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RESUMO

@) mercado hoje em dia demanda preparagoes antisolares
cada vez mais modernas. Além de um amplo espectro de protecdo contra a radiacdo ultravioleta, as
formulacBes devem ser estaveis, resistentes a agua e ter efeito prolongado. A inclusdo de filtros solares
em sistemas de liberacdo é capaz de aumentar a fotoestabilidade, o FPS in vivo e o tempo de
permanéncia do filtro solar na pele.

O objetivo deste trabalho foi comparar a capacidade de cedéncia de trés formulacGes na
forma de gel a primeira contendo o filtro solar p-metoxicinamato de octila (MCO) livre, a segunda
contendo o complexo de inclusdo B-ciclodextrina/p-metoxicinamato de octila (3-CD/MCO) e a terceira
contendo este filtro solar incluso em lipossoma (lipossoma/MCO). Foi determinado para o complexo de
inclusdo B-CD/MCO um método de purificacdo que retirasse o excesso de filtro solar ndo complexado
sem alterar o incluso obtido. Trés solucdes aquosas foram testadas (metanol a 50%, metanol a 70% e
etanol a 50%) com o objetivo de verificar qual a solugdo mais adequada na purificagcdo do 3-CD/MCO.
Utilizamos a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) para a caracterizacdo dos
complexos formados. Todos os espectros mostraram diferencas nos deslocamentos quimicos (Ad) dos
hidrogénios do anel aromético e do sistema trans da dupla ligacdo entre os complexos formados e o
MCO puro. Mas dentre eles o melhor complexo de inclusao obtido foi aquele purificado com metanol a
50%. Este complexo de inclusdo também foi o que mostrou o maior rendimento de inclusdo
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O estudo de cedéncia foi realizado em células de difusdo do tipo Franz com membrana
artificial de acetato de celulose. A analise das amostras foi realizada por CLAE. No estudo de cedéncia
em células de difusdo do tipo Franz verificamos que a inclusdo do MCO em sistemas de liberacdo
diminuiu a capacidade da formulacdo em ceder o MCO para 0 meio aceptor ja que ambos os sistemas
de liberacdo cederam quantidades menores de filtro quando comparadas a formulagdo com MCO livre.
Esta formulacdo foi a que liberou 0 MCO mais rapidamente e em maior quantidade para o fluido
receptor. Dentre os sistemas de liberacdo contendo lipossoma e ciclodextrina 0 que cedeu menores
quantidades de MCO foi o lipossoma mostrando os melhores resultados. A inclusdo de filtros solares
em sistemas de liberacdo possivelmente contribui para a obtengdo de formulagdes fotoprotetoras mais
seguras e eficazes.



ABSTRACT

There’s an increasing market demand for more modern sunscreen products. Besides a wide
protection against ultraviolet radiation, formulations must be stable, water resistant and long action.
Inclusion of sunscreen compounds into delivery systems increase photostability, in vivo SPF, and the
remaining on the skin.

The aim of this work was to compare in vitro release of three gel formulations containing
the UV filter octyl methoxycinnamate (OMC). The first formulation was a carbopol gel containing free
OMC, the second one contain a B-ciclodextrin/Octyl methoxycinnamate (B-CD/OMC) inclusion
complex, and the third was a formulation containing OMC included in liposome. The release studies
were carried out in Franz diffusion cells using a cellulose acetate membrane. The samples were
analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC).

The (B-CD/OMC) inclusion complex was established but no purification method to remove
not complexed OMC was defined. So, three water solutions (50% methanol, 70% methanol and 50%
ethanol) were tested in order to verify which is the most suitable for complex purification. NMR *H
spectrometry was utilized to characterize the complexes. All the spectra showed differences in the
chemical shifts (Ad) of the protons of aromatic ring and trans systems between the complexes and the
pure OMC. But among them, the best complex was the one purified with the 50% methanol solution.
This complex also showed the best inclusion yielding determined by HPLC.

The Franz cell releasing studies showed that the OMC inclusion in delivery systems
reduced the formulation ability to release the UV filter to the acceptor medium since both delivery
systems had released smaller amounts of filter when compared to the free OMC formulation. This
formulation was the one that released higher amounts of filter to the receptor fluid. Between
cyclodextrin and liposome delivery systems, liposomes released lower amounts of OMC showing the
best results.
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1. INTRODUCAO

Os efeitos nocivos da luz solar, especialmente da radiacdo ultravioleta, na pele humana séo
bem conhecidos. Enquanto a exposicdo aguda aos raios solares promove uma resposta inflamatoria
(eritema), a exposicdo cronica pode levar ao envelhecimento cuténeo e a certas formas de cancer de
pele. A consciéncia dos efeitos prejudiciais da exposicao solar resultou no aumento do uso de agentes
fotoprotetores, principalmente porque a incidéncia de envelhecimento e de céancer de pele induzidos
pela luz solar tem aumentado em muitos lugares do mundo. Em particular, a incidéncia do cancer de
pele tipo melanoma, tem mostrado aumento em varios continentes nos ultimos anos. (SCALIA et al,
1998; URBACH, 2001)

Os filtros solares tém sido largamente recomendados como uma medida preventiva contra
queimaduras solares, fotoenvelhecimento e cancer de pele. Os filtros solares sdo aplicados
regularmente em grandes areas do corpo, sendo assim, a quantidade absorvida pode ser significativa
mesmo que o0 grau de penetracdo seja baixo (SARVEIYA et al, 2004). Além disso, na tentativa de
tornar os filtros solares mais resistentes a agua os fabricantes os tornam mais lipofilicos o que pode
levar a um aumento de absorcdo cutanea. Os filtros solares em geral tém baixa toxicidade aguda em
animais, mas pouco se sabe sobre sua toxicidade cronica apds aplicacdo topica. E muito comum o
envolvimento de filtros solares em reacfes alérgicas de contato (KULLAVANIJAYA & LIM, 2005).
Dentre eles esta a benzofenona-3, um filtro anti UVA, que também é um dos mais fotoestaveis e,
portanto, € muito usado em formulacdes fotoprotetoras comerciais. Entretanto, em testes in vitro foi
mostrado que a benzofenona-3 penetra na pele em maior extensdo que outros filtros comumente
usados. Nos estudos de Gonzalez et al 0,5% da quantidade aplicada de benzofenona-3 foi encontrada
na urina, usando-se um filtro solar contendo 4% desta substancia aplicado apenas uma vez em todo a
corpo exceto na area genital e no couro cabeludo. Varios filtros solares incluindo a benzofenona-3

foram encontrados no leite materno. A recomendacao para o uso de filtros solares é de que fagamos
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varias aplicacfes ao dia, sendo necessario investigar o efeito sistémico apds aplicacdes repetidas

(GONZALEZ, 2002).

De acordo com Sarveiya (SARVEIYA et al, 2005) uma quantidade significativa dos filtros
solares oxibenzona, MCO, octilsalicilato e homosalato foram encontrados em camadas mais profundas
do estrato corneo 30 minutos ap6s a aplicacdo em voluntarios. Esta quantidade encontrada diminuiu 4
horas ap6s a aplicacdo sugerindo que pode ter ocorrido absor¢do para camadas mais profundas da pele.
Aproximadamente 1% da dose aplicada de oxibenzona e seus metabdlitos foram encontrados na urina
ap06s uma Unica aplicacdo (SARVEIYA, 2004).

Em vérios trabalhos podemos verificar que o encapsulamento ou a inclusdao do filtro solar
MCO em sistemas de liberagdo como ciclodextrinas, lipossomas, nanocéapsulas, nanoparticulas,
microsferas com os objetivos de diminuir a absor¢do cutanea, aumentar o FPS, controlar a liberacéo e
tornar o filtro mais fotoestavel (JIMENEZ, 2004; PERUGINE, 2002; SCALIA, 2002; YENER, 2003).
No presente trabalho verificamos se a inclusdo em ciclodextrinas e lipossomas € capaz de modificar a

liberacéo in vitro do filtro solar p-metoxicinamato de octila da formulacéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O ESPECTRO SOLAR

A radiacdo solar abrange o espectro eletromagnético a partir da energia cosmica baixa e
alta, raios gama e X, ultravioleta de alta e baixa energia, visivel, infravermelho, microondas e ondas de
radio. Aproximadamente, 30 a 40% da radiacdo solar, incluindo a maioria das por¢des prejudiciais,
sdo absorvidas na atmosfera pela camada de ozbénio a uma faixa de 15 a 35km do nivel do mar.
Radiacdo de alta energia (comprimento de onda menor que 10 nm) desloca elétrons do tecido onde
incidem para formar ions. Portanto, radiacdes desta categoria incluindo raios X e gama, sao
denominadas radiacdo ionizante. Por ndo possuirem este grau de energia, as radiagdes ultravioleta,
visivel, e infravermelho sdo da categoria de radiacdo nao ionizante.

A radiacdo que atinge a Terra é aproximadamente 50% visivel (A = 400 — 800 nm), 40%
infravermelho (A = 1300 — 1700 nm) e 10% ultravioleta (A = 10 — 400 nm). O espectro de ultravioleta
é dividido por conveniéncia em UVA (320 a 400 nm), UVB (290 a 320 nm) e 0 UVC (100 a 290 nm).
O olho humano s6 pode detectar comprimentos de onda na faixa do visivel. O UVC de menores
comprimentos de onda sdo filtrados pela camada de oz6nio, que elimina essencialmente todas as
radiaces UV com comprimento de onda menor que 290 nm. Um pouco do UVA é filtrado na
atmosfera. O UV restante que atinge o solo € cerca de 10% UVB e 90% UVA ao meio dia. A
intensidade do UVB comega a declinar apés o meio dia, mas o UVA tem intensidade constante o dia

todo (SHAATH, 1997b e KULLAVANIJAYA, 2005).
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2.2. DEFINICAO E CLASSIFICACAO DE FILTROS SOLARES

Filtros solares sdo substancias quimicas capazes de absorver, refletir ou dispersar a radiacdo
UV proveniente da luz solar. Existem dois tipos de filtros solares: os filtros solares organicos e 0s
filtros solares inorganicos ou bloqueadores fisicos. Os filtros solares inorgénicos sdo substancias que
refletem e dispersam a radiagdo UV. Exemplos de filtros inorganicos séo: dioxido de titanio e 6xido de
zinco. Pequenas quantidades desses filtros sdo capazes de refletir boa parte da radiacdo UV, visivel, e
infravermelho. Eles sdo usados freqiientemente em conjunto com filtros organicos para obter altos
FPS. Sua maior desvantagem é o fato de tornarem as preparacdes opacas. Para reverter este processo
essas substancias tém o tamanho da particula reduzido tornando a preparacdo esteticamente melhor
(FAIRHURST, 1997).

Os filtros solares organicos sao compostos aromaticos conjugados com um grupo carbonila.
Em muitos casos, um grupo doador de elétrons (uma amina ou metoxila) esta substituindo as posicoes
orto ou para no anel aromatico. Substancias com esta configuracdo absorvem a radiacdo ultravioleta
de menor comprimento de onda (alta energia) e convertem a energia absorvida em radiacdo de alto
comprimento de onda (baixa energia) geralmente acima de 380 nm. Célculos de mecénica quantica
demonstraram que a energia do quanta de radiacdo presente na regido de UVA e UVB é da mesma
magnitude da energia de ressonancia de deslocalizacdo dos elétrons nesses compostos aromaticos.
Entdo, a energia absorvida da radiagdo UV corresponde a energia requerida para causar uma excitagao
fotoquimica na molécula do filtro solar. Os filtros solares quimicos s&o classificados em filtros anti
UVA e anti UVB dependendo do tipo de radiacdo a qual eles conferem protecdo. Filtros anti UVA
absorvem radiacdo entre 320 a 360 nm dos espectro de UV (benzofenonas e antranilatos). Filtros anti
UVB absorvem radiagéo entre 290 e 320 nm (PABA, salicilatos, cinamatos) (SHAATH, 1997b).

Um filtro solar deve absorver e/ou refletir a radiacdo UV e oferecer absor¢do homogénea

sobre um largo espectro de radiagdo UV. Isto significa que, a formulagéo fotoprotetora ndo deve apenas
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proteger contra a radiacdo ultravioleta de baixo comprimento de onda (UVB), que é o principal

responsavel pelo eritema e pela queimadura solar. Deve também proteger contra 0 UVA, a radiacdo
ultravioleta de alto comprimento de onda que ndo é apenas responsavel pelo bronzeamento, mas
também atua nos danos a pele provocados pela luz solar, fotoenvelhecimento, fotodermatose aguda e
cronica e imunossupressdo. A protecdo completa contra toda a faixa do UV raramente é possivel com
um Unico filtro UV. Portanto, a maioria dos filtros solares modernos usa uma combinacdo de varios
filtros organicos e inorganicos para cobrir todo o espectro de UV (PETRAZZUOLLI, 2000).

Além de absorver a radiacdo UV, um produto fotoprotetor deve ser estavel na pele humana,
termo e fotoestavel sob a luz solar para que ofereca protecdo por véarias horas e para evitar a formacgédo
de produtos de degradacdo (KULLAVANIJAYA, 2005). Além disso, os filtros solares ndo devem ser
irritantes, sensibilizantes e fototéxicos. Um filtro solar deve cobrir e proteger a pele, mas ndo deve
penetrar para evitar a exposi¢cdo sistémica a substancia. Esta substancia ndo deve ser toxica quando
tracos da substancia forem absorvidos pela pele ou ingeridos quando aplicados nos labios. Finalmente,
um filtro solar moderno deve ser resistente a agua, insipido, inodoro, incolor e compativel com
formulagdes cosméticas (PETRAZZUOLI, 2000 e NOHYNEK & SCHAEFER, 2001).

A eficiéncia de um fotoprotetor é medida pelo valor do FPS e pela substantividade. O FPS
é a medida da eficacia de um fotoprotetor frente a radiacdo UVB, e é definido pela razdo do tempo de
exposicao a radiacdo UV necesséria para produzir dose minima de eritema (DME) na pele protegida
pelo tempo de aparecimento do mesmo eritema na pele desprotegida.

DME na pele protegida

FPS =
DME na pele desprotegida

A substantividade é uma caracteristica do fotoprotetor que exprime quanto tempo o nimero

de FPS advertido no rétulo € mantido, sob condicdes adversas, incluindo exposicdo a 4gua e ao suor.

De acordo com a FDA nos EUA, um fotoprotetor € declarado resistente a agua se ele pode manter seu
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FPS original apds duas imersdes de 20 minutos cada. Um fotoprotetor é considerado a prova de dgua

quando ele retém sua integridade protetora apds 4 imers6es de 20 minutos cada uma. A substantividade
é de enorme importancia por que os fotoprotetores sdo usados ao ar livre onde o suor abundante e as

imersBes em agua sao freqlientes (LOWE & FRIEDLANDER, 1997 e PETRAZZUOLI, 2000).

2.2.1. p-Metoxicinamato de Octila (MCO)

CH,

Figura 1 - Formula Estrutural do p-metoxicinamato de octila

(THE MERK INDEX, 2001 e MARTINDALE, 1999)

O p-metoxicinamato de octila ou p-metoxicinamato de 2-etil-hexila ¢ um filtro solar
quimico derivado de cinamato que absorve na faixa do UVB. A absor¢do é maxima em 310 nm de
comprimento de onda. O MCO é um liquido oleoso, transparente, levemente amarelado, inodoro,
insolGvel em agua, soltvel em etanol e 6leo mineral. Seu peso molecular é 290,4 e o ponto de ebuli¢do
esta na faixa de 185-195° C a 1 mbar. Sua férmula molecular é: C;13H2603; sua formula estrutural esta

demonstrada na figura 1(THE MERK INDEX, 2001 e MARTINDALE, 1999).
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2.3. ESTRUTURA DA PELE

A pele é constituida de trés camadas que, de fora para dentro, sdo: epiderme, derme e
hipoderme (Figura 2). A epiderme é um tecido epitelial estratificado cdrneo. Na sua estrutura temos de
considerar as células epiteliais que compdem o sistema queratinico e seus anexos (pélos, unhas e
glandulas), as células do sistema meléanico, as células de Langerhans, as células dendriticas e
indeterminadas e as células de Merkel. O sistema queratinico é constituido, na sua parte mais profunda,
pela camada basal. Esta € formada por células mais jovens colunares, justapostas umas as outras e em
multiplicagdo constante, que sdo os queratindcitos ou células basais. Estas células vao se orientando no
sentido da exteriorizacdo (AZULAY & AZULAY, 1997).

A epiderme é subdividida em camada coOrnea, camada granulosa e camada lucida. A
camada cdrnea, a mais externa, é constituida de laminas superpostas de células queratinizadas cuja
espessura varia com a regido do corpo. E a camada de células mortas da epiderme e exerce a fungéo
protetora contra as agressoes fisicas, quimicas e bioldgicas. Abaixo da camada cdrnea estd a camada
granulosa que é constituida de células granulosas, ou seja, células bem achatadas com abundantes
granulos queratoialinicos. Apds esta camada vem a camada IUcida que é mais abundante e expressiva
nas regides palmoplantares, sendo homogénea e constituida de células achatadas e anucleadas. As
camadas granulosa e llcida constituem a chamada camada de transicdo, com importantes fungdes de
barreira entre 0 meio interior e o exterior, pois impede, por um lado, a saida de agua e, por outro, a
entrada de substancias exdgenas (AZULAY & AZULAY, 1997).

As células da epiderme sdo unidas entre si e com a derme, através de desmossomos e
hemidesmossomos, respectivamente, que sdo estruturas visiveis apenas pela microscopia eletrénica.
Além dessas estruturas de unido, existe, entre as células epidérmicas, o cimento intercelular, também
chamado de glicocalice. Este é constituido de glicoproteina com consisténcia de gel, para servir a uma

dupla finalidade: promove a coesdo das células entre si, a0 mesmo tempo em que permite, facilmente, a
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circulacdo de substancias sollveis em agua. A epiderme e a derme unem-se de maneira sinuosa e
interpenetrante, isto €, a epiderme penetra na derme por meio dos cones interpapilares e a derme
penetra na epiderme através das papilas dérmicas. A interface entre a epiderme e a derme é conhecida
como a zona de membrana basal. As principais fungdes da zona de membrana basal € servir como
suporte mecanico, promovendo adesdo, crescimento, diferenciacdo e migracao das células basais, bem
como servir de filtro semipermeavel para que se efetuem as trocas necessarias entre as células da derme
e da epiderme. Deve-se chamar atengdo para o fato de que a renovagdo constante da epiderme é feita
pelas células basais, que se dividem freqlientemente. A renovacdo completa, desde a divisdo das células
basais até a eliminacdo das I&minas corneas, ocorrem em 59-75 dias (AZULAY & AZULAY, 1997).
Alem do sistema queratinico, existe ainda o sistema melanocitico. Os dois constituem o sistema binério
da epiderme. Os melandcitos sdo as células produtoras de pigmento e localizam-se predominantemente
ao nivel da camada basal, na proporcdo de um melandcito para dez queratindcitos basais. O nimero de
melandcitos é aproximadamente o mesmo em todas as racas; nestas o que varia, € 0 nimero, a
morfologia, 0 tamanho e a disposicdo dos melanossomos ou grénulos de melanina, e este fato é
determinado geneticamente. Os melanécitos sdo células dendriticas que lembram o polvo.Cada
melandcito entra em contato com varios queratindcitos, inclusive a distancias relativamente longas,
através dos seus dendritos, que injetam nos queratinécitos os granulos de melanina, de modo que estes
passam a ser células de depdsito de melanina. Os melanossomas sdo sintetizados no complexo de Golgi
pela acdo da tirosinase. O bronzeamento da epiderme pelo sol deve-se a uma ativagdo da tirosinase,
levando & formacao de melanossomos maiores e em maior nimero (AZULAY & AZULAY, 1997).

A derme é uma camada, com estruturas préprias, que fica abaixo da epiderme e acima da
hipoderme, sendo constituida de substancia fundamental, fibras, vasos e nervos, além dos foliculos
polissebaceos e das glandulas sudoriparas ja descritas anteriormente. Ela pode ser dividida em trés
partes distintas: a) a derme fundamental ou papilar, onde predominam as células e os feixes fibrilares

de colageno que sdao muito finos e dispostos em sentido vertical; b) a derme profunda, ou reticular, que



27
fica compreendida entre a derme papular e a hipoderme, e é constituida de feixes de colageno mais

espessos, ondulados e horizontalmente dispostos; ¢) a derme adventicial, que se dispde em torno dos
foliculos polisebaceos, glandulas e vasos e € constituida de feixes finos de coladgenos. A substancia
fundamental contém glicoproteinas e proteoglicanos. As fibras eléasticas existem em pequeno nimero e
entremeiam-se com as fibras colagenas. Sdo mais finas e formam uma rede densa ao nivel da derme
papilar, enquanto na derme reticular sdo dispostas horizontalmente em ondulagdo. Sao distensiveis mas
voltam ao seu tamanho primitivo quando cessa o0 estiramento. Os tipos celulares da derme sé&o
representados por células mesenquimais primitivas, fibroblastos, histiocitos e mastécitos (AZULAY &

AZULAY, 1997).

glandula sebacea células adiposas glandula sudoripara

Figura 2 — Estrutura da Pele
(extraido do site www.afh.bio.br/tegumentar/tegumentar.asp)
A hipoderme é a camada mais profunda da pele, constituida de lobulos de lipocitos
delimitados por septos de colageno com vasos sanglineos. Os lipdcitos, ou células adiposas sdo
arredondadas e grandes, contendo em seu citoplasma uma grande quantidade de lipidios

(principalmente trigliceridios). Fazem parte ainda dessa gordura, um pigmento - o lipocrémio —
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colesterol, vitaminas e dgua. O fasciculo adiposo além de ser reserva de calorias, protege o organismo
de traumas e do calor (AZULAY & AZULAY, 1997).

As radiacOes solares que nos chegam estdo na faixa dos 290 a 700 nm, uma vez que a
camada de oz6nio impede a chegada de radiacdo UVC. Constituem o espectro fotobioldgico
responsavel pela melanogénese, fotopercepcdo visual, fotossintese e outras reagfes fotoquimicas de
interesse bioldgico. As radiacdes, ao atingirem a pele, sdo parcialmente refletidas, refratadas e, em
parte, absorvidas, participando ativamente nesses processos na epiderme, a camada coOrnea, 0S
melandcitos, os esterdides, 0 &cido urocanico e tanto na epiderme como na derme, os acidos nucleicos
(RNA, DNA) e as estruturas celulares, membrana citoplasmatica, lisossomos e seus constituintes.
RadiacOes de diferentes comprimentos de onda atingem estas estruturas, que funcionam como
croméforos absorvendo energia. O resultado da interacdo entre a luz e a matéria viva (pele),
determinando efeitos nocivos, sdo as chamadas reagdes de fotossensibilidade (AZULAY & AZULAY,
1997).

A funcdo de barreira da pele dos mamiferos € atribuida principalmente ao estrato cérneo.
As propriedades de barreira estdo baseadas no contetdo especifico e composicao dos lipidios do estrato
cérneo, e em particular, o arranjo da matriz lipidica intercelular e do envelope lipidico que envolve as
células. Os lipidios formam bicamadas que circundam os cornedcitos, produzindo um modelo tijolo-
cimento com os cornedcitos sendo os tijolos e os lipidios intercelulares como o cimento. Os lipidios
intercelulares sdo constituidos principalmente de ceramidas, colesterol, ésteres de colesteril, acidos
graxos, e uma pequena fracdo de sulfato de colesterol (MOSER, 2001; BOUWSTRA, 2002).

A permeacdo de farmacos através da pele inclui a difusdo atraves da pele intacta e através
de seus apéndices, como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, que formam desvios através da
epiderme intacta. Entretanto, estes apéndices ocupam apenas 0,1% do total da superficie da pele e a
contribuicdo dessa rota € considerada muito pequena. Como mencionado acima, a permeacdo de

farmacos através da pele é limitada pelo estrato cérneo. Duas rotas através da barreira intacta podem
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ser identificadas: a rota intercelular formada de lipidios entre os cornedcitos e a rota transcelular
atravessando os cornedcitos e os lipidios circundantes. Em ambos 0s casos, 0 permeante tem que
difundir de alguma forma pela matriz lipidica intercelular, que é reconhecidamente o determinante

majoritario da velocidade de transporte percutaneo (MOSER, 2001; BOUWSTRA, 2002).

2.4. EFEITOS DA RADIACAO SOLAR SOBRE A PELE HUMANA

2.4.1. Efeitos da Exposicédo Solar Aguda

O eritema, manifestacdo mais familiar da exposi¢do a radiagdo UV, ocorre de maneira
bifasica. A porcdo inicial desta reacdo, também conhecida como escurecimento imediato de pigmento
(IPD) € mediado pelo UVA e dura de 13 a 30 minutos. O eritema induzido pela radiacdo UVA é visto
apenas em uns individuos, enquanto em outros ndo é detectado. O eritema retardado, uma funcdo do
UVB, comeca de 2 a 8 horas ap6s a exposi¢do e atinge 0 maximo em 24 a 36 horas, com eritema,
prurido e dor nas areas expostas. Esta reacdo acaba em um periodo de 3 a 5 dias, e inicia um aumento
na melanogénese, que atinge um apice em 2 ou 3 semanas.

A dose minima de eritema (DME) é definida como a quantidade de exposi¢do ao UVB
necessaria para que a quantidade minima de eritema possa ser detectada. Um valor tipico de DME para
um individuo que queima facilmente e escurece levemente é de 20 minutos ao meio dia no verao ao sul
da Califérnia. Uma exposicdo de 5 DME produz queimadura de sol dolorosa. A 10 DME, ocorre
edema, formacdo de vesiculas e bolhas. Pode ocorrer necrose da pele levando a manchas e cicatrizes.
Dependendo da area envolvida, a queimadura solar severa pode levar a sintomas sistémicos conhecidos
como “envenenamento solar”, incluindo febre, nduseas, vomitos, dor de cabeca forte, prostracdo e

choque (LOWE & FRIEDLANDER, 1997).
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2.4.2 Efeitos da Exposicado Solar Prolongada

Existem duas respostas adaptativas principais iniciadas pela exposicdo solar: a
melanogénese (bronzeamento) e o espessamento do estrato cdrneo. O bronzeamento ocorre como
resultado da producdo de melanina pelos melanécitos. A melanina é capaz de absorver, refletir e
dispersar a radiacdo UV e também age capturando radicais livres. O bronzeamento induz aumento de
fator de protecdo solar de 2 a 4 contra uma exposicdo maior a radiagdo UV. Mesmo com
bronzeamento protetor 0s caucasianos sdo suscetiveis a uma quantidade significativa de danos
induzidos por radia¢do UV.

A superficie da pele é composta de uma camada de células densamente queratinizadas,
chamado estrato corneo. Em resposta a uma exposi¢do prolongada ao UVB, o estrato corneo pode
hipertrofiar em até seis vezes a sua espessura original devido a sintese de queratina aumentada pelos
queratindcitos basais. Esta resposta independe das mudancas na pigmentacao evidenciado pelo fato de
que ocorre em albinos. O estrato corneo espessado absorve ou reflete de 90 a 95% do UVB incidente
tanto que somente 5 a 10% atinge os queratindcitos, melandcitos e o sistema vascular superficial da
derme. A radiacdo UVA ndo induz ao espessamento do estrato corneo mas também pode provocar
eritema, envelhecimento cutaneo e cancer de pele (SHAATH, 1997a; LOWE & FRIEDLANDER,

1997).

2.4.2.1. Fotossensibilidade

E o termo geral usado para respostas adversas a radiagdo ndo ionizante. Estas reactes
podem ser fototdxicas ou fotoalérgicas. A fototoxicidade € muito comum. Ocorrerd em qualquer um se
for exposto a energia suficiente. Ou, se quantidade suficiente de moléculas fotossensibilizantes estdo

presentes. Geralmente, caracterizamos por um eritema seguido por hiperpigmentacdo e descamagao.
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Esta reacdo estimula a queimadura solar comum. De fato, a reacdo a radiacdo UVB provocando

queimadura é a mais comum das respostas fototdxicas.
Ao contrario da fototoxicidade, a fotoalergia € incomum. Como todas as alergias, ela
depende de uma reatividade adquirida alterada secundaria a uma resposta humoral imediata ou a uma

resposta tardia mediada por célula (EPISTEIN, 1997; LOWE & FRIEDLANDER, 1997).

2.4.2.2. Fotoimunologia

Em adicdo as reacoes de fotoalergia, os raios UV, com ou sem a presenca de sensibilizantes
exogenos, pode induzir mudangas significativas no sistema imunolégico. In vitro, os raios UV
destroem os linfécitos, o0 UVC é mais toxico que o UVB que é mais toxico que o UVA. Pesquisadores
demonstraram que a exposicdo diéria ao sol por 2 semanas induziu uma redugdo no numero total de
linfdcitos T, levando a uma queda na concentracdo de células T helper. Quanto a funcionalidade, a
atividade da célula T supressora foi aumentada e a atividade da célula T Killer foi diminuida.

A modulagéo por raios UV da hipersensibilidade por contato (CHS), da hipersensibilidade
do tipo tardia (DTH) e da carcinogénese cutanea tém recebido grande atencdo recentemente. A
importancia clinica potencial dessa imunossupressdo é sugerida pelos efeitos da radiacdo UVB antes da
inoculacdo de agentes infecciosos em animais de laboratério, e pela fotocarcinogénese. Muitos agentes
infecciosos causaram doencas mais graves o que é associado & inibi¢do da DTH induzida por UV antes
da inoculacdo. Além disso, a exposi¢do de ratos a quantidades subcarcinogénicas de radiacdo UVB
induz a tolerancia induzida por UV ao transplante de tumores altamente antigénicos, devido a ativacéo

de células T supressoras antigeno-especificas (EPISTEIN, 1997; LOWE & FRIEDLANDER, 1997).



32

2.4.2.3. Fotoenvelhecimento

A exposicdo a luz solar produz efeitos profundos na pele, produzindo envelhecimento
acelerado provocando rugas, secura, telangiectasia, e anomalias na pigmentacdo consistindo em
hiperpigmentacdo e hipopigmentacdo. Histologicamente, a derme esta preenchida com uma massa
amorfa de fibras elasticas desorganizadas. As fibras coldgenas adquirem uma coloracdo baséfila e
possuem aparéncia desorganizada. As glicosaminoglicanas estdo proeminentes. Os vasos sanguineos
estdo dilatados e tortuosos. As células inflamatorias da derme estdo aumentadas. Os queratindcitos
estdo irregulares com uma perda de polaridade. Os melandcitos estdo irregulares. As células de
Langerhans estdo diminuidas na pele actinica. JA& que o UVB é completamente absorvido pela
epiderme, é importante entender que as alteracdes do envelhecimento podem ser produzidas pelo UVA

sozinho (PINNEL, 2003).

2.4.2.4. Fotocarcinogénese

O melanoma ¢ a principal causa de morte originada de doengas de pele nos Estados Unidos.
A incidéncia de melanoma aumentou exponencialmente durante as duas Ultimas décadas, com uma
incidéncia anual de 13 por 100.000 individuos. A causa do melanoma envolve exposicdo a radiacao
solar possivelmente anos antes do tumor aparecer. O tratamento do melanoma inclui a excisdo do
tumor primario e dos metastasicos e/ou regimes de tratamento quimioterapico (HOFFMAN, 1993).

O ADN pode absorver o UVB (290-320 nm), induzindo diretamente alteragdes entre bases
pirimidinicas adjacentes em um dos filamentos do ADN. Podem ser gerados dimeros de
ciclopirimidinas, particularmente dimeros de timina ou, em menor numero, foto produtos. Estas
alteragdes sdo maximizadas em comprimentos de onda de aproximadamente 300 nm, embora 0 UVA
(320-400 nm) tambem possa gerar dimeros de timina. Essas alteracdes de ADN estdo constantemente

sendo corrigidas por reparo de excisdo de nucleotideo. A radiacdo UVB é um carcin6geno completo e
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pode gerar carcinoma das células escamosas em animais. Enquanto que o UVB ¢é importante para a

iniciacdo do tumor, o UVA predominantemente causa a promog¢do do tumor. Comparado ao UVB, o
UVA gera mais estresse oxidativo. Nos niveis encontrados na luz solar, o0 UVA é mais eficente em
causar peroxidacdo lipidica que o UVB. O UVA ¢é mais citotdxico que o UVB. O UVA danifica 0o ADN
por que causa quebra dos filamentos e oxidacao dos &cidos nucléicos (PINNEL, 2003).

A luz solar pode suprimir a fungdo imunoldgica da pele e promover a formacao de cancer
de pele. Aproximadamente 40% dos seres humanos sdo susceptiveis a imunossupressdo causada pelo
UV; no entanto, virtualmente todas as pessoas com carcinomas de célula basal ou de célula escamosa
demonstraram imunossupressao. Embora todos os estudos de imunossupressao causadas por UV foram
conduzidos usando o UVB, estudos recentes exaltaram a importancia do UVA em causar a
imunossupressao. A importancia da imunossupressdo no comportamento bioldgico do cancer de pele é
melhor visualizado em pessoas imunossuprimidas por transplante de 6rgdos, com sua extrema
incidéncia e letalidade do cancer de pele (PINNEL, 2003).

Além de gerar mais eficientemente espécies reativas de oxigénio, o UVA produz efeitos
bioldgicos adicionais diferente do UVB. A luz solar contém cerca de 20 vezes mais UVA que UVB.
Enquanto que o UVB é inteiramente absorvido pela epiderme, o0 UVA é capaz de atingir a derme e até

mesmo afetar as células da circulagdo sanguinea (PINNEL, 2003).
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2.5. SISTEMAS DE LIBERACAO

2.5.1. Ciclodextrinas

Figura 3 - Estruturas de a, B e y-Ciclodextrina
(DUCHENE, 1993)

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, cristalinos, ndo higroscépicos derivados do
amido. Dentre as ciclodextrinas mais utilizadas estdo as ciclodextrinas o, B e y que tém
respectivamente 6, 7 e 8 unidades de glicose (figura 3). Ciclodextrinas substituidas também estdo
disponiveis. Quanto a forma, as ciclodextrinas sdo moléculas tordides em forma de balde ou de cone.
Elas tém uma estrutura rigida com uma cavidade central cujo tamanho varia de acordo com o tipo de
ciclodextrina. Devido ao arranjo dos grupamentos hidroxila dentro da molécula, a superficie interna da
cavidade é hidrofébica e o lado externo é hidrofilico. Este arranjo permite as ciclodextrinas
acomodarem uma outra molécula dentro dessa cavidade formando um complexo de inclusdo. As
ciclodextrinas podem entédo ser usadas para formar complexos de inclusdo com uma grande variedade
de farmacos promovendo melhorias na dissolu¢do e na biodisponibilidade devido ao aumento da
solubilidade. Os complexos de inclusdo das ciclodextrinas também tém sido usados para mascarar
sabores desagradaveis dos farmacos e para converter uma substéncia liquida em uma preparacéao sélida

(KIBBE, 2000).
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As ciclodextrinas influenciam na solubilidade e na fotodegradacdo do filtro solar
butilmetoxidibenzoilmetano (BM-DBM). A estabilidade fotoquimica € a caracteristica mais importante
de um filtro solar eficiente, ja que a decomposi¢do induzida pela luz ndo sé reduz o poder fotoprotetor,
como também pode promover dermatite fototdxica ou fotoalérgica. O BM-DBM ¢é um dos filtro UVA
mais usados em preparagdes solares. A fotodecomposicdo do BM-DBM foi demonstrada tanto em
solucdes quanto em emulsGes. Entdo, com o objetivo de aumentar a eficacia e a seguranca desse filtro
solar, ha a necessidade de novos sistemas que aumentem a fotoestabilidade do BM-DBM (SCALIA,
1998).

As ciclodextrinas sdo capazes de modificar algumas caracteristicas de substancias ativas
porque tém a capacidade de formar complexos. Esta complexagdo pode resultar em maior solubilidade
e taxa de dissolucdo aumentada. Além disso, hd um aumento na estabilidade da molécula incluida, em
relacdo aos efeitos da luz e do ar. Em estudos de solubilidade de complexos formados por
ciclodextrinas e BM-DBM, foram testados ciclodextrinas o, f e y. Mas dentre estas, somente as 3-
ciclodextrinas (B-CD) e as hidroxipropil-B-ciclodextrinas (HP-B-CD) produziram os melhores
resultados. Isto pode ser atribuido as diferentes dimens@es das cavidades das ciclodextrinas. Embora 3-
CD e HP-B-CD produzissem os melhores resultados, somente HP-B-CD aumentou significativamente a
solubilidade do BM-DBM provavelmente devido a sua maior solubilidade quando comparada a 3-CD,
0 que limita a solubilidade do complexo formado. O aumento de solubilidade pode ser atribuido a
formacgéo de um complexo de inclusdo com solubilidade maior que 0 BM-DBM livre (SCALIA, 2002).

Os estudos de fotoestabilidade do complexo BM-DBM e HP-B-CD foram realizados com
experimentos de fotdlise em que solugdes contendo BM-DBM livre ou complexado (0,15% p/p) foram
expostas por quatro horas a um simulador solar Xenon, o grau de fotodegradacdo do BM-DBM foi
medido por CLAE. O percentual de perda do filtro solar foi de 70,4% em solucdo contendo BM-DBM

sozinho. Um menor grau de degradacdo (49,2%) foi observado na solugdo contendo BM-DBM
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complexado com HP-B-CD, o que indica que este sistema aumenta a fotoestabilidade deste filtro UVA.
Por outro lado, a mistura fisica ndo afetou significativamente o comportamento fotoquimico do BM-
DBM. (SCALIA, 1998)

Outros estudos de fotoestabilidade foram feitos em lo¢bes (emulsGes o/a) para simular
condi¢cdes mais reais. O filtro solar livre ou complexado foi incorporado a locdo (0,15% p/p) e foi
irradiado com o simulador solar. Na preparacdo contendo o BM-DBM livre, 26,6% do conteudo do
filtro solar foi perdido por irradiacdo. Nas mesmas condic¢des, lo¢cdes contendo o complexo BM-DBM,
exibiram uma diminuicdo de 17,3% do nivel de filtro UVA. Esses dados indicam que a inclusdo do
BM-DBM reduz a fotodecomposicao tanto em solu¢do como em emulsées. (SCALIA, 1998)

Existem estudos que investigam a influéncia da complexacdo de p-CD e HP-B-CD com
filtro solar anti UVB MCO na estabilidade quimica e fotoquimica deste filtro solar. Como o MCO
contém um grupo funcional éster, sua solvolise representa um dos principais mecanismos de
degradacdo deste filtro solar. Devido a sua baixa solubilidade em agua, a decomposi¢do do MCO foi
estudada em metanol. Além disso, a catalise basica foi usada para acelerar a reacdo. O curso da reagdo
foi acompanhado por CLAE medindo-se a concentracdo do composto original remanescente. A
decomposi¢do do MCO foi significativamente diminuida quando o filtro solar estd complexado com f3-
CD, 0 mesmo néo ocorre com o complexo MCO/HP-B-CD. As propriedades estabilizadoras superiores
da B-CD comparadas as da HP-B-CD podem ser explicadas em termos de maior grau de interacdo do
grupamento éster com 3-CD. A degradacdo do MCO néo foi completamente inibida pela complexacéo
com a B-CD. Isto pode ser atribuido a localiza¢do do grupo éster, que néo € eficientemente protegido
do ataque nucleofilico. (SCALIA, 2002)

Com o0 objetivo de examinar o efeito do HP-B-CD e do B-CD no comportamento
fotoquimico do MCO, experimentos de fotolise foram realizados em locdo (emulsdo o/a). O MCO livre

ou complexado foi incorporado nas logdes e expostos durante quatro horas ao simulador solar. O Unico
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produto originado da decomposi¢cdo do MCO foi 0 seu isdbmero cis. Esta isomerizacdo fotoinduzida

diminui a sua atividade fotoprotetora (PATTANAARGSON, 2004). Na preparacdo contendo MCO, o
percentual de perda do agente fotoprotetor atingiu 35,2%. Uma reducéo estatisticamente significativa
da degradacdo para 30,8% foi observada na logdo, contendo complexo MCO/B-CD. Em estudos
anteriores foi demonstrado que a efetividade da complexacao das ciclodextrinas em emulsdes, pode ser
dificultada pelo deslocamento competitivo de excipiente, o que diminui a interacdo do filtro solar com
a cavidade do macrociclo. Esta abordagem levou ao uso de benzoato de sodio ao invés de acido p-
hidroxibenzoico metiléster como preservativo. Pois se sabe que este Gltimo interage com a [-CD.
Sendo assim, uma diminui¢do de 26,1% no nivel do filtro UV foi medido na logdo contendo o
complexo B-CD/MCO, enquanto que 35,8% do filtro solar foi perdido na irradiagdo da logdo contendo
MCO livre. Assim, a determinacdo in vitro do FPS das duas formula¢Ges mostrou que a complexacédo
ndo exerce influéncia significativa sobre esta caracteristica. (SCALIA, 2002)

Devido a importancia da radiacdo UVA na contribuicdo para efeitos danosos do sol,
produtos anti-solares com eficacia contra radiacdo UVA e UVB sdo recomendados. Em particular, a
combinac¢do de MCO com o filtro UVA BM-DBM, ¢ freqliente em preparac@es solares tipicas. Com o
objetivo de simular estas condigdes, estudos adicionais foram realizados em lo¢Ges contendo BM-DBM
em conjunto com MCO ou com o seu complexo com B-CD. O grau de degradacdo do MCO diminuiu
na presenca do BM-DBM, devido ao efeito protetor deste ultimo contra a decomposi¢do adicional
causada pelos raios UVA da luz solar simulada. Ainda neste caso, a fotoinstabilidade do MCO foi
reduzida de 30, 3% para 24, 2% devido a sua inclusdo na B-CD. Além disso, a perda percentual de
BM-DBM, apés a irradiacdo, foi menor (16, 4%) na formulacdo contendo MCO complexado quando
comparado a locdo contendo MCO livre, cuja perda percentual foi de 22,6%. Como o BM-DBM sofre
reacdo fotoinduzida com o MCO, sua maior estabilidade na presenca do complexo 3-CD/ MCO pode

ser utilizada para impedir a interagdo com o filtro UVB, encoberto pela ciclodextrina. (SCALIA, 2002)
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No trabalho de Coelho, 2001 em que se estudou a inclusdo de varios filtros solares em

ciclodextrinas, os filtros solares que apresentaram melhores resultados de inclusdo em ciclodextrinas
foram o MCO e o octil dimetil PABA por apresentarem menor quantidade de grupos polares e
subunidade alifatica; e 0 método no qual se obteve um rendimento satisfatério foi o kneading onde se
observou um rendimento de inclusdo de 99,85% para o metoxicinamato de octila e 110,81% para o
octil dimetil PABA. A técnica de kneading (empastassem) baseia-se na mistura da ciclodextrina com a
molécula héspede, seguida da adi¢do de pequenas quantidades de solvente, sendo o calor gerado pelo
atrito a energia necessaria para que o processo de inclusdo ocorra. Esta técnica tem eficiéncia
reconhecida quando a molécula hdspede apresenta baixa solubilidade em agua. (COELHO, 2001)

Os testes de FPS tanto in vitro como in vivo, tiveram resultados semelhantes. Nos
resultados de FPS in vivo dos inclusos, pode-se observar um aumento do FPS do MCO provavelmente
devido a melhor estabilizagdo do filtro solar e menor metabolizacdo gracgas a sua inclusdo na cavidade
da B-CD.

A B-CD foi escolhida para a realizacdo dos testes de inclusdo devido ao volume de sua
cavidade ser o mais compativel com o volume da molécula de p-metoxicinamato de octila. Outras

ciclodextrinas como a o-CD, a y-CD e a B-dimetilciclodextrina levaram a baixos rendimentos de

inclusdo e ndo mostraram nenhuma vantagem em relagéo a 3-CD. (COELHO, 2001)

2.5.2. Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas em forma de bicamada fosfolipidica que encapsulam um espago
aquoso (Figura 4) cujo tamanho varia de 0,03 a 10 um de diametro. Eles sdo compostos de uma ou
varias membranas lipidicas que envolvem estes pequenos compartimentos aquosos. Estas vesiculas

podem encapsular farmacos hidrossoltveis nos espagos aquosos e farmacos lipossoluveis podem ser
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incorporados dentro das membranas. Os lipossomas podem ser administrados pelas vias parenteral,

topica, inalatdria ou, possivelmente, por outras rotas de administracdo. (ANSEL, 1999)

Figura 4 — Esquema de um Lipossoma, sua bicamada (apolar) e o compartimento interno (aquoso).
(extraido do site www.bunsen.de/jdc/woche31.htm)

Numerosas configuracfes sao possiveis para os lipossomas, incluindo esferas e cilindros.
Os lipossomas esféricos podem ser unilamelares (uma s6 camada) oligolamelares (poucas camadas) ou
multilamelares (mais de cinco camadas) possuindo uma estrutura semelhante a de uma cebola. Eles
também sdo chamados de LUV (vesiculas grandes unilamelares), SUV (vesiculas pequenas
unilamelares), OLV (vesiculas oligolamelares), MVL (lipossomas multivesiculares) e MLV (vesiculas
grandes multilamelares). Os menores lipossomas geralmente medem entre 0,02um a 0,2um e 0s
maiores entre 0,2um a 10pm (ANSEL, 1999 e MULLER-GOYMANN, 2004).

Os fosfolipidios que compBem os lipossomas sdo anfifilicos possuindo uma cabeca
hidrofilica ou polar e uma cauda hidrofébica ou apolar. A cauda hidrofébica é composta de acidos
graxos contendo geralmente de 10 a 24 carbonos, e a cabeca polar contém &cido fosférico ligado a
porcao soltvel em &gua; a sua composicdo pode variar consideravelmente. (ANSEL, 1999)

As vantagens dos lipossomas incluem o seguinte: 1) farmacos encapsulados em lipossomas
sdo levados intactos para varios tecidos ou células e podem ser liberados quando o lipossoma é

destruido, possibilitando liberacdo em sitio especifico e farmacos direcionados a um alvo (targeted
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drug); 2) lipossomas podem ser usados tanto para farmacos hidrofilicos como lipofilicos sem precisar

de modificagdo quimica; 3) outros tecidos e células do organismo ficam protegidos do farmaco até ele
ser liberado pelos lipossomas, diminuindo assim, a toxicidade do farmaco; 4) o tamanho, a carga e
outras caracteristicas podem ser alteradas dependendo do farmaco e do objetivo do uso do produto. As
desvantagens dos lipossomas incluem a sua tendéncia a serem pegos pelas células do sistema reticulo
endotelial e a lentidao da liberacdo do farmaco quando os lipossomas sd@o apanhados por fagocitos por
meio de endocitose, fusdo, adsorcdo de superficie ou troca de lipidio (ANSEL, 1999).

Muitos avancos foram feitos na preparacao de lipossomas incluindo composicéo, tamanho,
classificacdo e aumento de estabilidade. A estabilidade tem sido um problema, mas lipossomas estaveis
ja podem ser preparados. Os lipossomas estdo sendo investigados por muitos anos como potenciais
sistemas de liberacéo de farmacos e agora estdo no mercado (ANSEL, 1999).

O lipossoma é um dos mais recentes veiculos para produtos dermatoldgicos e cosméticos,
por apresentar estrutura lamelar semelhante a dos lipidios da pele. Os lipossomas compostos de
fosfatidilcolina que, devido ao grupo hidrofilico, relativamente pequeno, interagem com os lipidios da
pele, constitui o veiculo apropriado para incorporar principios ativos de aplicagdo tdpica, na epiderme
(EGBARIA, 1991; 1993). Como exemplo, pode-se citar as preparacOes solares e bronzeadoras. Existe
uma indicagéo de que o grau de interacdo entre a dispersdo vesicular e a pele depende, principalmente,
das propriedades fisico-quimicas do fosfolipidio do qual os lipossomas sdo compostos. Em geral, 0s
lipossomas intactos ndo penetram além da camada cérnea (LASCH, 1991). Os lipossomas penetram
apenas nas camadas superficiais da epiderme na pele integra, havendo penetracdo mais profunda ou
sistémica somente na pele lesionada (SCHALLER, 1996; SCHIMID, 1996; BOUWSTRA, 2002)

Estudos realizados com varias substancias lipofilicas e hidrofilicas empregando células de
difusdo para preparacbes em lipossomas e preparacGes convencionais, provaram que as substancias
ativas lipofilicas, em lipossomas, apresentam menor absorcdo sisttmica e que as hidrofilicas o

apresentam ainda menor (MEZEI, 1988). Em outro estudo utilizando células de difusdo, foi verificada
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a permeacdo de substancias lipofilicas, como a progesterora e a hidrocortisona, inclusas em lipossomas

multilamelares que atravessam a pele com facilidade. A glicose, no entanto, que é altamente polar, esta
muito pouco disponivel (GANESAN, 1984). A penetracdo dos lipossomas ndo é absolutamente
necessaria para a liberacdo da substancia ativa. Se o lipossoma adere ao cornedcito, este pode liberar a
substancia ativa pela difusdo ou fuséo da parede do lipossomas com os lipidios ou proteinas do estrato
cérneo. A intensificacdo da penetracdo na pele é conseguida com a utilizagdo de substancias
promotoras de penetracdo, que removem reversivelmente a barreira de resisténcia do estrato corneo
dentro da rota intercelular (BARRY, 1987).

Os filtros solares sdo normalmente veiculados em preparagdes cosméticas convencionais,
como cremes, logdes, Oleos e géis. Com o intuito de proteger o individuo contra os danos da radiacdo
UV, vem crescendo o nimero de produtos com fotoprotetores, aumentando o risco de reacdes alérgicas
(FAIRHURST, 1995). E importante assinalar, que os lipossomas n&o sdo somente um novo tipo de
formulacdo, mas também possuem caracteristicas de componente ativo dermatoldgico e cosmeético.
Podem-se mencionar os fosfolipidios vegetais, por possuirem alto conteido de acido linoléico e acido
a - linoléico, que s&o &cidos graxos essenciais. A aplicacdo dos lipossomas em cosméticos, tais como,
hidratantes, para tratamento da pele, fotoprotetores, vitaminas e agentes bronzeadores em cremes de
limpeza, cremes hidratantes, produtos para os cabelos, entre outros, aumenta o valor comercial dos
produtos (LAUTENSCLAGER, 1990a; HAUMANN, 1992).

As formulagcbes com lipossomas tém seus outros componentes limitados pela
incompatibilidade com o lipossoma, tais como, tensoativos, etanol, propilenoglicol, glicerina em
concentracdes superiores a 10% podem destruir a estrutura do lipossoma, dentre outros componentes
presentes nos cremes (BONI, 1984; NACHT, 1995). A formulacdo em gel vem solucionar este
problema (LAUTENSCLAGER, 1990b). A inclusdo dos lipossomas numa matriz gel tridimensional

altera o perfil cinético para a liberagdo do material aprisionado, oferecendo uma liberacéo prolongada



42
da substéncia ativa, prevenindo a instabilidade associada com a interacdo entre os lipossomas, fusao e

agregacdo (HAYWARD, 1990).

Com o objetivo de verificar a substantividade do lipossoma preparado com Phospholipon
90® foram preparadas formulagdes consideradas convencionais e prepara¢ées com lipossomas, foram
determinados seus fatores de protecdo solar in vitro e in vivo. Comparou-se o lipossoma com
Phospholipon 90® a 280 mM com uma formulagdo tipo emulsdo com a mesma concentracdo de p-
metoxicinamato de octila e fez-se também a comparacéo da formulacdo gel com lipossomas com filtro
solar com a formulagdo de um gel s6 com filtro solar, ambas também na mesma concentracdo. Foi
incorporado no gel contendo 3,2% de p-metoxicinamato de octila e extrato de alecrim a 1 mg/ml,
quantidade de lipossoma a 280 mM com conteudo de filtro solar igual a 1% perfazendo um total de
4,2% de p-metoxicinamato de octila. Este gel (lipossomagel) apresentou através de testes in vivo um
FPS de 9,3 e apds teste de resisténcia a agua, um FPS de 7,3, demonstrando um efeito reservatoério do
lipossoma no estrato corneo (substantividade). A mesma concentracdo de p-metoxicinamato de octila
4,2% foi incorporada a um gel sem lipossomas, e 0 mesmo apresentou in vivo um FPS de 7,7
demonstrando que além do efeito reservatdrio, existe no lipossomagel um efeito sinérgico com
intensificagdo do FPS, provavelmente devido a uma reflex@o da luz na superficie das vesiculas ou na
protecdo do material encapsulado em sofrer degradacdo (GARCIA, 1998).

O lipossoma com filtro solar, quando encapsulado em uma formulacdo gel, aumenta de
forma significativa a agdo deste frente a radiacdo UV. Intensificando o FPS e apresentando resisténcia a
agua. A formulagdo lipossomagel se torna bastante Util pelo seu carater ndo oleoso, na prevenc¢do dos

efeitos negativos da radiacdo solar em usuérios que fazem uso diério de filtro solar (GARCIA, 1998).
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2.5.3. Carreadores Particulados

Os carreadores particulados, investigados por muitos anos, incluem emulsbes 6leo/agua
(O/A), lipossomas, microparticulas e nanoparticulas. Vesiculas fosfolipidicas redescobertas como
lipossomas em 1965 por Bangham encontraram um caminho no mercado de cosméticos em 1986. Foi o
produto antienvelhecimento Capture (Dior) que abriu caminho para os produtos farmacéuticos
baseados em lipossomas. Entretanto, o nimero total de produtos no mercado é ainda limitado. Uma das
razGes para isso — afora os possiveis problemas tecnolégicos — é a indisponibilidade de um produto
farmacéutico de baixo custo (MULLER, 2000).

O numero de produtos baseados em microparticulas poliméricas no mercado é limitado.
Apos a introducdo da primeira geracdo de produtos microparticulados, ha apenas um aumento limitado
no nimero desses produtos no mercado. A situagao é ainda pior para nanoparticulas poliméricas, apos
mais de trinta anos de pesquisa, este sistema de liberacdo praticamente ndo existe no mercado. H& um
bom ndmero de razdes bem conhecidas, dessas, duas devem ser realcadas, a citotoxidade dos polimeros
e a falta de um método de produgdo em larga escala adequado. Por ter um tamanho de poucos
micrébmetros, o polimero pode ser internalizado pelas células (macrofagos) e a sua degradagdo dentro
das células pode levar a efeitos citotoxicos. Um pré-requisito para a introducdo de produto no mercado
farmacéutico é a disponibilidade de um método produtivo de larga escala adequado, e isto significa, um
método de baixo custo, que leve a um produto com qualidade aceitavel pelas autoridades regulatorias.
Desde o inicio dos anos 90 a atencdo de varios grupos de pesquisa voltou-se para uma alternativa as
nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas de lipidio sélido (SLN). Estes lipidios podem ser usados
por que sdo bem tolerados pelo organismo. A producdo em larga escala pode ser realizada de maneira
simples e com baixo custo usando homogeneizacdo de alta pressdo. Uma alternativa € utilizar a

producdo de SLN via microemulsdes (MULLER, 2000).
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Uma éarea de aplicacdo recentemente descoberta para o uso de SLN é em cremes

fotoprotetores. Um dos efeitos adversos dos filtros solares é a penetracdo na pele e a conseqliente
irritacdo. Filtros solares particulados, como o dioxido de titanio, também podem penetrar na pele. Isto
pode ser evitado ou minimizado pela inclusdo de filtros solares moleculares ou particulados na matriz
de SLN. Surpreendentemente, descobriu-se que a prépria SLN também tem efeito fotoprotetor. Devido
ao seu carater particulado sdo capazes de refletir a luz solar. Filtros solares moleculares tém acdo
sinérgica quando incorporados em SLN por isso sdo muito mais eficientes ao mesmo tempo em que 0s
efeitos colaterais sdo reduzidos (MULLER, 2000).

As nanoparticulas de lipidio s6lido (SLN) foram introduzidas como carreadores de
componentes ativos em cosmeéticos, e de farmacos em medicamentos. Foi mostrado que eles agem
como carreadores ativos para filtros solares devido ao seu carater particulado, isto €, eles agem como
blogueadores fisicos. A incorporacdo de filtros solares quimicos dentro de SLN aumenta de forma
sinérgica as caracteristicas protetoras (WISSING, 2002a)

Foram realizados estudos investigando-se a influéncia dos carreadores SLN na liberacéo e
absorcéo percutanea do fotoprotetor modelo oxibenzona, in vivo e in vitro, comparando com a emulsdo
O/A convencional. Usando a técnica da homogeneizacdo a quente, foram produzidas dispersbes de
SLN estaveis e nanoemulsdes contendo oxibenzona em concentra¢fes maiores que 4% (mais de 10%
com relacdo a fase oleosa). Durante o periodo de duzentos dias, o tamanho médio de particulas o
indice de polidispersdo foi investigado por PCS (espectroscopia de correlacdo de foton) e ndo se alterou
significativamente. (WISSING, 2002a)

A incorporacdo de filtros solares na matriz lipidica foi bem sucedida em concentracGes
maiores que 15% com relacdo a concentracdo lipidica. Todas as dispersdes de SLN produzidas
possuiam um alto potencial zeta (-49,4 mV) sugerindo boa estabilidade em longo prazo. (WISSING,

2002a)
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Em estudos de liberagdo empregando o modelo livre de membrana — método in vitro — foi
observado que a taxa de liberagcdo da oxibenzona diminuiu em formulagbes do tipo SLN quando
comparamos a emulsdo, entdo maior quantidade de ativo permanece na superficie da pele. A taxa de
liberacdo da oxibenzona diminui quando aumentamos sua concentracdo total na formulacdo,
aumentando mais ainda a concentracdo na superficie da pele levando a um aumento no FPS.
(WISSING, 2002a)

Nas emulsdes, a oxibenzona é incorporada ao 6leo menos firmemente. Nas formulacdes
SLN, as moléculas de oxibenzona sdo incorporadas dentro da matriz cristalina e sua mobilidade
difusional € diminuida. Além disso, verificou-se que, apés a aplicacdo na pele de formulages contendo
SLN, a agua evapora levando a formacdo de filme, sendo assim, a penetracdo da substancia ativa é
diminuida. (WISSING, 2002a)

A taxa de liberagdo da oxibenzona também depende da sua concentracdo total na
formulacdo. Apesar da concentracdo total, a liberacdo da oxibenzona é sustentada e diminui quando
usamos formulagGes com SLN ao invés de emulsdes. O coeficiente de difusdo diminui com o aumento
do preenchimento do SLN com farmaco, portanto mais oxibenzona permanece na superficie da pele
onde atua como filtro solar. (WISSING, 2002a)

As propriedades do SLN de refletir e dispersar a radiacdo UV depende fortemente do grau
de cristalinidade da matriz lipidica. Portanto, é desejavel incorporar o filtro solar molecular em
matrizes altamente cristalinas. Foi estudada a eficiéncia de um carreador nanoparticulado altamente
cristalino (CLN) para o filtro solar benzofenona-3, um filtro solar antiUVA altamente lipofilico. A
incorporacdo de 5% de benzofenona-3 dentro de dispersdes de CLN levou aos mesmos valores de
absorcdo que 10% de benzofenona-3 em emulsdo. A quantidade de benzofenona-3 pode ser reduzida
em 50% mantendo o nivel de fotoprotecdo. InvestigacOes in vitro mostraram que o uso de CLN como
carreador para filtros solares moleculares oferece a possibilidade de criar formulag6es fotoprotetoras

mais eficazes e seguras com conteudo reduzido de filtro solar. Isto se deve ao fato do CLN agir como
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blogueador fisico e, portanto, também representa um carreador ativo para filtros solares moleculares.
(WISSING, 2002b)

A incorporacdao de MCO em nanocapsulas de poli-caprolactona diminui a liberagdo quando
comparada com a mesma emulsdo sem nanocéapsulas. Sdo também capazes de fornecer liberacdo
controlada do MCO, portanto o filtro permanece mais tempo na superficie da pele. As emulsGes
contendo nanocépsulas diminuem a penetracdo do MCO na pele suina quando comparada com a
mesma emulsdo sem nanocapsulas. Isso mostra a importancia do encapsulamento na penetracdo
cutanea do MCO (JIMENEZ, 2004).

As microsferas de lipidio sélido (SLM) contendo MCO séo capazes de oferecer liberacao
controlada, diminuir a penetracdo na pele e aumentar sua fotoestabilidade. Podem ent&o ser sugeridos
como carreadores para 0 MCO com o objetivo de diminuir as taxas de liberacdo e penetracdo deste
filtro UV. Apds a exposi¢do ao simulador solar mostrou a mesma protecdo que a formulagcdo com o
filtro livre (YENER, 2003).

O encapsulamento do filtro MCO em nanoparticulas de poli-D,L-lactidio-co-glicolidio

(PLGA) reduziu a fotodegradacgéo deste filtro solar em emulsdo (PERUGINI, 2002)
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2.6. CEDENCIA / LIBERACAO DE FARMACOS

A formulagdo topica é um sistema complexo e a dindmica de liberagdo da substancia ativa
de seu veiculo tem sido objeto de investigagdo por muitos anos. O sistema de células de Franz é um
método de liberacdo in vitro simples, reprodutivel, geralmente aplicado para todas as formas
farmacéuticas de uso tépico. Desenvolvido para medir a liberacdo in vitro é recomendado pela U.S.
Food and Drug Administration (FDA) GUIDANCE FOR INDUSTRY (1997) como medida de
equivaléncia para produtos de formulacGes semi-solidas (UNITED STATES, 1997).

A liberacdo in vitro é um dos métodos padrdo que podem ser usados para caracterizar uma
forma farmacéutica semi-sélida para uso topico como cremes, geéis e pomadas. Alteracfes importantes
nas caracteristicas da formulacdo de um produto farmacéutico ou nas propriedades termodinamicas do
farmaco contido na formulacdo podem mostrar uma alteracdo significativa na liberacdo do farmaco, ja
que a liberacdo in vitro de um farmaco é uma propriedade da formulacdo que o contém (UNITED
STATES, 1997).

A velocidade de liberacdo dos produtos topicos dermatologicos pode ser medida
empregando um sistema bicompartimental como célula de difusdo vertical com membrana artificial e
meio receptor adequado. A membrana artificial serve como um suporte separando a formulacdo do
meio aceptor, e ndo deve ser velocidade limitante nos processos de liberagdo do farmaco. As
membanas artificiais podem ser constituidas de acetato de celulose, nitrato de celulose e polissulfona
(HAIGH, 1994) as quais ndo oferecem resisténcia a passagem do farmaco do compartimento doador
para 0 compartimento receptor, possibilitando, desta forma, a quantificacdo do farmaco neste ultimo,
em funcdo da particdo entre o veiculo e 0 meio aceptor.

O meio receptor é constituido de uma solugdo adequada que seja compativel com a
metodologia analitica empregada na quantificacdo do farmaco, e que promova condi¢éo sink, condi¢ado
na qual o volume empregado de solugéo receptora seja cinco vezes maior que o ponto de saturagdo do

farmaco (ZATZ, 1995). Geralmente utiliza-se uma solugdo com etanol e &gua ou uma solugdo tampéo.
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A atividade termodindmica e a viscosidade tém um efeito dominante sobre a liberacdo da

substancia ativa do veiculo(DAVIS, 1972). A velocidade de liberacdo do farmaco da formulacdo pode
ser manipulada pela mudanca da sua concentragéo, variacdo do coeficiente de particdo e aumento de
sua solubilidade na formulacdo. A liberacdo é mais rapida em solugdes do que em suspensdes, cremes
ou pomadas e pode refletir o coeficiente de difusdo do farmaco entre o veiculo e a fase receptora
(SHAH, 1991)

A avaliacdo in vitro da penetracdo e permeacdo cutanea de farmacos também pode ser
avaliada por um sistema bicompartimental de difusdo vertical, empregando membrana natural. Dentre
0s varios tipos de pele animal (rato, camundongo com e sem pelo, macaco rhesus, cobra) que podem
ser utilizadas, recentemente, tem-se empregado a pele suina devido a sua similaridade com a pele
humana (HAIGH, 1994).

A quantidade de farmaco nas aliquotas removidas da fase receptora pode ser analisada por
CLAE ou outro método analitico. Uma curva da quantidade de farmaco por unidade de area (ug/cm?)
contra o tempo (min) resulta numa reta, cuja inclinagdo representa a taxa de liberacdo. Esta medida de
taxa de liberacdo é especifica para cada formulacdo e € usada para monitorar a qualidade do produto

(UNITED STATES, 1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi comparar a velocidade de liberagdo in vitro
de trés formulagdes sob a forma de gel, a primeira contendo MCO livre, a segunda
contendo MCO incluso em B-ciclodextrina e a terceira contendo MCO incluso em
lipossoma. Para isso foram realizados testes de cedéncia in vitro utilizando células
de difusdo do tipo Franz e membrana artificial de acetato de celulose com o objetivo

de verificar a capacidade de liberagdo do filtro solar em cada formulagao testada.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar as trés formulagdes contendo o filtro solar MCO;

e Determinar o melhor método para a purificacdo do complexo B-ciclodextrina/p-
metoxicinamatode octila (f-CD/MCO);

e Verificar a formagao do complexo B-CD/MCO e do lipossoma;

e Determinar o rendimento de inclusdo do complexo -CD/MCO e do lipossoma com
MCO incluso;

e Determinar o FPS in vitro das formulagdes;

e Realizar teste de liberacao in vitro utilizando a célula de difusdo do tipo Franz.



4. MATERIAIS

4.1 MATERIAS-PRIMAS

Acido Boérico - grau farmacéutico — Henrifarma
Agua destilada
Alcool 96° GL - grau farmacéutico— Rezende

Aminometilpropanol 95% - grau farmacéutico - Viafarma

Carbomero, carboxipolimetileno ou Carbopol 940" - grau farmacéutico — Galena

B-Ciclodextrina - grau Farmacéutico — Wacker

Colesterol - grau farmacéutico — Sigma

Glicerina bidestilada —grau farmacéutico - Galena
Hidroxietilcelulose - grau farmacéutico — Viafarma

Metilparabeno - grau farmacéutico — Galena

Phospholipon 90 NG® - grau farmacéutico — Phospholipid
p-Metoxicinamato de Octila - grau farmacéutico — Spectrum Quimica
Polissorbato 80 - grau farmacéutico — Spectrum

Tripalmitina - grau farmacéutico — Sigma

4.2. REAGENTES

Acido Borico P.A. — Vetec
Agua bidestilada - CLAE
Borato de Sodio P.A. — Vetec

Brometo de Potassio - Infravermelho - Shimadzu Corporation
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Cloreto de Sodio P.A. — Merck

Cloroférmio P.A. — Vetec

Diclorometano P.A. — Vetec

Etanol 95% P.A. — Vetec

Fosfato de Potassio Monobésico P.A. — Vetec
Fosfato de Sédio Bibasico P.A. — Vetec
Metanol P.A. — Vetec e Para CLAE — Tedia
Polissorbato 80 P.A. — Vetec

Tris (Hidroximetil Amino Metano) P.A. — Vetec

4.3. PADRAO DE REFERENCIA SECUNDARIA DE p-METOXICINAMATO

DE OCTILA

Como nao ha disponibilidade de substancias de referéncia dos filtros solares
pela Farmacopéia Brasileira nem por qualquer outra, utilizou-se um padrio de
referéncia secundéria, o p-metoxicinamato de octila com teor de pureza declarado de

98,5%, cedido pela empresa Spectrum Quimica Ltda.



4.4. EQUIPAMENTOS

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia

Bomba Waters 510

Detector de Ultravioleta Waters 486

Integrador Waters Data Module, 746/ Hamilton 80665

Coluna — Bondapack C18, Waters, nimero de série T41731P05

Espectrofotometro UV-Visivel
Shimadzu UV - 2401PC

Cubeta de Quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico

Espectrofotometro de Infravermelho

Shimadzu FTIR — 8300

Célula do Tipo Franz
Hanson Researsh — 58-001-610
15mm x 7mL

Parte superior padrao para pomadas, cremes e géis
Pipeta para semi-solidos de émbolo
Transferpettor de 200 a 1000 pnL n°® 702806

BRAND Laboratory Equipment Manufacture

Rotaevaporador R-114 BUCHI
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Banho de 4gua B-480 BUCHI
Espectrofotometro de Ressonancia Magnética Nuclear

Bruker DRX 400

Microscopio Optico de Luz Polarizada
Axioplan 2 Zeiss e Maquina fotografica digital SIS Color View XS, acoplado ao

software AnalySIS para analise de imagens. Objetiva com aumento de 100 vezes.
Membrana de Acetato de Celulose
Dialysis tubing - Sigma

27 mm de diametro, 0,2 pm de tamanho de poro, 43 mm de espessura

Ultrassom

Ultrasonic cleaner Unique modelo: USC - 2850

Agitador com misturador em hélice

Fisatom Modelo: 713 D

Membrana filtrante Millipore 0,45 um
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5. METODOLOGIA

5.1. PREPARO DOS SISTEMAS DE LIBERACAO

Foram utilizadas para este estudo formulagdes preparadas anteriormente em
outros trabalhos em que o filtro solar p-metoxicinamato de octila foi incluido nos
seguintes sistemas de liberagdo: P-ciclodextrina (COELHO, 2001) e lipossomas

(GARCIA, 1998). Estas formulagdes serdo comparadas entre si e a um gel de carbopol

contendo 4% do filtro solar anti UVB MCO livre.

5.1.1. Complexo de Inclusdo B-Ciclodextrina/p-Metoxicinamato de Octila (B-
CD/MCO)
5.1.1.1. Incluséo do MCO em B-CD

O método utilizado para a inclusdo de MCO em B-CD ¢ o método de
kneading (empastagem) que consiste na mistura da ciclodextrina com a substancia que
se deseja incluir formando uma pasta. Este método ¢ o mais indicado para substancias
insoluveis em agua. (MARQUES, 1994; DUCHENE, 1993)

Em um gral de porcelana foram misturados por cinco minutos, com auxilio
de um pistilo, 14,6 g de P-ciclodextrina e 7,4g de p-metoxicinamato de octila,
adicionando-se a esta mistura 1,0 mL de uma solucdo de etanol a 70%, adquirindo o
conjunto um aspecto de granulado. O produto resultante (22,0 g de massa total) foi
transferido para um moinho de bolas constituido de um cilindro de 11 cm de
comprimento por 8 cm de diametro, possuindo uma carga de bolas de porcelana (1,0 cm
de didmetro médio) igual a 27g. A mistura foi deixada no moinho por lh. Sendo

posteriormente descarregada e seca em estufa a 55°C durante 30 minutos.
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5.1.1.2. Purificagdo do Complexo B-CD/MCO

De acordo com Coelho 2001, o melhor método para o preparo do complexo
B-CD/MCO ¢ o kneading. Mas ndo foi estabelecido um método para a purificagdo do
complexo formado que retirasse o excesso de filtro solar sem que o complexo seja
desfeito . Para isso, o complexo formado pelo kneading foi dividido em trés partes e
cada uma foi lavada com uma solucdo aquosa de etanol a 50%, metanol a 50% e

metanol a 70%.

5.1.1.3. Caracterizacdo do Complexo de Inclusédo por:
a) Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ basicamente
uma outra forma de espectrometria de absor¢do, semelhante a espectrometria de
infravermelho ou de ultravioleta. Sob condi¢des apropriadas em um campo magnético,
uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiiéncia (rf)
em uma freqliéncia governada pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absor¢ao ¢
funcdo de determinados nucleos da moléculas (SILVERSTEIN, R.M., 1994).

Apoés a lavagem do complexo formado as amostras foram analisadas por
RMN 'H em duas dimensdes para a caracterizagio do complexo. Os espectros foram
registrados em um espectrometro (400 MHz), as amostras foram solubilizadas a uma
concentragdo de 10 mM em DMSO-d6. Foram avaliadas as diferencas entre os
deslocamentos quimicos do MCO livre e incluso em B-ciclodextrina, resultante da

purificagdo com etanol a 50% e metanol a 50 e a 70%.
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b) Espectrometria de Infravermelho

Baseada na diferenca vibracional das ligagdes quimicas presentes em
diversas substancias quimicas, a espectrometria de infravermelho ¢ um ensaio de
identificacao por exceléncia. Apesar de pequenas impurezas presentes na amostra nao
alterarem significativamente o espectro, diferencas de polimorfismo, estrutura cristalina,
grau de hidratagdo ou outras caracteristicas macroscopicas da substancia podem gerar
diferengas no espectro (SILVERSTEIN R.M, 1994).

Nesta técnica, a regido intermediaria do espectro eletromagnético ¢ a mais
empregada para fins de identificagdo. A amostra so6lida ¢ entdo triturada com cerca de
100-200 mg de brometo de potdssio seco ¢ bem pulverizado, homogeneizada ¢
introduzida em molde para compressdo em prensa hidraulica. A pastilha obtida é entao

fixada em suporte proprio e submetida a leitura.

5.1.1.4. Determinacdo do Rendimento de Inclusédo por CLAE

O rendimento da inclusdo do MCO em B-CD foi determinado através de
uma curva padrdo com pontos nas concentracdes de 10,0 30,0 50,0 100,0 e 150,0
ng/mL. Estas solucdes foram obtidas a partir de uma solucao estoque de concentragao
igual a 500 pg/mL Cada solugdo padrao foi feita em triplicata e cada uma foi injetada
duas vezes no cromatografo. A média das areas resultantes das injegdes um e dois
constituiu um ponto na curva. A curva constituiu-se de 15 pontos. As Amostras foram
diluidas na fase mével Metanol:Agua (80:20) (RIBEIRO, 2004). Cerca de 100 mg do
complexo B-CD/MCO foram pesados e diluidos com a fase mdovel em um baldo
volumétrico de 100,0 mL. Deste baldo foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e diluida
para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Esta solugdo foi injetada no cromatografo

liquido.
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5.1.2. Lipossoma com p-Metoxicinamato de Octila
5.1.2.1.Preparo dos Lipossomas Contendo MCO

Os lipossomas foram obtidos pelo método de hidratagdao do filme lipidico.
Os componentes dessa preparacao e suas concentracdes estdo listados na tabela 1 e
divididem-se em fase oleosa e fase aquosa. A fase oleosa ¢ composta de Phospholipon
90®, colesterol e o filtro solar MCO. Esta fase oleosa foi dissolvida em cloroférmio. A
mistura foi evaporada sob pressdo reduzida em rotaevaporador por 2 horas em banho-
maria a 60°C. Deixou-se a fase oleosa descansar por 24 horas. Apds este tempo foi
verificada a presenca de cloroférmio e o baldo foi levado ao rotaecvaporador até que todo
o solvente fosse eliminado. Somente apds a evaporacdo completa do solvente foi
adicionado o tampdo TRIS (Tris[hidroximetil]aminometano) pH 6,8 para entumescer o
filme lipidico sob agitagdo em vortex por 15 minutos. O lipossoma preparado possui
concentragdo de 280 mM/mL de Phospholipon 90° com MCO na concentragio de 20%
em relagdo ao total de lipidios. Apos a agitacdo a preparacao lipossomal foi filtrada em
um filtro Millipore® com membrana de policarbonato de 0,4 pm e gas nitrogénio para
pressionar a passagem do material.

Tabela 1 — Componentes para preparo de MCO incluso em lipossoma.

Componentes Concentragdes (mM/mL)
Fase Oleosa
Phospholipon 90® 280,0
Colesterol 80,0
p-metoxicinamato de octila 72,0
Fase Aquosa
Tampao TRIS 50mL
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5.1.2.2. Verificacdo da formacéao dos lipossomas por microscopia optica de luz
polarizada

Apb6s o preparo, a suspensdo contendo os lipossomas foi submetida 4
microscopia Optica de luz polarizada para confirmar a formacao das vesiculas. A
suspensdao contendo os lipossomas foi diluida colocando-se uma gota em
aproximadamente 1 mL de tampao TRIS. A amostra foi entdo depositada sobre uma
lamina e coberta com uma laminula para a observagdo em microscopio utilizando-se

objetiva com aumento de 100 vezes.

5.2. PREPARO DAS FORMULACOES
5.2.1. Gel de Carbopol com MCO livre

Foi preparado um gel de carbopol com 4% de MCO livre com o intuito de
comparar a cedéncia das formulagdes contendo sistemas de liberacdo com esta contendo
o filtro solar livre.

Os componentes da formulagdo com as concentragdes estdo listados na
tabela 2. Com 24 horas de antecedéncia, adicionar o acido bérico e o Carbopol 940® na
quantidade total de dgua destilada e deixar em maceragdo. Sob agitagdo, juntar o alcool,
a glicerina e o aminometilpropanol. Adicionar o polissorbato 80 ¢ 0 MCO sempre sob
agitacao. Ajustar o pH que deve ser entre 5,5 ¢ 6,5.

Tabela 2 — Formulagao gel de carbopol com MCO a 4%

Componente Funcionalidade Concentracéo (%)
Carbopol 940" Gelificante 0,8
Acido bérico Preservativo 0,2
Glicerina Umectante 2,5
Etanol 96° GL Solvente 25
Aminometilpropanol 95% Agente alcalinizante 0,5
MCO Filtro solar antiUVB 4,0
Polissorbato 80 Tensoativo 1,17
Agua destilada gsp 100,0g




5.2.2. Gel de Carbopol com MCO incluso em B-CD

59

O filtro solar incluso em B-CD foi incorporado em um gel de carbopol,

componentes € concentragoes na tabela 3, com concentracao de 4,0% p/p de MCO. A

técnica de preparacao utilizada ¢ semelhante a do item 5.2.1 sendo que ¢ desnecessario

adicionar polissorbato 80. O incluso B-CD/MCO ¢ um so6lido e ¢ incorporado ao gel de

carbopol pronto sob agitagdo manual utilizando glicerina como intermédio.

Tabela 3 — Formulagdo com MCO incluso em B-ciclodextrina

Componentes Funcionalidade Concentracoes (%)
Carbopol 940" Gelificante 0,8
Acido bérico Preservativo 0,2
Glicerina Umectante 2,5
Etanol 96° GL Solvente 25
Aminometilpropanol 95% Agente alcalinizante 0,5
p-metoxicinamato de octila Filtro Solar antiUVB 4,0
(incluso em B-ciclodextrina)
Agua gsp 100,0g

Com a formulag@o pronta o FPS in vitro foi determinado e os testes de

cedéncia em célula de Franz foram realizados.

5.2.3. Gel de Natrosol com MCO incluso em Lipossoma

Tabela 4 — Férmula do MCO incluso em Lipossoma

Componentes Funcionalidade Concentracéo (%)
Fase A
Hidroxietilcelulose Gelificante 1,0
Metilparabeno Preservativo 0,2
Agua destilada 20,5 mL

Colocar a fase A em banho-maria, sob agitagcdo, até completa dissolucio.

Depois da formacao do gel misturar as duas fases.
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Fase B
MCO Filtro anti UVB 32
Lipossoma de 280 Filtro anti UVB 75,0g
uM com MCO incluso
incluso

5.3. DETERMINACAO DO TEOR DE MCO E DAS CONCENTRACOES
DESTE FILTRO SOLAR NAS FORMULACOES POR CLAE

O teor do MCO utilizado como matéria-prima e a concentra¢do real das
formulagdes utilizadas neste trabalho foram determinados através da curva padrdo
obtida de acordo com a metodologia descrita no item 5.1.1.4. Para determinar o teor do
MCO foram pesados exatamente 50,0 mg desta matéria-prima e diluidos com a fase
moével em um baldo volumétrico de 100,0 mL. Desse baldo foi retirada uma aliquota de
1,0 mL com pipeta volumétrica e diluida em baldo volumétrico de 10,0 mL.

Para a determinacdo da concentracdo real das trés formulacdes foram
pesados 500 mg da formulacdo a ser analisada, transferidos para baldo volumétrico de
50,0 mL e diluido com a fase movel com ajuda de sonicagdo por 12 minutos. O volume
foi completado e desse baldo foi retirada uma aliquota de 1,0 mL com pipeta
volumétrica e diluida em baldo volumétrico de 10,0 mL. Apds as dilui¢des as amostras

foram injetadas no cromatografo liquido.

5.4. DETERMINACAO DO FPS IN VITRO

Todas as formulagdes citadas acima foram preparadas com concentragdes
conhecidas de p-metoxicinamato de octila e submetidas ao teste de FPS in vitro descrito
por Mansur (Mansur et al, 1986) com o objetivo de fazer um controle de qualidade das
formulagdes comparando a concentracdo de filtro solar com o FPS e a quantidade

liberada pela formulacao.
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Técnica: pesar 500 mg (ou 500 pul) da amostra e transferir para baldo
volumétrico de 100,0 mL, contendo cerca de 30,0 mL do solvente. No caso de liquidos
viscosos, pipeta Transferpettor Brand de 1000uL. com ponteira para liquidos viscosos.
Dispersar as amostras. Completar o volume com o solvente e homogeneizar. Tomar
uma aliquota de 1,0 ml de cada baldo e transferir para baldao volumétrico de 25,0 mL
com o mesmo solvente e homogeneizar. Realizar as andlises em triplicata. (C = 0,2
mg/mL ou 200 pg/mL)

Observagdo: quando for gel ou emulsdo utiliza-se etanol como solvente,
quando o produto for um 6leo, utiliza-se isopropanol como solvente.

As absorbancias foram obtidas com auxilio de um espectrofotometro de UV,
registrando o espectro de 220 a 450 nm. Foram registradas as leituras das trés amostras

nos seguintes comprimentos de onda: 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320 nm.

5.5. ANALISE DO TEOR DE FOSFORO

A determinagdo quantitativa da concentracdo de fosfolipidios foi feita
indiretamente, uma vez que, os lipidios secos podem conter quantidades consideraveis
de solvente residual ou outros lipidios como contaminantes. Conseqiientemente,
empregaram-se técnicas, nas quais se mediu o contetido de fosforo das amostras. O
método indireto utilizado para dosar a quantidade de fosfolipidios nos lipossomas ¢ o
mesmo para determinar a quantidade de fosfolipidios nas lecitinas comerciais a serem
dosadas.

O objetivo desta analise para o Phospholipon 90® foi determinar o teor real
de fosfatidilcolina na matéria-prima comparando com o teor declarado pelo fabricante.

No caso de formulagdes contendo o Phospholipon 90° o objetivo foi verificar o
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rendimento da preparacdo comparando a quantidade real de fosfatidilcolina com a
massa adicionada (BARTLETT 1959).

O método indireto para a andlise de fosforo ¢ o método de Bartlett. Neste
método, o fosfolipidio sofre primeiramente uma hidrolise acida, transformando-o em
fosfato inorganico que ao reagir com o molibdato de amoénio forma o &cido fosfo-
molibdico. Este por sua vez forma um complexo azul, utilizando o 4cido ascorbico
como agente redutor. A intensidade da cor ¢ medida espectrofotometricamente e
comparada aos padrdes de calibragdo, através de uma curva padrdo, o que fornece o
conteudo de fosforo e, consequentemente, o contetido de fosfolipidios. Este método ¢
realizado para o calculo do teor de fosfolipidios no Phospholipon 90° ¢ para quantificar

os fosfolipidios nas preparagdes contendo lipossomas (BARTLETT 1959).

5.6. ESTUDO DE CEDENCIA EM CELULA DE FRANZ
5.6.1. Dispositivo

A célula de difusdo vertical ¢ composta de um compartimento receptor
(volume = 7,0 mL) e compartimento doador (Figura 5). O meio receptor foi agitado por
misturador em hélice e agitador magnético (900 rpm). Uma membrana de acetato de
celulose previamente hidratada foi disposta em cada um dos 6 dispositivos utilizados. O
volume de 7,0 mL da solugdo receptora foi colocado no compartimento receptor. Um
volume de 600uL (“dose infinita”) das formulagdes citadas anteriormente foi colocado
sobre a membrana. A area do orificio da placa para disposicdo da amostragem ¢ 1,77
cm’. Aliquotas de 0,6 ml foram retiradas dos 6 dispositivos para analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de 30 em 30 minutos durante 3 horas

(FREITAS, 2003)
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Anel de metal

Disco de Vidro

Placa para dispor a
Formulagao (anel de
teflon)

Abertura de
amostragem

Abertura de
reposi¢ao da solugdo
receptora

Figura 5 - Célula de difusdo do tipo Franz utilizada nos estudos de liberagdo in vitro.

A célula de difusdo do tipo franz ¢ o modelo bicompartimental mais

empregado em estudos de liberagdo e de permeagdo in vitro. Possui um pequeno

compartimento doador e uma camara receptora. Nos estudos de permeacdo emprega-se

membrana natural (pele humana, suina, de rato, com ou sem pelo). Para avaliacdo da

cedéncia/parti¢do utilizam-se membranas sintéticas (de celulose ou polimeros sintéticos)

(FREITAS et al, 2003).

A solugdo do compartimento receptor deve fornecer condigdes Sink. Para

substancias hidrofilicas, uma solucdo tampdo ¢ mais adequada, enquanto que para

substancias lipofilicas o uso de aditivos solubilizantes as vezes se faz necessario.

(MOSER, 2001)
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5.6.2. Solucéo Receptora

Antes de iniciarmos o estudo de cedéncia em células de difusdo do tipo
Franz foi preciso estabelecer qual a melhor solugdo receptora a ser utilizada.

O MCO ¢ um liquido oleoso, insoluvel em agua e muito solivel em etanol.
Para definir a solugdo receptora foi preciso fazer varios testes de solubilidade com o
MCO em solugdes de diferentes concentragdes de etanol. YENER et al, 2003 usou para
estudos de liberagdo in vitro do MCO incluso em microsferas uma solug¢do receptora
composta de tampao fosfato e etanol 25% com pH 7,4. Com base nesta informagado
foram comparadas trés diferentes solugdes receptoras. A primeira composta de salina
tamponada pH 7,4 com 2% de polissorbato 80, a segunda foi uma solucdo aquosa de
etanol a 30%, e a terceira uma mistura de 70% de salina tamponada pH 7,4 com 2% de
polissorbato 80 e 30% de etanol. Foram realizados testes de solubilidade onde as
concentragdes de MCO das solugdes saturadas foram analisadas por CLAE.

A salina tamponada foi preparada pesando-se os componentes da tabela 5 e
transferindo-os para um baldo volumétrico de 250 mL com a ajuda de agua destilada.
Adicionar aproximadamente mais 100 mL de dgua destilada. Agitar com o auxilio de
um sonicador para acelerar a solubilizagdo. Completar o volume e acertar o pH para 7,4
com solugdo de HC1 0,1 N ou NaOH 0,1 N se necessario

Tabela 5 - Composicao da solucao salina tamponada pH 7,4.

Componente Concentracéo (%)
Fofato e S6dio Dibasico 0,238
Fosfato de Potassio Monobasico 0,019
Cloreto de Sodio 0,8
Agua destilada gsp 250 mL
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5.6.3. Preenchimento da Célula de Franz

1. As células foram presas na placa agitadora. Os agitadores magnéticos € os
misturadores em hélice foram introduzidos nas células. As conexdes foram colocadas
nas aberturas de amostragem e reposicao de solucao receptora;

2. Utilizando um becher cada célula foi preenchida com a solugdo receptora
até a formacdo de um menisco convexo na abertura;

3. A membrana de acetato de celulose previamente hidratada (em 3 beckeres
com agua fervente, deixar as membranas por 5 minutos em cada um) foi entdo colocada,
com cuidado para ndo ficar bolha de ar entre a solucdo receptora e a membrana;

4. A extremidade da abertura de reposicao foi preenchida com a solugdo
receptora utilizando uma pipeta automatica de 200l para retirar o ar da extremidade;

5. Um pouco de solugdo receptora foi injetada com a seringa na célula
deixando extravasar para certificar que estd completamente preenchida;

6. Foi verificada a presenca de bolhas;

7. Apds 30 minutos de equilibrio coletou-se o tempo zero;

8. Imediatamente apds a coleta do tempo zero retirou-se o anel de metal e o
disco de vidro, para o preenchimento do orificio do anel de teflon com a formulagao,
espalhando uniformemente com a ajuda de uma espatula;

9. As células foram fechadas com o disco de vidro, o anel de metal e a
garra,

10. A intervalos de 30 minutos foram coletadas novas amostras até um total

de trés horas de ensaio.
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5.7. ANALISE DAS AMOSTRAS POR CLAE

Coluna= WATERS Ci5 3,9 x 150mm

Fase movel = Metanol : Agua (80 : 20)

Fluxo da Fase Movel = 1,3 mL/min

Comprimento de onda para detec¢do (A) =307 nm

Volume de Injecao = 20uL

Nessas condi¢des, o tempo de retengdo para o p-metoxicinamato de octila foi 7,8
minutos. A linearidade de resposta do método para avaliagdo de pequenas concentragdes
de MCO foi estabelecida através de uma curva padrdo nas concentragdes de 2,5ug/mL,

Sug/mL, 10pug/mL, 15ug/mL e 20ug/mL (VOLPATO et al, 1999).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. DETERMINACAO DO TEOR DO FILTRO SOLAR MCO

A curva padrao obtida e a equagdo da reta estdo apresentadas no grafico
1. O coeficiente de determinac¢do encontrado foi 0,9997 indicando a manutencao da
linearidade da resposta na CLAE. A amostra contendo cerca de 50 ug/mL de MCO foi
injetada no cromatdgrafo liquido. Com a area obtida de 8136178 e através da equagdo
da reta, foi calculado o teor real do MCO utilizado no preparo das formulagdes

empregadas neste trabalho. O teor encontrado foi 99,7%.

Curva Padrao

30000000 -
25000000 -
20000000 -
15000000 - y = 160893x
10000000 - R?=0,9997
5000000 -

O I I I 1
0 50 100 150 200
Concentragéo ug/mL

Area

Grafico 1 — Curva Padrao area x concentragdo de M em pg/mL obtida por CLAE
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6.2. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO B-CD/MCO
6.2.1. Por Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN

lH)

<
<
<
<« "

MCO

Metanol
50% L

p—

Etanol

LM

Metanol

70% LMJU\
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— =

1H RMN (400MHz)

Figura 6 — Espectros de RMN 'H do filtro solar MCO livre e dos inclusos em p-

ciclodextrina purificados com solventes diferentes.
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Tabela 6 - Alteragdes nos deslocamentos quimicos do MCO quando os complexos de
inclusao sao lavados com diferentes solugdes

Prétons Complexo B-CD/MCO (valores de Ad = & complexo - 8 MCO)
Metanol 70% Etanol 50% Metanol 50%
H3H5 0,037 0,032 0,040
H2H6 0,015 0,017 0,019
I - 0,004 - 0,007 0,003
2’ 0,027 0,022 0,034

Foram obtidos espectros de RMN 'H do MCO, da B-ciclodextrina e dos trés
complexos B-CD/MCO purificados com solucdes diferentes (Figura 6). Os efeitos nos
deslocamentos quimicos dos protons do MCO estao resumidos na Tabela 6.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da dupla ligacdo do sistema
trans e do anel aromatico foram comparados no MCO livre e nos complexos de
inclusdo purificados com diferentes solventes. Esses hidrogénios foram escolhidos, pois
esta ¢ a parte da molécula do MCO que entra na cavidade da B-CD durante o processo
de inclusao. Devido a inclusao, esses hidrogénios que estao dentro da cavidade da B-CD
ficam com menor liberdade de movimentos ocorrendo alteragdes nos seus
deslocamentos quimicos. Sendo assim, quanto maior o valor da diferenca entre os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios do MCO livre e incluso em B-CD, mais
eficiente a inclusao.

Todos os espectros mostraram diferengas nos deslocamentos quimicos (Ad)
dos hidrogénios do anel aromatico e¢ do sistema trans da dupla ligacdo entre os
complexos formados ¢ o MCO puro indicando que em todas elas ocorreu a inclusdo do
MCO em B-CD. Mas dentre eles o melhor complexo de inclusdo obtido foi aquele
purificado com a solu¢do de metanol a 50% pois foi a amostra que apresentou as

maiores diferengas de AJ.
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6.2.2. Por Espectrometria de Infravermelho (1V)

Foram comparados os espectros de IV do p-metoxicinamato de octila e da
B-ciclodextrina com os complexos de inclusdo. Como podemos ver ndo hd muita
diferenca entre os espectros do complexo. Podemos observar a supressdo de alguns
picos do filtro solar e a diminui¢do da intensidade de outros (como por exemplo, o da
carbonila). Através desse métodos podemos ver que ocorre a formag¢do do complexo

mas ndo podemos dizer qual o melhor método de purificagdo.
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Figura 7 - Espectros de Infravermelho (1- B-Ciclodextrina, 2 - p-Metoxicinamato de Octila, 3 - Complexo B-CD/MCO lavado com Metanol a
50%, 4 -Complexo -CD/MCO lavado com Etanol a 50%, 5- Complexo -CD/MCO lavado com Metanol a 70%)).
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6.3. RENDIMENTO DE INCLUSAO DO COMPLEXO B-CD/MCO

O rendimento de inclusdo dos complexos -CD/MCO purificados com diferentes solventes
foi determinado por CLAE utilizando a curva padrao demonstrada no grafico 1. Este resultado também
foi importante para selecionar o melhor complexo de inclusdo apds a purificagao.

Os resultados obtidos estdo contidos na Tabela 7. A concentracdo da amostra injetada no
cromatégrafo foi calculada utilizando-se a area e a equagdo da reta do grafico 1. O maior rendimento de
inclusao foi de 97,7% com a amostra purificada com metanol a 50%, o segundo maior rendimento foi
de 71,26% com a amostra purificada com etanol a 50% e o menor rendimento foi de 67,96% obtido
com a lavagem com etanol a 50%. Portanto, o complexo de inclusdo utilizado para preparar a
formulacgdo gel de carbopol com MCO incluso em B-ciclodextrina foi aquele purificado com metanol a
50%.

Tabela 7 — Rendimento de inclusdo dos complexos purificados com diferentes solventes

Solvente Utilizado Area Rendimento de Inclusdo
(%)
Etanol 50% 3957966 71,26
Metanol 50% 5297236 97,77
Metanol 70% 3723388 67,96

6.4. ANALISE DE FOSFORO DO PHOSPHOLIPON 90 ®, DO LIPOSSOMA E DO GEL

CONTENDO LIPOSSOMA.

A concentragio da amostra utilizada para a analise do Phospholipon 90° foi de 80pg/mL
deste fosfolipidio. A absorbancia média em espectrofotometria de UV-visivel foi de 0,4755. Entdo, o
teor real de fosfatidilcolina encontrado no Phospholipon 90° foi de 98,65% e corresponde a 100,97%

do declarado que ¢ 97,7% de fosfatidilcolina.
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Grafico 2 - Curva Padriao de Fosforo

Para a analise de fosforo no lipossoma foram retirados 100uL de amostra e diluidos em
baldo volumétrico de 25 mL com etanol. Deste foi retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para
baldo volumétrico de 10 mL. Esta solug@o final com uma concentracao de 3,42 pg/mL de fosforo foi
submetida a analise de fosforo. Para o gel com lipossoma foi seguido o mesmo procedimento sendo
que foram pesados 100mg da amostra. A concentragdao da solugdo de analise do gel com lipossoma foi
de 1,84 ng/mL A absorbancia média encontrada para o lipossoma foi de 0,383 e para o lipossomagel
foi de 0,298. Os valores de rendimento encontrados foram de 75,90% para lipossoma e 79,48% para o

gel com lipossoma.
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6.5. CARACTERIZACAO DO LIPOSSOMA POR MICROSCOPIA OPTICA

Lipossomas

56pm

Figura 8 — Fotomicroscopia da Suspensao contendo Lipossomas com Aumento de Vezes
6.6. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DAS FORMULACOES POR CLAE

As concentragdes reais das formulagdes preparadas para este estudo foram obtidas por
CLAE através da curva padrao apresentada no grafico 1. Tendo o valor da area e a equagdo da reta foi
obtido o valor da concentra¢do da amostra injetada no cromatédgrafo. Todas as formulagdes

apresentaram concentragdes proximas a 4% segundo os dados da tabela 8.

Tabela 8 — Concentragdes das formulagdes obtidas por CLAE

Formulagao Area Concentracao Real
de MCO (%)
MCO livre 6875191 4,4
Lipossoma/MCO 6760688 4,7
B-CD/MCO 7647131 3,9
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6.7. FPS IN VITRO DAS FORMULACOES

Tabela 9 — FPS in vitro das Formulagdes

Formulagdes com FPS Desvio Padrao
MCO a 4%
Gel 7,31 0,13
Lipossoma/MCO 7,96 0,19
B-CD/MCO 6,81 0,33

O FPS determinado in vitro pelo método espectrofotométrico ndo diferencia os sistemas de
liberagdo ja que a formulacdo ¢ destruida durante a solubilizacdo com etanol P.A. Sendo assim, o valor
do FPS seguiu a concentragdo do filtro solar ( tabela 8)presente na solu¢do da amostra. Como podemos
observar na tabela 9 o FPS do lipossoma foi o mais alto de (7,96) pois a concentag¢do do filtro nesta
formulacdo foi maior (4,7%). O FPS da formulag¢do contendo ciclodextrina foi a menor (6,81) mas esta

também foi a formulacdo com menor concentragdo de filtro solar (3,9%).

6.8. ESTUDO DE CEDENCIA EM CELULA DE FRANZ
6.8.1. Escolha da Solugdo Receptora

Tabela 10 — Estudo de Solubilidade do MCO em Solugao Receptora

Solugéo Receptora Concentracéo
(ng/mL)
Salina tamponada com 2% de Polissorbato 80 189,8
(Salina com tamponada 2% de Polissorbato 80)/Etanol (70:30) 3822
Etanol a 30% 4,1

A solucdo receptora escolhida foi a salina (Salina com tamponada 2% de Polissorbato
80)/Etanol (70:30) devido a maior concentragdo de saturacdo encontrada 382,2 ug/mL obedecendo,

desta forma, a condigdo Sink.
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6.8.2. Curva Padréo Obtida Para os Estudos de Cedéncia das Formulagtes

A cada dia de analise, antes de injetar as amostras no cromatografo liquido era obtida uma
curva padrio de trés pontos nas concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 pg/ml de MCO. A partir destas curvas
padrdo foi obtida a curva padrio apresentada no grafico 3 a partir das médias dos pontos
(concentracdes e areas). O coeficiente de determinagdo encontrado foi 0,9993 indicando que o método
foi linear.

Tabela 11 — Médias das concentragdes e das areas de MCO obtidas por CLAE nos diversos dias de
trabalho.

Concentracdes de MCO Areas Médias
Médias (ug/ml)
2,5024 421856
5,0048 822328
10,0096 1611196

Curva Padrao
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0 5 10 15

Concentracédo de MCO (ung/mL)

Grafico 3 — Curva padrao geral obtida em CLAE nos diversos dias de trabalho para o estudo de
cedéncia das formulagoes.
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Figura 9 — Exemplos de Cromatogramas dos Pontos da Curva Padrao

6.8.3. Gel de Carbopol com MCO livre

Tabela 12 — Média das quantidades cedidas de MCO da formulagdo contendo o gel de carbopol com o
filtro solar livre (n = 6)

Tempo Quantidade Cedida | Desvio Padréo Erro Padréo da
(min.) (ug/lcm?®) (DP) Média (EPM)

30 1,01 1,24 0,51

60 1,38 1,54 0,63

90 0,94 1,23 0,50

120 1,45 2,02 0,82

150 1,86 1,86 0,76

180 2,08 1,67 0,68

O estudo de cedéncia desta formulagdo contendo MCO livre mostrou grande variabilidade

entre as células, como pode ser visto através dos altos valores de desvio padrido (DP') e erro padrio da
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média (EPM?) encontrados, como mostrado na tabela 12. Como a difusio do MCO da formulagdo para
a solu¢do receptora ¢ irregular e o sistema nao atinge o estado estacionario durante o tempo decorrente
do experimento ndo foi possivel calcular o fluxo de acordo com a primeira lei de Fick. Esta formulagao
foi a que cedeu a maior quantidade do filtro solar para a solugdo receptora: 2,08 + 1,67 pg/cm” em 180

minutos.

3.0
2.5 A
2.0

m?)

1.5+

(nglc

1.0 4
0.5

Quantidade Cedida/Area

0.0 T T T 1
0 50 100 150 200
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Gréfico 4 — Estudo de Cedéncia do MCO em Gel de Carbopol

N R DP
I_DP:M 2 -EPM =

n-1 2,5
Onde:
x = valor de uma amostra
x = média dos valores das amostras

n = numero de amostras
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6.8.4. Gel de Carbopol com MCO incluso em B-CD

A formulagao contendo MCO incluso em B-CD também apresentou grande variabilidade
entre as células como pode ser visto através dos altos valores de desvio padrao (DP) e erro padrdo da
média (EPM) encontrados. Podemos perceber que a ciclodextrina dificulta a difusdo do MCO para a
solugdo receptora quando comparamos esta formulagdo com a anterior contendo o MCO livre ja que
nos primeiros 150 minutos observamos pequena elevagdo na concentragdo de filtro cedido para o meio
receptor.

O sistema nao atingiu o estado estacionario durante o tempo do experimento por iSso nao
foi possivel calcular o fluxo. Ao final dos 180 minutos a quantidade cedida de MCO da formulagao
para a solugdo receptora foi 1,64 + 0,77 pg/cm?, menor do que a quantidade cedida pela formulagdo

com MCO livre.

Tabela 13 — Médias das quantidades cedidas de MCO da formulacao gel de carbopol com o filtro solar
incluso em B — ciclodextrina (n = 6).

Tempo Quant. Cedida Desvio Padréo Erro Padréo da
(min.) (ug/cm?) (DP) Média (EPM)

0 0 0 0

30 0,49 0,52 0,21

60 0,47 0,48 0,20

90 0,44 0,48 0,20

120 0,56 0,56 0,23

150 0,75 0,56 0,23

180 1,64 0,77 0,31




80

3,0 -
2,5
2,0 +
1,5 4
1,0 +

(ug/cm?)

0,5 -

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200

Quantidade Cedida/Area

Tempo (min)

Grafico 5 — Estudo de Cedéncia do MCO incluso em B-ciclodextrina

6.8.5. Gel de Natrosol com MCO incluso em lipossoma

A formula¢do com MCO incluso em lipossoma foi a que apresentou taxa de cedéncia mais
regular, j4 que a concentracdo de MCO na solugdo receptora ¢ sempre crescente; além de menor
variabilidade entre as células o que ¢ verificado através dos baixos valores de DP e EPM. Ap6s um
pequeno lag time inicial, o perfil de liberagao foi sempre linear com o tempo, permitindo o céalculo do
fluxo no estado estacionario. Os fluxos foram calculados para cada célula, por regressao linear, a partir
do tempo de 90 minutos, partindo da premissa que deste ponto em diante o equilibrio j& estaria
alcangado. O valor do fluxo encontrado foi 0,4344 pg/cm?/h, o que ndo ocorreu com as outras duas
formulacdes. A quantidade cedida por area aos 180 minutos foi a menor dentre as trés formulagdes

testadas com valor de 1,14 £ 0,07ug/cm’.



Tabela 14 — Médias das quantidades cedidas de MCO da formulagao contendo o gel de natrosol com o

filtro solar incluso em lipossoma (n=6).

Tempo Quant. Cedida Desvio Padréo Erro Padréo da
(min.) (Hg/cm?) (DP) Média (EPM)

0 0 0 0
30 0,19 0,07 0,03
60 0,32 0,07 0,03
90 0,48 0,08 0,03
120 0,70 0,10 0,04
150 0,89 0,08 0,03
180 1,14 0,07 0,03
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6.8.6. Comparacao entre as trés formulacdes

Grafico 6 — Estudo de Cedéncia do MCO incluso em lipossoma

Tabela 15 — Comparacao das quantidades cedidas de MCO entre as trés formulagdes

Tempo Quantidade de MCO Cedida por Area (pg/cm?)

(min.) Gel Ciclodextrina Lipossoma
30 1,01 £1,24 0,49 £ 0,52 0,19 £0,07
60 1,39+ 1,54 0,47 £0,48 0,32 +£0,07
90 0,94 + 1,23 0,44 + 0,48 0,48 + 0,08
120 1,45+ 2,02 0,56 £ 0,56 0,70 £ 0,10
150 1,86 + 1,86 0,75+ 0,56 0,89 + 0,08
180 2,08 £ 1,67 1,64 £ 0,77 1,14 £ 0,07
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Grafico 7 — Estudo de cedéncia de MCO das trés formulagdes
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Figura 10 - Cromatogramas da solucao receptora ao longo do tempo dos estudos de cedéncia da

Formulagdao Contendo Lipossomas (célula B).

Quando dispostas em um mesmo grafico, as curvas de quantidade cedida por area x tempo
das trés formulagdes, podemos verificar que os sistemas estudados, sdo capazes de diminuir a difusao
do MCO da formulagdo para o meio aceptor.

A inclusao do MCO nestes dois sistemas de liberagdo faz com que este filtro solar seja
cedido mais lentamente da formulacdo para o meio aceptor pois verificamos que em cada tempo de

coleta a quantidade cedida foi maior no gel contendo o filtro livre do que nas outras duas formulagdes.
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A quantidade total de MCO cedida em 180 minutos diminuiu quando usamos o filtro solar
MCO incluso em em sistemas de liberagao o que indica que a inclusdo deste filtro solar em sistemas de
liberagdo diminui a particdo do filtro solar da formulagdo para a solugdo receptora, permitindo que o
MCO fique mais tempo retido na formulagao.

O objetivo da inclusdo de filtros solares em ciclodextrinas e lipossomas foi diminuir a
capacidade de liberagdo da formulagdo para aumentar a sua concentragdo na epiderme, minimizando
assim, o risco de absor¢do cutanea com a finalidade de obter formulagdes com maior eficacia e
seguranga. A formulagdo que apresentou melhores resultados foi aquela capaz de reter a maior
quantidade de filtro solar impedindo a sua difusdo para a solugdo receptora.

Dentre os dois sistemas de liberacdo comparados, o lipossoma foi o que liberou menor
quantidade de filtro solar. A formulacdo contendo o lipossoma obteve um melhor perfil de liberagao
dentre as trés formulacdes comparadas apresentando boa linearidade e boa repetibilidade entre as seis

células estudadas.
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7. CONCLUSOES

O melhor complexo formado verificado por RMN 'H e o de maior rendimento de inclusio
determinado por CLAE foi obtido utilizando-se Metanol a 50% como solu¢ao purificadora.
Apobs a determinagdo da concentragdo de saturacdo por CLAE verificou-se que a melhor
solugdo receptora para o estudo de cedéncia, dentre as trés testadas, foi a (salina tamponada pH
7,4 com 2% de polissorbato 80) / etanol (70:30), visto que apresentou a maior concentragio de
satura¢cdo, obedecendo, assim a condigao Sink.

Dentre as formulagdes comparadas no estudo de cedéncia (com filtro livre, incluso em
ciclodextrina e incluso em lipossoma) o que cedeu maior quantidade de filtro foi o gel de
carbopol com MCO livre.

Como era esperado, as formulagdes contendo o filtro MCO incluso em sistemas de liberacao
conseguiram reter mais o filtro solar liberando-o mais lentamente e em menor quantidade para a
solucdo receptora.

Dentre os dois sistemas de liberacdo comparados, o lipossoma foi o que liberou menor
quantidade de filtro solar.

A formulagdo contendo o lipossoma obteve um melhor perfil de liberacdo dentre as trés
formulag¢des comparadas apresentando boa linearidade e boa repetibilidade entre as seis células
estudadas.

Formulagdes contendo filtros solares inclusos em sistemas de liberacdo sdo inovagdes
promissoras podendo proporcionar mais seguranga e eficicia as formulagdes oferecendo menor

risco de absorcao percutanea e maior protecdo contra os efeitos nocivos da radiacao.
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8. PERSPECTIVAS

e Estudar a permeacdo em pele suina

e Realizar teste de tape stripping para verificar a permanéncia do filtro solar na pele o que podera
indicar maior resisténcia a 4gua ou menor metabolizacao na pele.

e Determinar o FPS in vivo para avaliar se o uso de sistemas de liberagdo altera a eficacia da
formulagao

e Comparar outros tipos de sistemas de liberagao
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