respeito
das distribuicbes quanto a normalidade e a aleatoriedade. Logo, pode-se afirmar que o0 modelo
¢ adequado e o0s residuos atendem aos pressupostos de variancia constante
(homoscedasticidade), pois 0s pontos estdo dispostos aleatoriamente sem nenhum padrédo
definido, os dados encontram-se mais homogeneamente e menos dispersos (concentrados) em
torno da reta de regressao do modelo (PCZIECZEK et al., 2019).

Figura 10 — Grafico de anélise de residuos.
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Fonte: dados da pesquisa.

A partir da curva analitica foram calculados os parametros de sensibilidade do
método, sendo eles, o LD de 0,773 pg/mL e o LQ de 2,342 pg/mL. Analisando-se o valor do
LQ, observou um valor menor que a concentracdo minima estabelecida no intervalo de
quantificacdo (5 pg/mL), assim o método proposto apresenta excelente sensibilidade, visto
que durante a dissolucdo/liberacdo do farmaco se espera quantificar desde valores muito
baixos de concentracdo até valores mais elevados. Desta forma, assegura-se que o método

proposto é capaz de detectar e quantificar uma ampla faixa de concentra¢fes com seguranca.
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5.5.1.3 Precisao

A precisdo do metodo avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma
amostragem multipla referente a uma mesma amostra (CIRIACO et al., 2020). Analisou-se
através dos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria. A repetibilidade foi analisada em
sextuplicata com as condi¢des de mesmo analista e mesma instrumentacdo, enquanto que a
precisdo intermediaria se utilizou de sextuplicada com um analista diferente, ambas realizadas
intradia e interdia. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3, contempla-se que os valores
de coeficiente de variacdo (CV) foram inferiores a 5%, encontrando-se dentre o limite

estabelecido, conforme recomendacéo da Anvisa (BRASIL, 2017).

Tabela 3 - Valores analiticos da precisdo do metodo espectrofotométrico validado (n=6).

Analistas Dia Concentracao Média das DP CV (%)
(ug/mL) absorbéancias
Analista 1 1 25,0 1,002 0,0102 1,01
2 25,0 1,009 0,0158 1,57
Analista 2 1 25,0 1,007 0,0074 0,73
2 25,0 1,008 0,0100 0,99

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo.

5.5.1.4 Exatiddo

Segundo Alves (2017) a exatiddao representa o grau de concordancia entre o0s
resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro. A exatiddo do método foi averiguada através da andlise de trés
concentracOes distintas: baixa (5 pg/mL), média (25 pg/mL) e alta (40 pg/mL). Os valores
obtidos estdo expressos na Tabela 4. Demonstrou-se proximidade entre os valores de
concentracdo obtidos pelo método e os seus valores tedricos, apresentando valores de exatiddo
entre 97 e 102%.
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Tabela 4 — Valores analiticos da exatiddo do método espectrofotométrico validado (n=3).

Nivel Média das DP CVv Concentracd Concentracd  Exatiddo
Absorbanci (%) 0 tedrica o real (%)
as (Hg/mL) (Hg/mL)
Baixo 0,2143 0,0047 2,44 5,0 4,87 97,40
Médio 1,0697 0,0294 2,74 25,0 25,53 102,12
Alto 1,6370 0,0211 1,29 40,0 39,24 98,10

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagéo.

5.5.1.5 Robustez

A robustez é a capacidade do método proposto em resistir a pequenas variacdes dos

parametros analiticos. Segundo Silva et al., (2014) considera-se um método robusto quando

ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e deliberado em seus parametros. A solucao

utilizada durante a validacdo do método foi o PBS/etanol (50:50 v/v) ao qual apresenta pH de

8,5. Na robustez realizou-se modificacdes nestas varidveis. A primeira modificacdo foi a

mudanca do pH da solucdo para o pH de 7,0 e 5,0. A outra alteracao foi na composicdo da

solucéo, substituindo o etanol pelo o metanol.

Os resultados experimentais sdo apresentados na Tabela 5. Constatou-se possuir

robustez devido os valores de CV ndo ultrapassarem o valor de 5% e a exatiddo manteve-se

no intervalo de confianca entre 97 e 101%, assim encontrando-se dentro das especificaces

exigidas pela legislagéo.

Tabela 5 — Valores analiticos da robustez do método espectrofotométrico validado (n=3).

Meédias

Concentracd Concentr

Modificacio das 0 acao F(’zr{a/cg/é; Exatidé@o
¢ absorbanci teorica real (%)
as + DP (ng/mL) (ug/mL)
PBS/Etanol
(50:50) pH 1éongi 25,0 2537 137 10148
pH da 5,0 '
solucdo PBS./EtanoI 1017 +
(50:50) pH 25,0 24,26 1,70 97,04
70 0,017
Composi¢cdo PBS/Metanol 1,053 +
(5050 0,017 25,0 25,13 1,59 100,52

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacgao.
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55.2 Doseamento e eficiéncia de encapsulacdo da dexametaxona nas microemulsdes

5.5.2.1 Doseamento da dexametasona no sistema microemulsionado

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

A DEXA carreada aos sistemas foi quantificada através da diluicdo das MEs em
PBS/etanol (50:50 v/v) a fim de obter a concentracdo de 25 pg/mL. Destas solucdes
preparadas realizou-se leituras em triplicata no espectrofotometro UV-Vis em A de 242 nm.
Obteve-se as médias de absorbancias, que foram utilizadas na equacédo da reta de regresséo (Y
= 0,04136 x + 0,01251), para alcancar o valor real da concentracdo da DEXA nos sistemas

microemulsionados (Tabela 6).

Tabela 6 - Doseamento da dexametasona nos sistemas microemulsionados.

Formulacéo Absorbéancia  DP CV (%) Concentracdo da DEXA
média (ug/mL)
ME-1 DEXA 0,08% 1,021 0,010 0,95 24,4
ME-1 DEXA 0,1% 1,082 0,010 0,89 25,8
ME-2 DEXA 0,08% 1,037 0,018 1,70 24,7
ME-2 DEXA 0,1% 1,019 0,016 1,57 24,3
ME-3 DEXA 0,08% 1,094 0,032 2,93 26,1
ME-3 DEXA 0,1% 1,046 0,034 1,09 24,9

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagéo.

Através dos calculos na foi evidenciado que as concentracbes do farmaco foram
préximas da concentracdo real da DEXA incorporadas nas MEs. Portanto, o doseamento por
espectrofotometria UV/Vis € considerada como sensivel e eficaz para determinar a

concentracdo real do farmaco incorporado (LEITE, 2017).

5.5.2.2 Eficiéncia de encapsulacéo

Um dos parametros essenciais na otimizacdo de nanocarreadores de farmacos € a EE.

Altas EE garantem a eficicia terapéutica dos agentes carregados em concentragdes mais
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baixas do que a necessaria no caso de IFA livres administrados, reduzindo assim a existéncia
potencial de efeitos colaterais toxicos (RAHDAR et al., 2019).

Segundo Shah et al. (2016) a EE refere-se a quantidade, expressa em porcentagem,
de farmaco encapsulado em nanogoticulas e essa determinacdo especifica a quantidade da
substancia ativa esta efetivamente associada as goticulas e o quanto permanece livre na fase
dispersante.

Para determinacdo da EE utilizou-se da metodologia baseada em comparacdo dos
valores de absorbancia das ME-DEXA, antes e apds o processo de centrifugacdo, pois as
particulas do farmaco que nédo estiverem encapsuladas dentro das goticulas da ME, irdo se
sedimentar e formar um precipitado (LEITE, 2017).

As MEs passaram pelo processo de centrifugacdo a 24510 g por 30 min, procedendo-
se 0 doseamento diluindo aliquotas do sobrenadante em PBS/etanol (50:50 v/v) com o intuito
de atingir a concentracdo de 25 pug/mL. Em seguida, realizou-se leituras em triplicata no
espectrofotbmetro UV-Vis em A de 242 nm. Os resultados (Tabela 7) de EE foram obtidos
com base na (Equacdo 7), que compara a média das absorbancias pds-centrifugacdo do

sobrenadante, com a absorbancia média da formulagcao obtida no doseamento.

Tabela 7 — Eficiéncia de encapsulacdo da dexametasona nos sistemas microemulsionados.

Absorbancia

Formulagdo média DP CV (%) EE (%)
ME-1 DEXA 0,08% 0,986 0,008 0,81 96,6
ME-1 DEXA 0,1% 0,956 0,012 1,27 88,3
ME-2 DEXA 0,08% 1,029 0,007 0,70 99,2
ME-2 DEXA 0,1% 1,014 0,026 2,58 99,5
ME-3 DEXA 0,08% 1,083 0,035 3,19 99,0
ME-3 DEXA 0,1% 1,039 0,010 1,00 99,3

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacéo; EE = eficiéncia de encapsulacio.

Através dos dados obtidos foi possivel evidenciar uma alta EE para os sistemas,
principalmente para a ME-2 e ME-3 que em ambas concentracfes de farmaco obtiveram 99%
de EE, valores semelhantes foram encontrados por Gadhave et al. (2019) em sua ME
intranasal de teriflunomida para o tratamento de gioblastoma. Para ME-1 alcangou-se EE de
96,6 e 88,3%, para as concentragdes de 0,08 e 0,1%, respectivamente.

Segundo Leite (2017) e Li et al. (2019) inumeros fatores podem influenciar na EE de

farmacos em sistemas nanoestruturados, destacando-se as caracteristicas fisico-quimicas do
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ativo, caracteristicas do lipidio, pH do meio, e a quantidade de farmaco utilizada. Assim 0s
resultados encontrados, com altos valores de EE para as MEs podem estar relacionados a

natureza lipofilica da DEXA e sua afinidade pela fase oleosa.

5.5.2.3 Quantidade méaxima de dexametasona incorporada nos sistemas

Com a finalidade de encontrar a quantidade maxima de farmaco, foram realizadas a
producdo dos sistemas na concentracdo de 0,5% de DEXA. Estas formulacbes foram
submetidas a centrifugagdo a 24510 g por 30 min. Ao mesmo tempo foi preparada a solugéo
de DEXA em PBS/etanol (50:50) na concentracdo de 500 pg/mL. Tanto o sobrenadante das
formulacdes como a solucdo de DEXA foram diluidas em PBS/etanol (50:50) até a
concentracdo de 25 pg/mL e ambas lidas as absorbancias em triplicata no espectrofotémetro
UV-Vis em A de 242 nm.

Os resultados (Tabela 8) foram obtidos com base na (Equacdo 7), através da
comparacdo das absorbancias médias de solucbes preparadas com o sobrenadante das
formulacdes, com a absorbancia média da solucdo de DEXA. Os sistemas com concentracdo
de DEXA a 0,5% demostraram EE de 12,58; 58,68 e 71,17% para as ME-1, ME-2 e ME-3,
respectivamente. E uma incorporagcdo méxima de 0,06% para ME-1; 0,29% para a ME-2 e
0,36% para a ME-3. Estes dados corroboraram com os da EE dos sistemas na concentracgao de
0,08 e 0,1% de DEXA, pois para a ME-1 s0 é possivel incorporar 0,06% de DEXA, e quando
encapsulado a concentracdo de 0,1 % atingiu uma EE de 88,3%. Segundo Gadhave et al.
(2019) uma maior quantidade de fase oleosa fornece o maximo encapsulamento do farmaco,
fato visto nos sistemas, pois as ME-2 e ME-3 apresentam quantidade de fase oleosa maior, em

relacdo a ME-1.

Tabela 8 — Quantidade méaxima de dexametasona incorporada aos sistemas.

x Absorbéancia . MaX|ma~
Formulacéo -~ DP CV (%) EE (%) incorporagao
média (%)
Solugéo de DEXA 1,0782 0,22 2,08 - -
ME-1 DEXA 0,5% 0,1357 0,003 1,96 12,58 0,06
ME-2 DEXA 0,5% 0,6327 0,038 3,07 58,68 0,29
ME-3 DEXA 0,5% 0,7674 0,011 1,46 71,17 0,36

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; EE = eficiéncia de encapsulacéo.
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5.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MORFOLOGICA DO SISTEMA
MICROEMULSIONADO

56.1 Determinacao do pH, condutividade elétrica, indice de refracdo, tamanho médio
da goticula, indice de polidispersao e potencial zeta

Valores de pH de formulacbes afetam na estabilidade, atividade do produto,
seguranca do conforto, eficacia conservante e biodisponibilidade do farmaco (RASHID et al.,
2019). Os valores de pH das MEs brancas e com incorporagdo de DEXA estdo evidenciados
na Tabela 9. Pode-se observar que variaram entre (5,57 e 6,26), e com a adicdo do farmaco
aos sistemas ndo ocorreu mudanca no pH. Lamaisakul et al. (2019) realizaram o
desenvolvimento de MEs como um adjuvante alternativo para vacinas parentéricas contra
influenza, e relataram que pH entre 5,0 e 9,0 é aceitavel como pH fisiolégico, implicando em
nenhum dano celular ou flebite quando administrado por via parenteral.

De acordo com Poh, Ng e Ho (2019) alteraces no pH é um aspecto importante que
pode afetar o potencial zeta do sistema, implicando na estabilidade da preparacdo. Este fato
ocorre devido a adicdo de excipientes acidos que levam ao acumulo de carga positiva
conduzindo para modificagdo do potencial zeta do sistema. Nas formulagdes avaliadas ndo se
evidenciou diferenca de significancia entre os pH dos sistemas, demostrando que o impacto
do pH no potencial zeta é considerado minimo, uma vez que utilizou excipientes semelhantes
em todas as formulacdes.

As regides de transicdo de fases em MEs s&o sensiveis a alteragdes de condutividade
elétrica, essas mudancas relacionam-se aos mecanismos de transporte elétrico de materiais
usados para produzir MEs, uma vez que um aumento na concentracdo de fases condutivas

resulta em um aumento gradual na condutividade (CIRIACO et al., 2020).
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Tabela 9 — Caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica dos sistemas, contemplando as

analises de pH, condutividade elétrica, indice de refracdo, tamanho médio de goticula, indice

de polidispersdo e potencial zeta.

. Tamanho P
. Condqtl\_/ld indice de médio de In@pe de Potencial
Formulagdes pH ade elétrica ~ . polidispers
refracdo goticula ~ zeta (mV)
(uS/cm) (nm) ao
Ve 614+ 13530« 1350« 2435+ 0239+ 6.60 £
0,10 1,66 0,0003 0,30 0,010 0,01
618+ 13747+ 1,350 + 2622+ 0237+ 441 +
- 0 ) b L ) b )
ME-1DEXA0,08% 3 1,05 0,0006 1,07 0,007 0,59
507+ 13437+ 1,350 + 3210+ 0314+ 657 +
- 0 ) b L ) b )
ME-1DEXAO1% 443 1,36 0,0006 3.83 0,017 0,38
- 621+ 19673+ 1361 + 2306+ 0219+ 401 +
0,06 114 0,0003 0,38 0,006 0,27
606+ 19617+ 1361 + 2225+ 0,206+ 334+
- 0 ) b L ) H )
ME-2 DEXA0,08% 7 117 0,0003 0.76 0,007 0,81
608+ 19627+ 1361 + 2424+ 0239+ 454 +
- O ) ] L ) L )
ME-2DEXAO01% 404 112 0,0005 0.60 0,012 0,37
VE3 626+ 20410+ 1367 + 3703+ 07289 + 215+
0,03 1,45 0,0003 111 0,005 0,84
ME-3 622+ 20177+ 1,368 + 3366+ 02954+ 172+
DEXA 0,08% 0,14 1.70 0,0003 0,20 0,014 1,02
622+ 20327+ 1367 + 3252+ 07285+ 272+
- 0 , ’ ’ ’ ’ '
ME-3DEXAO01% "4 1,10 0,0003 0.95 0,005 0,62

Fonte: dados da pesquisa.

As medidas de condutividade s&o utilizadas para determinar o tipo de ME (RASHID

et al., 2019). As MEs continuas em agua (O/A) tem condutividade relativamente alta quando

comparado com o sistema continuo em 6leo (A/O), fato explicado pela a agua ser um bom

condutor de ions, assim, quanto maior o teor de agua, maior o valor de condutividade
(CALLENDER et al., 2017; XU et al., 2016). Segundo Guo et al. (2019) para ME né&o ibnica

com menor teor de agua, a condutividade é semelhante ao da fase oleosa, enquanto que, com

maior teor de &gua, a condutividade passa a ser equivalente ao da 4gua pura.

Os valores de condutividade elétrica (Tabela 9) expressdo altos valores de
condutividade para ME-1 (135,30 £ 1,66 uS/cm), ME-2 (196,17 + 1,17 puS/cm) e ME-3
(204,10 + 1,45 pS/cm) sugerindo serem MEs do tipo O/A. O uso do tensoativo Kolliphor® HS

15 favorece a formagdo de ME O/A devido ao alto EHL. Assim, a DEXA, um farmaco

lipofilico, seria dispersa na fase oleosa na forma de goticulas coloidais.
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O indice de refracdo (IR) é um pardmetro importante na avaliacdo da estabilidade de
sistemas microemulsionados. Este parametro permite a detec¢do de processos de inversao de
fase, monitorando mudancas no desvio do plano de luz incidente de MEs (CIRIACO et al.,
2020). Ele indicard a natureza isotrépica da formulacdo e se ha interacdo quimica entre
farmacos e excipientes (SINDHU et al., 2018b). O IR das MEs foram medidos e os resultados
obtidos estdo descritos na (Tabela 9), em ambas as formulag¢Ges o IR se encontrou préximo ao
IR da fase aquosa. O aumento da quantidade da fase aquosa nas formulagdes influencia o IR,
que diminui para valores mais proximos do IR da agua (1,334) e se distanciando do IR do
TACC (1,45). E ndo houve alteracdo no IR dos sistemas apds o carreamento com a DEXA,
desta forma, caracterizados como formulagdes claras e transparentes.

O tamanho médio das goticulas (TMG) foi analisado pela técnica de espalhamento
de luz dindmico (DLS), também conhecida como espectroscopia de correlagdo de fétons, na
qual, utiliza-se da determinacdo do raio hidrodindmico que é extraido das medicdes das
constantes de difusdo da fase dispersas (goticulas) em movimento browniano. A determinacgéo
TMG é indispensavel para caracterizacdo adequada de MEs, pois tamanho de goticula na
faixa de 10 a 200 nm é um critério para distinguir MEs de emulsbes (ACHARYA,;
HARTLEY, 2012; POH; NG; HO, 2019).

As amostras analisadas foram caracterizadas como ME, todos os valores estdo
relatados na Tabela 9. Estes variaram entre 22,25 + 0,76 e 37,03 £ 1,11 nm, e este tamanho
pode ser explicado pelo método de preparacédo dos sistemas, utilizando-se de um sonicador Na
preparacdo dos sistemas utilizou-se um sonicador, equipamento com fonte de alta energia que
emprega ondas ultrassénicas (forgas de cavitagdo e turbuléncia) por meio de sonda necessaria
para reduzir as goticulas de tamanho micron da emulsdo em goticulas minusculas
(HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019).

Quando ondas de ultrassom sdo transferidas para 0 meio liquido ocorre mudancas
muito rapidas de forca e pressdo em que o liquido é rompido, através do fendmeno de
cavitacdo, compreendendo a formacéo, crescimento e colapso implosivo de cavidades e
microbolhas no meio liquido. As bolhas de cavitacdo sdo nucleadas e crescem durante 0s
semi-ciclos de expansdo de baixa pressdo das ondas ultrassonicas. Durante os semi-ciclos de
alta pressdo as bolhas sdo fortemente espremidas e catastroficamente colapsadas gerando
microjatos ultrassdnicos que possuem a capacidade de produzir pontos quentes locais,
seguidos de fluxo e fluxo micro-turbulentos locais, causando a quebra e dispersao de goticulas
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na fase continua resultando na homogeneizagdo de liquidos ou emulsBes multifasicas
(CARPENTER; SAHARAN, 2017; MODARRES-GHEISARI et al., 2019).

O metodo do ultrassom é considerado uma técnica eficiente para a preparacdo de
ME, por possuir melhor controle sobre as caracteristicas das emulsfes. Os seus beneficios
incluem consumo menor de energia, utilizacgdo de menor quantidade de tensoativos
(emulsionante) e produgdo ME mais homogénea em compara¢do com 0s métodos mecanicos
(CARPENTER; SAHARAN, 2017; HAMIDI et al., 2015; LEITE, 2017).

Para ME-1 encontrou-se TMG de 24,35 + 0,30 nm, com a adi¢do da DEXA ocorreu
um aumento TMG para valores de 26,22 + 1,07 nm e 32,19 + 3,83 nm, para ME-1 DEXA
0,08% e ME-1 DEXA 0,1%, respectivamente. Ja a ME-2 apresentou TMG de 23,06 + 0,38
nm, ndo havendo variacdo significativa no TMG com a adicdo do farmaco, com TMG de
22,25 + 0,76 nm para a ME-2 DEXA 0,08% e 24,24 + 0,60 nm para a ME-2 DEXA 0,1%.
Valores semelhantes as ME-1 e ME-2 de TMG foram encontrados por Gadhave et al. (2019)
em sua ME intranasal de teriflunomida para o tratamento de gioblastoma, observou-se TMG
de 22,81 £ 0,48 € 26,58 + 0,75 nm.

Por fim, a ME-3 com TMG de 37,03 £ 1,11 nm, e segundo Chatterjee et al. (2019), o
TMG de ME aumenta com o aumento da fase oleosa na formulacdo. E ao ser incorporado a
DEXA correu uma diminuigdo no TMG, 33,66 + 0,20 nm e 32,52 = 0,95 nm, para ME-3
DEXA 0,08% e ME-3 DEXA 0,1%, respectivamente. Este efeito de tamanho esta relacionado
com os efeitos quanticos, inerente a interacdo dos atomos de superficie da DEXA com a fase
oleosa da ME (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019; NASCIMENTO NETO, 2015).

O indice de polidisperséo (IPD) indica homogeneidade e distribuicdo do tamanho das
goticulas no sistema microemulsionado. Quanto maior o valor de IPD, menor a uniformidade
do tamanho das goticulas na formulacdo (KAUR; AJITHA, 2019). Segundo Sindhu et al.,
(2018) quando o valor de IPD é mais proximo de zero sugere uma homogeneidade da
formulagdo, e se este valor estiver acima de 0,5 indica uma distribuicdo muito ampla no
tamanho das goticulas. Nas formulagdes analisadas, os resultados de IPD variaram entre 0,206
+ 0,007 e 0,314 = 0,017 (Tabela 9). Valores de IPD menores que 0,3 sugerem uma
distribuicdo homogénea do tamanho das goticulas. Ressaltando também, que ndo houve
alteracdo significativa nos resultados com a adi¢cdo da DEXA aos sistemas.

O potencial zeta (PZ) é o potencial no plano de cisalhamento ou escorregamento de
uma gota em movimento sob influéncia de um campo elétrico. E medido com a formagao de

uma dupla camada elétrica (DCE) que se desenvolve na superficie das goticulas de éleo
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dispersas. Existe um plano hipotético denominado plano de deslizamento/cisalhamento dentro
da camada difusa ou DCE que se comporta como uma interface entre a gota e a camada
circundante durante a eletroforese, e o potencial nessa interface goticula-liquido é medido
como valor de PZ, sendo ele proporcional a velocidade com que as goticulas se movem na
ativacdo do campo elétrico, e a direcdo do movimento das goticulas indica o tipo de carga
(positiva ou negativa) (PAL et al., 2019a). O PZ influencia na energia de interacdo entre as
goticulas, que é responsavel pela estabilidade, pelo sistema de liberacdo do farmaco e o
comportamento de fluxo (UJHELY et al., 2018).

Para os sistemas estudados, experimentalmente constatou valores negativos de PZ para
as ME-1 e ME-2 variando de -3,34 £ 0,81 e -6,60 £ 0,91, enquanto que para ME-3 observou
PZ negativos proximos de zero (neutras) com valores entre -1,72 + 1,02 e -2,72 + 0,62
(Tabela 9), sugerindo que a auséncia de carga na superficie da goticula do 6éleo é devido a
natureza ndo ionica do Kolliphor® HS 15 e Span® 60, por isso a agregacdo das goticulas ndo
ocorre devido a uma carga ligeiramente negativa, indicando estabilidade dos sistemas
(SHARMA et al., 2019; ZHAO et al., 2020).

E importante salientar que a carga superficial observada pelo PZ influencia na
captacdo celular, processo que envolve ligacdo a membrana celular e internalizacdo. E
comumente reconhecido que ME com carga positiva sao mais internalizadas pelas células do
que as ME com carga negativa ou neutra, devido ao fato que as interacdes eletrostaticas séo
favorecidas com a membrana celular que possui carga negativa. Esta teoria considera apenas a
carga, ou seja, o potencial de superficie, porem muitos parametros estdo envolvidos, um deles
é a proteina corona (FOREST; COTTIER; POURCHEZ, 2015; FOREST; POURCHEZ,
2017).

Quando ME sdo introduzidas no meio biologico sdo cercadas por uma variedade de
biomoléculas (imunoglobulina, albumina, complementos e apolipoproteinas) que adsorvem a
superficie do nanomaterial formando a chamada proteina corona, ela modifica as
caracteristicas fisico quimicas da ME e gera uma nova identidade bioldgica que adiciona
complexidade as respostas biologicas. A proteina corona regula a nanotoxicologia, 0
reconhecimento de macréfagos, opsonizacdo, interacdo da ME com a célula alvo nos
processos de captacdo celular, cinética, sinalizagdo, acumulagdo, transporte e toxicidade,
assim, emergindo como cofator importante para a entrega direcionada de farmacos
(FOROOZANDEH; AZI1Z, 2015; NEAGU et al., 2017; PALCHETTI et al., 2017).
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A formacdo da proteina corona depende das propriedades fisico-quimicas do
nanomaterial (carga superficial, hidrofobicidade , tamanho, forma, composi¢do, grupos
funcionais da superficie), da natureza do ambiente fisiolégico (sangue, fluido
intersticial , citoplasma , organela) e sobre a duracdo da exposi¢cdo (CARACCIOLO, 2015;
NGUYEN; LEE, 2017).

Em relacdo a carga superficial, nanoestruturas com caga positiva sdo capazes de
adsorver uma grande quantidade de proteinas, enguanto que nanoestruturas com carga
negativa exibem uma capacidade menor de ligacdo as proteinas e as nanoestruturas neutras
adsorvem poucas proteinas (positiva > negativa > neutra). Além da carga afetar a composicao
da proteina corona formada, pois superficies mais altamente carregadas aumentam as
alteracdes conformacionais da proteina. E particulas carregadas tem maior internalizacédo
celular e taxas de opsonizacdo mais rapidas do que particulas neutras (FOREST,;
POURCHEZ, 2017; NGUYEN; LEE, 2017). Segundo Kharazian, Hadipour e Ejtehadi (2016)
as proteinas podem desnaturar na presenca de ligantes carregados, positivo ou negativo,
enguanto os ligantes neutros mantém a estrutura das proteinas. As MEs em estudo devido a
carga negativa, e em especial a ME-3 que possui carga proximas de zero, espera-se que ao
entrar em contato com os fluidos bioldgicos ocorra uma baixa adsorcéo a proteinas.

A presenca da proteina corona pode alterar significativamente as propriedades da
superficie da nanoestrutura, mascarando os efeitos esperados das moléculas especialmente seu
potencial elétrico de superficie, as vezes mascarando os efeitos esperadas das moléculas
enxertadas propositadamente. A nova interface da ME resultante pode desempenhar um papel
importante em suas interacdes com a superficie celular, pois é o que as células “veem” e
podem afetar profundamente as respostas bioldgicas, a biodistribuicdo da ME (FOREST;
COTTIER; POURCHEZ, 2015; FOREST; POURCHEZ, 2017).

5.6.2  Microscopia de luz polarizada

A microscopia de luz polarizada decorre da presenca de um cruzamento de
polarizacdo, originando uma figura de interferéncia conoscoépica, produzida quando os raios
de luz divergentes viajam através de um corpo opticamente néo isotrépico, no qual o indice de
refracdo varia em diferentes direcdes (birrefringéncia) e as bandas escuras (isogiros)
correspondem as dire¢Ges em que existe extingdo optica, ou uma isotropia aparente (HALLER
etal., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/physico-chemical-property
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrophobicity
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/interstitial-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/interstitial-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/cytoplasm
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Todos os sistemas foram examinados em polarizador cruzado para avaliacdo da
homogeneidade e birrefringéncia. A andlise consistiu em incidir sob a ldmina o polarizador
inferior do microscopio (nicois paralelo) obtendo uma imagem de fundo branco (Figura 11a),
pois toda substancia transparéncia deixa a luz passar. Em seguida incidiu o polarizador
superior do microscépio (nicois cruzado) fornecendo um angulo de 90° em relagdo ao
polarizador inferior, ndo deixando a luz passar e alcangando uma imagem de fundo escuro
(Figura 11b) e mesmo com a movimentacdo da base mdvel do microscépio (isogiros) a
imagem permanece com fundo totalmente escuro. Quando o material analisado € isotropico,
ao cruzar os polarizadores obtém imagens de fundo escuro, para anisotropia com o
cruzamento dos polarizadores, a luz vibra em duas diregcfes e com 0s is0giros ocorre a
formacao de cristais. As observagoes indicaram que todas as formulagdes de MEs com e sem

DEXA sdo dispersdes coloidais isotropicas.

Figura 11 — Fotomicrografias sob microscépio dptico de luz polarizada.
(a)

Fonte: dados da pesquisa.

5.6.3 Medidas reoldgicas

A analise reoldgica de MEs ¢é utilizada na investigacdo das propriedades estruturais,
estabilidade do sistema, manuseio, armazenamento e transporte de MEs por tubulacdo
(GHARBAVI et al., 2019). E de acordo com Ciriaco et al. (2020) a viscosidade de MEs
depende das concentracdes dos seus componentes, a medida que aumenta o conteudo de agua,
diminui a viscosidade, e aumento nas concentracGes de tensoativos, ocorre aumento da
viscosidade.

A andlise reologica foi avaliada atraves dos testes de fluxo e de oscilagdes. O
comportamento do fluxo (viscosidade) foi analisado sob diferentes taxas de cisalhamento,

como pode ser evidenciado na Figura 12. As MEs com e sem farmacos demonstraram
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caracteristicas de fluido ndo newtoniano do tipo pseudopléstico, com viscosidade
indiretamente proporcional a taxa de cisalhamento, caracteristica da propriedade de
afinamento por cisalhamento (GHARBAVI et al., 2019; PAL et al., 2019b). Segundo Pal et
al. (2019a) as MEs geralmente mostram um comportamento pseudoplastico.

As curvas de fluxo de ambas as MEs passaram pelas coordenadas de origem e séo
concavas em direcdo ao eixo horizontal, e estes resultados indicam o comportamento
pseudoplastico que permite restaurar de volta ao seu estado reoldgico original (HAMED; AL-
ADHAMI; ABU-HUWALJ, 2019; TUNG; VU; NGUYEN, 2019). A diminuicdo da
viscosidade com o aumento das taxas de cisalhamento é atribuida ao efeito minimo da
suspensdo coloidal (goticulas) em sistemas de fase de emulsdo continua, o que influencia o
alinhamento das goticulas de emulsdo ao longo da linha de fluxo e causa o desembaraco de
moléculas com o aumento da for¢a de cisalhamento (PAL et al., 2019a)

Nas formulagdes analisadas foram evidenciados baixos valores de viscosidade, sendo
uma propriedade necessaria para a injecdo através de uma seringa com facilidade. A
administracdo parenteral de MEs muito viscosas costuma ser dolorosa ao paciente, e este
parametro € influenciado pela composicdo das MEs, como a concentracdo e natureza dos
0leos e tensoativos, e pelo diametro das goticulas (TUNG; VU; NGUYEN, 2019).

Todos os sistemas analisados possuiram comportamento de viscosidade semelhante,
por possuirem 0s mesmos constituintes, a diferenga € na porcentagem dos componentes. Com
0 aumento na porcentagem de tensoativos e diminuicdo da fase aquosa ocorre um pequeno
aumento na viscosidade (Figura 12). As MEs do tipo O/A, geram micelas com maiores
quantidades de tensoativos, o que é justificado pelo o pequeno aumento no TMG para a ME-3
(37,03 £ 1,11 nm), quando comparado com a ME-1 (24,35 + 0,30 nm) e ME-2 (23,06 = 0,38
nm). Quantidades maiores de tensoativos presentes na micela requerem uma quantidade maior
de moléculas de adgua para hidrata-la. As interacdes entre a agua da superficie do surfactante
(Agua-ion) sdo mais fortes que as interacbes agua-agua (ligacdo de hidrogénio). Resultando
em aproximacao mais alta dessas espécies quimicas, reducdo da mobilidade e aumento da
viscosidade (WANDERLEY NETO et al., 2019).



Figura 12 — Teste de fluxo

Fonte: dados da pesquisa.
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Legenda: as curvas em azul correspondem a variacdo de 100 a 0,1 s™ de taxa de cisalhamento e as curvas em preto correspondem a variagdo de 0,1 a 100 s™ de

taxa de cisalhamento.
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As propriedades viscoelasticas sdo avaliadas a partir de testes de cisalhamento
oscilatério. A analise fornece informacdes abrangentes sobre as propriedades estruturais das
MEs e entendimento racional das propriedades elasticas e viscosas, na qual, a compreenséo do
comportamento mecanico e a extensdo da estrutura interna da ME e suas alteracdes sob
estresse levardo a uma melhor avaliacdo das propriedades do perfil de liberacéo e estabilidade
do farmaco (FORMARIZ et al., 2010).

O teste de oscilagdes é caracterizado pela medicdo dos médulos de armazenamento
(G) e perda (G”) em funcdo da mudanca do estresse oscilatorio. Estes parametros
monitorados fornecem informagdes sobre a estrutura e propriedades das amostras, permitindo
também a classificacdo dos sistemas investigados. O modulo de armazenamento esta
relacionado a resposta elastica, enquanto o mddulo de perda fornece informacgbes sobre a
parte da energia que é dissipada de maneira tipica para fluidos viscosos (FROELICH et al.,
2019; KUMAR; SAW; MANDAL, 2019).

O teste de oscilagdes foi realizado e seus resultados sdo demostrados na Figura 13. As
MEs sem farmaco e nas concentraces de 0,08% demonstraram que os modulos de perda
foram maiores do que os mddulos de armazenamento (G">G’) na faixa de frequéncias
menores que 10 rad/s, apresentando dominio de propriedades viscosas. Quando ocorre 0
aumento da frequéncia, 0 modulo de armazenamento passou a ser maior que o médulo de
perda (G'>G"), ocorrendo a prevaléncia das propriedades elasticas (CORTES; LORENZO;
CALIFANO, 2018; WANG et al., 2016a).

Para a MEs com maiores concentracbes de DEXA (0,1%) os modulos de
armazenamento foram maiores do que os modulos de perda (G'>G"), caracteristico de possuir
um comportamento elastico, por haver uma dominacdo da propriedade elastica sobre a
propriedade viscosa (BENIGNI et al., 2018; HAMED; AL-ADHAMI; ABU-HUWAIJ, 2019).
Segundo Kumar, Saw e Mandal (2019) quando o modulo de armazenamento € maior que 0
modulo de perda confirma que a ME possui estrutura em rede e essas microestruturas

sugerem estabilidade para regides de alta frequéncia.



Figura 13 — Teste de oscilages.
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5.6.4  Termogravimetria

A termogravimetria (TG) é uma técnica que mede a mudanca de peso (massa) de
uma substancia em funcdo da temperatura ou tempo sob determinadas condigcbes
atmosféricas. As curvas obtidas fornecem informacdes relativas a composicao e estabilidade
térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do residuo formado. Ela determina os
niveis de temperatura nos quais ocorre decomposi¢do, desidratagdo, perda de umidade,
variagdo de massa, entre outros (MOREIRA et al., 2019).

A Figura 14 mostra os graficos de TG dos componentes separados e as misturas
binarias, afim de avaliar as interacdes que ocorreram entre eles. Para a DEXA foram
identificados dois estagios de perda de massa, a primeiro ocorreu entre 42,95 e 169,62 °C
(Am = 8,86%), evento relacionado a desidratacéo, o segundo evento de perda de massa indica
gue a decomposicdo térmica ocorre imediatamente apds o evento de fusdo na faixa de 192,31
a 543,01 °C (Am = 72,65%), resultados semelhantes foram encontrados por Chen et al. (2008)
e Islam (2011).

Na analise do TACC, a degradacao térmica ocorreu praticamente por completo em
um dnico evento, iniciou em 171,01 °C até 343,81 °C com perda de 95,28% da massa total do
TACC (MEDEIROS, 2019). Para a mistura binaria da DEXA e TACC, foi observado um
evento de perca de massa na faixa de temperatura de 193,7-383 °C com perca de 98% de
massa, com reducdo da estabilidade térmica da DEXA. Este resultado encontrado é
semelhante aos valores encontrados na TG do TACC, explicado pela solubilizacdo da DEXA
no oleo.

A amostra de Kolliphor® HS 15 apresentou uma pequena perda de massa na
temperatura de (30,60-100,61 °C, Am = 2,44 %), relacionada a perda de umidade da amostra
e uma perda maior de massa ocorreu em (270,77-527,89 °C, Am = 92,93 %). A mistura
binaria DEXA e Kolliphor® HS 15 apresentaram degradacdo em 265,2-458,7 °C com 96,85 %
de perda de massa, ocorrendo aumento da estabilidade térmica da DEXA, tambem pela
solubilizacdo da DEXA no Kolliphor® HS 15 e aparecimento apenas do evento principal de
decomposicgéo do tensoativo.

O Span® 60 comeca a perder massa em (41,06-128,97 °C, Am = 3,94 %), relacionado
a perda de agua, em seguida ha ocorréncia de trés eventos de perca de massa em (144,10-
281,17 °C, Am = 16,22 %; 281,17-427,69 °C, Am = 66,37 %; 427,69-517,49 °C, Am = 5,44)
resultados semelhante foram encontrados por Madni et al. (2018) e Savrik, Balkdse, Lku
(2011).
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Figura 14 - TG dos componentes separados e das misturas binarias.
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DEXA = Dexametasona; TACC = Triglicerio de acido caprico caprilico; KOLLI =
Kolliphor® HS 15.
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A mistura binaria da DEXA com o Span® 60 apresentou 4 eventos de perda de

massa, 0 primeiro em (39,87-117,70 °C; Am = 3,74%) relacionado a desidratagdo e
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consequente perda de agua, evento este observado nos componentes isolados, o segundo
evento em (213,90-267,40 °C; Am = 15,66%), e os dois eventos finais (267,40-359,30 °C; Am
= 59,82%), (359,30-441,60 °C; Am = 20,78%) ligados a decomposicdo térmica dos dois
componentes, com manutencao da estabilidade térmica da DEXA.

Em relacdo a mistura binaria Span® 60 com o TACC relatou eventos térmicos em
(49,30-136,90 °C; Am = 2,61%) relativo a perda de agua proporcionada pelo Span® 60, o
proximo evento em (136,90-322,40 °C; Am = 33,00 %) referente a degradacio do Span® 60
como também do TACC, que isolado sua primeira degradacdo comecga na temperatura de
171,01 °C e etapa final de decomposicéao térmica em (322,40-447,33 °C; Am = 63,47 %) para
ambos os componentes.

Para a mistura binaria Kolliphor® HS 15 com TACC, foi observado duas etapas de
perda de massa, a primeira na faixa de temperatura de (175,50-340,10 °C), relacionada a
degradagao do TACC com Am = 57,70 % de perda de massa e a segunda na faixa de
temperatura de (340,10-447,20 °C; Am = 40,52%) referente a degradacdo térmica do
Kolliphor® HS 15.

Por fim, a mistura binaria Kolliphor® HS 15 com Span® 60, o primeiro evento em
(25,40- 67,90 °C; Am = 3,13 %) proveniente da perca de umidade dos dois componentes, e a
segunda perda de massa em (240,30-454,90; Am = 94,4%) relativa a decomposi¢do térmica
principal de ambos componentes.

Os TG das formulacdes de ME estdo demonstrados na Figura 15. Para a ME-1 0s
eventos de perda de massa ocorreram em (30,00-37,28 °C, Am = 5,79 %; 37,28-120,47 °C,
Am = 75,18 % e 267,93-424,85 °C, Am = 9,75). Para a ME-2 houve 3 eventos de perda de
massa nas temperaturas de (30,66-39,17 °C, Am = 5,69 %; 39,17-145,99 °C, Am = 67,84 e
195,14-464,55 °C, Am = 19,23). Enquanto que para ME-3 ocorreu quatro eventos de perda de
massa em (30,16-38,23 °C, Am = 4,92 %; 38,23-125,19 °C, Am = 65,16 %; 174,35-277,38
°C, Am =5,23 % e 277,38-413,51 °C, Am = 15,67 %).

As formulagdes seguiram mesmo perfil de degradacdo. O primeiro e segundo evento
de ambas formulagGes esta relacionado a perda de agua, apresentando 75,18; 67,84 e 65,16 %
de perda de massa para ME-1, ME-2 e ME-3, respectivamente. Isso € explicado por as
formulacdes se apresentarem na forma liquida e esta diretamente relacionado a composicao
percentual de agua nas formulagdes (88% para ME-1, 80% para ME-2 e 75% para ME-3).

Apos estes eventos restou de massa residual 17,03; 26,47 e 29,93 % para ME-1, ME-
2 e ME-3, respectivamente. Correspondente a quantidade de tensoativos (ME-1: 10%; ME-2:
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17% e ME-3: 20%) e dleo (ME-1: 2%; ME-2: 3% e ME-3: 5%) nos sistemas. Assim a terceira
etapa de degradacdo corresponde a decomposicdo térmica do TACC e dos tensoativos
(Kolliphor® HS 15 e Span® 60). Resultado mais evidente na ME-3 que possui 4 eventos, 0
primeiro e segundo (30,16-38,23 °C e 38,23-125,19 °C) relacionado a perda de &gua, o
terceiro em (174,35-277,38 °C) referente a degradacdo do TACC, que quando avaliado
sozinho s6 comeca sua decomposi¢do na temperatura de 171,01 °C, e quarto evento associado
a degradacdo dos tensoativos. E importante salientar que mesmo com a adicdo da DEXA, as

formulacdes seguiram o mesmo perfil de degradacéo.

Figura 15 — TG das ME com e sem farmaco.
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Tabela 10 — Resultados de decomposicdo térmica dos componentes separados e misturas

binarias, MEs com e sem dexametasona.

Amostras Etapas Faixa de temperatura (°C) Massa (%0)
1 42.95-169,62 8.86
DEXA 2 192,31-543,01 91,14
1 30,60-100,61 2.44
KOLLI 2 270,77-527,89 92,93
1 41,06-128,97 3.93
® 2 144,10-281.17 16,22
Span™ 60 3 281.17-427.69 66.36
4 427.69-517.49 5,44
TACC 1 171,01-343,81 9528
DEXA + TACC 1 103,70-383,00 98,00
DEXA + KOLLI 1 265,20-458.70 96.85
1 39,87-117,70 3,74
2 213,90-267,40 15,66
DEXA + SPAN 60 3 267.40-359.30 59,82
4 359.30-441.60 2078
1 49,30-136,90 2.61
SPAN 60 + TACC 2 136,90-322,40 33,00
3 322.40-447.33 63.47
1 175,50-340,10 57.70
KOLLI+TACC 2 340.10-447.20 40,52
1 25.40- 67,90 3.13
KOLLI +SPAN 60 2 240,30-454,90 94.40
1 30,00-37,28 5,79
ME-1 2 37.28-120,47 7518
3 267,93-424.85 9,75
1 30,03-38.23 5.64
ME-1 DEXA 0,08% 2 38.23-128,03 75.96
2 105,14-456,99 9,79
1 30,29-38,23 9,97
ME-1 DEXA 0,1% 2 38.23-114,79 66,98
3 202,71-497,64 8,27
1 30,66-39,17 5,60
ME-2 2 39,17-145,99 67,84
3 105,14-464.,55 19.23
1 30,66-38,23 4,562
ME-2 DEXA 0,08% 2 38.23-136,54 60.78
3 202,71-468,28 17.64
1 30,00-37,28 9,49
ME-2 DEXA 0,1% 2 37.28-131,81 58.79
3 279,27-415,40 1462
1 30,16-38,23 4,92
ME-3 2 38.23-125,19 65.16
4 277,38-413,51 1567
1 30,00-38,23 7,08
ME-3 DEXA 0,08% 2 38,23-06.83 55,72
3 151.66-454,15 24,89
1 30,66-38.23 3.01
ME-3 DEXA 0,1% 2 38.23-128,97 67.17
3 185,60-488,18 2253

Fonte: dados da pesquisa.
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5.6.5 Calorimetria exploratéria diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € um método térmico utilizado na
industria farmacéutica para identificagdo das propriedades fisico-quimicas de farmacos e
materias-primas. O seu gréfico é plotado atraves das varidveis de fluxo de calor e temperatura,
fornecendo informagdes de transicdo de primeira ordem (fusédo e cristalizagao) e transicGes de
segunda ondem (temperatura de transicéo vitrea) (KUMAR; BHATIA; RAWAL, 2018).

A DEXA é um farmaco que possui estrutura cristalina e apresenta polimorfismo, ou
seja, uma propriedade da substancia existir em duas ou mais fases cristalinas, exibindo arranjo
ou conformagdes distintas, isso devido ao estabelecimento de diferentes interacGes
intermoleculares, mantendo a mesma composi¢ao quimica. O polimorfismo pode acarretar em
mudancas nas propriedades fisico-quimicas dos farmacos, como ponto de fuséo, solubilidade,
estabilidade, umidade, compressibilidade, reatividade quimica e biodisponibilidade
(HOLANDA et al., 2019; PANDEY; DALVI, 2019)

A curva da DEXA estd evidenciada na Figura 16, sendo possivel observar o
aparecimento de pico endotérmico de fusdo na temperatura de 259,81 °C. No trabalho
conduzido por Wen et al. (2019) a DEXA foi caracterizada por DSC observando ponto de
fusdo de 259,02 °C, como também Chen et al. (2008) observou ponto de fusdo em 259,3 ° C.
O Merck index (2013) preconiza que os cristais de DEXA possuem ponto de fusdo entre 262-
264 °C e 268-271 °C.

O pico exotérmico que ocorre apos a fusdo da DEXA caracteristico da decomposi¢éao
da amostra, na faixa de temperatura de 282,11-387,04 °C com 65,68% de perda de massa,
seguida de 6,97% de perca de massa na faixa de temperatura de 387,04-543,01 °C, obtendo
assim perda de 100% de massa. Esses resultados sugerem que as reacdes de decomposicdo
(identificadas pela exotérmica de fusdo no DSC) sejam acompanhadas por alteracdes de peso
e pode, portanto, ser identificado por uma perda de peso no TG (CHEN et al., 2008; ISLAM,
2011).

Segundo Oliveira et al. (2018) a DEXA possui dois tipos de cristais, a forma (A e B).
A forma A com pico de fusdo a 242 °C e a forma B com pico de fusdo a 250 °C. Assim a
DEXA analisada sugere possuir estrutura do cristal pertencente a forma B, pois a temperatura
encontrada (259,81 °C) esta mais proximo a referida pela forma B, a diferenga da temperatura
pode ser explicada pela diferenca da razdo de aquecimento utilizada, ao qual, Oliveira et al.

(2018) utilizou razao de aquecimento de 5 °C/min e na analise utilizou razdo de aquecimento
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de 10 °C/min. Posteriormente comprovada pela técnica de DRX que o cristal pertente a forma
B.

Figura 16 — DSC da dexametasona
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Fonte: dados da pesquisa.

Na Figura 17 é apresentado as curvas de resfriamento e aquecimento de DSC dos
componentes da ME. O DSC da agua apresenta a existéncia de pico exotérmico acentuado em
(-25,13 °C) correspondendo a cristalizacdo, e trés picos endotérmicos em (-1,71 °C),
condizendo ao processo de fusdo, e em (102,43 e 107,43 °C) referentes a vaporizacdo da
agua, valores semelhantes foram encontrados por Cavalcanti et al. (2016). O TACC
apresentou dois picos, um exotérmico a (-27,91 °C) associado ao cristalizagdo, e pico
endotérmico em (-4,16 °C) (CAVALCANTI et al. (2016). Segundo Puglia et al. (2008)
guando o TACC ¢ analisado apenas com aquecimento, ndo apresenta nenhum pico, atribuido
a forma polimérfica do TACC.

Para o Kolliphor® HS 15 houve a ocorréncia de um pico exotérmico (10,86 °C) e trés
picos endotérmicos, o primeiro em 18,32 °C, o segundo em 30,18 °C relacionado ao pico de
fusdo e no TG nesta temperatura ocorre o inicio do primeiro evento de perca de massa
(2,44%) e por fim pico endotérmico em 109,62 °C (LIU et al., 2016; YOUNES; ABDEL-
HALIM; ELASSASY, 2018). Para o Span® 60 é observado um pico endotérmico a 52,36 °C
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relacionado a fusdo do Span® 60 e o calor da fusdo é avaliado como 103,5 J/g, além do pico
endotérmico em 128,38 °C com AH de 23,87 J/g relacionado a evaporagdo da agua livre
(SAVRIK; BALKOSE; LKU, 2011).

Figura 17 — DSC dos componentes da ME.
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: DEXA= Dexametasona; TACC= triglicerideos do &cido céprico e caprilico; KOLLI=
Kolliphor® HS 15.

As analises das misturas binarias mostradas na Figura 18, levou em consideracdo
apenas o0s picos relacionados as curvas de aquecimento. Para a mistura binaria da DEXA e
TACC apresentou apenas um pico endotérmico em 257,66 °C referente a fusdo da DEXA
com diminuicdo da variacdo de entalpia para 34,02 J/g, e como esperado no aquecimento ndo
ocorre aparecimento de pico do TACC, assim com a mistura dos componentes nao houve
incompatibilidade, embora tenha diminuido a entalpia, como é esperado, devido a proporcao
de 1:1, porém ocorreu a manuten¢do da forma do pico e a temperatura de fus&o.

A mistura binaria DEXA e Kolliphor® HS 15 é observado primeiro pico endotérmico

(17,95 °C) correspondente ao primeiro pico de aquecimento do Kolliphor® HS 15. Em
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seguida € observada desaparecimento do pico endotérmico de fusdo (30,18 °C) e pico

endotérmico na temperatura de (109,62 °C) ambos para o Kolliphor® HS 15. Ocorreu o

aparecimento do pico endotérmico de fusdo da DEXA em (256,77

°C) com uma reducédo da

entalpia para 0,47 J/g devido a proporcdo utilizada de 1:1 e a DEXA esta dissolvida no

Kolliphor® HS 15,

Figura 18 - DSC dos componentes separados e das misturas binarias.
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Kolliphor® HS 15.
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Em relacdo a mistura binria da DEXA com o Span® 60 mostra-se um pico
endotérmico na temperatura de 53,67 °C relacionado ao pico de fusdo do Span® 60, seguido
de pico endotérmico a 120,23 °C correspondente a evaporacdo da agua livre do Span® 60
possuindo reducdo de entalpia para 1,43 J/g. E com a mistura ocorre o retardo do
aparecimento de pico endotérmico de fusdo da DEXA, o mesmo sé apareceu na temperatura
de 269,84 °C, com redugéo da entalpia (1,55 J/g). Na mistura binaria Span® 60 com o0 TACC
identifica-se pico endotérmico em 51,62 °C referente a fusdo do Span® 60, e picos
endotérmicos em 113,34 e 133,04 °C relativo da evaporacdo da agua livre do Span® 60. Como
relatado antes, 0 TACC ndo apresenta pico na curva de aquecimento, e na mistura também
ndo e evidenciado.

Para a mistura binaria Kolliphor® HS 15 com TACC ocorre retardamento dos picos
correspondente ao Kolliphor® HS 15 aparecem na temperatura de 18,26 °C, seguinte de um
retardo do pico endotérmico de fusdo (43,59 °C) e retardo do Gltimo pico endotérmico
(126,19 °C). Por fim a mistura binria Kolliphor® HS 15 com Span® 60 ha ocorréncia de trés
picos endotérmicos, o primeiro em 14,14 °C relacionado ao primeiro pico do Kolliphor® HS
15, o segundo em 51,00 °C referente a fusdo do Span® 60, e terceiro pico em 105,63 °C
relativo a pico do Kolliphor® HS 15. E possivel observar desaparecimento do pico de fuséo do
Kolliphor® HS 15.

Para MEs a técnica de DSC é utilizada para confirmar a microestrutura interna e
estudar o comportamento da dgua em baixas temperaturas. Os diferentes estados fisicos da
agua nos sistemas dispersos refletem no tamanho e na posicao de seu pico de congelamento
nas curvas de resfriamento. A diferenciacdo dos tipos de 4gua é baseada na diferenca do ponto
de fusdo dos tipos de agua, sdo elas: agua livre (que funde a = 0 °C), agua interfasica
(confinada na interface do sistema disperso, derrete a cerca de -10 °C); e agua ligada
(associada a grupos hidrofilicos, derrete a <-10 °C)(PAJIC et al., 2019; SAVIC et al., 2017).

Os DSC das MEs com e sem DEXA sdo mostrados na Figura 19. Pode-se observar a
ocorréncia de eventos exotérmicos em ambas MEs (-22,39; -33,20 e -35,59 °C para ME-1,
ME-2 e ME-3, respectivamente) atribuidos ao congelamento, ao qual foi proximo ao
congelamento da agua (-25,13 °C), valores diferentes sdo observados devido as diferentes
concentracOes de agua no sistema como também a interacdo com os tensoativos. Em seguida é
visualizado picos endotérmicos na temperatura de -1,33 °C para ME-1; -5,12 °C para ME-2 e
-1,71 °C para ME-3, que estdo relacionados com a fusdo da agua livre (-1,71 °C). E por fim,
picos endotérmicos nas temperaturas de 106,73; 116,13 e 112,50 para ME-1; ME-2 e ME-3,
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respectivamente, estes condizentes a vaporizacdo da dgua (102,43 e 107,45 °C). A ocorréncia
de pico endotérmico proximo a 100 °C é associado a ebulicdo da agua e a interacdo entre 0s
dois tensoativos, ambos apresentam picos endotérmicos (109,62 °C para o Kolliphor® HS 15
e 128,38 °C para Span® 60) préximo a esta temperatura, resultados semelhantes foram vistos
por Cavalcanti et al. (2016) e Neves et al. (2018).

O estado fisico de um sistema pode ser sugerido pela posi¢cdo na curva de
resfriamento DSC dos picos de congelamento, que estdo relacionados a agua interfacial, isto
é, a 4gua que interage com os tensoativos, devido a essa interagdo, ocorrem alteragdes nas
propriedades da &gua, como ponto de congelamento, ponto de fusdo, entalpia e capacidade de
calor (NEVES et al., 2018).

Em relacdo aos DSC das MEs incorporadas da DEXA, seguiram o mesmo padréo
das MEs sem farmaco, e ndo ocorreu aparecimento de pico relacionado a DEXA, constatando
a incorporacdo da DEXA na fase interna das goticulas dispersas em meio aquoso. Com a

analise destes resultados chega a concluséo que as MEs sdo consideradas do tipo O/A.



Figura 19 — DSC das MEs com e sem farmaco.
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Tabela 11 — Resultados dos eventos calorimétricos da DEXA, MEs com e sem DEXA.

Amostras Etapas Tpico (°C) AH (J g1
DEXA 1 259 81 3063
1 2513 3,854
) . 2 A71 2274
Agua destilada 3 102,43 2155
4 107.75 7.764
1 10,86 60, 62
2 1832 100,2
Kolliphor® HS 15 3 30,18 7,996
4 109,62 80,81
5 133,19 1,196
o 1 52.36 1035
Span™ 60 2 128,38 23.87
1 2701 72,77
TACC 2 -4.16 92,65
DEXA + TACC 1 257,66 34,02
1 17.95 7.90
DEXA + KOLLI ) 2ee 77 047
1 53.67 45,75
DEXA + SPAN 60 2 120,23 1,43
3 269,84 1,55
1 51,62 28.10
SPAN 60 + TACC 2 113,34 419
3 133,04 0.87
1 18.26 19,60
KOLLI + TACC 2 43,59 1,64
3 126,19 454
1 14.14 10,67
KOLLI + SPAN 60 2 51,00 26,04
3 105,63 43.34
1 222,39 52.45
ME-1 2 133 36.48
3 106,73 129,50
1 ~23.08 40,03
ME-1 DEXA 0,08% 2 151 28,56
3 105,78 120,45
1 2535 1,02
ME-1 DEXA 0,1% ; eor e
1 233,20 434
ME-2 2 512 0,95
3 116,13 52,54
1 34,24 321
ME-2 DEXA 0,08% 2 475 0,84
3 115,95 50,58
1 235,60 5,34
ME-2 DEXA 0,1% 2 -5.90 1,37
3 119,57 92,98
1 Z35,59 42,03
ME-3 2 171 21,58
3 112,50 1277
1 497 15,40
ME-3 DEXA 0,08% 2 -32,62 25 58
3 114,01 26,27
1 314 28,93
ME-3 DEXA 0,1% 2 -26.88 45.43
3 112,32 67.17

Fonte: dados da pesquisa.
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5.6.6 Difracéo de raio-X

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica estabelecida para caracterizar as
dispers@es sblidas e avaliar o grau de cristalizacdo e polimorfismo de farmacos. Ele fornece o
meio ideal para entender a estrutura dos materiais cristalinos no nivel molecular e, assim,
estabelece a ligacdo entre a estrutura cristalina e as propriedades da substancia (ALI et al.,
2013; THAKRAL et al., 2018).

Para comprovar a estrutura cristalina da DEXA, foi realizado a andlise de DRX, e
seu difratograma é mostrado na Figura 20. Apresentando-se as principais reflexdes no padréo
de DRX correspondente aos valores de 20 = 7,62; 14,26; 15,14; 15,68; 16,88; 18,6 e 22,72,
estes picos agudos com alta intensidade confirmaram a natureza cristalina da DEXA,
resultados semelhantes forma encontrados por Swaminathan et al. (2013), Gasmi et al. (2016)
e Ali et al. (2013). A DEXA possui polimorfismo e apresenta duas formas de cristal, a forma
A e B, e a partir dos dados de DRX foi possivel comprovar que o cristal da DEXA possui 0s
angulos de reflexdo caracteristicos da forma B (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 20 — Difratograma da dexametasona.
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Os difratogramas das MEs séo exibidos na Figura 21. As MEs brancas apresentam
picos largos com halos de ~ 20,51 a ~ 32,60 e ~ 35,4 a 46,1 paraa ME-1, ~18,95a ~ 34,32 e
~ 36,19 a 46,64 para a ME-2, ~ 17,26 a ~ 36,03 e ~ 37,90 a 46,80 para a ME-3, ambas
constatam estruturas amorfas. A DEXA incorporada aos sistemas ocorre desaparecimento
completo das reflexdes da DEXA, prevalecem apenas reflexdes largas caracteristicos das MEs
sem farmaco (~ 20,16 a 32,79 e 35,16 a 45, 91); (~ 17,42 a 34, 85 e ~ 36,19 a ~ 47,28); (~
17,61 a 36,17 e 37,21 a 46,25) para ME-1 DEXA, ME-2 DEXA, ME-3 DEXA,
respectivamente. A reflexdo de alta intensidade do cristal da DEXA, quando carreado aos
sistemas, resultam em uma reducdo drastica da ordem de rede cristalina, sugerindo a
incorporacédo da DEXA aos sistemas e a sua existéncia em micro e nano-cristalino ou em
forma amorfa. Foi evidenciado os difratogramas das MEs na maior concentracdo de DEXA,
pois se nos mesmos ndo foi possivel evidenciar nenhum pico representativo do farmaco,
consequentemente na menor concentracdo, apresentaria 0 mesmo padrao de grafico. E mesmo
com o ajuste, ou seja, a suavizada nos difratogramas e retirada dos interferentes, ndo foi

possivel visualizar nenhum pico referente a DEXA.

Figura 21 - Difratograma das microemulsdes com e sem dexametasona.
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o.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR

5.7.1  Teste de centrifugacéo

Nas formulacdes em estado de repouso, ha atuacdo da forca de gravidade que faz
com que as goticulas ou particulas movimentem-se em seu interior. Quando submetidas a
teste de centrifugacéo, ocorre estresse forcado na amostra, simulando um aumento da forca de
gravidade, levando ao aumento da mobilidade das goticulas e antecipando possiveis
instabilidades. As instabilidades sdo observadas na forma de precipitacéo, separacdo de fases,
coalescéncia, entre outras (KISHISHITA, 2019; LEITE, 2017). As MEs (com e sem DEXA)
ndo exibiram alteracfes de fases, turbidez e precipitacdo de farmaco apds a centrifugacdo a
24510 g por 30 mine 1 h.

5.7.2  Estresse térmico

No teste de estresse térmico aplicou-se aos sistemas condigdes extremas de
temperatura em periodos pré-determinados de tempo. As ME-1 e ME-2 (com e sem farmaco)
na temperatura de 55 °C contatou-se mudancas nas caracteristicas macroscopicas, os sistemas
transparentes passaram para a coloracdo branca, e assim iniciou-se o0 processo de separacdo de
fases. J& para ME-3 (com e sem farmaco) este processo ocorreu na temperatura de 60 °C, que
pode ser explicado por possuir uma maior quantidade de tensoativos. A analise procedeu-se
até a temperatura de 80 °C, enfatizando a separagdo de fases. No final da analise deixou as
formulacdes em temperatura ambiente e as mesmas voltaram as caracteristicas de ME. As ME
sdo sensiveis a mudancas de temperatura, no qual podem sofrer alteracdes de fase quando
expostas a temperaturas mais altas ou inferiores as temperaturas normais. AlteracGes na
temperatura podem levar a mudanca do tipo de ME como também levar a separacdo de fase
(CALLENDER et al., 2017).

5.7.3  Ciclo resfriamento/aquecimento

Em geral, a ME é um sistema termodinamicamente estavel, mas existe a
possibilidade de ocorréncia de varios fenbmenos instaveis com o crescente numero de

componentes lipofilicos carregados na ME, como a separacao de fases (XIAO et al., 2019). A
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instabilidade fisica dos sistemas de ME é indicada por alteragdes no TMG e no IPD
(LAMAISAKUL et al., 2019).

No estudo de estabilidade por meio do ciclo resfriamento aguecimento foram
realizadas através de 5 ciclos, comtemplando 10 dias de analise, com objetivo avaliar se 0s
limites extremos de frio e calor sdo capazes de desestabilizar sistemas. Analisou-se as
formulagdes quanto a caracteristicas organolépticas e TMG, no dia inicial e ao final de cada
ciclo. Os resultados apontaram que as MEs permaneceram transparentes e sem separacao de
fases e no parametro TMG (Tabela 12) ndo foi observado diferenca significativa entre
valores, assim indicando estabilidade e sugerindo que as MES podem permanecer estaveis em
situagcbes que envolvem mudangas ambientais, como armazenamento, transporte ou
distribuicdo do produto corroborando com o trabalho de Volpe et al. (2018). No estresse
térmico s6 houve mudanca na aparéncia acima da temperatura de 50 °C e no ciclo
aquecimento/resfriamento essa temperatura nao é atingida. Os valores de TMG obtidos na
andlise de estabilidade foram diferentes do experimento de caracterizacdo fisico-quimica,

devido a utilizacdo de equipamentos diferentes.

Tabela 12 — Analise do tamanho médio de goticula antes e apos o ciclo de

resfriamento/aquecimento.

Tamanho médio de goticula (nm)

Formulacéo Dia 1 1°ciclo  2°ciclo  3°ciclo 4° ciclo 5° ciclo

ME -1 15,62 + 16,95+ 16,69+ 16,21+ 16,12 + 16,02 +
0,36 0,45 0,23 0,58 0,19 0,09

ME — 1 DEXA 0,08% 15,43 £ 1512+ 1592+ 16,96 17,45 = 15,85
0,44 0,25 0,38 0,11 0,56 0,56

ME — 1 DEXA 0,1% 15,69 1521+ 1595+ 1545% 16,15 16,01 +
0,18 0,33 0,40 0,57 0,10 0,23

ME -2 15,46 + 16,15+ 17,02+ 16,66+ 17,00 = 18,44
0,24 0,42 0,19 0,38 0,09 0,76

ME — 2 DEXA 0,08% 15,35+ 16,10+ 15,79+ 16,28+ 16,32 + 16,27 =
0,28 0,37 0,45 0,05 0,11 0,32

ME — 2 DEXA 0,1% 16,08 + 1594+ 1651+ 16,53 17,47 + 16,01 +
0,39 0,57 0,41 0,16 0,59 0,68

ME -3 17,46 + 18,77+ 1724+ 1833z 17,85 17,26 +
0,41 0,61 0,18 0,10 0,61 0,36

ME — 3 DEXA 0,08% 17,24 + 1826+ 16,71+ 17,35% 18,58 + 17,31
0,35 0,44 0,17 0,75 0,36 0,32

ME — 3 DEXA 0,1% 17,46 1836+ 1681+ 17,19z 17,38 £ 17,23 +
0,29 0,32 0,25 0,37 0,62 0,68

Fonte: dados da pesquisa.
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5.8 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO

Avaliacbes de liberacdo in vitro sdo muito importantes no desenvolvimento de
formulacdes, pois fornecem informagdes sobre dosagem e comportamento, bem como o
mecanismo de liberacdo do farmaco, permitindo o estabelecimento de uma correlacdo entre
resultados in vitro e in vivo. As membranas de dialise e o aparelho celular de difusdo de Franz
sdo das metodologias mais comumente usadas (CIRIACO et al., 2020).

Estudo de liberacdo de farmaco in vitro foi utilizado para avaliar a capacidade do
veiculo de liberar o farmaco. Todas as ME tiveram resultados favoraveis, mas foi escolhido a
ME-3 nas duas concentracdes de farmaco para realizacdo do estudo de liberacdo in vitro
devido proporcionar uma maior EE e um potencial zeta préximo de zero. O experimento em
membrana de didlise é utilizado para eliminar a possibilidade das MEs serem dispersas
instantaneamente no meio de liberagédo, garantindo assim perfis de dissolugdo mais precisos
do proprio farmaco a partir das MEs (YIN et al., 2009). A Figura 22 mostra o perfil da curva

de liberacdo cumulativa do farmaco versus o tempo.

Figura 22 — Perfil de liberacdo da DEXA nas solucdes e nas MEs.
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Foi observado um padrdo de liberacdo bifasica do farmaco, com uma liberagdo de
burst release, nas primeiras 6 h de estudo, seguido por uma liberacdo continua. Ocorre um
aumento acentuado da liberacdo da DEXA na primeira fase, seguido de um platd para a
segunda fase. No tempo de 6 h é observada liberacdo de 54 + 4,32 % para a ME-3 DEXA
0,08%, e 50 £ 1,90 % para a ME-3 DEXA 0,1%, seguida de liberacao lenta por até 72 h. Apos
as 6 h ocorre uma liberacdo continua da DEXA, considerada uma liberacéo lenta e sustentada
(SIDDIQA et al., 2019). Em 72 h houve liberacdo de 80 = 0,35 % e 93 + 1,32 % para ME-3
DEXA 0,08% e ME-3 DEXA 0,1%, respectivamente. Enquanto as solu¢cdes de DEXA
obtiveram liberacéo de 100% da DEXA em 0,5 h.

As formulagdes injetaveis de DEXA disponivel no mercado se apresentam forma de
sais (acetato de DEXA e fosfato dissodico de DEXA), podem ser administradas por via
intravenosa ou intramuscular e sdo usualmente utilizadas de 0,5 a 20 mg por dia, geralmente
com faixa posoldgica parenteral de um terco ou a metade da dose oral, a cada 12 h. As
formulagdes em estudo (ME-3 DEXA 0,08% e ME-3 DEXA 0,1% com 0,8 e 1,0 mg/mL,
respectivamente) proporcionam vantagem de reduzir o nimero de administracdo e assim
como as formulacbes comerciais podem ser utilizadas por via intravenosa ou intramuscular,
proveniente das caracteristicas dos excipientes.

Os dados de liberacdo in vitro foram substituidos nos modelos matematicos a fim de
reconhecer as caracteristicas especificas da liberagdo. Os resultados que estdo evidenciados na
Tabela 13. O coeficiente de determinacdo ajustado (R?), o desvio padrdo dos residuos (MSE)
e o critério de selecdo do modelo (MSC) foram utilizados para escolher o melhor modelo que
se ajusta os dados. O R? foi utilizado para comparar o ajuste dos modelos teéricos com o0s
dados experimentais, quanto mais proximo de 1 for o R® , melhor sera o ajuste do modelo
para os dados. O MSE avalia a diferenca entre os valores observados experimentalmente e
aqueles ajustados pelo modelo. Quanto menor o MSE, melhor sera o ajuste dos dados
experimentais ao modelo. J& o MSC ¢é outro critério estatistico para selecdo do modelo, que
serd mais apropriado aquele com o maior MSC, geralmente um valor de MSC de mais de dois
a trés indica que um bom ajuste (FREIRE et al., 2017; MELO, 2018; ZHANG et al., 2010).

Segundo os critérios adotados para escolha do modelo a ser empregado, o0 modelo de
primeira ordem com Fpay (R?= 0,99; MSE = 3,19; MSC = 3,92) foi 0 melhor ajustado para a
ME-3 DEXA 0,08%. De acordo com este modelo, a taxa de liberacdo depende da
concentracdo, ou seja, as formas farmacéuticas que seguem este perfil, liberam uma

quantidade de farmaco proporcional a quantidade do farmaco restante em seu interior, por


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sustained-drug-release
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sustained-drug-release
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unidade de tempo, e a quantidade de farmaco liberado vai diminuindo (SALAZAR, 2015;
SOLANKI et al., 2019).

Tabela 13 - Modelos matematicos utilizados para ajuste da curva de liberagdo da DEXA pela
ME-3.

Formulacéo Modelo Matematico Equacao R> MSE MSC Constantes
Primeira ordem F=100*[1-Exp(- 0,70 13,72 1,06 ki = 0,126
k1*t)]

Primeira ordem com Fpax F=Fmax*[1- 0,99 319 392 k; =0,25
Exp(-k1*t)] Fmax = 74,96

Higuchi F = ky*t° 0,41 19,29 0,39 ky= 12,86

ME-3 DEXA : . 05

0,08% Higuchi com FO F=FO0 + ky*t 0,69 14,10 0,93 ky= 8,55
FO = 21,83

Korsmeyer-Peppas F= kyp*t" 0,81 11,03 1,42 kip = 28,65

n=0,27

Korsmeyer-Peppas com FO  F=F0 + kxp*t" 0,92 6,89 2,29 FO0=-45705,41
ka = 45727,32

n=10,00
Peppas—Sahlin_1 F=k*t"+ k*t*" 0,92 7,18 221  k1=2539
k2 =-1,98
m = 0,50
Primeira ordem F=100*[1-Exp(- 0,85 10,66 1,74 ki = 0,098
k1*t)]
Primeira ordem com Fpay F=Fmax*[1- 094 6,36 2,71 ki =0,16
Exp(-k1*t)] max = 81,21
Higuchi F = ky*t%° 0,76 13,33 1,29  ky=13,23
ME-3 DEXA
0.1% Higuchi com FO F=FO + ky*t>®> 087 9,77 183  ky=10,26
FO = 15,01
Korsmeyer-Peppas F= kyp*t" 093 7,19 245  kkp=24,10
n=0,33
Korsmeyer-Peppas com FO  F=F0 + kxp*t" 0,99 2,87 4,22 F0=-2542,30
ka = 2559,89
n=0,01
Peppas—Sahlin_1 F=k, %"+ k*t*™ 0,96 5,07 3,08 kl=21,79
k2 =-1,33
m = 0,50

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: R? = coeficiente de correlacdo; MSE = Desvio padrdo dos residuos; MSC = Critério de
selecdo do modelo; Fr.x = € a fragcdo maxima do medicamento liberado em tempo infinito; FO = é a
fragdo inicial do medicamento na solugdo resultante de uma liberagdo de explosdo;

Enquanto para a ME-3 DEXA 0,08% o modelo de melhor ajuste foi o de Korsmeyer-
Peppas com FO (R?= 0,99; MSE = 2,87; MSC = 4,22). Este modelo é utilizado para avaliar a
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liberacdo de farmacos quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem conhecido ou quando
possam esta envolvidos mais de um tipo de mecanismo de liberagdo. O modelo de
Korsmeyer-Peppas avalia a liberacdo de farmacos tanto por Fick quanto ndo-Fick, e 'n' é o
expoente de difusdo empirico que indica o tipo de mecanismo de liberacdo do farmaco.
Valores de n > 0,5 indica que a difusdo é quase-Fickiana, se o valor for igual a 0,5 revela uma
difusdo Fickiana, valores entre 0,5<n<1,0 a difusdo é ndo-Fickiana, quano o n=1 é uma
difusdo de transporte caso Il e n>1 difusdo transporte super-caso Il (SALAZAR, 2015;
SOLANKI et al., 2019).

O valor do expoente de difusdo (n) obtido no modelo de Korsmeyer-Peppas foi de
(0,01) sugerindo mecanismo de difusdo quase-Fickiano. Isso leva em consideracdo o0s
processos de liberacdo controlada de difusdo e erosao inerente ao nanocarreador. No inicio a
presenca de ME aquosa pode-se expandir levemente e permitir que o farmaco interior se
difunda pela interface, no entanto os nucleos oleosos hidrofébicos podem retardar a
incorporacdo de moléculas de agua no interior da microemulsao, diminuindo a taxa de difuséo
(RAHDAR et al., 2019; SALAZAR, 2015).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica utilizada para a construcdo do DFPT mostrou-se simples, reprodutivel e de
grande utilidade, sendo possivel observar com clareza as varias regides do diagrama,
incluindo as regides possiveis de formacdo de ME, e assim facilidade na escolha da proporcao
dos componentes. O objetivo de desenvolver o sistema microemulsionado utilizando agua
destilada, TACC, Kolliphor® HS 15 e Span® 60 foi alcancado.

Foi possivel desenvolver e validar o método analitico por espectrofotometria UV-Vis
para quantificacdo da DEXA nos sistemas, e revelou-se especifico, exato, preciso, robusto e
rapido. Sendo possivel avaliar a EE, evidenciando uma incorporacdo eficaz da DEXA nas
MEs.

O pH das formulagcbes foi adequado para a administrado por via parenteral e
indicaram n&o afetar no PZ, implicando na estabilidade das formulagdes. A condutividade
elétrica sugeriu serem sistemas com estrutura do tipo O/A e o IR indicou formulages claras,
transparentes e isotropicas. Através das técnicas de TMG, IPD e PZ os sistemas comprovaram
serem MEs estaveis, homogéneas com mesma disposi¢do de tamanhos. Pela microscopia de
luz polarizada aponta-se MEs como dispersdes coloidais isotropicas. As analises reoldgicas
evidenciam-se caracteristicas de fluido ndo newtoniano do tipo pseudoplastico. Pelas técnicas
de DSC e DRX comprovou a estrutura cristalina da DEXA. Como também pelo DSC
caracterizou as MEs serem do tipo O/A. As MEs selecionadas verificaram-se estabilidade
preliminar diante dos testes propostos. O estudo de liberagdo in vitro observou-se liberagéo de
explosdo, seguida por uma liberagdo continua, considerada uma liberagdo lenta e sustentada,
com a vantagem de reduzir o nimero de administracdo. As libera¢6es foram melhor ajustados
aos modelos matematicos de primeira ordem com Fn.x € Korsmeyer-Peppas com FO. Os
sistemas microemulsionados propostos foram capazes de incorporar a DEXA, sendo assim
uma alternativa promissora a fim de aumentar a eficacia e consequentemente reduzir os

efeitos adversos produzidos pela DEXA.
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