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RESUMO

A psoriase € uma das dermatoses mais comuns em todo o mundo, que afeta de 2 a
5% da populagdo mundial. E uma doencga cronica e auto inflamatéria da pele que
resulta em hiperproliferacdo e diferenciacdo aberrante dos queratinécitos. Seu
tratamento tem como pilar principal a terapia topica com corticosteroides, entre eles o
dipropionato de betametasona, que, embora seja um esteroide potente, tem uma
absorcao limitada através da pele, o que resulta em uma limitagdo importante no
sucesso do tratamento. Com o objetivo de superar esta limitagdo, esse trabalho
propds o desenvolvimento de uma nanoemulsido para incorporar o dipropionato de
betametasona. A nanoemulsdo foi desenvolvida através da constru¢do de um
diagrama de fases por emulsificacdo espontédnea e o farmaco incorporado a
formulagdo com o auxilio de ultrassom. A nanoemulsao foi caracterizada avaliando-
se o tamanho de goticulas, indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta,
condutividade e pH. A formulagdo obteve tamanho médio de goticula de 23,5 + 0,4
nm, PDI = 0,20 £ 0,01, potencial zeta = -4,2 £ 1,7 mV, condutividade 47,1 uS/cm e pH
6,0. Foi validado um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificacdo do farmaco que foi considerado seletivo e linear. A
absorcdo do dipropionato de betametasona na pele foi determinada por teste de
permeacao in vitro em pele de orelha de suino em células de difusdo do tipo “Franz”.
O teste foi conduzido por periodo de 24 h de forma comparativa a um creme e uma
pomada encontrados no mercado. O teste de permeacdo no estrato corneo
demonstrou que o dipropionato de betametasona teve sua permeag¢ao aumentada em
80 vezes quando incorporado em uma nanoemulsdo, em comparagdo a um creme
comercial, € um aumento de cerca de 16% nas camadas mais profundas da pele
quando comparado a uma pomada comercial. Assim, o sistema desenvolvido

representa uma opcao terapéutica promissora para o tratamento de psoriase.

Palavras chave: psoriase, dipropionato de betametasona, nanoemulséo, permeacao

cutanea.



ABSTRACT

Psoriasis is one of the most common worldwide dermatoses, which affects from 2 to
5% of the world population. It is a chronic and autoinflammatory disease of the skin
that results in hyperproliferation and aberrant differentiation of keratinocytes. Its main
pillar is the treatment with topical corticosteroid therapy, including betamethasone
dipropionate, which, although it is a potent steroid, has limited absorption through the
skin, which results in an important limitation in the success of the treatment. In order
to overcome this limitation, this work proposed the development of a nanoemulsion
incorporating betamethasone dipropionate. The nanoemulsion was developed through
the construction of a phase diagram by spontaneous emulsification and the drug
incorporated into the formulation under ultrasonication. The nanoemulsion was
characterized by droplet size, polydispersity index (PDI), potential zeta, conductivity
and pH. The formulation obtained an average droplet size of 23.5 + 0.4 nm, PDI = 0.20
t 0.01, zeta potential = -4.2 + 1.7 mV, conductivity of 47.1 uS/cm and pH 6.0. An
analytical method by high performance liquid chromatography (HPLC) was validated
to quantify the drug, which was considered selective and linear. The absorption of
betamethasone dipropionate through the skin was determined by an in vitro
permeation test on porcine ear skin in “Franz’-type diffusion cells. The test was
conducted for a period of 24 hours compared to a cream and ointment from the market.
The permeation test demonstrated that the betamethasone dipropionate had its
permeation increased in 80 times in the stratum corneum when incorporated in the
nanoemulsion, compared to a commercial cream, and an increase of around 16% in
the skin deeper layers when compared to a commercial ointment. In this way, the
developed system represents a promising therapeutic option for the treatment of

psoriasis.

Keywords: psoriasis, betamethasone dipropionate, nanoemulsion, skin permeation.
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1 INTRODUGAO

A psoriase é uma doencga inflamatoria crénica, recorrente e de causa
desconhecida, com envolvimento preferencial da pele caracterizada por hiperplasia
epidérmica e ativagdo imune inapropriada (RAYCHAUDHURI, 2014). De acordo com
a Sociedade Brasileira de Dermatologia, mais de 5 milhdes de adultos sofrem de
psoriase, o que corresponde a aproximadamente 1-3% da populagdo. Embora a
etiologia da psoriase permanecga desconhecida, acredita-se que seja multifatorial com
varios componentes-chave, incluindo suscetibilidade genética, gatilhos ambientais em
combinagdo com rompimento da barreira cutdnea e disfungdo imunoldgica
(RAYCHAUDHURI, 2014).

Embora a incapacidade fisica possa ser leve, o impacto psicologico da psoriase
pode ser significativo, principalmente quando as maos, o rosto ou a area genital sdo
afetados. Esta associada a uma alta incidéncia de depressao com ideacao suicida e
outras morbidades (PHILIP, 2010; RAYCHAUDHURI, 2014). Além disso, seu 0nus é
relatado como comparavel a outras doengas crbnicas, como diabetes e doencas
cardiacas (PHILIP, 2010).

A doencga leve é tipicamente tratada apenas com terapia topica, o que € a
realidade da maioria dos pacientes com psoriase. A doenga moderada a grave
geralmente é tratada com fototerapia, terapias sistémicas ou agentes bioldgicos. No
entanto, o uso de medicamentos orais como metotrexato, ciclosporina e acitretina,
que sao a base do tratamento sistémico da psoriase, podem apresentar efeitos
colaterais graves como teratogenicidade, hepatotoxicidade, mielo-supressao,
insuficiéncia renal, reag¢des cuténeas e infecgdes oportunistas, por afetarem o sistema
imunoldgico (RAYCHAUDHURI, 2014; WARREN; CHALMERS; MENTER, 2008).

Como forma de contornar essa situagao, o uso de terapia tépica em doencgas
moderadas a graves pode reduzir potencialmente a quantidade necessaria de
fototerapia ou agentes orais para alcangar um controle satisfatério da doencga e reduzir
efetivamente os quadros de efeitos adversos causados pelos medicamentos
sistémicos (UVA, 2012).

De longe, um dos agentes topicos mais comumente utilizados em todos os
graus de psoriase sao os corticosteroides, entre eles esta o dipropionato de
betametasona. Estes estdo disponiveis em um numero variado de apresentacdes e

possuem efeitos imunossupressores, antiproliferativos e anti-inflamatérios que



consiste em vasoconstricdo e expressao de lipocortinas em nivel celular que inibem a
fosfolipase A2, resultando em uma reducgao da formacao de fatores pro-inflamataorios,
0 que os torna uma opgéo terapéutica vantajosa para doengas imunomediadas como
a psoriase (HOEGSBERG, 2020). Entretanto, o dipropionato de betametasona
apresenta uma baixa permeabilidade pela pele, o que € uma desvantagem importante
na pratica clinica, ja que reduz a sua eficacia terapéutica no local alvo (BANGALE et
al., 2012). Esta dificuldade esta associada ao fato de se tratar de uma molécula muito
lipofilica (Log P = 4,07) que tende a ficar concentrada na camada mais superficial e
lipofilica da pele, o estrato corneo.

Tendéncias recentes no desenvolvimento de preparacgdes topicas mostram que
grandes esforgos tém sido direcionados para a melhoria de veiculos e bases e
também para novos métodos de aplicacao topica que superem a barreira da pele, com
o objetivo de otimizar a eficacia clinica de inumeros medicamentos, entre eles os
corticosteroides (BHUTANI, 2012; TAKEDA et al. 1977).

Uma das técnicas que tem particularmente despertado interesse por
demonstrar melhores resultados € a utilizagao de sistemas de liberagdo de farmacos
baseados em nanotecnologia (Nano Drug Delivery System - NDDS). As
nanoemulsdes (NE) se destacam neste campo por serem sistemas coloidais estaveis
que sao compostos por agua e oleo, estabilizados entre si por um filme de tensoativos.
A tecnologia de NE tem sido bem-sucedida em superar a barreira do estrato cérneo,
aumentando a biodisponibilidade e a permeabilidade do farmaco pela barreira da pele,
e ainda exibindo um perfil minimo de toxicidade, tornando-a desejavel como veiculo
de farmacos pouco permeaveis como € o caso do dipropionato de betametasona
(SINGH, 2013).

Com foco nisso, este estudo propde desenvolver e caracterizar uma formulacao
nanoemulsionada contendo o dipropionato de betametasona, e testa-la quanto a sua
penetrabilidade na pele de forma comparativa a outras formulagdes disponiveis no

mercado contendo este mesmo farmaco.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma NE contendo
dipropionato de betametasona e avaliar a sua permeacao na pele em comparacgao a
outras formulagdes disponiveis no mercado contendo este ativo, com o propdsito de

oferecer uma alternativa terapéutica inovadora para o tratamento de psoriase.

2.2 Objetivo especifico

e Desenvolver nanoemulsao incorporando dipropionato de betametasona;

e Caracterizar a nanoemulsao quanto ao tamanho da goticula, ao indice de
polidispersao (PDI), ao potencial zeta, a condutividade e ao pH;

e Avaliar a permeacao in vitro do dipropionato de betametasona em pele suina a

partir da nanoemulsdo em comparagao a formulagdes comerciais.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Psoriase

A psoriase (do grego "psora" = "sarna" ou "erupg¢ao cutanea"), € uma doenga
cutanea crénica imunomediada que por mais de mil anos foi confundida com a
hanseniase, somente sendo diferenciada na década de 1840. Considerada uma das
dermatoses mais comuns, a psoriase afeta em torno de 1-3% da populagao brasileira
e 125 milhdes de pessoas no mundo. Em geral acomete pessoas em qualquer idade,
mas é mais comum em adultos, embora o acometimento antes dos 40 anos esteja
relacionado a quadros clinicos mais graves (AI-SHOBAILI & QURESHI, 2013). O
Ministério da Saude (2018) define a psoriase como uma doenga crbnica, sistémica e
inflamatoria que afeta a pele, sem mucosas e, em alguns casos, as articulagdes.
Apresenta origem imunoldgica e predisposigcao genética, porém a influéncia de
multiplos fatores ambientais pode levar ao desenvolvimento ou a piora da doenca.

Pacientes com psoriase, assim como aqueles com outras doengas crénicas
importantes, costumam apresentar consequéncias significativas como a redugao da
expectativa e da qualidade de vida, bem como estigma da doenga, afetando as
relagdes sociais, de emprego e renda, sendo incapacitante em casos graves, além de
tracos depressivos na grande maioria - seu 6nus psicologico € comparado a outras
doengas importantes como o cancer e diabetes (GISONDI, 2013).

Os fatores postulados que estdo envolvidos na etiologia da psoriase séo
complexos. Além dos fatores enddgenos, como os fatores imunoldgicos, existem
também fatores exdégenos, como os gatilhos ambientais.

O papel do sistema imune na causa da psoriase € um tdpico importante de
pesquisas. Embora exista uma sugestdo de que a psoriase possa ser uma doenga
autoimune, ainda nao foi identificado nenhum autoantigeno que possa ser
responsavel (BOEHNCKE, 2015). Apesar disso, 0s avangos nas técnicas
imunologicas e nas analises genéticas das ultimas décadas ajudaram a esclarecer
melhor alguns pontos da fisiopatologia envolvida na psoriase, sendo semelhante a
outras doengas mediadas por imunidade, como a doenca de Crohn, artrite reumatoide
e esclerose multipla. Tudo isso se encaixa na definicdo de uma doenga autoimune
como "uma sindrome clinica causada pela ativagao de células T, células B ou ambas,

na auséncia de uma infec¢do em andamento ou outra causa discernivel” (MATTOZZ



et. al. 2012). Um conjunto de anormalidades observadas na psoriase, como niveis
aumentados de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), ligagédo do receptor do fator
de crescimento epidérmico, fator de crescimento transformador-a (TGF-a) e presenga
de neutrdfilos no estrato cérneo, coletivamente apontam para uma perturbacéo na
funcao das células T sobre as células epidérmicas, e reforcam a visdo de uma doencga
imunomediada (MAHAJAN, HANDA, 2013).

Ja dentre os fatores exdgenos, o principal gatilho ambiental € o estresse
psicoldgico, citado por quase 90% dos pacientes como um fator importante para a
manifestacdo do seu quadro clinico. Outros fatores importantes s&o: lesdo mecanica
e quimica; uso de medicamentos como betabloqueadores e anti-inflamatérios nao
esteroidais; habito de fumar; e varias infec¢des, sendo que a mais importante delas é
a infecgao por estreptococos do grupo A. Estreptococos pyogenes (AL -SHOBAILI, &
QURESHI, 2013).

Fisiopatologicamente a psoriase caracteriza-se pela proliferagdo exacerbada e
desordenada das células epidermicas o que resulta em espessamentos proeminentes
da epiderme, que sdo descritos como placas vermelhas, na maior parte simétrica,
nitidamente demarcada, e normalmente recoberta por escamacdes brancas. Na placa
psoriatica ocorre dilatagdo vascular acentuada e os capilares prolongam-se para a
base da epiderme o que intensifica a vermelhidao visivel nas lesdes. Os queratinécitos
incompletamente diferenciadas, que ocorrem na psoriase, perdem a capacidade
normal de secretar a matriz lipidica e, consequentemente, empilhar-se e aderir-se uns
aos outros, 0 que é a causa da descamacgao caracteristica da doenga (ESTEVES,
2013; MAHAJAN, HANDA, 2013).

O envolvimento cutaneo é muito variavel (Figura 1), podendo manifestar-se em
qualquer local do corpo, com preferéncia pelos joelhos, cotovelos, couro cabeludo e
genitais (GISONDI, 2013).
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Figura 1. Manifestagbes Clinicas (PSORIASE: OVERVIEW, 2017)

Segundo Pariser (2015) a psoriase envolve preferencialmente a pele, mas
pode afetar também as unhas e as articulagdes, e esta associada a uma diversidade
de comorbidades. Entre 1,3% e 34,7% dos individuos com psoriase desenvolvem
artrite inflamatéria cronica (artrite psoriatica), que leva a deformagdes articulares e
incapacidade. Entre 35% e 50% de todos os pacientes que sofrem de psoriase
desenvolvem alteragdes ungueais. Relata-se que os individuos com psoriase
apresentam um maior risco de desenvolver outras condig¢des clinicas sérias, tais como
doengas cardiovasculares, sindrome metabdlica e outras doengas nao transmissiveis
(BOEHNCKE, 2015, AUGUSTIN et. al, 2015).

A psoriase se manifesta de diferentes formas, entender suas caracteristicas
ajuda a determinar o melhor tratamento. Cinco s&o as mais prevalentes: psoriase
vulgar ou em placas, psoriase gutata, psoriase eritrodérmica, psoriase palmo-plantar

e artrite psoriatica.

3.1.1 Psoriase Vulgar ou Psoriase em Placas

A forma clinica mais frequente de psoriase, a psoriase vulgar (Figura 2),
constitui quase 90% dos casos. Clinicamente observam-se placas eritematosas, com
espessamento, descamacdo, cobertas com escamas peroladas e distribuidas
simetricamente com didmetros variando de milimetros a varios centimetros. Podem
ocorrer em qualquer parte do corpo, mas sao mais frequentemente localizadas nos
joelhos, cotovelos, couro cabeludo e regido sacral (BOEHNCKE, 2015,
GUDJONSSON, 2008).



Figura 2. Manifestagbes clinicas da psoriase vulgar (ARMSTRONG, 2020).

3.1.2 Psoriase gutata

Este tipo de psoriase é frequentemente visto em criangas e adultos jovens. As
lesdes se manifestam com uma aparéncia avermelhada em formato semelhante a
pequenas gotas (Figura 3), manifestando-se geralmente apds infecgdes
estreptococicas. As lesbes geralmente sdo vistas no tronco, bragos e coxas
(RODRIGUES, 2009, MARQUES PINTO, 2012).

Figura 3. Manifestagbes clinicas da psoriase gututa (National Psoriasis Foundation/USA, 2019).

3.1.3 Psoriase eritrodérmica

As lesOes psoriaticas afetam quase 80% da superficie do corpo nessa forma
generalizada de psoriase (Figura 4). Lesbes predominantemente eritematosas com
descamacdes finas, papulas e as placas tipicas perdem suas caracteristicas, podendo
ser confundidas com queimaduras. Pode-se observar hipotermia devido a
vasodilatagdo generalizada e um prejuizo significativo na fun¢ao barreira da pele
(SARAC; et al 2016, KIM et al 2016).



Figura 4. Manifestag¢des clinicas da psoriase eritrodérmica (National Psoriasis Foundation/USA, 2019).

3.1.4 Psoriase palmo-plantar

A psoriase palmo-plantar afeta caracteristicamente a pele das palmas das
maos e plantas dos pés (Figura 5). Apresentam-se como fissuras, podendo ocorrer,
em alguns casos, 0 aparecimento de pequenas pustulas estéreis (MICELI;
SCHMEIDER, 2017).

Figura 5. Manifestagbes clinicas da psoriase palmo-planar (B RZANY, 2000).

3.1.5 Artrite psoriatica

A prevaléncia geral de artrite psoriatica (Figura 6) varia entre 0,02 e 0,1% na
populagédo em geral, enquanto sua prevaléncia varia entre 1,3% e 34,7% entre os
pacientes com psoriase. Nesta artrite a inflamacgao psoriatica acomete as articulagoes
de forma cronica e caracteriza-se por rigidez, dor e inchago, podendo levar a
deformidades — em alguns casos permanentes (SUNDARRAJAN, 2016;
ARMSTRONG, 2020).



Figura 6. Manifestagdes de artrite psoriatica, incluindo envolvimento das unhas (ARMSTRONG, 2020).

3.2 Abordagem terapéutica

O tratamento da psoriase depende da forma clinica da doenga, da gravidade e
da extensdo, da idade, do sexo, e das condi¢cdes do paciente, em relagcdo a saude
geral e situagdo sécia econdmica. Também deve ser levado em conta o que a
psoriase representa no comprometimento da qualidade de vida do paciente. Os
quadros clinicos mais localizados podem ser responsaveis por comprometer varios
aspectos da vida do paciente, se situados, por exemplo, nas m&os, nos genitais e na
face. Os quadros leves, sem comprometimento da qualidade de vida, podem ser
tratados apenas com medicagdes tépicas. Estas costumam ser utilizadas também
como adjuvantes da fototerapia ou da medicagdo sistémica nos quadros graves
(PSORIASE BRASIL, 2017, SBD, 2016).

3.2.1 Fototerapia

A fototerapia € um tratamento efetivo de primeira linha para psoriase em placas
moderada a grave que atua inibindo a proliferagdo de queratindcitos, promovendo seu
apoptose e atenuando as vias inflamatorias Th1 e Th17. Pode desempenhar um papel
no manejo em longo prazo da psoriase quando o curso da doenga se torna mais
estavel (RACZ, 2015).

E uma opcdo terapéutica indicada de modo isolado ou associada a varios
outros medicamentos topicos e/ou sistémicos, com o objetivo de controle rapido da

doenga e de diminuir doses de medicamentos (RACZ, 2015).
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3.2.2 Agentes sistémicos

Em geral, a maioria dos pacientes tem melhora clinica apenas com o uso de
medicamentos topicos e fototerapia, porém cerca de 20% necessitam fazer o uso de
medicamentos sistémicos. Estes por sua vez, apesar de serem mais efetivos,
apresentam um potencial importante para efeitos colaterais sérios como
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e teratogenicidade, o que restringe o seu uso a
longo prazo (BOS, 2004).

3221 Acitretina

Retinoide de segunda geragao, a acitretina € um tratamento de primeira linha
para a psoriase moderada a grave e outros disturbios hiperqueratoticos. Eles atuam
normalizando a proliferacéo e diferenciagdo de queratindcitos, regulando a atividade
das glandulas sebaceas e modulando respostas inflamatérias locais (KAPLAN, 2015).
Os efeitos colaterais sao dose-dependentes e incluem descamacao da pele, queilite,
xerose, prurido e perda de cabelo. Os retinoides também s&o conhecidos por serem
potentes teratdogenos; portanto, o uso desses agentes em mulheres com potencial
para engravidar é fortemente regulamentado (KAPLAN, 2015).

3222 Metotrexato

O metotrexato € um medicamento imunossupressor que inibe a enzima
diidrofolato redutase, que é essencial na biossintese do DNA. A terapia sistémica oral
com metotrexato € uma opcédo de primeira linha para pacientes com psoriase em
placas que tém falha no controle da doenca com terapia tépica. O metotrexato, assim
como a acitretina, o tem um inicio de agado mais lento e é considerado um agente de
alta prioridade para casos mais estaveis de psoriase eritrodérmica. O uso prolongado
de metotrexato pode causar estomatite ulcerativa, fibrose hepatica e supressido da
medula 6ssea (MAHMOOD 2015).

3.2.2.3 Ciclosporina

A ciclosporina € um agente imunossupressor que bloqueia a transcri¢gao de IL-
2, assim interferindo no crescimento e na atividade das células-T. Devido ao seu
rapido inicio de acgao, a ciclosporina € considerada um medicamento de primeira linha

para o controle de casos instaveis de psoriase eritrodérmica, psoriase vulgar grave e
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usada em caso de nao responsividade a metotrexato ou retinoides. O uso prolongado

pode causar disfungao renal, anorexia e hipertensdo (MARQUELING, 2013).

3.2.2.4 Imunobiolégicos

Essa terapia bioldgica engloba uma categoria emergente de drogas que visam
citocinas especificas do sistema imunologico. Dada a sua maior seletividade e por
possibilitar um maior periodo de remissdo do quadro clinico, esses agentes s&o uma
alternativa promissora aos imunossupressores convencionais, como o metotrexato e
a ciclosporina. As categorias de farmacos biolégicos foram adotadas para o
tratamento de psoriase, inclui os inibidores de TNF-q, os inibidores de IL-12 / IL-23 e,
mais recentemente, os inibidores de IL-17. Os principais efeitos adversos comuns a
todas as classes de imunobioldgicos sdo nasofaringite e infec¢des do trato respiratorio
superior (FOTIADOU, 2014).

3.2.3 Agentes Tépicos

Com o desenvolvimento de terapias mais potentes e direcionadas, o uso de
topicos em psoriase tornou-se menos comum. No entanto, eles continuam sendo o
pilar do tratamento de pacientes com quadro leve ou como terapia adjunta para lesdes
recalcitrantes em quadros mais graves (SINGH et. al. 2016). Para estes casos, 0 uso
de analogos tépicos de vitamina D e de esteroides topicos de poténcia média foram
relatadas na literatura (VADYA, LEWALLEN, FELDMAN 2015).

3.2.3.1 Anélogos topicos da vitamina D

Analogos tépicos da vitamina D incluem uma terapia de primeira linha para a
psoriase em placas leve a moderada, devido a sua capacidade de inibir a proliferacao
celular, aumentar a diferenciagdo celular e modular os fatores imunoldgicos
envolvidos na etiologia da doenga (MUMOLI 2014). O calcipotriol e o calcitriol
geralmente ndo devem ser usados em situagdes em que os pacientes tém alto risco

de absorgao sistémica, como em psoriases graves (CONTI, 2013).

3.2.3.2 Agentes Corticosteroides

Dentre os esteroides de uso topico, esta o Dipropionato de Betametasona, um
agente corticosteroide sintético, agonista do receptor de glicocorticoide altamente

potente que possui efeitos imunossupressores, anti-inflamatoérios, antiproliferativos e



12

vasoconstritor. Seu mecanismo de acéo se da pela expressao de lipocortinas a nivel
celular, molécula capaz de inibir a fosfolipase A2 que de modo posterior leva a inibicao
da sintese do acido araquidénico e diminui a biossintese de prostaglandinas, quininas,
histaminas, sistema de complemento e leucotrienos (BANGALE et al., 2012;
COLOMBO et al.,, 2012). Pode ser encontrado em diversas formulagdes como
pomada, creme, logao e espuma, sendo indicados para o tratamento da psoriase leve
a moderada (BANGALE et al., 2012; COLOMBO et al., 2012).

Figura 7. Estrutura quimica do Dipropionato de Betametasona.

Embora o uso de corticosteroide topico seja considerado altamente eficaz e
seguro inicialmente, em que se observa uma rapida melhora das lesdes, ele pode
levar ao desenvolvimento de taquifilaxia, que é uma resposta rapidamente
decrescente a doses sucessivas de farmaco tornando-o menos eficaz com o uso
prolongado, portanto, seu uso n&o deve ser superior a periodos de 2 semanas. Além
disso, seu uso por longos periodos pode causar estrias e afinamento da pele (MALIK
et al. 2015).

Ainda, seu uso clinico apresenta algumas desvantagens praticas, como a
baixa permeabilidade pela pele, o que reduz a sua eficacia terapéutica no local alvo.
A principal limitagao esta na fungéo de barreira da pele, considerada um dos epitélios
mais impermeaveis do corpo humano para substancias exégenas (BANGALE et al.,
2012; COLOMBO et al., 2012).

3.3 Estrutura da pele e permeacgao cutanea

A pele humana, cobertura externa do corpo, € o seu maior e mais complexo
orgao, que protege e, ao mesmo tempo, permite a interagdo com o ambiente. Esta
dividida em trés camadas principais (Figura 8): epiderme, derme e hipoderme, sendo
que cada uma se complementa em papeis distintos das fun¢des gerais da pele de
barreira a permeabilidade, protegao a agentes infecciosos, protegao ultravioleta (UV),
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sensagcao e termorregulacdo. A epiderme, a camada mais externa, varia em
espessura em diferentes regides do corpo, € mais fina nas palpebras (0,05 mm) e
mais espessa nas palmas das maos e nas solas dos pés (1,5 mm); Esta primeira
camada fornece um importante papel na fungéo de barreira fisica da pele, juntamente
com a sua camada inferior, a derme, uma camada bem vascularizada e rica em
terminagdes nervosas, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas.
A derme esta ligada a hipoderme subjacente ou tecido conjuntivo subcuténea, uma
camada de gordura e tecido conjuntivo que abriga vasos sanguineos e nervos
maiores. Esta camada é importante na regulagéo da temperatura da propria pele e do
corpo e fornece grande parte da integridade estrutural da pele (TABASSUM, 2014).
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Figura 8. Anatomia da pele (MARIEB, 1997).

A epiderme é a camada avascular da pele e a mais externa do corpo. E
composta por quatro camadas: estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e
estrato basal como ilustrado na Figura 9 (HARRIS, 2009). Esta separada da derme
por sua ultima camada, a membrana basal ou germinativa, onde suas células s&o do
tipo estratificado, de forma pavimentosa. As duas camadas intermediarias s&o
constituidas por células vivas e nucleadas da epiderme. Essas células diferenciam-se
progressivamente até terem suas organelas dissolvidas e perderem o nucleo,
tornando-se impermeaveis em razio de sua camada superficial morta, queratinizada
e dispersa em uma matriz rica em lipidios, denominada como capa cérnea, onde suas

células podem se apresentar de forma compacta ou em disjun¢cado (BORGES, 2010).
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Em seres humanos, o tempo normal para uma célula basal alcangar o estrato
cérneo e posterior descamacéao € de pelo menos 28 dias. Esse intervalo de tempo é
encurtado significativamente na psoriase, em que ha um quadro de hiperproliferagcao
— o ciclo de diferenciagdo tem redugao de 8 vezes e a célula chega ao estrato cérneo
em apenas 4 dias (CHU D, 2008).

e Camada cdrnea

J}_‘;s'zz_?‘z ’%;‘F Camada

= ® ) granulosa

=

| Camada
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~ ———— Melandcito

Figura 9. A estrutura da epiderme divide-se em camada basal, camada espinhosa, camada granulosa
e estrato corneo (LOWES M, 2007).

A eficacia desejada da formulagao topica antipsoriatica aplicada sobre a pele
dependera da sua permeacao atraves do estrato corneo, que, de fato, constitui a etapa
limitante desse processo. O modelo de dois compartimentos do estrato cérneo como
uma barreira, aceito atualmente, demonstra a complexidade da permeacao, ja que o
farmaco deve interagir com o material cornificado dos queratindcitos, com o material
lipidico intercelular ou com ambos. Portanto a efetiva permeacao através do estrato
corneo exige do farmaco uma série de propriedades fisico-quimicas, o que na pratica
acaba restringindo o numero de moléculas suscetiveis (MAHAJAN, R; 2013).

O transporte de farmacos através da pele pode ser realizado através de trés
vias potenciais como ilustra a Figura 10: anexos cutaneos, como dutos de suor,
foliculos capilares e glandulas sebaceas associadas (via anexos cutaneos) ou através
do estrato cérneo continuo (via transepidérmica). No que diz respeito a este ultimo,
podem existir duas vias especificas através do estrato corneo intacto: a via lipidica
intercelular entre os cornedcitos e a via transcelular através dos cornedcitos e lipidios
de intercalagdo (SHAKER, 2019).
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Figura 10. Vias de permeacgéo no estrato corneo. (A) A via transcelular. (B) A via intercelular. (C) via
dos anexos cutaneos através de foliculos capilares com glandulas sebaceas associadas e (D) por
meio de dutos de suor (adaptado de SHAKER, 2019).

Deve-se notar que essas vias ndo sdao mutuamente exclusivas, ou seja, um
medicamento pode usar mais de uma via de permeacgao, o que dependera de suas
propriedades fisico-quimicas. A rota transcelular tem sido considerada como uma rota
polar através do estrato corneo, uma vez que os cornedcitos contém uma matriz de
queratina intracelular que é relativamente hidratada, ou seja, de natureza polar.
Porém, a permeacgao requer particionamento consecutivo entre esse ambiente polar
e os dominios lipofilicos envolvendo os cornedcitos (BENSON et al., 2011). Portanto,
essa € uma via preferencial para compostos hidrofilicos, apesar da necessidade do
permeante de atravessar os lipidios intercelulares, a fim de saltar de um cornedcito
para outro (BOLZINGER, 2012).

Embora a transcelular seja a rota mais direta, o transporte ¢é
predominantemente realizado pela via intercelular, que fornece a unica rota continua
através do estrato corneo. Nesse caso, o comprimento do caminho € muito maior que
a espessura simples do estrato corneo (10-15 um), uma vez que os dominios
intercelulares s&o altamente tortuosos e podem exceder 150 um. Dentro dos espacgos

intercelulares, uma molécula difusora deve atravessar uma variedade de dominios
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lipofilicos (via nucleo lipidico) e hidrofilicos (via grupos polares da cabega) dos lipidios
estruturados (SHAKER, 2019).

Apesar dos anexos (glandulas e foliculos capilares) terem sido considerados
acessos de baixa resisténcia, sua contribuicdo foi estimada como pequena, uma vez
que representam apenas 0,1-1% da area total da superficie da pele. Entretanto,
sugere-se que a via dos anexos cutaneos domine durante a permeag¢ao de moléculas
e ions polares grandes (PROW et al., 2011).

Varias maneiras tém sido propostas para romper a barreira do estrato corneo
e esses meétodos sdo amplamente classificados como métodos ativos e passivos. A
classe anterior utiliza fontes externas de energia, como iontoforese, sonoforese,
microagulhas, eletroporagdo para romper temporariamente a barreira da pele,
enquanto a ultima classe utiliza intensificadores de permeacédo quimica e liquidos
idnicos, entre outros (LIU et al., 2017; AGATEMOR, 2018).

A técnica de modificacdo do tamanho das particulas do farmaco para o
tamanho nano € um método passivo que propde superar a barreira do estrato cérneo,
aumentando a biodisponibilidade e a solubilidade do farmaco. Ja esta demonstrado
gue as nanoemulsdes - quando comparadas a formulagdes tdépicas convencionais -
promovem o melhoramento da permeagado de inumeras moléculas (SINGH, 2013).
Algumas hipoteses sdo levantadas para esclarecer os mecanismos pelo qual as
nanoemulsdes promovem o aumento da permeacéo transdérmica, conforme sugerido
por SHAKER, (2019):

(A) Aumento da atividade termodinamica do medicamento: a nanoemulsao, por
ter uma alta taxa de solubilizagdo, induziria um aumento da atividade
termodinamica do farmaco incorporado a si. Neste sistema a molécula tem
alta energia de mobilidade entre as fases da nanoemulsao, o que facilitaria
a sua particao no processo de permeacao.

(B)Aumento da atividade termodinamica em relagdo a pele: a volumosa
quantidade de medicamento incorporada a formulacédo causaria a pele um
aumento da sua atividade termodinamica, induzindo a um aumento da
permeacgao do farmaco.

(C)Redugao da barreira difuncional do estrato corneo: Acredita-se que os

componentes surfactantes das nanoemulsdes possam interromper a
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propriedade de barreira do estrato cérneo através da dissolugado da matriz
lipidica, induzindo vias aumentadas de permeagao para o farmaco.

Varios estudos tém levantado diversas outras hipéteses: a solubilizagdo do
sebo dos orificios foliculares pelos surfactantes das nanoemulsdes e maior dispersao
pelo aumento da area de superficie de contato pelo nanodimensionamento da fase
interna da nanoemulsao (SHAKER, 2019).

3.4 Nanoemulsoes

A terapia tépica € um tratamento de primeira linha e € o método de tratamento
mais pratico para pacientes com psoriase. No entanto, os tratamentos topicos
convencionais, com pomadas e cremes, apresentam uma baixa permeabilidade
através da pele como uma limitagdo importante na pratica clinica, levando a baixa
eficacia do farmaco. Enquanto a fototerapia e tratamento sistémico produzem efeitos
adversos significativos. Como forma de superar isso, ha um interesse crescente no
uso de nanoemulsdes em aplicagbes topicas, que vem apresentando resultados
promissores para o tratamento de inumeras disfungdées dermatologicas (BANGALE et
al., 2012).

Nanoemulsao € definida como um sistema de emulsdo que consiste em d6leo
e agua dispersos entre si por tensoativos (Figura 11). A principal diferenga entre
emulsdo e nanoemuls&o esta no tamanho e na forma das goticulas dispersas na fase
continua. O tamanho da goticula da nanoemulsao é definido como inferior a 200 nm.
No entanto, se a emulsao tiver baixo conteudo de tensoativos e for cineticamente
estavel, um tamanho inferior a 500 nm podera ser aceito como nanoemulsio. Esse
pequeno tamanho torna as goticulas de nanoemulsdes menores que o comprimento
de onda da luz visivel, e por isso, sdo sistemas transparentes (SINGH, 2013;
JAISWAL, 2015).

Portanto, quando a fase dispersa esta na forma de nanogoticulas, obtida
através de uma combinacdo com rica quantidade de tensoativos/co-tensoativo,
obtem-se um sistema heterogéneo, com aparéncia isotropica, translucido e
cineticamente estavel (sem floculagdo ou coalescéncia aparente durante o
armazenamento em longo prazo) (SHAKEEL, 2012; SOQOD, 2014).
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Figura 11. Orientagdo de moléculas de tensoativos em uma interface 6leo-agua. Os grupos de cabegas
polares se orientam para a fase aquosa, enquanto os grupos de caudas apolares se orientam para a
fase organica. Esse tipo de orientagdo reduz a tensdo entre as duas interfaces, promovendo a
miscibilidade (adaptado de CALLENDER S, 2017).

Em geral, as nanoemulsdes se classificam como: 6leo em agua (O/A) e agua
em 6leo (A/O). Nas emulsdes O/A as goticulas de 6leo estdo dispersas em uma fase
continua de agua, enquanto nas emulsées A/O as goticulas de agua estao dispersas
em uma fase continua de 6leo. Os dois tipos de nanoemulsées sdao mostrados na
Figura 12. As nanoemulsbes também podem ser preparadas como emulsdes
multiplas. Em particular, existem emulsdes 6leo em agua em 6leo (O/A/O) e agua em
O6leo em agua (A/O/A). Emulsées multiplas sdo frequentemente usadas em
formulagdes de liberacéo retardada ou controlada (CALLENDER, 2017).
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Figura 12. Representacao das NE do tipo A/O e O/A respectivamente (CALLENDER S, 2017).
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Os sistemas de nanoemulsdes oferecem varias vantagens para a
administragdo tépica de farmacos, incluindo baixa irritagdo da pele, tamanho
controlado de goticulas — e, portanto, maior estabilidade, capacidade de dissolver
eficientemente medicamentos lipofilicos, liberagdo prolongada de medicamentos
lipofilicos e hidrofilicos, além de aumentar a hidratagdo e a viscoelasticidade da pele.
A administrac&o tépica de medicamentos também oferece as vantagens da adesé&o
do paciente, facilidade de administracdo do medicamento e prevencdo do
metabolismo de primeira passagem (TADIVEE, 2012; ROSEN & KUNJAPPU, 2012).

Considerando esses beneficios, foram relatados varios estudos sobre
nanoemulsées como veiculo topico de farmacos. As nanoemulsdes tém apresentado
melhores resultados na administracdo topica in vitro e in vivo na permeagao
transdérmico de farmacos antipsoriaticas (por exemplo, acido 5-aminolevulinico e
paclitaxel) do que em comparagéao as formulagdes topicas convencionais (ZHANG et
al., 2011).

Sendo sistemas termodinamicamente instaveis, o método de preparagao tem
grande influéncia na estabilidade da nanoemuls&o. Atualmente, os métodos de
preparo sao classificados em métodos de alta energia, em que ha necessidade de um
aparelho sofisticado — como o ultrassom, e métodos de baixa energia, onde a
emulsificagdo ocorre pela alteragdo da propria energia quimica dos componentes do
sistema — como a emulsificagao espontanea (SOLANS et al., 2005).

Nos métodos de alta energia sdo as forgcas mecéanica que quebram goticulas
grandes em nanogoticulas: quanto maior a forga utilizada durante o processo, menor
sera o tamanho de goticula (GONCALVES et al., 2018). Entre os métodos de alta
energia o mais preferivel é o de emulsificacédo ultrassbnica, em termos de operagao e
limpeza. Nesse método, as sondas do aparelho emitem ondas ultrassbnicas que
promovem a emulsificagdo pelo processo de cavitagdo acustica - fenbmeno de
formagao e colapso de microbolhas, causadas pelas oscilagdes de pressédo geradas
pelas ondas acusticas (Figura 13). A turbuléncia causada pelo colapso das
microbolhas promove a formagéao nanogoticulas (KUMAR et al., 2019). Ao variar o
tempo de sonicacéo, amplitude acustica e volume de processamento, é possivel obter

o tamanho de particula desejado (LI et al., 2017).
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Ultrasonicator

Ondas ultrassdnicas causam
cativagdo da macrogoticula

T Q@ W & oo

Figura 13. Macroemuls&o sendo convertida em nanoemulséo por aparelho de ultrassom (KUMAR et
al., 2019).

Ja os métodos de baixa energia sdo desejaveis por produzirem nanoemulsdes
com a utilizagdo de equipamentos mais simples, podendo ser geradas pela simples
agitacado dos componentes da formulagdo. Apesar de ser energeticamente vantajoso,
uma desvantagem € que algumas vezes ha necessidade de maiores quantidades de
tensoativos para obter nanogoticulas por esses métodos (SOLANS, 2012). O principal
exemplo é o método de emulsificagdo espontdnea em que a fase organica, contendo
o Oleo e o tensoativo lipofilico, € injetada na fase aquosa, contendo agua e tensoativo
hidrofilico, sob agitagdo magnética constante (SOLANS et al., 2005; TADROS et al.,
2004).

Lancando mé&o dessa nova abordagem terapéutica, as nanoemulsdes serao
utilizadas nesse trabalho para incorporar o Dipropionato de Betametasona, com o
objetivo de melhorar a sua capacidade de permeag&o nos anexos cutaneos e, assim,

apresentar uma alternativa mais eficaz para o tratamento da psoriase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O dipropionato de betametasona foi fornecido pela Aché (Sao Paulo, Brasil).
As nanoemulsdes foram preparadas com 6leo mineral obtido da Sigma-Aldrich (St
Louis, EUA), Tween 80 obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha) e Plurol® oleique
gentilmente fornecido pela Gatefossé (Franga). Para as analises em cromatografia
liquida de alta eficiéncia, foi utilizado metanol e acetonitrila grau High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) fornecidos pela J.T.Baker (Philisburg, Estados
Unidos). Na técnica de tape stripping foram utilizadas fitas adesivas (n° 845)
adquiridas da 3M (Saint Paul, Estados Unidos). Para preparo do tampao fosfato pH
7,4, o fosfato de sodio dibasico e fosfato de sddio monohidratado foram fornecidos
pela Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), as corregbes do pH foram realizadas com acido
cloridrico (HCI) e hidroxido de sddio (NaOH) (Dinamica Quimica Contemporanea, Sao
Paulo, Brasil). Todas as analises foram realizadas com agua ultrapura (Millipore,
llkirch-Graffenstaden, Franca).

4.2 Validagao do método analitico

O método foi validado de acordo com a RE N° 899 de 2003 da ANVISA com
relagédo a seletividade, linearidade e limites de detec¢do e quantificagéo.

4.2.1 Linearidade

Para a construgdo da curva analitica foi preparada uma solugdo estoque de
dipropionato de betametasona em metanol na concentracdo de 100 ug/mL. Em
seguida foram preparadas 8 amostras diluidas em metanol a partir desta solugao, em
que as seguintes concentragdes foram obtidas: 0,5 pg/mL, 1,0 yg/mL, 2,5 pg/mL, 5,0
pug/mL, 7,5 pg/mL, 10,0 ug/mL, 15,0 ug/mL e 20,0 pg/mL.

As amostras foram injetadas, posteriormente, em CLAE (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) para analise em ftriplicata, em que o metanol foi utilizado como
branco. A partir da area do pico fornecida pelo equipamento em relacdo a
concentragcdo das amostras, as curvas analiticas foram plotadas e os dados
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analisados pelo método de regressao linear através de uma reta no formato y = ax +
b. Foi calculado, também, o coeficiente de correlagdo linear (r?) que, de acordo com
ANVISA, deve ser maior que 0,99 para que a curva tenha uma qualidade considerada

aceitavel.

4.2.2 Seletividade

A determinacéo da seletividade do dipropionato de betametasona em relagao
a contaminantes tanto da formulagdo quanto da pele sucedeu-se pela injecdo em
sextuplicata ao CLAE das cinco amostras seguintes: 12 Dipropionato de
Betametasona, 22: Nanoemulsédo + Dipropionato de Betametasona, 32: Dipropionato
de Betametasona + Estrato cérneo, 42. Dipropionato de Betametasona + Pele
remanescente e 5% Tampao fosfato pH 7,4.

Para a obtengao das amostras foi preparada uma solugao méae (100 ug/mL) de
dipropionato de betmetasona diluido em metanol. Em seguida as 5 amostras foram
diluidas em metanol a partir desta solugdo em que todas as concentragdes finais
obtidas foram de 10 pg/mL. A 12 amostra foi adicionada somente a solugdo mae e
diluida com metanol. A 22 foi adicionado 500 pL da NE. A 32 foi adicionado o estrato
coérneo da pele da orelha de suino, retirado com o auxilio de 10 fitas adesivas (tape
stripping), e levado para agitagdo magnética por 24h junto ao metanol. A 42 foi
adicionada a pele remanescente da pele da orelha de suino picotada, e levada para
agitagdo magnética por 24h junto ao metanol. A 52 foi adicionado 500 uL de tamp&o
fosfato pH 7,4.

Os picos obtidos foram avaliados quanto ao seu tempo de eluicdo de forma

comparativa a do farmaco para garantir que n&o houvesse interferentes no seu pico.
4.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificagao
O limite de deteccdo do método foi calculado pela formula abaixo, representa

a menor concentracdo que pode ser detectada, sem necessariamente ser

quantificada, do dipropionato de betametasona:
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onde: (s) é o Desvio Padrao médio dos valores de intercepgéo do eixo y das curvas
de calibragdo; e (S) é o coeficiente angular da equagédo da curva de calibragao
(ANVISA, 2003).

O limite de quantificacédo indica qual o menor valor de quantificacdo que pode
ser determinado pelo método de forma precisa e exata. Foi calculado pela formula
abaixo:

Onde: (s) é o Desvio Padrédo médio dos valores de intercepgéo do eixo y das curvas
de calibragdo; e (S) é o coeficiente angular da equagédo da curva de calibragao
(ANVISA, 2003).

4.3 Desenvolvimento das nanoemulsoes

A formulagdo foi desenvolvida inicialmente através da constru¢do de um
diagrama de fases por meio do método de emulsificacdo espontédnea, um método de
baixa energia e de simples manejo, em que a mistura de tensoativos e a fase oleosa
foram vertidas lentamente na fase aquosa sob agitagcdo magnética constante
(ANTON, 2009).

4.3.1 Construgao do diagrama de fases

O diagrama foi conduzido através de titulagdo gota a gota da fase aquosa,
constituida por agua purificada ultrapura Milli-Q®, sob a mistura da fase oleosa
vaselina com os tensoativos Tween 80: Plurol oleique (4:1).

A principio a mistura dos tensoativos com a fase oleosa foi estabelecida nas
proporcoes de (1:9), (2:8), (3:7), (4:6), (5:5), (6:4), (7:3), (8:2) e (9:1), respectivamente.
Posteriormente essas misturas foram tituladas utilizando uma pipeta automatica com
a fase aquosa, sendo adicionado 1 mL, 10 vezes seguidas em cada mistura e

posteriormente 10 mL, 9 vezes seguidas em cada mistura, sob agitagdo magnética
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constante e com um intervalo de 5 min entre cada adigdo. As misturas foram
classificadas de acordo com o aspecto visual entre cada adicdo de agua e
classificados em: separacéo de fases, turvo, limpido, formagédo de grumos, liquido,
gel, emulsdo e nanoemulsao.

Os dados das proporcdes obtidas referentes a areas de transparéncia foram
plotados utilizando o programa Origin Pro® 8.0 para obter o diagrama de fases
(OriginLab Corporation, USA).

4.3.2 Selecao da formulagao

A formulacdo selecionada foi a que apresentou maior area de sistemas
transparentes com menor concentragdo de tensoativos e maior propor¢cao de fase

aquosa.
4.3.3 Incorporacao de dipropionato de betametasona

Ap0s selecionada a formulagao, foi utilizado o método de alta energia por meio
do ultrassom de ponta (KUMAR et al., 2019) para incorporar o farmaco na
nanoemulsdo. Em um béquer foi pesada a fase oleosa com os tensoativos e 0,5
mg/mL de dipropionato de betametasona, seguido pela adi¢gao lenta da fase aquosa.
Posteriormente a mistura foi colocada sob agédo de ultrassom de ponta (SONICS,
Vibra Cel), operando com amplitude de 40%, pulsos de 30 em 10 segundos, por um
periodo de 10 min e mantido sob banho de gelo.

4.4 Caracterizagao da nanoemulsao

Apos desenvolvida, a nanoemulsao contendo o dipropionato de betametasona foi
avaliada de acordo com o seu tamanho de goticula, PDI, potencial zeta, condutividade

e pH.
4.4.1 Potencial zeta

Inicialmente foi preparada uma diluicdo aquosa da formulagao na proporgao de
1:50 (v/v). Em seguida, o potencial zeta da amostra foi analisado através do aparelho
Zetasizer Nano ZS, por meio da determinacdo da mobilidade eletroforética das

goticulas.
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4.4.2 Tamanho de goticula e PDI

Para a analise do tamanho hidrodindmico das goticulas e do PDI foi preparada,
inicialmente, uma diluicdo aquosa de 1:50 (v/v) a partir da formulagdo. Em seguida a
amostra foi levada para ao aparelho Zetasizer Nano ZS, que através da insercéo de
um feixe de luz sobre a amostra é capaz de realizar o calculo do seu espalhamento

decorrido do movimento Browniano das goticulas (QUADROS, 2018).
4.4.3 Condutividade

Para a determinagc&o da condutividade da formulag&o, o condutivimetro digital
modelo CD-20 foi previamente calibrado com solugdo de KCI 0,1N a temperatura

ambiente. A leitura foi realizada pela direta inser¢cédo do eletrodo sob a amostra.
4.4.4 Mensuragao do pH

A leitura do pH da formulagédo foi determinada pela direta inser¢cédo, sob a
amostra, do eletrodo do pHmetro digital da marca Digimed, modelo DM-22 que foi
previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,00 e 7,00 a temperatura

ambiente.
4.5 Ensaio de permeacgao cutanea in vitro

Para a permeacdo cutédnea in vitro, foram usados fragmentos de pele
previamente retiradas de orelhas de porco, obtidos em um abatedouro local. Para a
remogao da pele, as orelhas foram fixadas a uma placa lisa de isopor e retiradas
cuidadosamente com o auxilio de um bisturi e uma tesoura. Posteriormente a pele foi
lavada com agua destilada e os fragmentos foram cortados para se encaixarem no
tamanho da area difusional das células de Franz de 2 cm?.

Os fragmentos de pele foram fixados nas células de difusdo do tipo Franz de
modo a separar o meio doador do meio receptor. Em seguida, este ultimo foi
preenchido com solugdo Tampao fosfato pH 7,4 e mantido sob agitagdo magnética
durante todo o procedimento. Ao compartimento doador, 1 mL da nanoemulséo
contendo dipropionato de betametasona 0,5 mg/mL foi colocado em contato com o
estrato corneo da pele de suino. Posteriormente as células montadas foram colocadas
em banho maria com aquecimento a 32° + 2°C, mantido até o final do teste, com

periodo de 24 horas.
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Como controle, os mesmos procedimentos foram realizados em pele de suino
com a utilizagao de 1 g de creme e de pomada contendo 0,5 mg/g de dipropionato de
betametasona disponiveis no mercado.

As analises foram realizadas em triplicata para cada formulagcdo analisada

Ao final de cada teste de permeacgao (24 horas com a nanoemulsao, creme e
pomada), as células de difusdo foram desmontadas e as amostras de tamp&o do meio
receptor foram para analise em CLAE. Os fragmentos de pele de suino retirados foram
limpos com agua Milli-Q para retirar o excesso dos componentes presentes em ambos
os compartimentos. Em seguida, os fragmentos de pele foram fixados a uma
superficie lisa de isopor com o estrato corneo voltado para cima, que foi removido com
o auxilio de 10 fitas adesivas (tape stripping).

Posteriormente, para extracdo do dipropionato de betametasona, as peles
remanescentes e as fitas adesivas foram picotadas e colocadas em frasco ambar junto
com 5 mL de um solvente extrator (metanol). Em seguida os frascos foram colocados
sob agitacdo por 24 h. Ao final deste periodo os sobrenadantes foram coletados,

filtrados (a 0,44 um) e levados para analise em CLAE.

4.6 Analise dos dados

Os dados foram expressos nas figuras e tabelas através das médias +/- desvio
padrdao dos ensaios realizados. O software prisma foi utilizado para fazer a analise
estatistica dos dados através de teste One-way ANOVA, em que a significancia

estatistica foi fixada em p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Validagcao do método

Langcando mé&o das boas praticas de laboratério, a validagdo do método
analitico a ser empregado deve ser realizada para garantir a produg¢ao de resultados
que condizem com a realidade e que sejam confiaveis, reprodutiveis e comparaveis
(RIBANI M, 2004). Além disso, para assegurar que os procedimentos sejam
conduzidos de forma a reduzir o numero de erros que afetam a confiabilidade dos
dados, € necessario que os aparelhos estejam calibrados e o analista tenha pleno
conhecimento do seu manuseio (ANVISA, 2003).

Ja esta bem descrito que a utilizagdo de CLAE, quando conduzido através de
um método correto, apresenta bons resultados para detec¢cdo e quantificacdo de
analitos. Desta forma a analise em CLAE, utilizada neste trabalho para a dosagem de
dipropionato de betametasona tanto em amostras da formulagdo desenvolvida,
quanto na pele, foi realizada usando uma coluna de fase reversa Cg de dimensdes 4,6
x 150 mm, 5 ym que uma fase mével foi composta por Agua Milli-Q e Acetonitrila, que

foram misturadas de acordo com o seguinte gradiente:

0-8 min: Acetonitrila: Agua Milli-Q 1% acetonitrila (47:53); vazao: 1,0 mL/min
8-12 min: Acetonitrila: Agua Milli-Q 1% acetonitrila (55:45); vaz&o: 1,2 mL/min
12-18 min: Acetonitrila: Agua Milli-Q 1% acetonitrila (47:53); vaz&o: 1,0 mL/min

O tempo de analise de cada amostra foi de 18 min em que o forno foi mantido
em 40° C e a leitura realizada em 245 nm. A leitura do dipropionato de betametasona
forneceu um pico no tempo de 10 min de eluicéo.

O método foi validado com relagdo a sua seletividade, linearidade, limites de
detecgao e de quantificagao.

5.1.1 Linearidade
A linearidade do método € analisada para avaliar sua capacidade de produzir

resultados de medicdo que sdo diretamente proporcionais as concentragdes do
analito (YUWONO M, 2005). A Figura 14 abaixo apresenta a curva analitica com a
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equagao de regresséo linear y = a x £ b obtida para analise de linearidade do método
de quantificacdo do dipropionato de betametasona.

A equacdo de regressao linear obtida pela medicdo do diproponato de
betametasona foi y = 47926x - 24744 e o valor do coeficiente de correlagdo linear (r?)
foi de 0,998, valor que esta dentro do limite estabelecido pela RE no 899 de 2003 da
ANVISA, portanto, o método descrito aqui mostrou-se linear para a quantificagdo do
dipropionato de betametasona em metanol numa ampla faixa de concentracdo que
vai de 0,5 a 20,0 pg/mL.

Linearidade
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2 y = 47926x - 24744

. 2 _
S 400000 R? = 0,9988
e
g
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0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

-200000
Concentracdo tedrica

Figura 14. Representagéo grafica da curva analitica obtida por CLAE para as amostras contendo
dipropionato de betametasona. Equagéo da reta: y = 47926x - 24744, r? = 0,998.

5.1.2 Seletividade

A seletividade refere-se a verificagdo da capacidade do método analitico de
fornecer uma leitura do analito de interesse sem a interferéncia de outras substancias
presentes na formulacdo ou de outros interferentes provenientes dos ensaios de
analise, garantindo, assim, que se obtenha o pico exclusivo do analito. Esta analise
pode ser obtida pela direta insercdo ao CLAE dos componentes de interesse a serem
analisados e posteriormente avaliar, de forma comparativa, os picos gerados (RIBANI
M, 2004).

Para avaliar a seletividade do método em analisar o dipropionato de
betametasona na presenca dos possiveis interferentes decorrentes dos processos a
serem realizados neste trabalho, foi injetado ao CLAE em sextuplicata as cinco
amostras seguintes: 12 Dipropionato de Betametasona, 22: Nanoemulsdo +
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Dipropionato de Betametasona, 3?: Dipropionato de Betametasona + Estrato corneo,
42: Dipropionato de Betametasona + Pele remanescente e 5% Tampao fosfato pH 7,4.
Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na imagem abaixo (Figura 15):
Comparando-se os picos gerados pelo equipamento foi possivel inferir que a
presenca dos possiveis interferentes presentes do processo ndo gera nenhuma
diferenga na magnitude do pico do dipropionato de betametasona, uma vez que no
tempo de eluicdo do farmaco nenhum dos interferentes sdo eluidos. Portanto o

método mostrou-se seletivo para as analises que serdo mostradas a seguir.

Interferentes do Tampédo Fosfato pH 7.4

/\,—/—\————"—’/”—_d" o 4*X

Interferentes da Pele Remanescente

T e -

Interferentes do Estrato Cérneo

— e~ @ @

Dipropionato de Betametasona /\

|
5 10 15
Tempo (minutos)

Figura 15. Cromatogramas referentes a inje¢ao da formulagéo e de interferentes presentes no
processo de extragdo cutdnea do dipropianato de betametasona para demonstrar a seletividade do
método analitico.

5.1.3 Limite de detecgao e limite de quantificagao

O limite de deteccao refere-se a capacidade do método de detectar a presenca
de um analito de interesse com um nivel de significancia estatistica aceitavel. Desta
forma, pode ser definido como a menor concentragdo de analito que pode ser
determinado por meio de um procedimento analitico que, na pratica, € determinado
como trés vezes maior que o nivel de ruido do equipamento (P. KONIECZKA, 2012;
J. SILBERRING, 2016). Ja o limite de quantificagdo pode ser definido como a menor
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concentracdo do analito que pode ser quantificado pelo método com exatidao e
precisao (ANVISA, 2003).

Os valores do limite de detecg¢ao e quantificag&do calculados para o dipropionato
de betametasona a partir das curvas analiticas estdo expostos na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Valores tedricos calculados para o limite de deteccgédo e limite de quantificagdo do método
de quantificagao de Dipropionato de Betametasona em metanol.

Limite de detecgao (ng/mL) Limite de quantificagao (ug/mL)
0,189 0,574

Verifica-se que se trata de concentragdes muito diminutas, capazes de dosar
pequenas quantidades dos farmacos nas amostras de interesse. O limite de
quantificacdo, mais especificamente, é igual ao menor ponto da curva analitica,
conforme é recomendado pela ANVISA (ANVISA, 2003).

5.2 Obtencao das nanoemulsées

A formulagdo nanoemulsionada foi praparada por emulsificacédo espontanea
para posterior incorporagao do farmaco dipropionato de betametasona pelo método
de alta energia de ultrassom de ponta (SONICS, Vibra Cel).

Os componentes da nanoemulsdo foram selecionados para que sejam atoxicos
para uso tépico, além de serem quimicamente compativeis uns com os outros (He C-
X, 2010). Assim, os tensoativos escolhidos foram o Tween® 80 e o Plurol® oleique,
enquanto as fases oleosa e aquosa foram constituidas pela vaselina liquida e agua
milli-Q, respectivamente.

O Tween® 80 (Polissorbato 80), produzido a partir de sorbitol natural e acido
oleico vegetal, € um tensoativo ndo ibnico formado por grupos de moléculas de carater
hidrofilico e lipofilico que permitem a obtengdo de nanoemulsdes estaveis. Seu baixo
potencial de irritacdo da pele e atoxicidade sdo vantagens interessantes que o torna
desejavel para aplicagdo em uma ampla gama de preparagdes farmacéuticas,
cosmeéticas e de cuidados para a pele (MAPRIC; THACKABERRY E, 2010).

O Plurol® oleique (Propilenoglicol monocaprilato), produzido a partir de ésteres
de propilenoglicol de acido caprilico, € um surfactante nao-iénico, de perfil atoxico e
fortemente lipofilico usado pela industria farmacéutica e de cosméticos em

preparacgdes topicas como co-tensoativo para formulagcdes nhanoemulsionadas e para
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solubilizagdo de farmacos de forte carater hidrofébico (GATTEFOSSE; EFFENDY |,
1995).

A vaselina liquida, formada por hidrocarbonetos alifaticos obtidos do petrdleo,
€ um liquido oleoso incolor que, devido a sua propriedade emoliente e perfil de baixa
toxicidade a pele, é usado como fase oleosa de emulsdes topicas em geral e outras
inUmeras preparagdes farmacéuticas para a pele e cabelos (MAPRIC; ROWE RC,
2009).

O desenvolvimento da nanoemulséo foi conduzido através da construcao de
um diagrama de fases pseudoternario pelo método de titulagdo gota a gota em que
foi possivel identificar as regides de formagédo de nanoemulsao bem como a proporgéo
dos seus componentes (SILVA A, 2009). Embora a adicao de tensoativo e co-
tensoativo seja necessaria para a formagdo de uma nanoemulsdo, pois sem uma
guantia minima de tensoativo a tensao interfacial ndo seria quebrada, a formulacao
escolhida foi a que possuia menor concentragdo possivel de tensoativos, para
produzir uma nanoemulsao de forma eficaz e que seja menos irritativa a pele (AZEEM
A, 2009).

O diagrama de fases pseudoternario obtido pela analise de 9 amostras com
diferentes proporcdes de fase aquosa, fase oleosa e tensoativos esta apresentado na
Figura 16 abaixo.

y 0,0

- - ,
0,0 0,3 0,6 0,9
Fase oleosa

Figura 16. Diagrama de fases pseudoternario construido apés a titulagéo ponto a ponto de diferentes
concentragdes dos componentes para desenvolvimento da nanoemulséao.



32

Durante a o processo de titulagado ponto a ponto para a construgao do diagrama
de fases pseudoternario os resultados da observacao visual foram de formagao de
nanoemulsdo nas amostras em que a propor¢ao de tensoativos era maior do que a
de fase oleosa, sendo caracterizadas como gel nos primeiros pontos de adigdo de
fase aquosa, e liquidos em pontos em que a proporgcdo de fase aquosa se torna
superior a dos outros componentes.

Ja nas amostras em que a propor¢cdo de fase oleosa era maior que a de
tensoativos, houve formacéao de liquidos turvos com a adi¢cdo da fase aquosa, sendo
observada a separacao de fases em amostras que a propor¢cao de tensoativos era
muito baixa.

Apos a analise do diagrama de fases pseudoternario, a formulagédo que teve as
caracteristicas mais adequadas para aplicacdo topica foi selecionada para a
incorporagao do dipropionato de betametasona e esta descrita na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Composigao da formulagao desenvolvida e selecionada para incorporagéo de dipropionato
de betametasona.

Formulagéao Fase aquosa (%) Fase oleosa (%) Tensoativos (%)
NE O/A 85,71 4,29 10,0

A formulagéo final, contendo 0,5 mg/mL de dipropionato de betametasona ja
incorporado, apresentou-se como uma formulacao liquida, transparente/translucida e

heterogénea, como montrado na Figura 17.
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Figura 17. Aspecto da formulagdo selecionada (A) antes e (B) ap6ds a incorporagéo do Dipropionato
de Betametasona.

5.3 Caracterizagcao das nanoemulsodes

A formulagdo contendo o dipropionato de betametasona foi caracterizada
quanto ao seu tamanho de goticula, PDI, potencial zeta, condutividade e pH. Os
valores adquiridos estdo expressos na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Caracterizagédo da formulagao contendo o Dipropionato de Betametasona quanto ao
tamanho da goticula (nm), PDI, potencial zeta (-mV), pH e condutividade (uS/cm).

Tamanho da PDI Potencial Zeta H Condutividade
goticula (nm) (mV) P (uS/cm)
23,55+0,44 0,200 + 0,004 -4,24 + 1,69 6,0 47 1

De fato, os componentes da formulacdo e o método de preparagao escolhido
tém importante influéncia sobre o tamanho das goticulas formadas na nanoemuls&o
(BRUXEL F, 2012). A analise do tamanho das goticulas da formulag&o apresentou um
bom resultado, uma vez que as goticulas, com um tamanho médio de 23,55 nm estéo
em uma faixa de tamanho bem reduzido o que é satisfatorio para um sistema de
nanoemulsdo por garantir a grande estabilizagcdo do sistema ao longo do tempo, que
potencialmente resultara em um produto com alto tempo de prateleira.

Ja o PDI fornece informacgdes a respeito da homogeneidade da distribuigao dos
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tamanhos de goticula do sistema. Em uma escala de 0-1, valores préximos ao 0
indicam que o sistema é monodisperso (MOGHIMIPOUR E, 2013). A formulagao
contendo o dipropionato de betametasona obteve valor de PDI muito proximo ao ideal
(0,200), caracterizando-a como nanoemulsdo homogénea e monodispersa, também
indicativo de alta estabilidade do sistema.

O potencial zeta reflete o potencial elétrico no plano de cisalhamento da
formulacdo e é um indicador de carga superficial util para prever instabilidades na
nanoemulsao através das forcas de repulsdo que evitam processos de floculagao e
coalescéncia apos longo tempo de armazenamento. Valores altos de potencial zeta
(>I30] mV) sugerem particulas altamente carregadas, que geram repulsdo e
consequentemente uma boa estabilizagdo. O valor de potencial zeta obtido pela
analise da formulagao deste estudo, de -4,24 mV, foi um valor considerado proximo
ao nulo e, portanto, pode-se inferir que nao ha estabilizag&o por repulsao eletrostatica,
embora deva-se levar em conta que os valores de potencial zeta ndo sdo uma medida
absoluta da estabilidade da nanoemulsdo (HEURTAULT B, 2003; SHYAM S, 2019).

O pH mensurado da nanoemulsao ficou em uma faixa levemente acida 6,0),
um valor adequado para formulagdes topicas por garantir sua compatibilidade com o
pH da pele (que apresenta pH localizado entre 4,6 — 5,8) em razao de irritabilidade,
sustentar processos fisioldgicos e contribuir para a protegédo bactericida e fungicida
em sua superficie. Além disso este valor acidico de pH garante compatibilidade da
formulacdo com o dipropionato de betametasona que fica mais estavel em meio
ligeiramente acido (pH 4 - 6) (BORDAS 0O.X, 2003; YILMAZ, M.D, 2016).

A mensuragéao da condutividade elétrica avalia a passagem da corrente elétrica
pela formulacdo. A condutividade da formulacao, no valor de 47,1 uS/cm, foi um valor
considerado alto, mas ja esperado, uma vez que nanoemulsdes do tipo O/A tem uma
alta taxa de condugédo de corrente elétrica, por possuirem agua na fase externa
(BHOSALE, M.A, 2014).

5.4 Ensaio de permeacgao in vitro

Para analise da permeacéao cutanea in vitro do dipropionato de betametasona
foram utilizados fragmentos de pele de orelhas de suinos que foram adaptadas em
células de Franz. A formulagdo nanoemulsionada desenvolvida foi aplicada sobre a
pele bem como os seus respectivos controles (pomada e creme disponiveis no

mercado) e o ensaio foi conduzida por 24 h.
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Ja esta bem descrito na literatura que o dipropionato de betametasona, assim
como os corticosteroides de uma maneira geral, ttm uma baixa permeabilidade
através de membranas biologicas, o que representa sua principal desvantagem na
pratica clinica (HANNA PA, 2019; BANGALE et al., 2012). Nesse sentido, é de se
esperar que haja uma certa dificuldade para este farmaco penetrar para as camadas
mais profundas da pele, o que pdde ser demonstrado pela analise do tamp&o presente
no compartimento receptor das células de Franz, em que ndo foi detectado o

dipropionato de betametasona em nenhum dos trés sistemas analisados.

A Figura 18 abaixo apresenta a quantidade de dipropionato de betametasona
recuperada do estrato corneo e da pele remanescente apés tratamento por 24 h com

a nanoemulsio desenvolvida e com os controles.

A B Pele remanescente
Estrato cérneo
* %k i |
200 Pomada 27 Pomada
sio B Creme 2.0 = = Em Creme

El Nanoemulséo Hm Nanoemulsao

100
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o

Figura 18. dipropionato de betametasona recuperado do (A) estrato cérneo e da (B) pele remanescente
apos um periodo de 24 h de tratamento com a nanoemulsao e os controles (creme e pomada). Os (*)
indicam que ha diferengas estatisticamente significativas com p<0,05. Os (**) indicam que ha diferenga
significativa com p<0,01. Os (***) indicam que ha diferencga significativa com p<0,001. As barras
representam o desvio padrédo de 3 determinagdes.

E possivel verificar, apés a analise dos dados de permeacao no estrato cérneo,
que em um periodo de 24 h ndo houve penetracdo do farmaco a partir da formulacéo
controle de pomada. Ja a penetracdo do dipropionato de betametasona a partir do
creme foi de 2,15 + 0,18 ug/cm?, ao passo que a penetragio a partir da nanoemulsdo
foi de 169,09 + 13,88 ug/cm?, o que demonstra que a formulagdo nanoemulsionada
desenvolvida aumentou cerca de 80 vezes, e de maneira significativa (p<0,05), a

penetragdo do farmaco no estrato corneo, quando comparada ao controle de creme.

Ja na analise da permeacado na pele remanescente, que representam as

camadas mais internas da pele, que € o alvo terapéutico para a psoriase, num periodo
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de 24 h de tratamento, € possivel constatar que a penetracdo do dipropionato de
betametasona a partir da pomada foi de 1,89 + 0,08 ug/cm?, ao passo que nao foi
detectado o farmaco na permeacao controle com o creme. Ja a penetracdo do
dipropionato de betametasona a partir da nanoemulso foi de 2,20 + 0,09 ug/cm?, o
que caracteriza um aumento de cerca de 16%, de forma significativa (p<0,05), da
permeacao do farmaco na pele remanescente a partir da nanoemulsdo, quando

comparada ao controle de pomada.

Desta forma, a analise da permeagao demonstra que a nanoemulsio
desenvolvida foi capaz de exercer um efeito potencializador importante na absorgao
do dipropionato de betametasona no interior da pele, mas sobretudo pelo estrato
cérneo. Apesar desta camada mais superficial ndo ter interesse terapéutico, o
acumulo do farmaco nesta camada pode significar um depdsito para que haja
manutengdo de quantidades de farmaco disponivel para atingir as camadas mais

profundas da pele, mesmo apoés a retirada da formulagao da superficie da pele.

E importante observar que no complexo processo de permeacado cutanea, as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco devem ser levadas em conta durante a sua
interacdo com as estruturas da pele, mas também deve-se levar em conta o papel
promotor da formulagdo sobre esta interagdo (ARNE N, 2013). No caso das
nanoemulsoes, esta fungao de promover o melhoramento da permeacao transdérmica
ja esta bem descrita — quando comparada com formulagdes topicas convencionais
(SINGH, 2013; KIRCIK L, 2017). Isso é explicado pelo fato de os tensoativos,
presentes na nanoemulsdo, serem capazes de interagir com o estrato corneo,
interrompendo sua propriedade de barreira e induzindo vias aumentadas de
permeacéao do dipropionato de betametasona. Além disso, as goticulas reduzidas ao
tamanho manomeétrico, que aumentam a superficie de contato do farmaco com a pele,
e ainda o aumento da atividade termodindmica do medicamento promovem uma
melhor interagao entre o farmaco e as estruturas do estrato céorneo (SHAKER, 2019;
HARWANSH RK et al, 2007).

Outros estudos com o dipropionato de betametasona demonstraram resultados
semelhantes no que se refere ao aprimoramento da sua permeacdo. HANNA PA
(2019), por exemplo, demonstrou que o dipropionato de betametasona penetra de
forma mais eficiente na pele de rato ex vivo quando formulado em um sistema de

carreador lipidico nanoestruturado do que quando comparado a um creme disponivel
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no mercado. Nos acreditamos, no entanto, que o sistema nanoemulsionado € um
sistema mais interessante para este tipo de tratamento, por seu preparo ser mais facil

e barato, o que encarece menos o produto final.
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6 CONCLUSAO

A nanoemulsdo contendo dipropionado de betametasona desenvolvida neste
estudo apresentou um baixo tamanho de goticula, um valor PDI que caracteriza a
formulacdo como monodispersa, um pH compativel com a pele e com os
componentes da formulacdo, porém o valor de potencial zeta proximo ao nulo
configura auséncia de estabilidade eletrostatica, que juntos indicam uma boa
estabilizagcdo do sistema formado. O método analitico empregado no CLAE para a
quantificacdo do dipropionato de betametasona, incorporado a formulagéo
desenvolvida, pode ser considerado seletivo e linear de acordo com as diretrizes da

ANVISA, e, portanto, é capaz de realizar as analises deste estudo de forma adequada.

O teste de permeacao in vitro em pele de orelha de suino demonstrou que a
nanoemulsao desenvolvida neste estudo foi um eficiente promotor da penetracéo do
dipropionato de betametasona no estrato coérneo e na pele remanescente em
comparagdo a um creme e pomada comerciais. Assim, o sistema de liberagao
desenvolvido deve representar uma opc¢ao terapéutica promissora para o tratamento

de psoriase.
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