UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA
CAMPUS URUGUAIANA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

GAYA MENGUE FREITAS

“DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA, ESTUDO DA
LIBERACAO IN VITRO E AVALIACAO DA FOTOESTABILIDADE DE
NANOPARTICULAS CONTENDO DAPSONA E OLEO DE ARROZ BRUTO”

DISSERTACAO DE MESTRADO

Uruguaiana, RS, Brasil.

2015



GAYA MENGUE FREITAS

“DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA, ESTUDO DA
LIBERAGCAO IN VITRO E AVALIACAO DA FOTOESTABILIDADE DE
NANOPARTICULAS CONTENDO DAPSONA E OLEO DE ARROZ BRUTO”

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pos-graduacdo Stricto sensu em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do
Pampa, como requisito parcial para obtencao
do Titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Prof2. Dr2. Leticia Marques Colomé

Coorientador: Prof°. Dr. Eduardo André Bender

Uruguaiana

2015



GAYA MENGUE FREITAS

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZA(}AP FISICO-QUIMICA, ESTUDO DA
LIBERACAO IN VITRO E AVALIACAO DA FOTOESTABILIDADE DE
NANOPARTICULAS CONTENDO DAPSONA E OLEO DE ARROZ BRUTO

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pos-graduacdo Stricto sensu em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do
Pampa, como requisito parcial para obtencao
do Titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Prof2, Dr2 Leticia Marques
Colomé

Dissertacdo defendida e aprovada em 12 de agosto de 2015.

Banca examinadora

Profa. Dr2, Leticia Marques Colomé
(Orientadora)
(UNIPAMPA)

Prof. Dr. Marcelo Donadel Malesuik
(UNIPAMPA)

Prof. Dr. Rodrigo José Freddo
(UNIPAMPA)

Uruguaiana
2015



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, André e Vilma, pela formacdo que me propiciaram, por todas
as oportunidades que me concederam e pela constante preocupacao.

A minha irma Raiza pelo incentivo desde o inicio, sempre apoiando e dizendo
que tudo daria certo.

A Profa, Leticia Colomé, pela oportunidade concedida e pela orientagéo.

Ao Prof. Favero Reisdorfer e a Profd. Sandra Haas, pelo incentivo e auxilio,
principalmente quando ingressei na Unipampa como aluna especial.

Aos colegas de Mestrado, especialmente Fabio Barbosa e Willian Almeida;
Fabio, muito obrigada pelos ensinamentos no CLAE e por sempre me auxiliar em
todas as duvidas. Willian, obrigada por sempre estar disposto a me ajudar e pela
compreensao em escutar minhas reclamagoes.

Aos colegas do laboratorio 105, em especial a Thais Brussulo, que me ajudou
a ingressar de vez no “‘mundo da nano”, a Luana Michels pelas conversas e
desabafos, a Lisiane Bajerski pela super ajuda com a validacéo, e ao Gabriel Vigozzi
pela disposi¢gdo em ajudar nos trabalhos “mais pesados”.

A Janaina Bastiani, minha eterna I.C., pelos finais de semana, feriados e
madrugadas na Unipampa, sempre me ajudando e fazendo com que o trabalho
fosse mais leve e divertido.

A Jéssica Brandédo e a Graziela Scheuer, com certeza, a amizade de vocés é
um presente que o Mestrado me trouxe.

Gurias, obrigada pela cumplicidade, pelos conselhos, pelas alegrias e
tristezas compartilhadas e por me darem apoio todas as vezes que precisei (que nao
foram poucas). Vocés foram mais que importantes, foram essenciais ao longo dessa
trajetoria.

Enfim, agradeco a todos que de maneira direta ou indireta contribuiram para

gue eu conseguisse concluir essa etapa. Muito obrigada!



RESUMO

A dapsona é uma sulfona com atividade antibiotica utilizada para doencas cronicas
de pele como a psoriase, contudo seu uso pela via oral apresenta elevada incidéncia
de eventos adversos. Uma abordagem para reduzir os efeitos colaterais é a
aplicacdo da dapsona diretamente na area afetada, o que pode ser feito com a
utilizacéo de nanocapsulas (NC), visando aumentar a permeabilidade do farmaco na
pele. Dentre os componentes que podem ser utilizados como ndcleo oleoso de NC,
estd o Oleo de arroz (Oryza sativa), devido a suas propriedades hidratantes,
umectantes, antioxidantes e de protecdo a radiacdo UV. Desta maneira, este
trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar NC de dapsona com diferentes
polimeros - poli-e-caprolactona (NC-P) e Eudragit® RS100 (NC-E) - utilizando
diferentes quantidades de O6leo de arroz e farmaco. As NC apresentaram pH
levemente acido, diametro de particula inferior a 334 nm, distribuicdo granulométrica
estreita, potencial zeta negativo (-9,9 a -33,7 mV) e eficiéncia de encapsulacdo
superior a 83%. O estudo da liberacdo in vitro, realizado em sacos de dialise,
demonstrou que as NC foram eficientes em controlar a liberacdo da dapsona, sendo
o modelo monoexponencial o mais adequado para descrever os perfis de liberacao.
A nanoencapsulacdo diminuiu a degradacéo fotolitica da dapsona frente a luz UVA,
obtendo-se percentuais de farmaco residual de 80,6%; 91,9% e 1,4% para NC-P1,
NC-E e farmaco livre, respectivamente. Além disso, hidrogéis preparados com NC-
P1 (HG-NCP1) e NC-E (HG-NCE) apresentaram pH adequado para aplicacao
cutanea, teor préximos a 100% e comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico
(HG-NCE) e plastico (HG-NCP1). Na avaliacdo da ocluséo in vitro, observou-se que
0 HG-NCP1 aumentou consideravelmente a oclusdo quando comparado ao HG-
NCE e ao hidrogel contendo farmaco livre. Assim, estas formulacdes apresentam-se
como sistemas promissores para aplicagdo cutanea de dapsona, com potencial para

constituir-se em um tratamento tépico eficaz para a psoriase.

Palavras-chave: psoriase, dapsona, 0leo de arroz, nanocapsulas, liberacéo in vitro,

fotoestabilidade



ABSTRACT

Dapsone is a sulfone with antibiotic activity used for chronic skin diseases such as
psoriasis. The use of dapsone by oral route presents high incidence of adverse
events. An approach to reduce side effects is the application of dapsone directly into
the skin, which can be done by use of nanocapsules (NC), in order to increase the
skin permeability of the drug. The rice (Oryza sativa) oil is a component that can be
used as NC oil core due to its moisturizing, humectant, antioxidant and UV protection
properties. Thus, this study aimed to develop and characterize dapsone-loaded NC
using different polymers - poly-e-caprolactone (NC-P) and Eudragit® RS100 (NC-E) -
using different rice oil and drug concentration. The NC showed slightly acidic pH,
particle diameter less than 334 nm, narrow particle size distribution, negative zeta
potential (-9.9 to -33.7 mV) and encapsulation efficiency higher than 83%. The in
vitro release study, carried out in dialysis bags, showed that both NC were effective
in controlling the release of dapsone. The monoexponential equation was the most
appropriate  model to describe the release profiles. The nanoencapsulation
decreases photolytic degradation of dapsone in UVA light, yielding drug remaining
percentage of 80.6%, 91.9% and 1.4% for NC-P1, NC-E and free drug, respectively.
In addition, hydrogels prepared with NC-P1 (HG-NCP1) and NC-E (HG-NCE)
showed pH suitable for cutaneous application, content close to 100% and non-
Newtonian pseudoplastic (HG-NCE) or plastic (HG-NCP1) behavior. In vitro
occlusion evaluation showed that the HG-NCP1 significantly increased the occlusion
factor when compared to HG-NCE and the free drug hydrogel. Thus, these
formulations are promising systems for topical application of dapsone, with the

potential to constitute in an effective topical treatment for psoriasis.

Keywords: psoriasis, dapsone, rice oil, nanocapsules, in vitro release, photostability
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1 INTRODUCAO

Doencas de pele causam grande impacto na vida das pessoas e, a psoriase
esta entre estas doencas. Estima-se que cerca de 3% da populacdo mundial sofra
com esta dermatose, uma inflamacdo crénica que pode ter influencia genética,
ambiental e imunoldgica (DUARTE e CHEHIN, 2011).

A psoriase, do grego, erupcao sarnenta, € uma doenca hiperplasica devido a
seu ciclo celular epidérmico ser muito mais rapido e, haver duas vezes mais células
proliferativas do que na pele normal (MOREIRA e SOUZA, 2008).

A lesdo caracteristica da psoriase € uma mancha circular, com um bordo bem
delimitado com fundo avermelhado e escamas espessas e esbranquicadas
(BARSOTTI et al., 2006). Existem diferentes tipos de psoriase como, psoriase
crbnica em placas, gutata, invertida, eritrodérmica, pustular, ungueal e artrite
psoriasica, sendo que em alguns tipos o tratamento medicamentoso é estritamente
necessario. Esse tratamento visa diminuir as lesdes e o tempo das recidivas,
melhorando, consequentemente, a qualidade de vida dos pacientes (RODRIGUES e
TEIXIERA, 2009).

Dentre os possiveis tratamentos que podem ser utilizados nos diferentes tipos
de psoriase, encontra-se a dapsona, uma sulfona com atividade anti-inflamatéria e
antimicrobiana (SBD, 2012). Este farmaco apresenta eficacia no tratamento pela via
oral (FARHI et al., 2005), contudo, apresenta sérios efeitos adversos de magnitude e
gravidade variada, tais como metemoglobinemia e anemia hemolitica, podendo
também causar efeitos idiossincraticos, como agranulocitose, leucopenia, neuropatia
periférica, erupcdes cutaneas, entre outros (SBD, 2012; FARHI et al., 2005).

Sabe-se que a utilizacao da dapsona pela via topica pode minimizar ou evitar a
ocorréncia de efeitos adversos, uma vez que a aplicacdo cutéanea reduz a exposicao
sistémica ao farmaco. No entanto, a eficacia clinica de um farmaco administrado por
via tépica é limitada, visto que a maioria dos farmacos apresenta caracteristicas
fisico-quimicas inadequadas para ultrapassar as barreiras da pele, especialmente o
estrato corneo (KORTING et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011).

Na atualidade, o interesse pela pesquisa com o objetivo de desenvolver e
explorar as potencialidades terapéuticas de sistemas carreadores para
administracdo de farmacos é crescente. Estes sistemas, chamados nanoparticulas,

englobam as nanocapsulas e as nanoesferas. Estas, quando formuladas para
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aplicacéo topica, ttm o objetivo de aumentar a permeacgdo cutanea de substancias
ativas e diminuir os efeitos colaterais (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanocapsulas sdo compostas por um nucleo oleoso circundado por uma
matriz polimérica, enquanto as nanoesferas sdo constituidas somente por uma
matriz polimérica, sem a presenca de 6leo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Existem incontaveis matérias-primas que podem ser utilizadas na formulacdo
de nanocdpsulas, sendo o 6leo de arroz (Oryza sativa) uma delas. Este 6leo possui
fracOes insaponificaveis, como tocoferdis e gama-orizanol, o que pode ser Gtil para
formulagdes topicas (JULIANO et al., 2005). A indUstria tem utilizado o 6leo de arroz
em diferentes formulagcbes, tais como protetores solares, produtos
antienvelhecimento e para tratamento de algumas doencas da pele (BERNARDI et
al., 2011).

Tendo em vista 0 exposto, o presente trabalho objetiva a formulagdo de
nanocapsulas de 6leo de arroz bruto contendo dapsona para o tratamento da
psoriase. Com isso, busca-se obter uma formulacdo de caracteristicas adequadas

para o tratamento topico desta doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas de 6leo de arroz bruto,

utilizando como substancia ativa a dapsona visando a liberagcdo controlada da

substancia ativa na pele.

2.2 Objetivos Especificos

Preparar diferentes suspensdes de nanocapsulas poliméricas,
contendo dapsona, utilizando 6leo de arroz bruto como nucleo oleoso

das nanoparticulas;

Caracterizar as formulagdes em termos de parametros fisico-quimicos
como tamanho de particula, distribuicdo de tamanho, potencial zeta,

pH, teor de farmaco, eficiéncia de encapsulacao e morfologia;

Realizar estudo de liberacdo in vitro da dapsona a partir das

nanocapsulas poliméricas e compara-lo a dissolucédo do farmaco livre;

Avaliar a fotoestabilidade das formulacdes de nanocapsulas visando
verificar a possivel protecdo conferida ao farmaco pelo 6leo de arroz e

pelos polimeros;

Preparar e caracterizar formulacdes de hidrogéis, contendo
nanocapsulas de dapsona a fim de obter uma forma adequada para

aplicacao cutanea,;

Avaliar as caracteristicas reoldgicas dos hidrogéis contendo

nanocapsulas, comparando-as as do hidrogel controle;
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e Investigar in vitro a capacidade dos hidrogéis em evitar a perda de
agua transepidérmica visando sua utilizacdo para aumentar a

hidratac&o cutanea.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e € considerada um dos 0rgaos
mais complexos do organismo. Desempenha diferentes fungbes, tais como
termorregulacgédo, resposta aos estimulos imunobiolégicos e protecdo frente a atritos
e a radiacdo ultravioleta. Representa uma via interessante para administracdo de
farmacos, pois apresenta diversas vantagens, como reducdo dos efeitos adversos
sistémicos causados pelos farmacos administrados via oral ou parenteral e, a
possibilidade de vetorizacdo do farmaco somente para areas afetadas pela doenca
(PAESE et al., 2009; OURIQUE et al., 2011).

A pele € composta de epiderme, derme e hipoderme. A epiderme € a camada
mais superficial, possuindo em torno de 100 — 150 pum de espessura, sendo formada
por varias camadas de células - o estrato germinativo (camada basal), estrato
espinhoso (camada espinhosa), estrato granuloso (camada granular) e estrato
corneo (NEMEN e LEMOS-SENNA, 2011).

Dentre as camadas celulares da epiderme, o estrato cérneo € a camada mais
externa, sendo considerada a principal barreira contra microrganismos patogénicos
e para a permeacdo de farmacos e componentes através da pele (SILVA et al.,
2010).

A camada coérnea é constituida por uma matriz lipidica e por queratinécitos
(cornedcitos), sendo estes Ultimos responsaveis por conferir elasticidade e
resisténcia fisica e quimica ao tecido, enquanto os lipidios funcionam como uma das
principais barreiras a perda de agua e entrada de substancias na camada cornea.
Devido a estes dois constituintes do estrato corneo, a permeabilidade na epiderme é
dificultada (AULTON, 2005; ZAMPIERI, 2009). Desta maneira, para que um farmaco
aplicado topicamente possa exercer um efeito terapéutico local ou sistémico, é
necessario que seja capaz de atravessar esta barreira (NEMEN e LEMOS-SENNA,
2011; KORTING et al., 2007).

A derme € a camada que se localiza entre a epiderme e o tecido subcutaneo,
no qual se encontram os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e sudoriparas
(AULTON, 2005; PAESE et al., 2009).

Em relacdo a hipoderme, esta € uma camada que une a derme aos 0rgaos

profundos, possuindo fungéo protetora e isolante (AULTON, 2005).
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3.2 Psoriase

A psoriase é uma doenca inflamatdria crénica que atinge cerca de 2 a 3% da
populacao, possuindo predilecdo para acometimento da pele e articulacdes. Nao é
contagiosa e atinge ambos os sexos e todas as idades, sendo mais frequente na
raca branca (ARRUDA et al., 2010; BARSOTTI et al., 2006).

Esta patologia caracteriza-se pela ocorréncia de lesfes rdseas ou
avermelhadas, bem demarcadas e com bordas nitidas, recobertas de escamas
secas e esbranquicadas (Figura 1), podendo localizar-se nos cotovelos, joelhos, pés,
maos e couro cabeludo. Contudo, em alguns casos, estas lesdes podem se espalhar
por todo o corpo e atingir a circulagao, ocasionando artrite psoridsica (BARSOTTI et
al., 2006; RODRIGUES e TEIXIERA, 2009).

Figura 1. Psoriase em placas. Placas vermelhas cobertas de escamas (FERRONY,
2012).

Além dos aspectos fisicos do portador, nesta doenca é importante verificar
também o0s aspectos psicossociais, pois doencas de pele podem ocasionar
restricbes aos pacientes, levando a quadros de ansiedade e depressédo, o que pode
influenciar e/ou dificultar a terapia medicamentosa da doenca (MOREIRA e SOUZA,
2008; SILVA e SILVA, 2007).

As causas da psoriase ainda nao estdo totalmente elucidadas. Uma das

possiveis causas para o inicio da atividade inflamatéria das placas de psoriase é a
producdo de citocinas induzida pela interacédo entre linfocitos T CD4*, T CDS§,

queratindcitos e células dendriticas. Isso ocorre quando linfocitos T CD4" interagem



18

com células apresentadoras de antigenos presentes na pele, havendo ativacao dos
linfécitos T CD8 na epiderme (DUARTE e CHEIHIN, 2011; MOREIRA e SOUZA,

2008).

Supbe-se ainda que diferentes fatores estejam relacionados ao aparecimento
da atividade inflamatéria que caracteriza a psoriase, tais como hereditariedade,
estresse e choque emocional (BARSOTTI et al., 2006). Especula-se também que a
doenca esteja associada ao alcoolismo, infec¢bes virais, diabetes, hipertensao,
obesidade e outros inumeros fatores (FERNANDES et al., 2000).

Conforme Rodrigues e Teixiera (2009), a psoriase € dividida em diferentes
formas clinicas de acordo com a caracteristica e o grau da lesdo apresentada, sendo
classificadas em: psoriase em placa ou vulgar; psoriase gutata; psoriase
palmoplantar; psoriase inversa; psoriase eritrodérmica; psoriase pustular; psoriase
ungueal e psoriase artropatica.

Até o0 momento nado existe cura definitiva para esta patologia, todavia existem
diversas alternativas de tratamento que objetivam o controle da doenca e diminui¢cao
das recidivas e do impacto que esta causa na vida do paciente. A escolha do
tratamento depende de inumeros fatores, tais como idade do paciente,
caracteristicas e grau das lesdes, duracdo da doenca, entre outros (KRUEGUER e
ELLIS, 2005).

Como tratamento inicial, deve ser priorizada a aplicacdo de agentes
terapéuticos topicos que afetam a multiplicacdo de mediadores inflamatérios
envolvidos na patogénese da inflamacdo na pele, podendo ser utilizados
corticosteréides, analogos da vitamina D e imunomoduladores, tais como tacrolimus
e pimecrolimus. Como adjuvantes, podem ser utilizados ceratoliticos e hidratantes,
ja que na psoriase ocorre ressecamento da pele (SBD, 2012).

Ainda que o tratamento tépico seja eficiente para muitos pacientes, em alguns
casos 0 tratamento sistémico € imprescindivel. Este consiste na utilizacdo de
farmacos como acitretina, ciclosporina, metotrexato, infliximabe, dapsona e alguns
imunobiolégicos (ARRUDA et al., 2004).
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3.3 Dapsona

A dapsona (4-4’ diaminofenilsulfona) foi descoberta em 1908 e pertence a
classe das sulfonas. E o farmaco de escolha no tratamento da hanseniase devido
sua atividade antibidtica, sendo também utilizado para outras doencas crbnicas de
pele, como a psoriase (FARHI et al., 2005). Atualmente, a dapsona € comercializada
sob a forma de comprimidos na dose de 50 e 100 mg (ARRAIS, 2012). Sua férmula

estrutural esta representada na Figura 2.

O
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Figura 2. Férmula estrutural da dapsona.

A dapsona apresenta-se como um pé branco, cristalino e inodoro,
fotossensivel, pouco soluvel em agua, facilmente sollvel em acetona e levemente
solivel em etanol e metanol (ARRAIS, 2012; WOZEL, 2010). A biodisponibilidade
deste farmaco fica em torno de 85% e sua meia-vida de absorcdo é de uma hora. A
molécula de dapsona € lipossoluvel e apresenta uma excelente distribuicao tecidual
e intracelular. Sua excrecao é predominantemente renal (90%) e, em 10% dos casos
é biliar (FARHI et al., 2005; BRAGHETTO, 2007).

A utilizacdo de dapsona pela via oral € limitada devido a sua elevada
incidéncia de efeitos adversos, pois quando metabolizada origina hidroxilamina,
responsavel por efeitos como metemoglobinemia e anemia hemolitica, podendo
também causar efeitos idiossincraticos, como agranulocitose, leucopenia, neuropatia
periférica, erupcdes cutaneas, entre outros (ARRAIS, 2012; SANTOS, et al. 2012).
Devido a elevada incidéncia de efeitos adversos, o desenvolvimento de uma
formulacéo tépica deste farmaco se torna interessante (WOZEL, 2010). Entretanto, a
maioria dos farmacos, incluindo a dapsona, apresenta caracteristicas fisico-quimicas
inadequadas para ultrapassar o estrato corneo. A despeito do avango nas pesquisas
com novas formulagbes farmacéuticas, apenas uma formulacdo topica em gel na

concentracdo de 5 % de dapsona esta atualmente disponivel no mercado, mas
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ainda ndo & comercializada no Brasil. E produzida pela empresa Allergan sob o
nome comercial de Aczone® e indicada para acne vulgar.

Dentro desse contexto, 0 crescente interesse pela pesquisa de sistemas
carreadores inovadores com o objetivo de melhorar o perfil terapéutico dos farmacos
administrados pela via topica €& evidente, sendo um destes sistemas as

nanoparticulas poliméricas.

3.4 Nanoparticulas

Nanoparticulas séo sistemas coloidais preparados a partir de polimeros que
podem ser biodegradaveis ou ndo. Estas estruturas possuem tamanho entre 10 e
1000 nm (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O termo nanoparticulas engloba as nanocépsulas e as nanoesferas (Figura 3)
(REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas

Parede

¥

/
/

O N

a)

Ve amn

Po. O

d)

_ Matriz

\

polimérica (@) ? 2 o SR polimérica
NUcleo__.{'? . - Y i 2 ~ O ory
oleoso (/YO h n "oy Q O \‘*
c)

\
Farmaco

1 -
Farmaco

Figura 3. Representacao de nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE): a) farmaco
dissolvido no nucleo oleoso das NC; b) farmaco adsorvido na parede polimérica das
NC; c) farmaco retido na matriz polimérica das NE; d) farmaco adsorvido ou disperso

molecularmente na matriz polimérica das NE (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Designam-se nanoesferas aqueles sistemas nos quais o farmaco se encontra
retido ou adsorvido em uma matriz polimérica, sem a presenca de nucleo. Por outro
lado, nas nanocapsulas € possivel identificar um nudcleo oleoso envolto por uma
matriz polimérica, podendo o farmaco estar dissolvido no ndcleo ou adsorvido a
parede da matriz (REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanocapsulas destacam-se em relacdo as nanoesferas devido ao fato de
possuirem elevado poder de encapsulamento de substancias e capacidade para

aumentar o indice terapéutico, consequentemente, reduzem a toxicidade do farmaco
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(BETONI, 2009; GUTERRES et al, 2007). Outra importante vantagem das
nanocapsulas é a protecdo que conferem a farmacos e moléculas fotossensiveis.
Esta protecdo é conferida pela parede polimérica, uma vez que a cristalinidade do
polimero reflete e espalha a luz UV e também devido a presenca do nucleo oleoso,
visto que muitos Oleos apresentam propriedades antioxidantes (OURIQUE et al.
2008; SANTOS et al., 2014).

Sistemas nanométricos apresentam resultados altamente satisfatorios para
aplicacdo homogénea de substancias tépicas, uma vez que possuem uma grande
area superficial. Estes sistemas facilitam a veiculacdo e permitem uma aplicacédo
adequada, devido seu pequeno tamanho de particula (GUTERRES et al., 2007).
Quando administrados pela via topica, as nanoparticulas formam um filme sobre a
epiderme e diminuem a perda de &gua transepidérmica, devido a propriedade
oclusiva que apresentam. Desta maneira, aumentam o grau de hidratagcdo e a
elasticidade da pele (FERRONY, 2012).

Considerando isto, a utilizacdo de sistemas nhanoestruturados de uso
dermatolégico tem sido o proposito de inUmeras pesquisas e estudos, que tem
contribuido para introducdo destes sistemas no mercado farmacéutico (ANGELI,
2007). O uso topico destes sistemas visa aumentar a permeabilidade do farmaco na
pele, contornar caracteristicas fisico-quimicas indesejadas de diversas substancias,
aumentar a fotoestabilidade de moléculas, entre outros propésitos (GUTERRES et
al.; 2007; SANTOS et al., 2014).

Com o intuito de avaliar a penetracdo cutanea de nanocépsulas contendo
benzofenona, Paese (2008), realizou um estudo utilizando a técnica de tape-
stripping em modelo de pele de porco para a retirada do estrato cérneo e
quantificacdo do farmaco nesta camada da pele. Os resultados demonstraram que o
ativo nanoencapsulado penetrou na camada cérnea e ficou retido superficialmente
em maior quantidade do que o ativo na forma livre, veiculado em gel. J&a no estudo
de Betoni (2009) demonstrou-se que a formulacdo de um hidrogel para uso tépico
contendo nanocépsulas de isotretinoina evitou a captacdo sistémica do farmaco,
impedindo, portanto, possiveis efeitos adversos. Além disso, a nanoencapsulacao
aumentou a penetracdo do farmaco no estrato corneo e prolongou a liberacdo de
isotretinoina nas camadas superficiais da pele.

Objetivando avaliar a fotoestabilidade do propionato de clobetasol, Fontana e

colaboradores (2009), submeteram formulacées contendo o farmaco encapsulado e
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livre a radiagcdo ultravioleta por 24 horas. Ao final do experimento os autores
concluiram que as nanoformulagfes foram capazes de aumentar a fotoestabilidade
do farmaco em quase duas vezes, em comparacao a sua forma livre.

Destaca-se ainda, diante do exposto, que nanocapsulas poliméricas contendo
dapsona podem constituir-se em uma alternativa farmacotécnica para administracao
cutdnea do farmaco, evitando a absorcdo sistémica e os efeitos adversos
comumente apresentados no uso oral. Além disso, nanocapsulas poliméricas podem
garantir melhora da estabilidade da dapsona, considerando a fotoinstabilidade
intrinseca da substancia.

Cabe ressaltar que na literatura ndo foram relatados, até o momento, estudos
a cerca do desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas incluindo a dapsona, com
vistas a empregar as caracteristicas vantajosas destes sistemas para contornar

possiveis desvantagens da utilizacdo deste farmaco.

3.5 Polimeros utilizados na formulacdo de nanoparticulas para aplicacéo
cutanea

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos sdo amplamente utilizados e
permitem uma liberagéo lenta e gradual do ingrediente ativo, fazendo com que as
concentracfes plasmaticas do farmaco sejam mantidas em niveis terapéuticos por
um periodo de tempo prolongado, ocasionando reducdo da frequéncia de
administracdo e, aumento da adesdo ao tratamento. Além disso, estes sistemas
possuem a funcdo de possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo
a ser tratado (ALMEIDA et al., 2010; ANTONOW, 2012; DE AZEVEDO, 2005).

Outra vantagem dos materiais poliméricos € a protecao conferida a farmacos
e substancias sensiveis a degradacdo quimica por luz UV, ja que sao semi-
cristalinos e aumentam a reflexdo da luz, com isso, evitam a incidéncia de radiacao
na particula, ocasionando aumento em sua estabilidade fotolitica (ALMEIDA et al.,
2010; JIMENEZ, et al., 2004; PERUGINI et al., 2002).

Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética e, em geral, os de
origem sintética oferecem maiores vantagens, pois podem ser adaptados através de
modificacdes de suas propriedades durante o processo de sintese. Assim como 0s
outros excipientes, os polimeros sdo selecionados de acordo com a formulacao,

mecanismo de liberacdo pretendido, modo de degradacdo do farmaco e
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propriedades fisicas, sendo a selecdo adequada deste material um passo importante
para se obter particulas apropriadas para a aplicacao pretendida (ANTONOW, 2012;
DE AZEVEDO, 2005; MILADI et al., 2014; OLIVEIRA e LIMA, 2006).

Os materiais poliméricos utilizados na preparacdo de sistemas carreadores
devem possuir cinética de degradacdo adequada - ndo se acumulando de forma
definitiva nos tecidos - biocompatibilidade, inocuidade, estabilidade e facilidade de
processamento (LARA, 2008).

No que diz respeito aos polimeros utilizados na formulacdo de nanoparticulas
para aplicagdo cutanea, poliésteres como o poli(e-caprolactona) (PCL), o poli(acido
latico) (PLA) e o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), tém sido utilizados no
preparo de nanocarreadores, pois sdo materiais bem definidos e com bom
desempenho para preparacdo de carreadores de farmacos (ANTONOW, 2012;
MEZZALIRA, 2005; MILADI et al., 2014).

O PCL que (Figura 4) possui peso molecular que pode variar de 10.000 a
80.000 g/mol, é um polimero bastante utilizado, ja que possui biocompatibilidade e é
biodegradavel. E um material adequado para a preparacédo de sistemas de entrega
de farmacos, pois apresenta elevada permeabilidade e ndo possui toxicidade
(DOMINGUES et al., 2008; MILADI et al., 2014). Devido a sua lenta degradacdao, é
utilizado para a distribuicdo de farmacos a longo prazo (SINHA et al., 2004).

T

Figura 4. Férmula estrutural do PCL.

n

Quando este material é utilizado como polimero formador de nanoparticulas,
farmacos lipofilicos geralmente ficam distribuidos uniformemente na matriz. J4 os
farmacos hidrofilicos tendem a mover-se no sentido da interface e permanecer na

superficie da formulagéo (MILADI et al., 2014).
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Entre outros polimeros disponiveis para a formulacdo de nanoparticulas,
estdo os metacrilatos, conhecidos pelo nome comercial Eudragit® (Figura 5). Este
polimero € um material de encapsulacdo comum, utilizado frequentemente pela
industria farmacéutica, com um perfil de seguranca estabelecido (PEREIRA et al.,
2010).

n

Figura 5. Formula estrutural do Eudragit®.

Os metracrilatos apresentam-se em diferentes tipos e caracteristicas de
solubilidade, sendo que dentre os principais destacam-se os Eudragit® dos tipos E,
L, S, RL e RS (KIBBE, 2000).

Os Eudragit® E, L e S possuem grupos acidicos ou alcalinos e apresentam
solubilidade dependente do pH do meio. O Eudragit® RL possui alta permeabilidade
em &agua, enquanto o tipo RS possui baixa permeabilidade, sendo insolluvel para
valores de pH fisiol6gico (DAS e SURESH, 2011; DOMINGUES et al., 2008), possui
carga positiva. Este polimero apresenta um baixo teor de grupos de amoénio
guaternario que conferem ao mesmo a capacidade de intumescer, o que pode
permitir um tempo mais longo de residéncia de nanoparticulas sobre a camada
cOrnea, sendo uma excelente vantagem quando as formula¢gbes sdo destinadas a
aplicacao topica (DAS e SURESH, 2011; OLIVEIRA e LIMA, 2006).

3.6 Oleo de arroz

O gréo de arroz € composto por casca, endosperma, farelo e germe, sendo o
farelo utilizado como racdo animal e para obtencdo do 6leo de arroz. No farelo de
arroz esta contida a maior parte de 6leo, variando entre 12 a 18% (CALHEIROS,
2007; PAUCAR-MENACHO et al., 2007).

O dleo do farelo bruto de arroz contém diversos sistemas enzimaticos, fracdes

saponificaveis e insaponificaveis. Dentre 0os componentes saponificaveis, 0s quais



25

correspondem a 90-96% do total, estdo os triacilgliceréis, diacilglicerdis,
monoacilglicerois, acidos graxos livres e ceras. Além destes, cerca de 3 a 5% dos
componentes correspondem a fracdo insaponificavel, que sdo o0s esterais,
tocoferais, tocotriendis e alcoois triterpénicos (PAUCAR-MENACHO et al., 2007).

Além dos compostos saponificaveis e insaponificaveis, um componente que
confere grande beneficio ao 6leo de arroz € o gama-orizanol, garantindo sua
estabilidade por ser um potente antioxidante. A quantidade de gama-orizanol
presente no Oleo de arroz bruto varia de 1,5 a 2,9%. Dentre outras atividades, o
gama-orizanol possui capacidade de conferir protecdo contra raios ultravioleta, o que
0 torna um componente multifuncional para formulagdo de produtos cosméticos e
dermatoldgicos topicos para o tratamento de doencas de pele (JULIANO et al., 2005;
PAUCAR-MENACHO et al, 2007).

O poder antioxidante e a capacidade de protecao solar do 6leo de arroz sédo
de extrema importancia do ponto de vista farmacotécnico, ja que muitas moléculas e
farmacos sao fotossensiveis, como é o caso da dapsona (ARRAIS, 2012). Assim,
espera-se que formulacdes farmacéuticas, incluindo as nanoparticuladas, contendo
um oOleo com elevado poder antioxidante, possam garantir aumento da
fotoestabilidade do farmaco veiculado.

Recentemente o Oleo de arroz refinado foi utilizado na preparacdo de
nanoemulsdes de uso topico devido as suas propriedades hidratantes e umectantes.
Bernardi e colaboradores (2011) avaliaram o grau de hidratacdo da pele em
individuos normais e portadores de psoriase e dermatite atépica apos a aplicacédo de
uma nanoemulsdo de 6leo de arroz. Os resultados deste estudo foram satisfatorios,
ja que a hidratacdo nos voluntarios com pele normal foi aumentada nos tempos 30 e
60 minutos, decrescendo com o decorrer do periodo de teste, enquanto 0s
individuos com psoriase ou dermatite atopica tiveram um aumento da hidratacédo
cutanea no tempo 30 minutos, o qual foi mantido até os 90 minutos, sendo que estes
nao apresentaram queda acentuada na hidratacéo no decorrer do estudo. Segundo
0s autores, as emulsdes formaram uma camada oleosa sobre pele, impedindo a
perda transepidérmica de agua, o que € desejavel em condi¢des de pele seca como
ocorre na psoriase. Embora os resultados promissores encontrados neste estudo,
sabe-se que durante o refino do 6leo de arroz perde-se aproximadamente 90% do
contetdo de gama-orizanol, diminuindo a acdo antioxidante conferida por este
composto (PAUCAR-MENACHO et al.,, 2007). Na literatura ndo ha relatos de
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trabalhos que utilizem o6leo de arroz bruto, o que torna o desenvolvimento de
formulagBes farmacéuticas inovadoras contendo o 6leo em seu estado bruto ainda
mais promissor.

Assim, o Oleo de arroz bruto caracteriza-se como um componente
multifuncional para a formulacdo de produtos cosméticos e dermatoldgicos topicos,
incluindo aqueles destinados ao tratamento da psoriase, uma vez que as
propriedades hidratantes, umectantes e antioxidantes deste 6leo podem atuar como

coadjuvantes do tratamento farmacolégico desta doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Dapsona (Pureza de 99,7%) — Fragon,;

Poli (e-caprolactona) Mw = 80.000 — Sigma;

Copolimero do &cido metacrilico (Eudragit® RS100) — Evonik Réhm;
Monoestearato de sorbitano (Span® 60) — Sigma;

Polissorbato 80 (Tween® 80) — Delaware;

Polissorbato 20 (Tween® 20) — Cromato Produtos;

Lecitina de soja (Lipoid® S45) — Lipoid;

Acetona P.A — Quimica Moderna,;

Acido acético glacial P.A — Vetec;

Oleo de arroz bruto — Camil Alimentos;

Hidroxietilcelulose (Natrosol®) — Pharma Nostra;

Agua ultrapura (MilliQ®) - Millipore®;

Acetonitrila grau cromatografico — Tedia Brasil;

Membrana de acetato de celulose (0,45 um) — Millipore®;
Membrana de acetato de celulose para tubos de dialise (12.000-14.000 Da) -
Sigma Aldrich®;

Papel filtro 14 um — J. Prolab.

4.2 Aparelhos e equipamentos

Balanca analitica - Shimadzu AY 220;

Banho termostatizado — Labsynth IKA® EH4;

Banho de ultrassom Unique USC - 1400 A;

Centrifuga — Eppendorf® 5415 R;

Evaporador rotatorio R-210/215 - Buchi;

Viscosimetro rotacional LVDV-II+Pro - Brookfield®;

Analisador de potencial Zeta - Zeta Plus® (Brookheaven Instruments);

Granulémetro laser Mastersizer® 2000 - Malvern Intruments;
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e Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) - Prominence
(Shimadzu®);
e Peagametro - Hanna®;

e Estufa — Nova Etica;

4.3 Métodos

4.3.1 Preparacdo das nanocapsulas contendo dapsona
As nanocapsulas foram preparadas conforme o método descrito por Fessi e
colaboradores (1988), denominado deposicéo interfacial do polimero pré-formado,

empregando-se a composicao geral descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das suspensdes de nanocpsulas contendo dapsona.

Composicéao NC-P1 NC-P2 NC-P3 NC-E
Span® 60 0,047g 0,047¢ 0,047¢ 0,047g
Lipoid® S45 0,03g 0,03g 0,03g 0,03g
Oleo de arroz 0,15g 0,20g 0,20g 0,15g
PCL 80.000g/mol 0,19 0,19 0,19 -
Eudragit® RS100 - - - 0,1g
Dapsona 0,01g 0,019 0,029 0,019
Acetona 32mL 32 mL 32 mL 32 mL
Tween® 80 0,077g 0,077g 0,077g 0,077g
Agua 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL
Volume Final 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL

Os componentes da fase organica foram mantidos sob agitacdo magnética
em banho-maria a temperatura de 40°C até completa dissolugdo de todos os
componentes. A fase organica homogénea foi injetada, com o auxilio de um funil, na
fase aquosa contendo o tensoativo de elevado EHL (polissorbato 80 — Tween® 80),
também mantida sob agitacdo magnética a mesma temperatura.

Apés, a suspensdo formada foi mantida sob agitacdo magnética e
aquecimento moderados durante 10 minutos e entdo concentrada a um volume final

de 10 mL em evaporador rotatério (R 210/215 — Buchi®) para eliminacao do solvente
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organico e ajuste da concentracdo final de dapsona. Foram preparadas, para fins
comparativos, suspensfes de nanocapsulas sem dapsona (hanocapsulas brancas).
Apoés o preparo, as formulacbes foram submetidas a caracterizacéo fisico-
quimica a fim de escolher as melhores nanoparticulas para dar sequéncia aos
estudos, os quais incluiram o estudo da dissolucdo in vitro, a avaliacdo da
fotoestabilidade e a incorporacdo em formulacdes semissolidas para investigacao da

perda de agua transepidérmica in vitro, entre outros ensaios.

4.3.2 Caracterizacdao fisico-quimica da suspensao de nanocapsulas poliméricas
contendo dapsona

As suspensdes de nanocépsulas foram caracterizadas quanto ao diametro de
particula, pH, potencial zeta, morfologia, teor de farmaco e eficiéncia de

encapsulacao.

4.3.2.1 Determinacao do diametro da particula e polidisperséao

O tamanho de particula foi avaliado pela técnica de difratometria de laser
utilizando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments). Os dados de
difracdo de laser obtidos foram avaliados utilizando o valor d4,3, que representa o
diametro médio baseado no volume da particula, e ainda os valores de 10% (d10%),
50% (d50%) e 90% (d90%) da distribuicao, que indicam a percentagem de particulas
possuindo diametro igual ou inferior ao valor determinado. O valor do Span
(Equacéo 1), que é um indicativo da polidispersédo do sistema, também foi utilizado

para a caracterizacdo das formulacdes.

SPAN _ (Do =Dy, (Equacéo 1)

0.5

4.3.2.2 Determinacéao de pH
A determinacao de pH foi realizada em potenciémetro (Hanna®) calibrado com
solugdo tampdo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensfes coloidais, apés

preparacao. Os resultados representaram a média de trés determinacdes.
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4.3.2.3 Potencial Zeta

O potencial zeta das suspensfes de nanocapsulas foi obtido através de
eletroforese em equipamento Zeta Plus® (Brookheaven Instruments). Essa
determinacao foi realizada apds diluicdo de 200 vezes (v/v) das suspensdes de
nanocapsulas em agua. Os resultados foram obtidos através da média de trés

determinacdes.

4.3.2.4 Microscopia de forga atdbmica

As caracteristicas morfoldégicas das nanocapsulas, como forma e superficie,
foram avaliadas por microscopia de forca atbmica (MFA) (Microscépio Agilent 5500
MFA) no Campus Bagé da Universidade Federal do Pampa, em parceria com 0
Grupo de Nanoestruturas, Magnetismo e Materiais Magnéticos. Imagens de MFA
foram obtidas a temperatura ambiente, no modo ndo contato utilizando alta
resolucao (constante de forca = 48 N/m; ressonancia = 154 kHz). As imagens foram
capturadas utilizando o software PicoView® 1.14.4 e analisadas utilizando o

software Picolmage® 5.1. Esta andlise foi realizada nas suspensdes NC-P1 e NC-E.

4.3.2.5 Doseamento da dapsona nas suspensdes coloidais

O contetdo de dapsona foi determinado em todas as formulacfes. Para isso,
as formulagbes coloidais foram tratadas com acetonitrila ocasionando a dissolugéo
parcial dos polimeros e a liberacdo e dissolucdo do ativo contido no interior das
nanoestruturas. O doseamento da dapsona foi realizado através de cromatografia a
liguido de alta eficiéncia (CLAE), utilizando técnica adaptada por Santos e
colaboradores (2012). As andlises foram realizadas utilizando as condi¢des
cromatograficas descritas no item 4.3.3.

4.3.2.6 Avaliacado da taxa de encapsulacédo de dapsona nas nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulacdo da dapsona nas nanocapsulas foi determinada
pelo método de ultrafiltracdo-centrifugacdo. A porcentagem de dapsona encapsulada
foi calculada pela diferenca entre a concentracao total na formulacdo (medida apos a

desestruturacdo das particulas em acetonitrila) e a concentracdo livre de dapsona
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presente na fase aquosa (determinada no ultrafiltrado da suspensédo de
nanocapsulas) dividida pela concentracéo total multiplicada por 100. A quantificacéo
da dapsona total e presente na fase aguosa externa foi realizada por metodologia
previamente validada por CLAE. Esta avaliacao foi realizada em todos os tipos de

suspensdes de nanocapsulas.

_ CT—CL
cT

x 10 (Equacéo 2)

Onde: CT é a concentracgdo total de farmaco na amostra e CL é a concentracao de

farmaco livre.

4.3.3 Validacdao de metodologia analitica por CLAE para a quantificacdo de
suspensdes de nanocapsulas contendo dapsona

De acordo com a Resolucdo — RE n°® 899 de 29 de maio de 2003, que
determina o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, o processo
de validacdo € essencial para definir se uma metodologia desenvolvida esta
completamente adequada aos objetivos a que se destina, a fim de se obter
resultados confidveis que possam ser satisfatoriamente interpretados.

A validacdo de metodologia analitica por CLAE para a quantificacdo de
dapsona nas suspensdes de nanocapsulas foi realizada de acordo a RE 899 de 29
de maio de 2003 (ANVISA, 2003) e por técnica adaptada por Santos e
colaboradores (2012). Os parametros avaliados no desenvolvimento deste trabalho
foram: especificidade, linearidade, precisdo intermediaria, repetibilidade, exatidao,
limite de deteccéo e limite de quantificacao.

As analises foram realizadas em cromatégrafo Prominence Shimadzu
utilizando detector ultravioleta em 253 nm, coluna RP-18 (250 x 4 mm, 5 um) e fase
movel acetonitrila:solucdo aquosa de acido acético glacial 1,5% (v/v) (75:25, viv) - a
um fluxo de 0,7 mL por minuto e volume de injecao de 20 pL.

Uma formulacdo de nanocapsulas contendo dapsona e outros componentes
foi preparada para o desenvolvimento e validagdo do método analitico. A referida

formulagéo esté descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Composicdo das nanocapsulas utilizadas para validagdo do método
analitico por CLAE

Composicao Quantidade
Span® 60 0,077 g
PCL 80.000 g/mol 0,19
Dapsona 0,019
Acetona 32 mL
Tween® 80 0,077 g
Agua 50 mL
Volume Final 10 mL

Além da formulacdo aqui descrita, todas as formulac6es nanoparticuladas
desenvolvidas no ambito deste trabalho foram avaliadas e validadas por CLAE

guanto ao quesito especificidade.

4.3.4 Estudo da liberacéao in vitro

4.3.4.1 Experimentos préevios ao estudo da liberagéo in vitro

Para que o processo difusivo seja garantido ao longo de todo o estudo de
liberacdo, este deve ser conduzido em condi¢do sink (ANTONOW, 2012). Sendo
assim, a solubilidade da dapsona no meio de dissolucédo, o qual € composto de
polissorbato 20 a 2%, foi previamente avaliada. Para tanto, uma amostra foi
preparada adicionando-se uma quantidade em excesso de dapsona a um volume
definido de liquido receptor (1,5 mL). Essa mistura foi submetida a vortex durante 1
minuto e mantida em repouso por 12 horas. ApdOs esse periodo, a suspenséao foi
centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos. Uma aliquota do sobrenadante foi retirada,
filtrada e a concentracdo de dapsona foi determinada por CLAE, representando a
concentracdo de saturacdo do farmaco no referido meio de dissolugcdo. Essa
informacédo permitiu a determinacdo da condicdo sink a ser utilizada, a qual foi
correspondente a 10% da concentragcdo de saturacdo experimentalmente
determinada.

Além disso, uma curva analitica foi construida para avaliar a concentracdo da

dapsona no meio durante o ensaio de liberacdo. Para isso, pesou-se o equivalente a
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25 mg de dapsona, em baldo volumétrico de 25 mL, tendo seu volume completado
com solucdo aquosa de propilenoglicol 50% (v/v). A partir da solucdo méae (1000
ug/mL), a curva analitica foi construida nas concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 25
ug/mL, utilizando-se polissorbato 20 a 2% (p/v) como solvente, sendo em seguida

analisadas por CLAE.

4.3.4.2 Avaliacao da dissolucéao/liberacéao in vitro

Para avaliagéo da dissolucao/liberagéo in vitro foram utilizadas membranas de
acetato de celulose (12.000-14.000 Da) (Sigma Aldrich®) como sacos de dialise. Os
sacos foram hidratados com agua por 12 horas antes do inicio da dialise. No
momento do experimento, os sacos foram preenchidos com 5 mL da suspensao de
nanocapsulas contendo dapsona e o mesmo volume da dapsona na forma livre
(solucdo aquosa de propilenoglicol 50% v/v). As membranas de dialise foram
incubadas em 150 mL de meio de liberacdo constituido de uma solucdo aquosa de
polissorbato 20 a 2% (p/v) a 32°C, com agitacdo continua.

Aliquotas de 1 mL do meio de liberagdo foram coletadas nos intervalos de
tempo de 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10 e 12 horas. O meio de liberacéo foi reposto a cada
coleta. As amostras foram filtradas em filtros com 0,45 pm de porosidade (Millipore®)
e a quantidade de dapsona liberada foi avaliada por metodologia previamente
validada por CLAE. O experimento foi realizado em triplicata para cada formulacao

avaliada e para o farmaco livre.

4.3.4.3 Avaliacéo estatistica e modelagem matematica dos perfis de liberacao
Os perfis de liberacdo foram construidos plotando-se a quantidade de
dapsona liberada (em % da quantidade total) em funcao do tempo. Posteriormente,
estes perfis foram avaliados pela metodologia de eficiéncia de dissolugédo (ED)
(Equacgéao 3), uma avaliagdo modelo independente definida pela area sob a curva de
dissolugéo expressa como percentagem da area do retangulo que descreve 100%

da dissolugdo em um determinado periodo (SAHOO et al., 2010).
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t
J. y.dt

ED=2 x100 (Equacéo 3)
Yiool

Onde: y € a percentagem de farmaco no tempo t.

Adicionalmente  foram  utilizados métodos modelo-dependentes —
monoexponencial (Equacédo 4), biexponencial (Equagdo 5) e Lei das Poténcias
(Equacéo 6) (SAHOO et al., 2010). Na aplicacdo de métodos modelo-dependentes,
a adequabilidade dos modelos aos dados experimentais foi avaliada com auxilio do
programa Micro Math Scientist®, comparando-se os modelos entre si com base em
parametros como o critério de selecdo de modelo (MSC), o coeficiente de
correlacdo, o ajuste grafico e a coeréncia dos valores encontrados para as

constantes de velocidade de cada modelo.

%D =100(1—-e™) (Equacéo 4)
%D =100[1— (Ae ™™ +Be™)] (Equacéo 5)
ft=at" (Equacéo 6)

Onde: %D é o percentual de farmaco dissolvido no tempo t; a, 8 e kK sdo constantes
cinéticas observadas; A e B sdo as concentracdes iniciais de farmaco; a é a
constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da forma
farmacéutica; n € o expoente de liberacdo; ft representa a liberacdo fracional do

farmaco.

Apos a determinacdo do modelo que melhor descreve os dados
experimentais de dissolucdo, a Equacéo 7 foi utilizada para o calculo de tempo de
meia-vida de liberac&o para cada formulagéo e o farmaco livre.

0,693

tlz = — (Equacéo 7)

Onde k € a constante cinética determinada na modelagem dos dados.
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4.3.5 Avaliacdo da fotoestabilidade de dapsona contida nas nanocapsulas

Devido a dapsona ser um farmaco fotossensivel (ARRAIS, 2012) e
considerando a protecdo que pode ser conferida aos farmacos através da
nanoencapsulacdo, este trabalho realizou a avaliacdo da fotoestabilidade de
dapsona contida em nanocpsulas. As nanocépsulas e o farmaco livre (em solucao
de acetonitrila) foram inseridos em cubetas de quartzo e irradiados em camara de
fotoestabilidade utilizando luz UVA (30 W) por 6 horas, em uma distancia fixa de 30
cm da fonte de luz. Transcorrido este tempo, foi retirada uma aliquota de 150 uL das
amostras (farmaco livre ou suspensdo de nanocdpsulas) a qual foi transferida para
um baldo volumétrico de 10 mL e dissolvida em acetonitrila para obter a
concentracao tedrica de 15 ug/mL. A fim de verificar a influencia da temperatura na
degradacdo, manteve-se um termbémetro dentro da camara. A concentracdo de
dapsona residual nas amostras ap0s o periodo de irradiacao foi quantificada por
CLAE. O experimento foi conduzido em duplicata.

4.3.6 Preparacdo da formulacdo semissélida contendo nanocapsulas de
dapsona

Com a finalidade de preparar uma forma semissélida adequada a aplicacédo
tépica, as suspensdes de nanocapsulas de dapsona foram incorporadas em um
hidrogel. Devido ao seu carater nao iénico (KIBE, 2000), a hidroxietilcelulose
(Natrosol®) foi escolhida para a preparacdo dos hidrogéis. Os hidrogéis foram
preparados pelo método convencional, substituindo-se a agua pelas suspensdes de
nanocapsulas contendo dapsona. Assim, o Natrosol® (2% p/v) foi disperso
lentamente em 10 mL das formulacdes de nanocapsulas NC-P1 e NC-E sob
agitacdo moderada, originando desse modo as formulagbes semissolidas
denominadas HG-NCP1 e HG-NCE. Foram preparados também hidrogéis sem

nanocapsulas (hidrogel controle) e contendo dapsona livre.

4.3.7 Caracterizacao fisico quimica dos hidrogéis contendo nanocapsulas de
dapsona
Os hidrogéis foram caracterizados quanto ao diametro de particula, pH,

microscopia de forca atbmica, teor de farmaco e reologia.
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4.3.7.1 Determinacdo da distribuicdo do tamanho das particulas ap6s a
incorporagado nas bases semissolidas

O diametro médio e a polidispersdo das nanocapsulas contidas nos veiculos
semissolidos foi realizada através de difratometria de laser como previamente
descrito para as suspensdes de nanocépsulas. Para isto, as amostras de gel
contendo as nanocapsulas de dapsona foram colocadas diretamente no

equipamento para verificacao de diametro de particula.

4.3.7.2 Determinacdo do pH das formulacdes, contendo dapsona na forma
nanoencapsulada

Para a determinacdo do pH das formulacdes semissoélidas, foi utilizado um
potenciometro calibrado com solugdo tampao pH 4,0 e 7,0. As leituras foram

realizadas em triplicata diretamente nas formulacdes semissélidas.

4.3.7.3 Microscopia de forca atbmica nos hidrogéis

As analises de MFA nos hidrogéis foram realizadas conforme descrito no item
4.3.2.4 e foram realizadas no hidrogel branco (sem dapsona livre ou
nanoencapsulada), hidrogel contendo NC-P1 (HG-NCP1) e hidrogel contendo NC-E
(HG-NCE).

4.3.7.4 Doseamento da dapsona nos hidrogéis

Previamente ao doseamento, a dapsona foi extraida do hidrogel. Para isto,
cerca de 2g de hidrogel foram colocadas em um béquer com 35 mL de &agua
ultrapura e mantido sob agitacdo magnética em banho maria a 37°C por 1 hora.
Transcorrido este tempo, transferiu-se esta mistura para baldo volumétrico de 50 mL,
tendo seu volume completado com acetonitrila, mantendo-se em agitacdo e
aguecimento por mais 1 hora e 30 minutos. Apds transcorrido o tempo de extracao,
a amostra foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada através de papel filtro.
Outra diluicao foi realizada, onde 5 mL da solugao extratora filtrada foi transferida

para baldo volumétrico de 10 mL, e o volume completado com acetonitrila. Em
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seguida, a amostra foi filtrada através de membrana (0,45 pm, Millipore®), e

analisada por metodologia validada por CLAE.

4.3.7.5 Avaliacao das caracteristicas reoldgicas das formula¢cdes semissolidas
contendo dapsona nanoencapsulada

As caracteristicas reologicas das formulaces semissoélidas — HG-NCP1, HG-
NCE e hidrogel controle (sem dapsona livre ou nanoencapsulada) — foram avaliadas
com auxilio de viscosimetro rotacional Brookifield®, modelo LVDV-II+ Pro provido de
spindle SC4-15. Para as determinacdes, as amostras foram acondicionadas em
dispositivo Brookfield® para avaliacdo de pequenas quantidades de amostras,
acoplado a banho termostatizado circulante a 25 +/- 1°C.

As velocidades de rotagao foram selecionadas respeitando-se os limites nos
valores de torque (superiores a 10% e inferiores a 100%). A leitura das viscosidades,
tensdes de cisalhamento e velocidade de cisalhamento foram efetuadas um minuto
apos o ajuste de cada velocidade de rotacdo do spindle. A partir desses valores,
obtidos no software do equipamento (Rheocalc®), construiram-se os reogramas.

Os comportamentos reolégicos foram determinados avaliando-se os quatro
modelos matematicos propostos para fluidos ndo-newtonianos: Binghan, Casson,
Herschel-Bulkley e Ostwald e o modelo com maior coeficiente de correlacdo foi
considerado o de escolha para descrever o comportamento das formulacdes

semissoélidas.

4.3.8 Teste de ocluséo in vitro

Para verificar a perda de agua transerpidérmica realizou-se o teste de oclusdo
in vitro (WISSING e MULLER, 2002, modificado), no qual frascos de 30 mL foram
preenchidos com 20 mL de agua e selados com papel filtro de acetato de celulose.
Formulagdes semissolidas contendo NC-P1, NC-E, farmaco livre e o hidrogel branco
- sem conter nanocapsulas ou o farmaco livre- foram espalhadas no filtro (40 mg) e
armazenadas a 32°C durante um periodo de até 48 horas. O fator de oclusdo F foi
calculado de acordo com a Equacéo 8, apos 3, 6, 24 e 48 horas de estocagem.

Cada experimento foi realizado em triplicata.



38

F :ﬂ*loo
A

(Equacéo 8)

Onde A é a perda de agua do hidrogel branco (referéncia) e B € a perda de agua

com o hidrogel contendo nanocapsulas ou o farmaco livre.

4.3.9 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos foram avaliados através do
Teste de Least Signifficant Difference (LSD), considerando-se um nivel de
significancia de 0,05. Os testes foram realizados utilizando o programa Statgraphics

Plus® (Statpoint Technologies®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo de metodologia analitica por CLAE para a quantificacdo de

suspensdes de nanocapsulas contendo dapsona

5.1.1 Especificidade

De acordo com a Resolugcédo 899 de 2003, especificidade é a capacidade do
método de medir exatamente um composto em presencga de outros componentes.

A especificidade do método foi avaliada através de andlises comparativas
entre as suspensdes de nanocapsulas brancas (sem dapsona) e as suspensdes
contendo o farmaco. Este parametro foi avaliado para todos os diferentes tipos de
formulagoes.

Os cromatogramas das formulacdes brancas e das suspensfes contendo

dapsona encontram-se na figura abaixo:
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Figura 6. Cromatograma representativo para as formula¢des contendo nanocapsulas
de dapsona na concentragédo de 15 uyg/mL (Amostra) e cromatograma das

suspensdes sem farmaco (Branco).

O cromatograma acima (Figura 6) refere-se a suspensdo de nanocépsulas
utilizada para a validagdo de método, conforme descrito na Tabela 2. As demais
formulacbes apresentadas na Tabela 1 foram analisadas em termos de
especificidade e apresentaram cromatogramas semelhantes ao da Figura 6, néo
sendo detectado pico cromatografico no mesmo tempo de retencdo caracteristico do

farmaco (4,3 minutos).
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Analisando os resultados obtidos, foi possivel verificar que ndo houve
interferentes para a avaliacdo do farmaco nas formulagées de nanocépsulas. O
meétodo analitico apresentou-se especifico para este tipo de analise, estando de

acordo com as especificacdes oficiais.

5.1.2 Linearidade

E a capacidade do método de demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
determinado intervalo (ANVISA, 2003).

Para o estudo da linearidade, curvas de concentracdo em funcdo da éarea
foram obtidas utilizando solu¢cdes padrdo de dapsona em acetonitrila nas
concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL. Para cada solucao, 3 replicatas foram
obtidas, construindo-se 3 curvas diferentes.

A equacdo da reta foi obtida através de regresséo linear utilizando a curva
média de concentracdo de dapsona e suas respectivas areas, obtendo-se um
coeficiente de correlacédo de 0,9999, mostrando desta forma a linearidade do método

conforme demonstrado na Figura 7.
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Figura 7. Representacgédo gréafica da curva padrdo da dapsona obtida por CLAE.

A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 3) demonstrou regressédo linear
significativa e desvio da linearidade n&o-significativo (p>0,05) como pode ser

constatado pelos valores obtidos para 0 Fcaculado €M cOmparagédo com os valores de

I:tabelado-
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Tabela 3. ANOVA das éareas absolutas determinadas para a obtencdo da curva
padrdo da dapsona através de CLAE.

Fontes de variagéo GL Somados quadrados Variancia F (calc.) F (tab.)
Entre 4 8442461087950,66 2110615271987,7  3511,9 3,5
Regresséo linear 1 8438767985513,33 8438767985513,3 14041,7 4,9
Desvio de linearidade 3 3693102437,33 1231034145,8 2,05 3,71
Dentro (residuo) 10 6009787716,67 600978771,7

Total 14 8448470875667,34 603462205404,8

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacao (LQ) foram calculados através
da divisdo do desvio padrdo dos coeficientes lineares das curvas de calibracdo do
ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares destas respectivas
curvas, multiplicados por 3,3 e 10, respectivamente.

Os valores obtidos para limite de deteccdo e de quantificacdo foram de 0,41
ug/mL e 1,24 pg/mL, respectivamente, o que indica a sensibilidade do método para

guantificacdo de dapsona em nanocapsulas.

5.1.3 Repetibilidade e precisado intermediéria

Este parametro foi avaliado através da andlise de 6 solucbes da amostra
(suspensao de nanocapsulas de 6leo de arroz contendo dapsona) na concentracao
de 15 pg/mL em um unico dia (repetibilidade) e por meio da analise das solugdes em
3 dias diferentes (precisédo intermediéria). Através do desvio padrdo relativo (DPR)
intradia, avaliou-se a repetibilidade ou precisdo intradia, enquanto a precisao
intermediaria ou interdias foi determinada a partir dos valores de DPR obtidos da
andlise nos diferentes dias.

Os valores de recuperacdo obtidos para os ensaios de repetibilidade e
precisdo intermediaria para a quantificacdo de dapsona por CLAE, bem como 0s

valores de DPR, estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de preciséo interdia e intradia para a quantificagdo de dapsona em
nanocapsulas poliméricas de 6leo de arroz por CLAE.

Concentracao Teor Média - DPR
(ng/mL) (%) Preciséo (%)
Intradia (%)

Dia 1 11,33 75,30 76,46 2,12
11,35 75,46
11,29 75,02
11,76 78,18
11,86 78,81
11,43 75,97

Dia 2 11,85 78,74 78,13 1,00
11,79 78,39
11,62 77,25

Dia 3 12,03 79,95 78,57 1,54
11,74 78,02
11,69 77,73

Preciséo DPR

Interdia (%) (%)

77,72 1,43

Conforme podemos observar na Tabela 4 na avaliacdo da repetibilidade os
valores obtidos para o teor de farmaco ficaram entre 75,02 e 78,81% e o DPR foi de
2,12.

Nos ensaios realizados intra-dia os valores ficaram entre 75,02 e 78,81% com
DPR de 2,12 no primeiro dia de analise. J& no 2° dia de realizacdo de ensaio, 0s
valores de recuperacao ficaram entre 77,25 e 78,74% com DPR de 1,00 e, no 3° dia
os valores ficaram entre 77,73 e 79,95% com DPR de 1,54. Deste modo, o
parametro precisdo foi confirmado pela aproximacdo dos diferentes resultados
obtidos para uma mesma amostra. O método mostrou-se preciso e com
repetibilidade adequada, ja que os valores de DPR determinados foram todos

menores que 5%, valor maximo aceitavel preconizado pela ANVISA (2003).
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5.1.4 Exatidao

A exatiddo caracteriza-se como a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). Para
determinacdo deste parametro foi preparada uma solucdo padrdo de dapsona em
trés diferentes concentracdes (baixa, intermediéria e alta). Aliquotas de 50 pL, 150
pL e 250 pL da solugdo padrédo (1000 pg/mL) foram transferidas para baldo
volumétrico de 10 mL contendo 100 uL de suspensao de nanocapsula branca (sem
conter farmaco), tendo seu volume completado com acetonitrila. As concentracdes
finais obtidas foram de 5 pg/mL, 15 pg/mL e 25 pg/mL, realizadas em triplicata.

Na Tabela 5 estdo descritos os valores das porcentagens de recuperacéo, 0s
quais foram satisfatorios, uma vez que se mantiveram entre 98,29 e 106,90%.
Sendo assim, o0 método pode ser considerado como exato para quantificacdo de

dapsona em nanocapsulas poliméricas de 6leo de arroz.

Tabela 5. Valores experimentais da exatiddo do método para nanocapsulas de

dapsona.
Concentracdao teorica Concentracao .
Recuperacéo (%)
(ng/mL) recuperada (ug/mL)
5 5,25 98,29+2,00
15 15,75 104,87+0,90
25 26,25 106,90+0,86

Por meio destes resultados, pode-se concluir que o método validado se
mostrou adequado para a quantificacdo de dapsona em suspensdes de

nanocapsulas.

5.2 Caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas contendo dapsona e 6leo
de arroz bruto apés a preparagao

Com o objetivo de desenvolver uma formulagdo de nanocapsulas adequada
para aplicacdo topica de dapsona, garantir uma liberacdo controlada do farmaco,
elucidar o seu mecanismo de liberacdo e avaliar a fotoestabilidade do farmaco
nanoencapsulado, formulacdes contendo diferentes polimeros e concentracdes

variadas de 6leo e farmaco foram desenvolvidas através do método de deposicao



44

interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1988), método que possui como
vantagem a formacdao instantanea, simples, eficiente e reprodutivel de nanocapsulas
(JIMENEZ, et al., 2004).

Apés a preparacdo, as formulagcdes contendo nanocapsulas de dapsona
apresentaram aspecto macroscopicamente homogéneo, com coloracdo branco
azulada e aspecto leitoso (Figura 8) caracteristico de sistemas coloidais obtidos por
nanoprecipitacdo (SANTOS et al., 2014).

Figura 8. Suspensao de NC-P1 (a), NC-P2 (b), NC-P3 (c) e NC-E (d)

5.2.1 Determinacdo do diametro de particula e polidisperséo

Alguns fatores sédo de extrema importancia na determinagédo do diametro da
particula e polidispersédo, tais como a natureza e a quantidade de 6leo empregado
na preparagdo, viscosidade, hidrofobicidade e tensao interfacial dos materiais
empregados (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Apés o0 preparo, as suspensdes denominadas NC-P1, NC-P2 e NC-E
apresentaram diametros médios nanomeétricos semelhantes (Tabela 6), (Figuras 9,
10 e 12). Estes resultados sédo condizentes com a literatura que relata que, de um
modo geral, as nanoparticulas apresentam tamanho entre 100 a 300 nm
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Entre as suspensdes de nanocapsulas de dapsona em

que o polimero utilizado foi o PCL, houve uma diferenca (p<0,05) em relacdo ao
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didmetro médio (d(4,3)) das nanocapsulas, ja que a NC-P3 (Figura 11), desenvolvida
com maior quantidade de 6leo (0,2 g) e farmaco (0,02 g), apresentou didmetro maior
em relacdo as demais, o que indica que o aumento da concentracdo de farmaco,
juntamente com um aumento na concentragcao de 0leo, altera este fator.

Quanto a homogeneidade do sistema, considera-se que valores de indicativos
de polidispersao (Span) menores que 2 sugerem que a distribuicdo de tamanho das
particulas encontra-se em uma faixa estreita de diametros, enquanto valores altos
indicam heterogeneidade no diametro das suspensdes (SCHAFFAZICK et al., 2003;
SOUZA et al., 2012). As nanoparticulas de dapsona preparadas utilizando menor de
farmaco (0,01 g) (NC-P1, NC-P2 e NC-E) apresentaram valores de Span inferiores a
2, indicando uma distribuicdo granulométrica estreita do sistema. Os valores de
Span obtidos para NC-P1 e NC-P2 foram semelhantes (p>0,05), enquanto os
valores obtidos para as outras formulagdes apresentaram-se diferentes (p<0,05).

Tabela 6. Distribuicdo granulométrica por difracdo de laser das nanocapsulas

Amostra d(0,1) d(0,5) d(0,9) d(4,3) (nm) Span (nm)
(nm) (nm) (nm)

NC-P1Br | 68+0,002 | 137+0,006 | 297+0,024 | 167+0,010® | 1,667+0,11®
NC-P1 67+0,002 | 137+0,006 | 301+0,022 | 168+0,010® | 1,69+0,070®
Dap

NC-P2 Br | 72+0,003 | 146+0,005 | 335+0,028 | 181+0,010®® | 1 81+0,120@®
NC-P2 70+0,001 | 147+0,010 | 339+0,040 | 183+0,020® 1,8+0,140@
Dap

NC-P3 72+0,005 | 157+0,020 | 438+0,090 | 334+0,110® | 2.285+0,280®
Dap

NC-E Br | 147+0,004 | 205+0,010 | 320+0,039 | 223+0,017“ | 0,843+0,125©
NC-E Dap | 146+0,001 | 203+0,002 | 312+0,006 | 220+0,003©® | 0,823+0,057©

Br: nanocapsulas brancas, sem a presenca do farmaco; Dap: nanocapsulas contendo dapsona.
Letras diferentes, nas colunas, indicam diferenca significativa (p<0,05) por ANOVA, pés teste de LSD.
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Conforme pode ser observado na tabela 6, a presenca do farmaco nédo
influenciou (p>0,05) o didmetro médio com base no volume da particula (d(4,3)) e 0
valor do span das particulas para as diferentes formulagbes, uma vez que as
formulacbes de nanocapsulas contendo farmaco (Dap) apresentaram diametros que

nao diferiram (p>0,05) de suas respectivas formulagdes controle (Br).
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Figura 9. Distribuicdo do tamanho de particula de NC-P1 com base no volume de

particula.
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Figura 10. Distribuicdo do tamanho de particula de NC-P2 com base no volume de

particula.
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Figura 11. Distribuicdo do tamanho de particula de NC-P3 com base no volume de

particula.
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Figura 12. Distribuicdo do tamanho de particula de NC-E com base no volume de

5.2.2 Determinacéao de pH

particula.

A medida do pH é um importante parametro na estabilidade de sistemas

coloidais, pois alteracdes nos seus valores podem estar relacionadas a degradacao

do polimero ou de algum outro constituinte da formulacdo, ou até mesmo com a

difusdo do farmaco das nanocapsulas para o meio aquoso (SCHAFFAZICK et al.,

2003). Foram verificados valores acidos para todas as suspensfes. A Tabela 7

apresenta os valores de pH das suspensdes de dapsona e suas respectivas

formulac¢des controle (brancas).

Tabela 7. Valores de pH das suspensdes.

Amostra pH

55+0,30
NC-P1 Br

6,4 0,26
NC-P1 Dap

5,6 £0,30
NC-P2 Br

6,1+0,10
NC-P2 Dap

6,2 £0,22
NC-P3 Dap

3,8+0,12
NC-E Br

4,5+ 0,05

NC-E Dap
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Os valores de pH para as formula¢des contendo PCL como polimero (NC-P1,
NC-P2 e NC-P3) estdo de acordo com o relatado na literatura para formulacdes
contendo poliésteres, preparadas pelo método de nanoprecipitacdo. Alves e
colaboradores (2007) preparam suspensdes de nanocapsulas de poli(e-
caprolactona) e obtiveram valores de pH entre 5,1 e 5,3. Valores de pH levemente
acidos foram encontrados por Paese e colaboradores (2009), no qual suspensdes
de nanocapsulas contendo benzofenona e PCL como polimero apresentaram pH
6,5. Ourique e colaboradores (2008) também relatam valores de pH &cidos para
formulagBes contendo tretinoina utilizando o mesmo polimero, ficando os valores
entre 5,6 e 6,9.

Valores mais &cidos obtidos para formulages contendo Eudragit® RS 100
como material polimérico estdo de acordo com o esperado, ja que este polimero
apresenta grupamentos hidroxila - OH’, tornando a suspensdo mais &cida
(ANTONOW, 2012).

Valores de pH mais altos (p<0,05) foram observados para as suspensdes de
nanocapsulas contendo dapsona, quando comparados com as formulacdes brancas.
Os maiores valores podem ser justificados pela natureza levemente basica do
farmaco, ja4 que sua estrutura quimica apresenta duas aminas (NH,") (WOZEL,
2010).

Como foi possivel observar, os valores de pH de todas as suspensdes
preparadas neste estudo estdo dentro da faixa adequada para aplicacdo topica,
entre 45 e 6,5, sendo os valores acidos apropriados para formulacbes que
posteriormente serdo incorporadas em veiculos semissoélidos destinados a aplicacao
cutanea (ALVES et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011).

5.2.3 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta é determinado através de técnicas de eletroforese e reflete o
potencial de superficie das particulas. O valor deste potencial é influenciavel pelos
constituintes das formulacdes, especialmente os polimeros, fosfolipidios (lecitinas) e
poloxamers (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Conforme apresentado na Tabela 8, as suspensbes preparadas com PCL
apresentaram valores de potencial zeta negativos, decorrentes da presenca de

grupamentos éster do polimero. Além deste material, outro constituinte da
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formulacdo que contribui para este valor negativo é a lecitina de soja (Lipoid® S45),
pois as lecitinas conferem potencial negativo a interface das particulas
(DOMINGUES et al.,, 2008; SCHAFFAZICK et al., 2003). Para as particulas
preparadas com PCL, os valores de potenciais foram relativamente altos, o que é
satisfatorio, j& que grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregacdo de
nanoparticulas adjacentes, contribuindo para a estabilidade fisico-quimica da
suspensao coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em relacdo as formulacées preparadas com Eudragit® RS 100, esperava-se
que estas apresentassem um potencial positivo, ja que este polimero é catidnico, o
que, de acordo com a literatura, confere uma carga positiva a superficie das
nanoparticulas (DOMINGUES et al., 2008). Porém, conforme citado acima, as
suspensdes possuem em sua constituicdo a lecitina de soja, o que ocasiona um
potencial negativo — ainda que mais proximo a zero - mesmo em suspensdes em

que o polimero utilizado apresenta carga positiva.

Tabela 8. Valores de potencial zeta das suspensfes de nanocapsulas.

Amostra Potencial Zeta (mV)

- 32,58 +0,82
NC-P1 Br

-31,01 +3,33
NC-P1 Dap

-33,71+£0,92
NC-P2 Br

- 29,67 +2,99
NC-P2 Dap

- 30,87 £ 2,64
NC-P3 Dap

-9,91+0,97
NC-E Br

- 10,62 + 0,27
NC-E Dap

Br: nanocapsulas brancas, sem a presenca do farmaco; Dap: nanocapsulas contendo dapsona

Para determinar a influéncia do farmaco na carga de superficie das
suspensdes de nanocapsulas, o potencial zeta das suspensdes isentas de dapsona

(nanocapsulas brancas) foi avaliado. As suspensdes brancas apresentaram valores
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de potencial zeta semelhantes (p>0,05) aqueles obtidos para formula¢des contendo
o farmaco. Esta néo interferéncia do farmaco no potencial zeta, pode ser devido a
incorporacdo da dapsona no nucleo oleoso, distante da superficie da particula,
hipétese que é corroborada pela elevada eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nas

nanocapsulas, parametro que seréa discutido posteriormente no item 5.2.5.

5.2.4 Microscopia de forca atbmica

A microscopia de for¢ca atbmica (MFA) € uma técnica que permite caracterizar
a morfologia da superficie das nanoparticulas, fornecendo informagfes em trés
dimensdes com alta resolucdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em relacdo a outras técnicas de caracterizacdo morfologica, a MFA oferece
algumas vantagens, tais como, resolu¢cdo molecular e minimo preparo de amostras,
ja que ndo é necessério vacuo durante a operacdo e a amostra ndo necessita ser
condutiva. Por meio desta técnica € possivel verificar o tamanho de particula, as
propriedades estruturais, possiveis deformacfes e diferentes constituintes dos
sistemas nanoestruturados (NEVES et al., 1998).

A morfologia das suspensdes de nanocépsulas foi verificada nas formulacdes
NC-P1 e NC-E.

As suspensdes NC-P1 apresentaram forma quase esférica (Figura 13)
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007), sendo que a irregularidade no formato pode
ter sido agravada pelo modo de preparo da amostra. J& as suspensdes contendo
NC-E exibiram formato esférico mais regular, no entanto, apresentaram-se
aglomeradas e achatadas umas as outras, fato que pode ser atribuido a uma
possivel agregacdo das nanocdpsulas na superficie da mica ou ainda ao
achatamento das nanocéapsulas quando depositadas sobre este suporte (LARA,
2008; LEITE, 2006). A aglomeracao da NC-E também pode ser atribuida ao valor de
potencial zeta mais baixo, caracteristico desta formulacdo, o que pode estar

relacionado com uma maior propensao a aglomeracao das particulas.
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(a)~
Figura 13. Imagens obtidas por MFA das suspensdes contendo (a) NC-P1 e (b) NC-
E.

5.2.5 Doseamento da dapsona nas suspensdes coloidais e determinacdo da
taxa de encapsulacéo

As formulacdes NC-P1, NC-P2, NC-P3 e NC-E foram avaliadas quanto ao
conteldo de farmaco, apresentando concentracbes experimentais proximas a
concentracéo tedrica (Tabela 9), sendo que as nanocpsulas NC-P1, NC-P2 e NC-E
apresentaram concentracdes semelhantes entre si (p>0,05). J& a formulagédo NC-P3
apresentou menor concentracdo de dapsona, o que, possivelmente, foi ocasionado
devido a maior quantidade de 6leo de arroz (0,2 g) e de farmaco (0,02 g) contido
nesta formulagdo, podendo ter ocorrido algum tipo de interagdo entre o0s
componentes da formulacdo, dificultando a extracdo do farmaco a partir das

nanocapsulas.

As taxas de encapsulacdo da dapsona indicam elevado poder de
encapsulamento pelas nanocapsulas, ja que todos os valores foram superiores a
83%. Em trabalhos relatados na literatura, a capacidade de encapsulacdo de
compostos lipofilicos em nanocapsulas foi inferior a obtida para dapsona. Pode-se
citar como exemplo os valores obtidos para melatonina, que variaram entre 33 e
56% para diferentes formulagbes contendo este farmaco (SCHAFFAZICK et al.,
2006) e para benzocaina, no qual o valor da taxa de encapsulacéo foi de 73% (DE
MELO et al., 2010).
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Tabela 9. Teor da dapsona contido nas nanocapsulas e taxa de encapsulagédo das

suspensoes.
Amostra Teor (mg/mL) E.E (%)

NC-P1

1,00 £ 0,02 83,17
NC-P2

0,95 + 0,03 88,18
NC-P3

0,84 + 0,02 84,63
NC-E

1,01 + 0,02 88,02

Considerando os resultados acima expostos, tais como diametro médio,
valores de Span e teor de farmaco na formulacdo, a formulacdo de nanocapsulas
preparadas com PCL e contendo 0,15 g de 6leo de arroz e 0,01 g de dapsona (NC-
P1) e a formulagdo preparada com Eudragit® RS 100, 0,15 g de 6leo de arroz e
0,01g de dapsona (NC-E) foram selecionadas para a continuidade dos estudos.

5.3 Liberagdao in vitro

Os sistemas coloidais, tais como as nanocapsulas, otimizam a velocidade de
cedéncia e o regime de dosagem das substancias, pois controlam a liberacdo de
farmacos em sitios de acéo especificos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Diferentes fatores podem alterar a liberacdo de farmacos a partir de sistemas
carreadores, como degradacdo da matriz da particula, cristalinidade do farmaco,
afinidade entre o farmaco e a matriz coloidal, natureza do nucleo oleoso das
nanocapsulas, condicdbes do ensaio de liberacdo, método de preparacdo das
nanoparticulas, entre outros (ANTONOW, 2012; SANTOS et al, 2012
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Fontana e colaboradores (2009), verificaram que o propionato de clobetasol,
associado a nanoparticulas apresenta um perfil de liberacdo bifasico, com uma
rapida liberacao inicial, seguida por uma liberacdo bastante lenta, apresentando uma
perfil de liberacédo biexponencial, 0 que sugere que uma pequena parte do farmaco
ficou adsorvida na superficie da particula e, a maior parte, retida dentro das
nanocapsulas.

O perfil de liberagdo de nanocapsulas de 6leo de coco contendo clotrimazol

foi estudado por Santos e colaboradores (2014). Neste estudo, observou-se que as
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nanocapsulas preparadas com Eudragit® RS 100, foram capazes de controlar a
liberacdo do farmaco de uma maneira mais eficaz que o farmaco dissolvido em
solucdo metanolica. Em 8 horas de estudo, menos de 40% do farmaco foi liberado
dos nanocarreadores, enquanto a solugcdo metanolica teve uma liberacdo de quase
100% de farmaco durante o mesmo periodo. Além disso, notou-se que,
diferentemente do estudo de Fontana e colaboradores (2009), ndo houve nenhuma
liberacdo brusca de farmaco, sendo o modelo matematico monoexponencial o que
mais se adequeou para descrever o comportamento de liberacdo, sugerindo que a
totalidade do clotrimazol esta confinado no nucleo oleoso das nanoestruturas.

A liberacdo in vitro de nanocapsulas de capsaicina e dihidrocapsaicina
utilizando o método de sacos de dialise demonstrou a influéncia das nanocapsulas
no controle da liberacdo do ativo. Foi realizado um estudo comparativo entre as
nanocapsulas contendo os ativos em relacdo a trés controles - solucao
hidroalcodlica, solucdo micelar e nanoemulsdo. Ambos capsaicindides foram
liberados mais lentamente em relacdo aos controles, mostrando a influéncia tanto da
parede polimérica como do nucleo oleoso no controle da liberacdo. Mais uma vez a
equacao de primeira ordem monoexponencial foi a que melhor se aquedou aos
dados de liberacdo (CONTRI et al., 2011).

Um estudo de liberacdo de nanoparticulas lipidicas solidas contendo dapsona
foi realizado por Santos e coladoradores (2012). Os ensaios demonstraram que a
difusdo da dapsona, a partir das teosferas, ocorreu de maneira sustentada, liberando
aproximadamente 52% de farmaco em um periodo de 12 horas, enquanto o farmaco
livre dissolveu mais de 100% no mesmo periodo.

Neste trabalho, a liberacdo in vitro de nanocapsulas contendo dapsona foi
realizada utilizando o método de sacos de dialise. O ensaio de liberagcdo demonstrou
que as formulacdes NC-P1 e NC-E controlaram a liberacdo da dapsona
comparativamente a dapsona livre em uma solucdo aquosa de propilenoglicol 50:50
(v/v). A taxa de liberagéo da dapsona a partir das suspenséo de NC-P1 foi de 79 *
5,1% em 12 horas (Figura 14) e a taxa de liberacdo para NC-E foi de 71,3 + 7,2%.
Diferentemente, o farmaco livre apresentou uma taxa de dissolucéo de 103,1 + 9,3%

no mesmo periodo.
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Figura 14. Perfil de liberacdo da dapsona a partir das formulagdes das NC-E e NC-

P1 e perfil de dissolucdo da dapsona livre.

A partir dos perfis de dissolugdo/liberacdo do farmaco livre e
nanoencapsulado, foi realizado um estudo comparativo baseado na modelagem
matematica destes perfis. A descricdo matematica das curvas cinéticas foi realizada
pelo ajuste dos pontos experimentais aos modelos monoexponencial e
biexponencial. Objetivando elucidar os mecanismos de liberacdo da dapsona a partir
das nanocapsulas, o modelo Lei das Poténcias também foi utilizado.

Assim, através da analise dos valores obtidos para o critério de selecao do
modelo (MSC) e coeficiente de correlacdo, além do ajuste grafico, o modelo
experimental mais adequado para descrever a dissolucdo da dapsona livre em
solucéo, bem como a liberacdo da dapsona contida nas suspensdes NC-P1 e NC-E,
seria 0 modelo biexponencial. Entretanto, este modelo ndo descreveu corretamente
os perfis em termos de constantes de velocidade de dissolugéo/liberacao (a e ),
pois estes parametros apresentaram valores negativos em algumas replicatas.
Diante disso, o modelo monoexponencial foi o escolhido para descrever a
dissolucéol/liberacdo do farmaco livre e contido em ambas as suspensfes de
nanocapsulas (Tabela 10), corroborando com estudos anteriores descritos na
literatura (CONTRI et al., 2011; DOMINGUES et al., 2008; SANTOS et al., 2014;
SCHAFFAZICK et al., 2006).
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Neste estudo, ndo foi observada liberacdo brusca de farmaco a partir das
nanocapsulas, uma vez que somente uma constante de velocidade esta relacionada
ao processo, sugerindo que o farmaco encontra-se, em maior parte, dissolvido no
ndcleo oleoso das particulas, o que corrobora com os os resultados de eficiéncia de
encapsulacdo (83,2% para a NC-P1 e 88% para NC-E). A dapsona livre apresentou
uma velocidade de dissolucdo (k = 0,414 min™) superior (p<0,05) as velocidades de
liberagdo da dapsona a partir das diferentes nanocapsulas (k= 0,173 min* e k=
0,147 min™, para NC-P1 e NC-E, respectivamente), as quais foram semelhantes
entre si (p>0,05).

Além disso, os tempos de meia-vida relacionados com a liberagéo do farmaco
a partir das nanocépsulas foi em média 2,5 vezes maior (Tabela 10) do que aquele

obtido para a dapsona livre.

Tabela 10. Parametros da modelagem matematica da dissolucdol/liberacdo de
dapsona livre e associada a NC-P1 e NC-E utlizando as equacdes

monoexponencial e biexponencial.

Modelo Dapsona livre NC-P1 NC-E
Monoexponencial
k (min™) 0,414 + 0,090 0,173 £ 0,030 0,147 £ 0,034
ty, (h) 1,736 £ 0,434 4,086 + 0,753 4,918 +1,291
r 0, 984 + 0,007 0,993 + 0,001 0,991 + 0,004
MSC 2,993 + 0,486 2,543 + 0,318 1,943 + 0,263
Biexponencial
A 0,126 + 0,206 0,486 + 0,381 0,398 + 0,335
B 0,983 + 0,165 0,511 + 0,442 0,554 + 0,399
Alfa 0,231 + 0,477 0,925 + 0,691 - 0,012 + 0,156
Beta 0,480 + 0,214 0,076 + 0,096 0,416 + 0,268
tya (D) - - _
ty.p (M) - - -
R 0,989 + 0,007 0,995 + 0,001 0,998 + 0,001
MSC 3,092 £ 0,712 3,773 £ 0,309 4,976 + 0,908
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Os expoentes de liberacdo (n) obtidos para NC-P1 e NC-E (Tabela 11)
apresentam valores entre 0,43 e 0,85, o que, de acordo com a literatura, indica que
a liberacdo do farmaco segue um modelo n&o-Fickiano, sendo governada por
processos de difusdo e inchamento do polimero simultaneamente, ou seja,
transporte andmalo (DOMINGUES et al.,, 2008; SCHAFFAZICK el a., 2006;
SIEPMANN e PEPPAS, 2001). Resultado semelhante foi encontrado por Santos e
colaboradores (2014) para a liberacdo de clotrimazol a partir de nanocapsulas
preparadas com 6leo de coco no qual o valor do expoente de liberacao ficou proximo
de 0,6.

Tabela 11. Parametros de modelagem matematica da dissolucédo de dapsona livre e

associada a NC-P1 e NC-E utilizando o modelo de Lei das Poténcias.

Lei das poténcias | NC-P1 NC-E

N 0,494 + 0,031 0,461 + 0,042
MSC 2,960 + 0,398 3,524 + 0,473
r 0,983 + 0,007 0,990 + 0,004

A avaliacdo pela metodologia de eficiéncia de dissolucdo (ED) também foi
realizada revelando valores de 61 + 4,7% para NC-P1 e 55, 7 + 6,7% para NC-E,
enquanto que a dapsona livre apresentou valor superior (p<0,05) (83,2 + 5,7%).
Quando comparadas entre si, os valores de ED obtidos para as nanocéapsulas
apresentaram-se semelhantes (p>0,05). Estes resultados demonstram que as
nanocapsulas contendo dapsona apresentam-se como interessantes e promissores
estratégias para liberacdo prolongada de dapsona, uma vez que oS sistemas
nanoparticulados preparados acarretaram uma reducdo do valor da eficiéncia de

dissolucéo do farmaco.

5.4 Avaliagdo da fotoestabilidade

Uma infinidade de farmacos apresenta sensibilidade a luz. Desta maneira, é
de suma importancia que alternativas para aumentar a fotoestabilidade sejam
pesquisadas, visto que € inevitavel que ocorra exposi¢cdo de farmacos a luz UV e

visivel, especiamente quando séo aplicados topicamente (PAESE et al., 2009).
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Sistemas nanoparticulados, tais como as nanocpsulas, tem sido propostos
como estratégia para diminuir a fotodegradacdo de farmacos fotossensiveis, ja que
materiais utilizados na elaboracdo destes sistemas, como o0s polimeros
biodegradaveis, lipidios e o 6leo utilizado como nucleo, podem auxiliar na protecéao
de moléculas ativas (DETONI et al., 2012).

Uma diversidade de Oleos podem ser utilizados como nucleo de
nanocapsulas, sendo o 6leo de arroz bruto bastante promissor no que diz respeito
ao aumento da estabilidade de farmacos sensiveis a luz, devido, principalmente, a
presenca de gama-orizanol, composto com elevado poder antioxidante (JULIANO et
al., 2005).

Com a finalidade de aumentar a estabilidade de farmacos frente a luz UV,
diversos estudos vém sendo realizados.

Detoni e colaboradores (2012), demonstraram o perfil de degradacéo do
resveratrol, sendo possivel observar diminuicdo de 90,4% na concentracdo de
resveratrol em solucéo etandlica no periodo de 4 horas, enquanto a fotoreacéo foi
significativamente mais lenta quando o resveratrol foi associado a lipossomas
(29,3%), nanocapsulas (67,2%), nanoesferas (77,8%) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (70%).

Para avaliar a fotoestabilidade da tretinoina, observar se diferentes 6leos
podem influenciar na fotoestabilidade e verificar a influéncia da camada polimérica,
Ourique e colaboradores (2008) desenvolveram nanocapsulas e nanoemulsées
empregando diferentes componentes oleosos (triglicerideos de acido
caprico/caprilico e 6leo de girassol). A fotodegradacdo foi estudada utilizando
lampada artificial UV com exposicdo das amostras a radiacdo durante 1 hora. Apés
este periodo, a tretinoina em solugdo metandlica apresentou um tempo de meia-vida
de 40 minutos, enquanto que a tretinoina nanoencapsulada, nas diferentes
nanocapsulas, apresentou tempo de meia-vida de 88,6 minutos (triglicerideos de
acido caprico/caprilico) e 95,18 minutos (6leo de girassol). As nanoemulsdes
também garantiram melhora na fotoestabilidade, mas de forma menos pronunciada,
apresentando um tempo de meia-vida de 81,63 minutos (triglicerideos de acido
caprico/caprilico) e 69,35 minutos (6leo de girassol), 0 que demonstra a importancia

da presenca da parede polimérica para prevenir a fotodegradagéo.
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Neste estudo foi avaliada a influéncia de diferentes materiais poliméricos
(PCL e Eudragit® RS 100) na protecdo conferida ao farmaco submetido &
degradacédo induzida pela radiacdo UV. A concentracdo de dapsona remanescente
na amostra irradiada a partir da concentracao inicial foi avaliada quantitativamente
através de CLAE. Foi possivel observar que apdés 6 horas de irradiacdo, a
concentracdo de dapsona livre remanescente era de 1,4+ 0,3%, enquanto a
concentracdo de farmaco remanescente nas nanocapsulas foi superior (p<0,05),
sendo de de 80,6 + 1,5% e 91,9 £ 3,1 % para NC-P1 e NC-E, respectivamente
(Figura 15).
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Figura 15. Conteudo de dapsona residual apés degradacéo fotolitica para o farmaco

em solucéo de acetonitrila e para as nanocapsulas NC-P1 e NC-E.

Os dados obtidos com a degradacdo fotolitica confirmam resultados de
estudos anteriores, demonstrando que a presenca de materiais poliméricos nas
formulacbes exerce acdo protetora do ingrediente ativo. Esta protecdo pode ser
devido as propriedades do PCL e do Eudragit® RS 100 que possuem caracteristicas
cristalinas, o que facilita a reflexdo da luz e a disperséo da radiacéo UV (JIMENEZ et
al., 2003; PERUGUNI et al., 2002). Outro fator que pode ter contribuido para o
aumento da estabilidade fotolitica, € a presenca do 6leo de arroz bruto como nucleo
oleoso das nanocapsulas, pois, como ja relatado, este 6leo possui compostos

antioxidades, apresentando atividade de protecéo solar (JULIANO et al., 2005).
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5.5 Preparacéo e caracterizacdo de base semissoélida contendo nanocapsulas

de dapsona

A hidroxietilcelulose (Natrosol®) geralmente é utilizada em diferentes
formulacdes farmacéuticas como agente suspensor, de consisténcia, estabilizante e
como formador de gel ndo idnico (KIBE, 2000). Devido a caracteristica ndo iénica
deste gel, ele foi escolhido como veiculo para as nanocapsulas.

Apés a preparacdo, tanto o hidrogel controle, sem dapsona livre ou
nanoencapsulada, assim como o hidrogel contendo dapsona livre, apresentaram-se
transparentes e incolores. Por sua vez, os hidrogéis contendo as formulacdes NC-P1
e NC-E (HGNC-P1 e HGNC-E), apresentaram-se com coloracdo branca, além de
brilhosos e homogéneos.

O diametro médio da nanocapsula formulada com o polimero PCL contida nos
hidrogel (HG-NCP1), foi similar a distribuicAo de tamanho da suspenséo de
nanocapsula antes da incorporacdo nas bases semissolidas, conforme demonstrado
nas Figuras 17, 18 e 19. O pico micrométrico verificado na distribuicdo
granulométrica é relativo & presenca do gel de Natrosol®, o que foi confirmado pela
obtencdo de um pico semelhante na andalise do hidrogel controle (sem dapsona livre
ou nanoencapsulada) (Figura 16).

Conforme € possivel observar na Figura 21, que apresenta a distribuicdo de
tamanho de particula por volume, quando o polimero Eudragit® RS 100 foi utilizado,
verificamos uma pequena quantidade de particulas nanométricas. Contudo, quando
analisamos a distribuicdo por namero, claramente notamos a presenca das
nanoparticulas, sendo a distribuicdo bastante semelhante a da suspensdo de

nanocapsula antes da incorporacao nos veiculos semissolidos (Figuras 20 e 22).
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Figura 16. Distribuicdo do tamanho de particula por volume do hidrogel controle



Particks Sizs Distribution
10
HB"\ 8
3
g 6
=
< 4
2
EI_L'H 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 17. Distribuicdo do tamanho de particula por volume de NC-P1.
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Figural9. Distribuicdo do tamanho de particula por nimero do HG-NCP1.
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Figura 20. Distribuicdo do tamanho de particula por volume da NC-E.
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Figura 21. Distribuicdo do tamanho de particula por volume do HG-NCE.
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Figura 22. Distribuicdo do tamanho de particula por nimero do HG-NCE.
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Em relagdo a andlise de pH dos hidrogéis, os valores obtidos foram
condizentes com o método de preparacdo e as matérias-primas constituintes das
suspensdes, sendo o pH do HG-NCP1 6,18 e do HG-NCE 5,58. Estes valores séo
considerados adequados para a administracdo cutanea (ALVES et al.,, 2007).
Quanto ao doseamento dos hidrogéis, o teor total de dapsona foi de 99,73% e
80,34% para HG-NCP1 e HG-NCE, respectivamente.
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5.5.1 Microscopia de forca atbmica dos hidrogéis

A morfologia das nanocapsulas contidas nos hidrogéis foi analisada nas
amostras HG-NCP1 e HG-NCE. Conforme € possivel observar na Figura 23 (a),
qguando incorporadas no hidrogel, as suspensfes de NC-P1 apresentaram formato
esférico e regular, porém com tamanhos heterogéneos, o que pode ser ocasionado
pela selecdo aleatéria da amostra para andlise, tomando-se particulas pertencentes

a faixas diferentes da distribuicdo granulométrica.

Em relacdo ao HG-NCE (Figura 23 (b)), conforme citado na morfologia das
suspensdes contendo nanocdpsulas, o formato achatado, pode ser atribuido a
agregacdo das nanocapsulas na superficie da mica ou ainda ao achatamento das
nanocapsulas quando depositadas na superficie da mesma. Contudo, € possivel
observar nitidamente a presenca das nanocépsulas nos hidrogéis, diferentemente do
resultado apresentado na Figura 23 (c), que corresponde a imagem de MFA do

hidrogel branco, onde as particulas estdo ausentes.

©.

Figura 23. Imagens obtidas por MFA dos hidrogéis contendo (a) NC-P1, (b) NC-E e
(c) Hidrogel branco (HG-Br)

5.6 Comportamento reoldgico das formula¢cdes semissélidas

Conhecer as caracteristicas reolégicas de formulagbes semissdlidas € de
fundamental importancia no desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de
produtos farmacéuticos, pois o comportamento reolégico de um sistema é utilizado
para avaliar a estabilidade e controle de qualidade de produtos semissoélidos
(ALVES, 2006; PAESE et al., 2009).



63

Na reologia, os sistemas semissolidos podem ser classificados como
Newtonianos ou n&o-Newtonianos. A maioria dos produtos cosméticos e
farmacéuticos apresenta fluxo ndo-Newtoniano. Neste modelo, as curvas de tensao
de cisalhamento versus taxa de cisalhamento podem ser descritas pelas equagbes
de Binghan (linear, comportamento plastico perfeito), Casson (linear com raizes
quadradas, plastico), Ostwald (modelo exponencial, pseudoplastico) e Herschel-
Bulkley (modelo exponencial, pseudoplastico com valor de cedéncia) (CAMARGO,
2009; CORREA et al., 2005). O comportamento reoldgico é determinado pelo maior
coeficiente de regresséo obtido da equacéao linear para o0 modelo matematico.

Neste trabalho, foram realizadas as analises reolégicas do hidrogel branco
(sem nanocapsulas ou o farmaco livre — HG-Br) e dos hidrogéis contendo
nanocapsulas de dapsona (HG-NCP1 e HG-NCE). As andlises foram realizadas em
viscosimetro rotacional LVDV —lI+Pro Brookifield®. Os reogramas das formulacdes
semissélidas avaliadas apresentaram carater ndo-Newtoniano, ou seja, ndo se
verifica uma relacéo direta entre a tensao de cisalhamento e a taxa de cisalhamento
aplicada (Figura 24).

Os valores obtidos para taxas de cisalhamento e tensdes de cisalhamento
foram plotados e tratados de acordo com a equacéo de Herscheld-Bulkley (HG-Br e
HG-NCE) e equacdo de Cassson (HG-NCP1), considerando os modelos
matematicos mais adequados para descrever cada um dos reogramas obtidos
(Tabela 12).
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Figura 24. Reogramas de tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento
referentes a série de hidrogel: (a) HG-Br; (b) HG-NCE (c) HG-NCP1.

Na Tabela 12 sdo apresentados os coeficientes de regressdo dos modelos

matematicos que descrevem 0s comportamentos nao-Newtonianos.

Tabela 12. Coeficientes de regressdo obtidos para os modelos matematicos

caracteristicos de comportamentos nao-Newtonianos.

Formulacéao Binghan Casson Herschel- Ostwald
Bulkley

HG-Br 91,7 97,2 99,6 96,8

HG-NCP1 94,6 97,3 93,7 94,1

HG-NCE 93,8 97,9 99,9 98,0

HG-Br: hidrogel branco, HG-NCP1: hidrogel contendo nanocapsulas de PCL e dapsona; HG-NCE:
hidrogel contendo nanocapsulas de Eudragit RS®100 e dapsona.
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A hidroxietilcelulose (Natrosol®), base escolhida para incorporacdo das
suspensdes de nanocapsulas, comporta-se como fluido ndo-Newtoniano com perfil
reolégico pseudoplastico (GONCALVES, 2008; SIQUEIRA et al., 2011).

Analisando a Tabela 12, nota-se que a incorporacdo da suspensao de
nanocapsula (NC-E), em total substituicdo a agua, para obtencdo do hidrogel, ndo
alterou o comportamento pseudoplastico original caracteristico do Natrosol®, sendo
que o modelo matemético que melhor se adequou ao HG-Br e ao HG-NCE foi o de
Herscheld-Bulkley. O comportamento pseudoplastico, de acordo com a literatura, é o
mais comum para formulacées dermocosméticas (CORREA et al., 2005).

Entretanto, apesar de diferentes resultados da literatura que demonstraram o
comportamento pseudoplastico dos géis de Natrosol® (CONTRI et al., 2011,
NEMEN e LEMOS-SENNA, 2011; SIQUEIRA et al.,, 2011), a incorporacdo da
formulacdo NC-P1, alterou o comportamento do hidrogel, passando este a ter um
fluxo plastico, sendo 0 modelo matematico mais satisfatorio para descrevé-lo, o
modelo de Casson. De acordo com WELIN-BERGER e colaboradores (2001), este
comportamento é adequado, ja que para formulacdes tépicas, as propriedades
plasticas sdo as preferidas, uma vez que a resisténcia de fluxo € baixa quando a

formulacéo é aplicada sob a forma de condi¢Bes de cisalhamento elevadas.
O indice de consisténcia (k) e o indice de fluxo (n) foram comparados entre o
HG-Br e 0 HG-NCPL1, ja que ambos exibiram comportamento pseudoplastico.

Tabela 13. Parametros do modelo de Herschel-Bulkley (HG-Br e HG-NCE) para

formulacdes de hidrogéis.

Formulag&o indice de Consisténcia indice de Fluxo
(k) (n)
HG-Br 150168 0,15
HG-NCE 334988 0,11

Os indices de fluxo (n) obtidos foram menores que 1, estando de acordo com
as caracteristicas de fluidos pseudoplasticos. O valor de indice de fluxo indica o grau

de pseudoplasticidade de uma formulacdo semissdlida, sendo que quanto mais
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proximo a zero este valor, mais pseudoplastica é considerada a formulagéo
(CONTRI et al., 2011).
Ja os indices de consisténcia (k) ndo apresentaram diferenca significativa (p >

0,05) entre as médias das variaveis.

5.7 Teste de ocluséo in vitro

O estrato corneo contém de 10 a 20% de agua. Quando este conteudo é
inferior, devido a perda de &gua por evaporagdo, o grau de hidratacdo da pele é
modificado, apresentando aspecto “rachado”. Neste caso torna-se necessario a
aplicacdo de produtos topicos oclusivos, com a finalidade de regenerar o teor de
agua do estrato corneo e assim, recuperar a superficie da pele (FERRONY, 2012;
WISSING et al., 2001).

Um aumento no conteudo hidrico da pele corresponde a um aumento na
permeabilidade de substancias aplicadas topicamente. Todas as substancias
penetram melhor através da pele hidratada em comparacdo a pele seca
(GUTERRES et al., 2007; TASQUETTO, 2009).

Entre as alternativas para evitar a perda transepidérmica de agua, estd o uso
tépico de nanoparticulas, visto que as mesmas apresentam caracteristicas oclusivas
devido o seu tamanho reduzido, formando uma pelicula protetora na pele apos a
aplicacao (SIQUEIRA et al., 2011).

A fim de verificar a influéncia do uso de nanocapsulas na perda
transepidérmica de agua, realizou-se o teste de oclusdo in vitro. Comparou-se um
hidrogel contendo o farmaco livre com os hidrogéis HG-NCP1 e HG-NCE.

Conforme € possivel observar na Figura 25 os géis HG-NCP1 e HG-NCE
exibiram fator de oclusao aparentemente maior quando comparados ao gel contendo
o farmaco livre em todo o periodo de experimento. Apos 3h de incubacéao, gel livre,
HG-NCP1 e HG-NE apresentaram fator de oclusédo de 0,65 + 0,17; 3,25 + 0,93 e
2,58 + 1,39, respectivamente. Apos 6 horas, este fator passou para 3,94 + 0,67
(hidrogel livre); 6,77 £ 3,34 (HG-NCP1) e 5,82 + 0,99 (HG-NCE), demonstrando a
influéncia da presenca das nanocapsulas nos géis para garantir o poder oclusivo da
formulacéo.

Apos 24 horas, é possivel observar valores para o fator de oclusdo de 7,06 +
1,09; 15,01 + 3,32 e 7,68 £ 0,48 para o gel livre, HG-NCP1 e HG-NCE,
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respectivamente. A partir deste tempo comeca-se a verificar diferencas entre os
fatores de oclusdo, sendo os valores obtidos para o gel livre e para HG-NCE
semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes (p<0,05) do valor obtido para o HG-
NCPL1.

Considerando 48 horas de experimento, o fator de oclusdo passou para 9,04
+ 0,82 e 9,27 £ 0,17 para o hidrogel livre e HG-NCE, enquanto o gel contendo NC-
P1 exibiu uma ocluséo de 17,87 + 3,62, sendo diferente (p<0,05) dos valores obtidos

par gel livre e HG-NCE.
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Figura 25. Fator de ocluséo dos hidrogéis HG-Livre, HG-NCP1 e HG-NCE.

De acordo com Wissing e Muller (2002), o fator de oclusédo das nanoparticulas
€ uma consequéncia do seu tamanho, ou seja, aumenta com a diminuicdo do
diametro médio da particula. Os resultados obtidos estdo em consonancia com os
achados da literatura, uma vez que as nanocdpsulas preparadas com o polimero
PCL apresentaram um didmetro médio menor (168 + 0,01 nm) e fator de ocluséo
maior durante todo o tempo de experimento, quando comparadas a formulacbes
contendo NC-E, a qual apresentou diametro de particula maior (203 £ 0,002 nm) e

fator de oclusdo menor.
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6 CONCLUSAO

Apoés analise dos resultados e considerando 0s objetivos propostos neste

estudo, é possivel obter algumas conclusdes em relacéo ao trabalho realizado:

O desenvolvimento de suspensfes de nanocapsulas de dapsona mostrou-se

viavel mediante o emprego de 6leo de arroz bruto e diferentes polimeros;

As suspensdes de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona), ou
Eudragit® RS 100 contendo dapsona, apresentaram didmetros de particula
nanomeétricos, distribuicdo granulométrica estreita, teores totais préximos as

concentracdes teoricas e elevada eficiéncia de encapsulacéo;

A analise morfolégica através de MFA evidenciou a existéncia de um sistema
nanoparticulado para as formulacbes analisadas, as quais mantiveram a

estrutura nanométrica apos incorporacao em base semissolida;

Os perfis de liberagéo in vitro obtidos com o método de dialise demonstraram

gue as nanocapsulas proporcionam uma liberacao sustentada do farmaco;

A modelagem matematica dos perfis de liberacdo demonstrou que o modelo
monoexponencial mostrou-se mais adequado para descrever os dados
experimentais, tanto para o farmaco livre quanto para o nanoencapsulado. As
constantes de velocidade do processo de liberacdo do farmaco mostraram-se
semelhantes entre si, considerando as diferentes formulacdes de
nanocapsulas, e diferentes da dissolucdo do farmaco puro. O calculo do
tempo de meia-vida mostrou valores mais elevados para a liberacdo da

dapsona a partir das nanocédpsulas em comparagdo ao farmaco livre;

A nanoencapsulacdo da dapsona aumentou a fotoestabilidade frente a

exposicdo a radiacdo UVA quando comparada com sua forma livre;
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e As formulacdes semissolidas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para aplicacao topica de dapsona, tais como pH, teor de farmaco
e propriedades reoldgicas. O hidrogel controle e o hidrogel contendo NC-E
apresentaram comportamento nao-newtoniando pseudopléstico descrito pelo
modelo Herscheld-Bulkley, enquanto o hidrogel contendo NC-P1 apresentou

fluxo plastico descrito pelo modelo de Casson;

e O teste de oclusao in vitro demonstrou que o hidrogel contendo NC-P1 exibe
maior oclusdo quando comparado ao hidrogel contendo NC-E e ao hidrogel
contendo dapsona livre, fato que, possivelmente, estd relacionado com o

menor didametro de particula.

A partir dos resultados obtidos no trabalho, tem-se como perspectiva futura a
continuidade dos experimentos visando realizar estudos de permeacao cutanea do
farmaco in vitro e/ou in vivo. Estes ensaios sdo de extrema importancia para avaliar
a capacidade das nanocapsulas em facilitar a permeacédo da dapsona, de modo a
garantir concentracdes de farmaco na pele efetivas para o tratamento de doencas

cutdneas como a psoriase.
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