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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar a liberacio do
p-metoxicinamato de octila (MCO) a partir de trés
formulacdes em gel. A primeira contendo o MCO livre,
a segunda contendo o0 MCO incluso em B-ciclodextrina
(B-CD/MCO) e a terceira contendo o MCO incluso em
lipossoma (lipossoma/MCQO). O estudo de liberagido
foi realizado em células de difusio do tipo Franz
usando membrana artificial de acetato de celulose. A
concentracio de MCO liberada foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os
perfis de liberacio in vitro mostraram que a inclusio do
MCO nesses sistemas de liberacao reduziu a liberacao
do MCO para a solucdo receptora comparando com
a formulacdao de MCO livre. Entre as formulacdes de
B-CD/MCO e lipossoma/MCO, a que liberou menor
concentracio de MCO para a solucio receptora foi a
formulacio de lipossoma/MCO, mostrando os melhores
resultados.

Palavras-chave: p-metoxicinamato de octila; lipossoma;
ciclodextrina; célula de Franz; liberagdo in vitro.

INTRODUCAO

Os efeitos danosos da radiagdo ultravioleta
(UV) proveniente da luz solar, incluindo eritema, foto
envelhecimento cutaneo, imunossupressdo e cancer de
pele sdo bem conhecidos (NIH, 1989; Urback, 2001). As
preparacdes anti-solares sdo amplamente recomendadas
para evitar os perigos da exposicdo a luz solar (NIH,
1989; Sarveiya et al., 2004). Os filtros solares organicos
sdo as principais substincias ativas responsaveis pela
absorc¢ao da luz solar nas formulagdes anti-solares (Jiang
et al., 1996; Sarveiya et al., 2004). Além de absorver a
radiacdo ultravioleta, uma caracteristica essencial de um
filtro solar ¢ a fotoestabilidade durante a exposicao a luz
solar. Adicionalmente, os filtros solares nao devem ser
irritantes, sensibilizantes, fototoxicos e ndo devem penetrar
na pele (Petrazzuolli, 2000; Nohynek & Schaefer, 2001;
Kulavanijaya & Lim, 2005).
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Varios filtros solares e seus metabdlitos foram
encontrados em camadas mais profundas da pele, urina e
leite materno apds uma unica aplicacdo (Gonzalez et al.,
2002; Sarveiya et al., 2004). Muito pouco se sabe sobre
a toxicidade cronica dos filtros solares e a sensibilizagdo
por fotocontato é muito comum (Gonzalez et al., 2002;
Kulavanijaya & Lim, 2005).

O objetivo da inclusdo de filtros solares em sistemas
de liberagdo (lipossomas, ciclodextrinas, nanoparticulas,
nanocapsulas, microsferas) ¢ diminuir a absor¢ao cutanea,
aumentar o fator de protecdo solar (FPS) e a fotoestabilidade.
Responsaveis por aumentarem o tempo de permanéncia dos
filtros solares no estrato coérneo tornando as preparacdes
solares mais seguras ¢ eficazes (Perugine et al., 2002; Scalia
et al., 2002; Yener et al., 2003; Jimenez et al., 2004).

A finalidade do presente estudo foi caracterizar a
liberacdo in vitro de trés formulag¢des contendo o filtro anti
UVB p-metoxicinamato de octila (MCO). A primeira com o
MCO incluso em lipossomas (lipossoma/MCO), a segunda
com o MCO incluso em B-ciclodextrinas (f-CD/MCO), e a
terceira formulagao com MCO livre, isto €, ndo incluso em
sistemas de liberagao.

As formulagdes com B-CD (Coelho et al., 2008)
e lipossoma (Garcia, 1998) foram desenvolvidas em
outros estudos e o objetivo atual foi comparar estas duas
formulagdes entre si e com a formula¢do com MCO livre.

Experimentos de difusdo foram realizados em
células de difusdo do tipo Franz usando acetato de celulose
como barreira ndo interferente ¢ um fluido receptor.
A concentracdo de MCO liberada foi determinada por
CLAE.

MATERIAL E METODOS
Materiais

O filtro anti UVB p-metoxicinamato de octila
(MCO), grau farmacéutico foi adquirido da Spectrum,

a P-ciclodextrina da Wacker, o colesterol da Sigma, a
fosfatidilcolina (Phospholipon 90 NG®) da Phospholipid, o
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tris[hidroximetilJaminometano da Merk, o Carbomer 940®
¢ o hidroxietilcelulose foram da Galena ¢ o metanol para
CLAE foi da Tedia Brazil.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O equipamento para CLAE consistiu de um sistema
cromatografico com bomba Waters 510 e detector UV-
Visivel Waters 486 conectado a uma valvula de injecdo
com loop de 20 ul. O detector foi ajustado para 308 nm. A
aquisi¢do ¢ o processamento dos dados foram executados
por um Integrador Waters Data modelo 7466, Hamilton
80665. As separagdes foram realizadas por uma coluna
Bondapack C18 (3,9 mmx 150 mm) da Waters Corporation,
em temperatura ambiente, com a fase movel metanol:
agua (80:20 v/v) ¢ a um fluxo de 1,3 ml/min. A identidade
do filtro solar foi assegurada por uma co-cromatografia
utilizando como padrao secundario o p-metoxicinamato de
octila da Spectrum. A quantificacdo foi realizada através
da integragdo das areas dos picos utilizando o método da
padronizagdo interna (Volpato et al., 1999).

Estudo de liberagdo in vitro do filtro solar a partir das
formulacdes — Células de difusio do tipo Franz

As células verticais de difusdo da Hanson Research
sdo compostas de um compartimento receptor ¢ um
compartimento doador. O meio receptor foi agitado a 900
rpm. Uma membrana de acetato de celulose com didmetro
médio de poro de 0,2 um foi previamente hidratada
e adaptada a cada uma das seis células verticais. Um
volume de 7,0 ml de fluido receptor foi adicionado ao
compartimento receptor ¢ 600 pl das formulagdes com
MCO (dose infinita) foram aplicadas sobre a membrana
(1,77 cm? de area superficial) (Freitas et al.,, 2003). A
solug@o receptora foi composta de tampao fosfato (pH 7,4)
a 75% e etanol a 25% (Yener et al., 2003) para garantir
condigdes “sink”. Amostras de solugdo receptora de 0,6 ml
foram coletadas com reposi¢ao a cada 30 minutos durante
trés horas e a quantidade de MCO liberada para a solucdo
receptora foi determinada por CLAE. As trés formulagdes
testadas continham MCO com concentra¢do em torno de
4% (FDA, 1997, Volpato et al., 1999).

Preparacio da formulacio contendo MCO livre (em gel
de carbopol 4% m/m de MCO)

Foi preparado um gel de carbopol a 0,8% (m/m)
contendo 4% (m/m) de MCO livre com o objetivo
de comparar a liberacdo in vitro do MCO com outras
formulagdes contendo este filtro incluso em lipossoma e
B-ciclodextrina.

Os componentes da formulagdo e suas respectivas
concentragdes estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Formulagdo em gel contendo MCO livre

Componentes Concentragdo (% m/m)

carbopol 940® 0,8
acido borico 0,2
glicerina 2,5
etanol 96° 25
aminometilpropanol 0,5
MCO 4,0
polissorbato 80 1,17

agua destilada gsp 100g

Preparacio da formulacio contendo B-CD/MCO (em
gel de carbopol com 4% m/m de MCO).

O método utilizado para incluir MCO na cavidade da
B-CD foi o método “kneading” (Duchéne & Wouessidjewe,
1993; Marques, 1994), método utilizado quando a substancia
a ser incluida ¢ insolivel em agua. Apds a pesagem, o
MCO e a B-CD foram misturados manualmente em gral e
pistilo durante cinco minutos adicionando-se 1 ml de etanol
a 70° GL. Posteriormente, a mistura foi transferida para um
moinho de bolas constituido de um cilindro de porcelana
(11 cm x 8 cm), carregado com 7 g de bolas de porcelana
(diametro médio de 1,0 cm). A mistura foi mantida no
moinho por uma hora (Coelho et al., 2008). O moinho foi
entdo descarregado, o complexo formado foi purificado
pela solugdo metanol/agua 50% e entdo, seco em estufa a
55°C durante 30 minutos.

O complexo de inclusdo f-CD/MCO foi incorporado
em um gel de carbopol atingindo uma concentracdo final
de 4% m/m de MCO. Os componentes dessa preparagao
estdo listados na Tabela 2, juntamente com as respectivas
concentragdes. O complexo de inclusdo foi incorporado ao
gel com auxilio de gral e pistilo.

Tabela 2 - Formulagao contendo 3-CD/MCO

Componentes Concentragdo (% m/m)
carbopol 940® 0,8
acido borico 0,2
glicerina 2,5
etanol 96° 25
aminometilpropanol 0,5
MCO (incluso em B-CD) 4,0

dgua destilada qsp 100g

Preparacio da formulacio contendo lipossoma/MCO
(em gel de hidroxietilcelulose com 4% m/m de MCO)

Os lipossomas foram obtidos pelo método de
hidratag@o do filme lipidico (Schieren et al., 1978; Rieger,
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1981; Talsma & Crommelin, 1992). Os componentes dessa
formulag@o e suas respectivas concentragdes estdo listados
na Tabela 3 e dividem-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
cloroformio em baldo de fundo redondo. A mistura foi
evaporada em rotaevaporador por duas horas com banho-
maria a 60°C. Deixou-se a fase oleosa descansar por 24
horas sob refrigeracdo. Apos este tempo o baldo retornou
ao rotaevaporador para garantir a eliminacdo completa
de residuos de cloroformio da formulagdo. Adicionou-se
a seguir o tampao TRIS (tris[hidroximetil]aminometano)
sob agitagdo em vortex por 15 minutos até completa
suspensdo da camada lipidica. Apés a agitacdo a preparagao
lipossomal foi filtrada em filtro Millipore com membrana de
policarbonato de 0,4 pm sob pressdo de N, para pressionar
a passagem do material uniformizando, assim, o tamanho
dos lipossomas. Apds a preparagdo dos lipossomas estes
foram incorporados em gel cujos componentes estdo
apresentados na Tabela 4. Esta formulagdo foi preparada
misturando-se os componentes da fase A sob agitacdo e
aquecimento até a formagao do gel. As duas fases, foram a
seguir misturadas em gral e pistilo. Adicionou-se 3,2 g de
MCO livre para completar a concentragdo final de 4% m/m
do filtro solar, pois, segundo Garcia (1998), o rendimento
de inclusdo do MCO no lipossoma ¢ baixo, portanto, uma
parte do MCO esta inclusa no lipossoma e outra parte estd
livre na formulagao.

Tabela 3 - Componentes do lipossoma/MCO

Componentes Concentracdo (% m/m)

Fase Oleosa

Phospholipon90® 16,44
colesterol 2,34
MCO 4,0
Fase Aquosa
tampao TRIS 77,22 mL

Tabela 4 - Formulagdo contendo lipossoma/MCO

Componentes Concentragdo (% m/m)

Fase A
hidroxietilcelulose 1,0

metilparabeno 0,2

agua destilada 20,6 mL
Fase B
MCO 32

lipossoma/MCO 75,0g

RESULTADOS
Formulacio com MCO livre em gel de carbopol

Os estudos de liberagdo in vitro da formulacao
contendo MCO livre mostraram grande variabilidade entre
as seis células comparadas, como pode-se observar pelos
valores obtidos de desvio padrdo (Tabela 5). A difusdo
do MCO para a solugdo receptora, mostrada na Figura 1,
foi irregular e ndo atingiu o estado estacionario durante o
tempo decorrente do experimento, portanto, nao foi possivel
calcular o fluxo de acordo com a primeira lei de Fick. Esta
formulagao foi a que cedeu a maior concentracio de filtro
solar para a solugdo receptora com um valor de 2,08 + 0,68
pg/cm? de MCO em 180 minutos.

Tabela 5 - Comparacdo entre as concentragdes de MCO
liberadas por unidade de area entre as trés formulagdes
testadas: MCO livre, f-CD/MCO e Lipossoma/MCO.

Concentracdo de MCO liberada por unidade de

Tempo area (ug/cm?)
(min) . lipossoma/
MCO livre B-CD/MCO MCO

30 1,01 £0,51 0,49 £0,21 0,19 £ 0,03
60 1,39+ 0,63 0,47 £0,20 0,32 +0,03
90 0,94 £ 0,50 0,44 +0,20 0,48 £ 0,03
120 1,45+0,82 0,56 £ 0,23 0,70 + 0,04
150 1,86 +0,76 0,75+0,23 0,89 +0,03
180 2,08 + 0,68 1,64+0,31 1,14 +£0,03

Formulacio com -CD/MCO em gel de carbopol.

A formulagdo contendo o complexo de inclusdo
B-CD/MCO também apresentou grande variabilidade
entre as seis células como pode ser visto devido aos
altos valores obtidos de desvio padrdo (Tabela 5). Pode-
se perceber que a ciclodextrina dificulta a difusdo do
MCO para a solucdo receptora quando compara-se esta
formulag@o com aquela contendo o MCO livre, visto que
nos primeiros 150 minutos percebe-se que a elevagdo na
concentragdo de MCO na solugdo receptora ¢ pequena.
A difus@o do MCO, mostrada na Figura 1, foi irregular
e ndo atingiu o estado estacionario durante o tempo do
experimento, portanto, ndo foi possivel calcular o fluxo de
acordo com a primeira lei de Fick. Apds os 180 minutos,
a concentragdo de MCO liberada da formulagdo B-CD/
MCO foide 1,64 + 0,31 ug/cm?, menor que a concentragao
cedida pela formulagdo contendo MCO livre.

Formulacio com lipossoma/MCO em gel de hidroxie-
tilcelulose.

Esta formulagdo foi a que apresentou taxa de
liberacdo mais regular, j4& que a concentragdo de MCO
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na solucdo receptora é sempre crescente; além de menor
variabilidade entre as células o que é observado através
dos baixos valores de desvio padrdo (Tabela 5). Apoés um
pequeno “lag time” inicial, foi observado um perfil de
liberacdo linear com o tempo permitindo o calculo do fluxo
no estado estacionario. Os fluxos foram calculados para
cada célula por regressdo linear a partir do tempo de 90
minutos, partindo da premissa que deste ponto em diante o
equilibrio ja estaria alcancado. O valor do fluxo encontrado
foi de 0,43 pg/cm?/h e a quantidade de MCO liberada nos
180 minutos foi de 1,14 + 0,03 pg/cm?. Portanto, de acordo
com a Figura 1, esta formulagdo foi a que cedeu a menor
concentragdo de MCO e mais lentamente durante todo o
tempo do experimento.

Concentragao Liberada
(uglcm?)

0 50 100 150 200
Tempo (min)

Figura 1. Perfis de liberagdo comparados () MCO livre,
(O0) B-CD/MCO e (@) lipossoma/MCO

DISCUSSAO

De acordo com os resultados pode-se verificar que
a formulagdo que liberou maior concentragdo de filtro solar
MCO foi aquela com o MCO livre. A formulagdo com
B-CD/MCO e a com lipossoma/MCO liberaram menor
concentragdo de MCO pois este filtro estava retido dentro
da B-CD e do lipossoma o que dificultou a liberagdo do
MCO retendo-o por mais tempo na formulagao.

Comparando as formulagdes p-CD/MCO e
lipossoma/MCO, pode-se verificar que a formulacdo
lipossoma/MCO foi a que liberou menor concentragio de
MCO sendo capaz de reter o filtro solar por mais tempo
no interior da formulagdo. Isto deve-se, provavelmente,
a grande afinidade entre a molécula lipofilica de MCO
e os componentes oleosos do lipossoma (colesterol e
fosfatidilcolina) o que ndo ocorre no incluso B-CD/MCO.
Além disso, a formulagdo com B-CD/MCO contém 25%
de etanol 96°GL o que pode favorecer o deslocamento do
MCO da cavidade da -CD para o seio do gel, pois 0o MCO
¢ soltivel em etanol.
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Também pode-se observar que a liberacdo do MCO
nas formula¢des com MCO livre e com B-CD/MCO foi
irregular ndo apresentando “lag time” impossibilitando,
desta forma, o calculo do fluxo diferentemente do que
ocorre na formulacdo lipossoma/MCO. Este fato ocorre,
possivelmente, devido as diferengas entre as bases
utilizadas, ja que, as formula¢gdes com MCO livre e com
B-CD/MCO foram preparadas em gel de carbopol e a
formulagdo com lipossoma/MCO foi preparada em gel de
hidroxietilcelulose.

E importante ainda salientar que ndo se pode
comparar isoladamente os dois inclusos (B-CD/MCO e
lipossoma/MCO), visto que a formulagao com -CD/MCO
¢ um gel de carbopol ¢ a formulagdo com lipossoma/MCO
¢ um gel de hidroxietilcelulose. Portando, as formulagdes
foram comparadas como um todo e ndo se comparou
somente os inclusos, pois para isso, eles deveriam ser
veiculados numa formulagdo idéntica, anulando assim, os
possiveis interferentes.

Portanto, pode-se concluir que formulacdes
contendo MCO incluso em sistemas de liberagdo como
ciclodextrinas e lipossomas sao capazes de reter o MCO,
quando comparadas com formulagdes contendo MCO
livre, liberando o filtro solar mais lentamente ¢ em menor
concentragdo. A formulagdo contendo lipossoma/MCO
mostrou os melhores resultados quando comparada com as
formulagdes contendo o filtro livre e contendo o complexo
B-CD/MCO, liberando para o compartimento doador a
menor concentracdo de MCO e apresentando o melhor
perfil e liberagdo com boa repetibilidade e boa linearidade.

Formulagdes contendo filtros solares inclusos em
sistemas de liberacdo sdo inovagdes promissoras podendo
proporcionar mais seguranca e eficacia as formulagdes anti-
solares possibilitando a diminui¢do da absor¢do percutanea
e maior prote¢do contra a radiagdo solar.
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ABSTRACT

In vitro release study of 2-ethylhexyl-p-methoxycinnamate
included in liposome and f-cyclodextrin.

The aim of this study was to compare the release of the
UV filter 2-ethylhexyl-p-methoxycinnamate (EHMC)
from three gel formulations. The first contained free
EHMC, the second an EHMC/B-cyclodextrin inclusion
complex (B-CD/EHMC) and in the last, EHMC was
included in liposomes (liposome/EHMC). The release
tests were carried out in Franz type diffusion cells
with an artificial membrane of cellulose acetate. The
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concentration of released EHMC was quantified by
high performance liquid chromatography (HPLC).
Release profiles showed that the inclusion of EHMC
in these delivery systems reduced the rate of EHMC
release into the receptor solution, relative to the free
EHMC formulation. Comparing liposome/EHMC and
B-CD/EHMC formulations, liposome/EHMC was found
to release a smaller sunscreen concentration during the
test, thus providing the best result.

Keywords: 2-ethylhexyl-p-methoxycinnamate; liposome;
cyclodextrin; Franz cell; in vitro release.
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