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RESUMO

Disserta¢do de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS CONTENDO DITRANOL
E SUA INCORPORACAO EM FORMULACAO SEMISSOLIDA DE
BASE AQUOSA

AUTORA: Ana Luiza Savian
ORIENTADORA: Cristiane de Bona da Silva
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 04 de setembro de 2012.

O ditranol ¢ um farmaco muito eficaz no tratamento topico da psoriase. Entretanto,
apresenta alguns efeitos adversos, como irritagdo e manchas na pele que dificultam sua
utilizacao e adesao dos pacientes ao tratamento. Sua instabilidade frente a luz, altos valores de
pH, metais e a presenca de oxigénio, configuram, também, um passo limitante para o seu uso.
Desta forma, a inclusd@o do fArmaco em nanocarreadores constituiu o principal objetivo deste
trabalho. Nanocépsulas de nucleo lipidico e nanoemulsdes contendo 0,5 mg/mL de ditranol e
0,05% de EDTA ou 0,02% de acido ascorbico foram preparadas pelos métodos de deposi¢cao
interfacial do polimero pré-formado e emulsificagdo espontanea, respectivamente, e avaliadas
em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas (teor de farmaco, eficiéncia de
encapsulamento, pH, diametro médio de particula, polidispersdo e potencial zeta). As
nanocapsulas, apds preparacdo, apresentaram caracteristicas satisfatorias: teor de farmaco
proximo ao teorico, eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100%, didmetro de
particula na faixa nanométrica (220-250 nm), indice de polidispersdo abaixo de 0,25,
potencial zeta negativo e valores de pH de 5,6 a 4,4. Ao contrario, um baixo teor de farmaco
foi verificado para as nanoemulsdes (aproximadamente, 80%) apds preparacao. No estudo de
fotodegradacdo frente a luz UVA se observou uma maior estabilidade do farmaco nas
nanocépsulas em comparacao a solu¢ao do farmaco livre (t;, = 4 e 1 hora para a nanocépsula
e solucdo do farmaco livre contendo EDTA, respectivamente; t;, = 17 e 7,5 horas para a
nanocépsula e solugdo do farmaco livre contendo acido ascorbico, respectivamente). O ensaio
de irritacdo pelo método de HET-CAM foi realizado para a avaliacdo da seguranca das
formulagdes. A partir dos resultados verificou-se que a encapsulacdo do farmaco diminuiu sua
toxicidade em relacdo aos efeitos observados para o farmaco livre. Posteriormente, hidrogéis
contendo as nanocapsulas foram preparados empregando-se Carbopol® 940 e Aristoflex”
AVC como polimeros formadores de gel. As formulagdes semissolidas desenvolvidas
apresentaram propriedades adequadas para a aplicacdo topica e maior estabilidade quando
comparadas as suspensdes de nanocapsulas e ao hidrogel contendo o farmaco livre. Além
disso, uma maior estabilidade do ditranol foi verificada para os hidrogéis preparados com
Aristoflex® AVC.

Palavras-chave: Ditranol. Nanocédpsulas. Estabilidade. Irritagdo. Hidrogéis. Psoriase.
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Dithranol is very effective drug for the topical treatment of psoriasis. However, it has
some adverse effects, such as irritation and stain in the skin that difficult its application and
patient adherence to treatment. Its instability to light, high pH values, metals and the presence
of oxygen, configure as a limiting step for use. So, the inclusion of drug in nanocarriers was
the main objective of this work. Lipid core nanocapsules and nanoemulsions containing
0.5 mg/mL of dithranol and 0.05% of EDTA or 0.02% of ascorbic acid were prepared by
interfacial deposition of preformed polymer and spontaneous emulsification methods,
respectively, and evaluated in relation to its physicochemical characteristics (drug content,
encapsulation efficiency, pH, mean size, polydispersity index and zeta potential). The
nanocapsules, after preparation, showed satisfactory characteristics: drug content near to the
theoretical concentration, encapsulation efficiency about 100%, nanometric mean size (220-
250 nm), polydispersity index below 0.25, negative zeta potential, and pH values from 5.6 to
4.4. Instead, low drug content was verified for the nanoemulsions (approximately 80%) after
preparation. In photodegradation study against UV A light it was observed a higher stability of
the dithranol-loaded nanocapsules comparing to solution containing the free drug (t;» = 4 and
1 h for nanocapsule and free drug solution containing EDTA, respectively; t;, =17 and 7,5 h
for nanocapsule and free drug solution containing ascorbic acid, respectively). Irritation test
by HET-CAM method was conducted to evaluate the safety of the formulations. From the
results it was found that nanoencapsulation of the drug decreased its toxicity compared to the
effects observed for free drug. Subsequently, hydrogels containing nanocapsules were
prepared employing Carbopol® 940 and Aristoflex® AVC as gel-forming polymers. The
semisolid formulations showed suitable properties for topical application and higher stability
when compared to nanocapsules suspensions and the hydrogel containing the free drug.
Furthermore, a higher stability of dithranol was verified for hydrogels prepared with
Aristoflex” AVC.

Keywords: Dithranol. Nanocapsules. Stability. Irritation. Hydrogels. Psoriasis.
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INTRODUCAO

A psoriase ¢ uma doenga inflamatodria da pele que afeta em torno de 3% da populagao
mundial (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009). E uma doenga epidérmica proliferativa cronica
que, embora possa ocorrer em qualquer idade, inicia mais frequentemente na terceira década
de vida (MARTINS; CHAUL, 2009). Um conjunto de fatores genéticos, imunologicos e
ambientais € necessario para o desenvolvimento da doenca. Entretanto, seus antigenos ainda
ndo sdo conhecidos, mas o papel das infec¢des bacterianas no desenvolvimento da psoriase na
infancia sugere que fatores ambientais possam induzir resposta imunitdria capaz de gerar
lesdes da psoriase. O estresse em sentido amplo (psicolédgico, fisico ou cirtirgico) € um agente
desencadeante ou agravante bem conhecido, assim como certos medicamentos (BERARD;
NICOLAS, 2003).

O tratamento da doenca requer a utilizacao de fArmacos administrados sistemicamente
ou de uso topico, dependendo da gravidade das lesdes. A administracdo do medicamento
diretamente sobre a lesdo cutanea permite minimizar possiveis efeitos colaterais do tratamento
em outros 6rgdos e na pele ndo lesada (MARTINS; CHAUL, 2009). Além disso, ¢ a principal
forma de controlar o avango das lesdes (80% dos portadores). Entretanto, apesar de serem
muito efetivas, muitas terapias topicas tém sido associadas a baixa adesao ao tratamento, que,
em geral, ¢ atribuida aos efeitos adversos das substancias utilizadas (REICH; BEWLEY,
2011).

Desde a sua descoberta, ha mais de 80 anos atras, o ditranol, também chamado de
antralina, tem sido um dos mais efetivos farmacos no tratamento topico para a psoriase, mas
seus efeitos adversos, como irritagdo e manchas na pele e roupas, restringem seu uso. O
ditranol se apresenta na forma de pé cristalino, amarelo e inodoro. E instavel e sofre oxidacio
espontanea, dando lugar a formacdo de monomeros e dimeros de quinona. Sua oxidacdo €
favorecida pela luz visivel e ultravioleta, presenca de oxigénio, aumento da temperatura e
solucdes alcalinas (PALMA, 2003).

O farmaco ¢ indicado na psoriase em placas, ungueal e do couro cabeludo, sendo
contraindicado nas formas eritrodérmica e pustulosa. No Brasil, pela falta de produtos
industrializados, ¢ comercializado em preparagdes magistrais como cremes ¢ pomadas
(MARTINS; CHAUL, 2009), requerendo alguns cuidados durante a manipulacdo e o

armazenamento. Além disso, os veiculos convencionais possuem capacidade limitada para a
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solubilizagdo do ditranol, sendo necessaria a incorporacdo de uma quantidade adicional de
farmaco para manter a concentragdo desejada no sitio receptor. A insolubilidade do farmaco
nos veiculos, e com isso, seu acumulo nas lesdes psoriasicas e distribuicdo ndo controlada no
local de acdo, levam a reagdes de irritagdo e comprometimento da pele normal (AGARWAL
et al., 2002). O ditranol produz resposta inflamatoria dose-dependente na pele, sendo a
concentragdo eficaz proxima da concentracao irritante (MARTINS; CHAUL, 2009).

Os sistemas nanoestruturados tem sido alvo de importantes estudos no sentido de
aperfeicoar a liberacdo de substancias em um determinado local, atuando como um sistema
carreador de farmacos, propiciando uma maior e melhor distribui¢ao do ativo no local de acao
e o direcionamento deste ao seu sitio especifico (RAWAT; SINGH; SARAF, 2006). Dentre
esses nanocarreadores, as nanoparticulas poliméricas sdo apontadas como uma alternativa
viavel para alterar a farmacocinética e a biodistribuicdo de farmacos através da pele. Além
disso, o seu emprego em formulacdes topicas garante a prote¢do da drea afetada frente a
toxicidade do ativo, prevenindo ou reduzindo possiveis reacdes de irritacdo. Este efeito
protetor ocorre devido a diminui¢do do contato direto do ativo com a regido alvo, além do uso
de concentragdes menores do farmaco (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

No caso especifico do ditranol, poucos trabalhos relatam a sua associacdo com
nanocarreadores com o intuito de reduzir seus efeitos adversos. Guenther, Smirnova e
Neubert (2008) estudaram a associa¢do do farmaco em lipossomas e a inclusdo destes em gel,;
Agarwal e colaboradores (2002) avaliaram a inclusdo do ditranol em lipossomas e niossomas,
bem como sua liberagdo in vitro em pele de ratos; nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
ditranol foram obtidas por Carlotti e colaboradores (2009) e estudos de fotoestabilidade foram
conduzidos em diferentes formulagdes.

Considerando a potencialidade dos sistemas nanoestruturados em aumentar a eficacia
de determinadas substancias, aliado a possibilidade de aumentar a estabilidade fisico-quimica
de alguns compostos, este trabalho foi delineado no sentido de estudar a obtencdo de
formulagdes nanotecnologicas (nanocapsulas de nucleo lipidico e nanoemulsdes) contendo
ditranol como via alternativa para o tratamento topico da psoriase, visando a sua maior
estabilidade e seguranca em relagdo as suas formas farmacéuticas ja conhecidas. Cabe
salientar que até o presente, ndo ha estudos que demonstrem a associagdo deste farmaco em

nanoparticulas poliméricas.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de nanocépsulas de
nucelo lipidico e nanoemulsdes contendo ditranol para posterior incorporagao em preparagdes
dermatoldgicas semissolidas, visando sua aplicacdo no tratamento topico da psoriase, na

tentativa de aumentar sua estabilidade e seguranca.

1.2 Objetivos Especificos

e Preparacdo e caracterizagdo fisico-quimica de nanoemulsdes e nanocéapsulas

poliméricas contendo ditranol;

e Avaliagdo da estabilidade do farmaco quando associado aos nanocarreadores em

temperatura ambiente e na presenca de luz UVA;

e Avaliacdo do potencial de prevengdo das nanocépsulas contendo o farmaco frente a

fotodegradacao;

e Avaliagdo in vitro do potencial de irritacdo do fArmaco nanoencapsulado;

e Preparacdo e avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas de formas farmacéuticas

semissolidas obtidas a partir das nanocapsulas contendo o firmaco em estudo;

e Avaliagdo da estabilidade do ditranol nas nanocépsulas incorporadas a hidrogéis de

Carbopol® 940 e Aristoflex” AVC.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 Psoriase

Apesar de pouco conhecida, a psoriase ¢ uma doenca cronica inflamatoria da pele que
acomete igualmente homens e mulheres, sendo uma das dermatoses mais frequentemente
relatadas (TALHARI; RAMOS, 2006). No século XIX, se acreditava que a psoriase era um
processo de regulagdo anormal do crescimento dos queratindcitos ou de origem inflamatoria;
entretanto, em 1970, testes imunoldgicos com células envolvidas neste processo indicaram a
participagdo de células sanguineas nesta doenga. Mais tarde, em 1982, descobriu-se que as
células T desempenhavam um importante papel nas lesdes causadas pela psoriase, o que levou
a conclusdao que se tratava de uma desordem imunologica (BOS; RIE, 1999). Assim, a
ativacdo do sistema imune que deveria proteger e remover antigenos do organismo passa a
produzir um processo inflamatério cronico na pele (GALADARI; SHARIF; GALADARI,
2005). A doenga ¢ cronica, recorrente e frequentemente benigna. Embora ndo haja cura, ha
varias possibilidades terapéuticas para o seu controle (ARRUDA; CAMPBELL;
TAKAHASHI, 2001).

Ainda na antiguidade, foi Hipocrates (460-377 a.C.) ou Galeno (129-99 a.C) quem
utilizou a palavra psora (em grego = prurido) para descrever o que hoje se reconhece como
psoriase. O termo englobava outras enfermidades, como a lepra e os eczemas. Robert Willan
(1757-1812) distinguiu a psoriase da verdadeira lepra, subdividindo-a em dois tipos, mas
ainda utilizando uma nomenclatura confusa: lepra graecorum e psora leprosa, até que Von
Hebra (1816-1880) unificou a terminologia para psoriase e a enfermidade foi definitivamente
individualizada (SILVA, 2009).

A lesdo da psoriase, sendo ela uma tnica papula ou uma extensa placa, se caracteriza
por eritema, escamagdo e papula (TALHARI; RAMOS, 2006), e apesar de qualquer regido
corporal ser atingida, uma tendéncia maior de acometimento ocorre nos joelhos, cotovelos,
pés, maos, couro cabeludo e genitdlia. As unhas também podem ser afetadas, além das
articulagdes (psoriase artropatica) (ASHCROFT; LIWAN PO; GRIFFITHS, 2000). As
escamas da psoriase sdo secas ¢ de cor esbranqui¢ada, e apresentam-se em laminas

superpostas, que ao serem destacadas, desfazem-se em fragmentos estratificados. Essas
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escamas, ao serem removidas, evidenciam pontos sangrantes (SAMPAIO; RIVITTI, 2007;
TAKAHASHI, 2009). O eritema ¢ vermelho vivo ou claro, na maioria das lesdes, ¢ mais
intenso quando a escamacao esta ausente ou diminuida. A face ¢ relativamente poupada nos
adultos, embora possa ser acometida em formas extensas, simulando dermatite seborreica
(LANGLEY; KRUEGER; GRIFFITHS, 2005).

A forma vulgar corresponde a 80% ou mais dos casos (MENTER et al., 2004). E
caracterizada por papulas e placas escamosas e infiltradas, distribuidas simetricamente,
afetando, preferencialmente, o couro cabeludo, os joelhos, a regido lombo-sacral e os
cotovelos (SAMPAIO; RIVITTI, 2007). A psoriase pode apresentar comprometimento
ungueal e articular em 5 a 20% dos individuos acometidos. (SCHON; HENNING, 2005;
KORMEILI; LOWE; YAMACHI, 2004). Podem ocorrer lesdes da matriz ungueal ou da
lamina ungueal (REICH, 2009).

O diagnoéstico da psoriase classica, em geral, ¢ facil e se baseia em elementos
macromorfologicos que, na maioria das vezes, sdo tipicos como o eritema, a infiltracdo e a
escama, além da historia clinica de lesdes recorrentes ao longo de muitos anos (SILVA,
2009).

A idade de inicio do quadro ¢ bimodal, ou seja, um pico de incidéncia na segunda
década de vida e outro na quinta década, com associa¢do a antigenos de histocompatibilidade
distintos (ARRUDA; CAMPBELL; TAKAHASHIMI, 2001). A psoriase tipo I ou de inicio
precoce apresenta tendéncia a disseminagao, maior nimero de recorréncias, maior frequéncia
de historia familiar e dos marcadores HLA-Cw6 e DR7, quando comparada a psoriase tipo 11
ou de inicio tardio (durante ou ap6s a quinta década de vida) (CHRISTOPHERS, 2001).

A patogénese da doenga ainda ndo ¢ totalmente esclarecida. O desencadeamento da
doenca pode iniciar por fatores ambientais (trauma fisico), infecgdes (HIV, streptococco -
hemolitico), uso de alguns farmacos (litio, B-bloqueadores, cloroquina, mepacrina), estresse
fisiologico e por fatores genéticos, ja que 85% dos pacientes com psoriase apresentam o
marcador HLA-Cw6. A diferenga entre esses fatores no processo da doenca ainda ndo foi
esclarecido (ASHCROFT; LIWAN PO; GRIFFITHS, 2000).

As evidéncias da participa¢do do sistema imunologico na patogénese da psoriase sdo
fortemente sugeridas pelo desenvolvimento da doenca em receptores de transplante de medula
ossea de doador com psoriase. Assim como pela melhora da doenga, quando é seguida de
transplante de medula 6ssea de doador sem psoriase, e também pelo sucesso nos tratamentos
com inibidores de TNF-a, ciclosporina e metotrexato (SCHON; HENNING, 2005; LOWES;
BOWCOCK; KRUEGER, 2007; LOWES et al.,, 2008). Tais observagdes contrariam o
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pensamento prevalente na década de 70 de que a doenca teria como causa a hiperproliferacao
e alteragdo na diferenciagdo de queratinocitos (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER, 2007).

A associagdo da psoriase com antigenos de histocompatibilidade fica ainda mais clara
com a descoberta do PSORSI1, gene localizado no cromossomo 6 (6p21) e identificado em
muitos casos da doenga. Neste cromossomo estd localizada a maioria dos genes do complexo
principal de histocompatibilidade e outros desta regido, associados a outras doengas
autoimunes (LANGLEY; KRUEGER; GRIFFITHS, 2005).

A resposta imunologica anormal € responsavel pelo dano tecidual que resulta em
disfungdo dos queratinécitos. A atividade mitdtica dos queratindcitos basais ¢ aumentada em
mais de 50 vezes na pele psoridtica, o que reduz de 28 a 30 dias para 3 a 5 dias o tempo de
migracao destes da camada basal até a cornea (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER, 2007).

Acredita-se que, devido a presenca de linfocitos T tipo 1 na fase inicial da doenca, e a
resposta positiva as terapias com alvo nas células T, estas células estejam envolvidas neste
processo (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2009). Alteragdes como diferenciacdo anormal de
queratinocitos e hiperproliferacao, infiltracdo das células inflamatodrias e proliferacdo vascular
sao os fenomenos a nivel celular que acometem pacientes com psoriase. A proliferacao de
queratindcitos da epiderme resulta da liberacdo de citocinas produzidas pelos leucocitos
ativados por células T (ORTONNE, 1996).

O impacto da psoriase na qualidade de vida dos pacientes pode resultar em estresse
diario e morbidez fisiologia (BASAVARAJ; NAVYA; RASHMI, 2011). Falta de
autoconfianga, discriminagdo, isolamento, raiva e desesperanca também sdo sentimentos
muito comuns em pacientes com a doenca. A psoriase afeta significativamente as atividades
diarias e, aproximadamente, dois ter¢os dos pacientes reportam que ela afeta negativamente o
seu dia-a-dia (WEISS et al., 2002). Os sintomas fisicos das lesdes da pele, como intensa
coceira, descamagdo, vermelhiddo, ressecamento, impermeabilidade e sangramento, podem
afetar a funcionalidade fisica do paciente e, consequentemente, sua qualidade de vida
(YOSIPOVITCH et al., 2000). Nao se encontrou correlagdao entre a severidade da doenca e a
presenca de prurido intensa. Entretanto, a prurido intensa esta intimamente ligada com a
qualidade de vida dos pacientes, sentimentos de segregagdo, estresse e sintomas depressivos
(REICH; HREHOROW; SZEPIETOWSKI, 2010). Maiores reagdes de estresse também sdo
relacionadas com o aparecimento da doenca em idades mais precoces (NIEMEIER;
NIPPESEN; KUPFER, 2002).

Quando a psoriase envolve a palma das maos e a sola dos pés, que acomete em torno

de 40% dos portadores, a dor e o desconforto sdo maiores do que nos pacientes que ndo tem
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essas regides acometidas. Atividades rotineiras como escovar os dentes ou trocar de roupa
ficam comprometidas (PETTEY; BALKRISHNAN; RAPP, 2003).

As lesdes da psoriase quando sdo visiveis causam preconceito e rejeicao da sociedade
para com os pacientes acometidos. As pessoas em geral ndo tem muito conhecimento sobre a
doenca e pensam no contagio. Isto pode levar os portadores a evitar lugares publicos, como
piscinas, ginasios, saldes de beleza, lugares em que estas situacdes de rejeicdo possam
ocorrer, comprometendo, assim, a vida social do paciente (GINSBURG; LINK, 1993). Em
torno de 6% dos trabalhadores avaliados em um estudo relatam que sofrem ou ja sofreram
alguma discrimina¢do devido a doenca, e 23% dizem que a doenca influenciou na sua escolha
de carreira (WEISS et al.,, 2002). Além disso, estudos mostram que o baixo nivel de
consciéncia e a incompreensao das pessoas nao portadoras da psoriase podem contribuir para

a falta de sensibilidade e entendimento para com os portadores na sociedade (YOUNG, 2005).

2.1.2 Tratamento da psoriase

Os tratamentos disponiveis para a psoriase devem ser prescritos levando-se em
consideracdo a forma clinica, a localizagdo das lesdes, a gravidade da doenca, as necessidades
e as limitacdes do paciente. A abordagem terapéutica inclui a administragdo topica e/ou
sisttmica de medicamentos, fototerapia ou combinagdes entre eles. De qualquer forma,
devido a cronicidade da doenga e a rdpida diminuicdo do efeito do farmaco, sistemas
alternados de medicamentos devem ser estabelecidos (SILVA, 2009).

Os tipos de tratamentos empregados para a psoriase sdo supressivos € ndo curativos.
Assim, o objetivo da terapia ¢ minimizar a extensdo e a severidade das lesdes (ASHCROFT;
LIWAN PO; GRIFFITHS, 2000). A remissao do quadro pode ocorrer, mas ndo costuma ser
regra. Em geral, apds o desencadeamento da doenca, algum tipo de tratamento ¢ necessario
para o controle das lesdes, nas quais, depois de controladas, faz-se o uso de tratamentos de
manuten¢do (TALHARI; RAMOS, 2006). A extensao da doenca, as areas do corpo atingidas,
a idade do paciente, o sexo, o estado de saude em geral e o tratamento prévio sdo fatores que
devem ser observados na escolha do farmaco ideal para o controle da doenga (ASHCROFT;
LIWAN PO; GRIFFITHS, 2000). A maioria dos pacientes quer estar envolvido com a escolha
do tratamento, e esta decisdo estd diretamente ligada a satisfagdo do mesmo. A terapia

sistémica ¢ indicada para as formas aguda e moderada a grave da psoriase, ou quando os
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tratamentos locais ndo sdo suficientes para estabilizar as lesdes (RENZI; DI PIETRO;
TABOLLI; 2011).

A administragdo topica de substancias sobre a lesdo cutdnea permite minimizar
possiveis efeitos colaterais da terapia oral (MARTINS; CHAUL, 2009). E indicada para
pacientes com placas leves a moderadas, pois em casos de psoriase mais severa e extensa, a
terapia topica ¢ impraticavel ou ndo suficientemente efetiva (ASHCROFT; LIWAN PO;
GRIFFITHS, 2000). Os cremes umectantes ou hidratantes devem ser incluidos em qualquer
esquema terapéutico, inclusive nos periodos assintomaticos. Os queratoliticos, como o acido
salicilico, entram na composicdo de logcdes e cremes, normalmente associados a
corticosteroides. Estes ultimos tém sido a terapia topica mais utilizada, apesar dos efeitos
colaterais apresentados e a ocorréncia de taquifilaxia (SILVA, 2009).

Dentre as substancias utilizadas para tratamento topico da psoriase se destacam os
corticosterdides (propionato de clobetasol, dipropionato de betametasona, hidrocortisona,
dexametasona), os andlogos da vitamina D (calcipotriol, calcitriol), o alcatrdo, os
imunomoduladores (pimecrolimo, tacrolimo), os retindides tdpicos (tazaroteno) e o ditranol

(ARRUDA; CAMPBELL; TAKAHASHIMI, 2001).

2.2 Ditranol

O ditranol (antralina) ou 1,8-dihidroxi-9-antrona (Figura 1) ¢ um dos fairmacos mais
efetivos no tratamento da psoriase, sendo eficaz tanto na inflamagdo quanto na
hiperproliferagdo causada pela doenca. Sua descoberta iniciou com os estudos de Lieberman e
Seidler (1878), os quais demonstraram que a planta Andira araroba, empregada para o
tratamento topico da psoriase, possuia como componente ativo a antrona (1,8-dihidroxi-3-
metil-9-antrona). O ditranol foi a primeira substancia sintética antipsoriase introduzida na
Alemanha, em 1916, sob o nome de cignolina. Mais tarde, foi denominada ditranol na Europa
e antralina nos Estados Unidos (MULLER, 1996). No Brasil, o firmaco fez parte da Relagao
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) até o ano de 2002 (RENAME 2002),
indicada na forma de pomada (0,1 a 0,2%), sendo excluida posteriormente (RENAME, 2006).
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OH 0 OH

Figura 1 — Estrutura quimica do ditranol.

Caracteriza-se por ser um pd amarelo a marrom claro e cristalino, praticamente
insoluvel em 4gua, solivel em cloreto de metileno, parcialmente soltivel em acetona e
fracamente soluvel em etanol (96%). Seu ponto de fusdo se encontra na faixa de 178 °C a
182 °C (BRITISH PHARMACOPEA, 2011).

Além da psoriase, o farmaco ¢ utilizado para o tratamento de outras doengas que
afetam a pele, como eczemas cronicos, dermatofitoses, alopecia aerata e dermatite seborreica.
Seu prolongado tempo de remissdo e a baixa taxa de recaidas sdo caracteristicas favoraveis se
comparado aos corticosterdides, que sdo associados a muitos efeitos colaterais locais e
sistémicos, grande numero de recorréncias, atrofia da pele e imunossupressdao generalizada
(KATARE; AGARWAL; KUMAR, 2008). Van de Kerkhof e colaboradores (2006)
realizaram um estudo comparativo do uso topico do ditranol (administrado uma vez ao dia) e
do calcipotriol (duas vezes ao dia). O resultado obtido foi de que houve uma maior remissao
da doenga com o grupo tratado com o ditranol. Cabe salientar que o calcipotriol tem sido
muito utilizado no tratamento topico da psoriase por ndo causar manchas na pele.

Topicamente, o ditranol penetra na pele pela barreira do estrato corneo comprometido
pela doenca em 30 minutos, € a sua maior concentragdo ¢ encontrada na camada cérnea. Em
algumas formas da psoriase, torna-se necessario sua associagdo com um agente queratolitico,
como o 4acido salicilico, a fim de promover uma melhor distribui¢do no local de agao
(KATARE; AGARWAL; KUMAR, 2008). A adi¢do de uréia também aumenta a
concentragdo de ditranol na pele, em torno de 2,5 vezes (WOHLRAB, 1991). A sua absor¢ao
na pele sadia ¢ menor do que na pele comprometida pela doenca (WANG et al., 1987).
Entretanto, ndo se observa efeitos adversos distintos entre a pele sadia e a comprometida com
o uso do ditranol (PRINS et al., 1998; PARSLEW; FRIEDMANN, 1999). O que se verifica ¢
uma maior gravidade na formacdo de eritema que ¢ causado pelo ditranol quando ele se
encontra associado em emulsdes O/A se comparado a bases lipofilicas e, provavelmente, este

efeito ocorre devido a liberagdo mais rapida do farmaco (KNECZKE et al., 1989).
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A acdo terapéutica do farmaco esta relacionada a interacdo com o DNA e a inibicdo de
enzimas associadas a proliferacdo e inflamacdo das células, ou a peroxidacdo e a destrui¢ao
das membranas lipidicas (MULLER, 1996). Sua agao ocorre em nivel celular, intracelular e
intercelular, que inclui &cidos nucleicos, varios caminhos bioquimicos e imunomoduladores.
Ainda, inibe a proliferacdo dos queratindcitos, ocorrendo a normaliza¢do da expressdo da
queratina. A taxa de renovagdo das células epidérmicas ¢ diminuida, resultando no alivio dos
sintomas da doenga (KATARE; AGARWAL; KUMAR, 2008).

A principal enzima que interage com o farmaco ¢ a glicose-6-fosfatase (G-6-PDH),
que ¢ aumentada na psoriase e inibida pelo ditranol. Entretanto, o maior efeito parece ser a
inibi¢do da respiracdo mitocondrial. Desta forma, dois processos de inibigdo enzimadtica estao
envolvidos: a pentose fosfato oxidativa e a glicolise oxidativa via ciclo do &cido citrico
(FUCHS et al., 1986; SALET et al., 1991).

A organela alvo do ditranol ¢ a mitocondria. Mcgill e colaboradores (2005)
demonstraram através das propriedades fluorescentes do ditranol que ele se localiza nas
mitocondrias dos queratinocitos. Dessa forma, também atua na respiragdo celular, onde ocorre
o seu acumulo e a inibi¢do da respiragdo pela sua interacdo com a cadeia transportadora de
elétrons, resultando na redugdo da sintese de ATP. A diminui¢do de energia celular resulta na
inibicdo de energia para alguns processos, como para a replicagio do DNA (KATARE;
AGARWAL; KUMAR, 2008). Cabe salientar que a associacdo do fiarmaco com as
membranas celulares ¢ rapida (50% do farmaco se fixa as células nos 10 primeiros minutos de
exposi¢ao) (REICHERT et al., 1985).

A taxa de reabsor¢@o do ditranol no sangue ¢ muito baixa (SCHAEFER; SCHALLA,
SHROOT, 1981; WESTER et al, 1980). Pequenas quantidades sdo excretadas,
predominantemente na urina como produtos de sua oxidacdo; entretanto, ndo se observa
toxicidade sistémica, particularmente no rim (NEILL et al., 1984; GOODFIELD; HULL,;
CUNLIFFE, 1994).

A molécula do ditranol rapidamente se oxida, gerando radicais livres que causam dano
aos tecidos bioldgicos e irritam profundamente. Os tecidos ndo afetados pela doenca quando
estdo em contato com o farmaco sdo os de maior reatividade (KATARE; AGARWAL;
KUMAR, 2008). Ha evidéncias de que seus efeitos bioldgicos sejam decorrentes de reacdes
redox, resultando na formagdo de radicais antralinicos (dantrona e dimero) e na producao de
espécies reativas de oxigénio (CZERWINSKA et al., 2006). Estas espécies podem, também,
ser responsaveis pelos seus efeitos indesejaveis, como irritagdo ¢ manchas na pele e ndo sao

efetivos contra a psoriase (MULLER, 1996). O produto final da oxida¢do do ditranol
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apresenta coloracdo marrom e ¢ responsavel pelas manchas de tons mais escuros que ocorrem
na pele e roupas (KEMENY; RUZICKA; BRAUN-FALCO, 1990). Radicais de oxigénio sdo
constantemente formados como bioprodutos de varios processos de transferéncia de elétrons,
sendo uteis em alguns processos fisiologicos; porém, podem ser altamente destrutivos quando
produzidos em excesso (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; GUTTERIDGE, 1993).

A oxida¢do do ditranol ¢ dependente tanto do pH quanto da presenca de luz. Metade
de sua reatividade quimica pode ser atribuida aos grupos fenolicos hidroxil em C1 e C8 ¢ aos
dois atomos de hidrogénio em C10 (Figura 1). Sua auto-oxidagdo estd relacionada com o
metabolismo celular, importante para a sua atividade farmacologica, uma vez que atua como
um doador de elétron e inibe a cadeia transportadora de elétrons. A cadeia de oxidagdo leva a
formacdo de produtos ndo caracterizados, conhecidos como “ditranol marrom”, ja
mencionados anteriormente. Todos os produtos de oxidagao do ditranol (dantrona, diantrona e
ditranol marrom) ndo possuem atividade antipsoriase e sdo responsaveis pela maior parte dos
efeitos colaterais associados a sua terapia. Assim, ocorre um paradoxo, onde a reatividade
quimica do farmaco € necessaria para sua atividade, sendo, ao mesmo tempo, indesejavel,
pois acarreta na formagdo de produtos de degradacao irritantes € que causam manchas na pele
e vestimentas (KATARE; AGARWAL; KUMAR, 2008). Entretanto, se a estabilidade do
ditranol for aumentada, os efeitos indesejaveis como irritagdo e manchas causadas
indiretamente pelos seus produtos de degradagdo, seriam resolvidos concomitantemente
(WANG; AMHERST, 1991).

Adicionalmente, o consumo de oxigénio pelas lesdes da psoriase ¢ duas vezes maior
em relagdo a pele sadia. Além disso, na presenca do farmaco, uma reducdo significativa no
consumo de oxigénio na pele humana foi observada, especialmente quando exposta a radiagdo
ultravioleta, sugerindo um aumento da geracdo de radicais livres na pele afetada quando
comparada a pele sadia (RAAB, 1981). Cabe salientar que a pele exibe certo grau de
transformagdo de ferro (furnover) e sua excre¢do ¢ aumentada na psoriase, confirmando o
mecanismo reportado anteriormente (TRENAM; BLAKE; MORRIS, 1992).

Além de causar irritagdo, queimagdo, manchas e necrose na pele normal e afetada, o
ditranol ¢ instavel frente a luz, oxigénio, metais pesados, altos valores de pH e em meio
aquoso (HILLER; CAMPBELL; SMEATON, 1995; THOMA; HOLZMAN, 1998) e, na
presenca destes fatores, facilmente se decompde em dimeros de quinona que sdo inativos
(MARTINS; CHAUL, 2009).

Conforme exposto, o farmaco também ¢ responsavel por causar manchas na pele, ao

entorno das lesdes, cabelos e unhas, as quais permanecem por um longo periodo, e em roupas,
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sendo dificil a sua remog¢do. Apds aplicagdo, a regido afetada apresenta ressecamento, com
coceira e queimacdo (KATARE; AGARWAL; KUMAR, 2008).

Algumas patentes ja foram publicadas na tentativa de melhorar a estabilidade do
farmaco. Nestes trabalhos se observa a grande quantidade de estabilizantes utilizados nas
formulagdes. Dentre eles, Wang (1991) desenvolveu géis com ditranol (1,5%),
butilhidroxitolueno (BHT) (0,2%), 4cido salicilico (0,2%), EDTA (0,1%), bissulfito de sddio
(0,1%) e acido ascorbico (1%), resultando em formulagdes mais estdveis. Na tentativa de
diminuir os conservantes acidos, Katare, Agarwal e Kumar (2008) prepararam sistemas
vesiculares multilamelares contendo ditranol, na concentracdo de 0,5%, na tentativa de
diminuir a dose, evitar a irritagdo e manchas, e facilitar a aplicacdo. Como antioxidante se
utilizou o BHT (0,3%) e a formulagao final foi preparada em gel de metilcelulose.

Wuis e colaboradores (1999) avaliaram a estabilidade de cremes com concentragdes
mais baixas de ditranol (0,1; 0,3 e 0,5%), empregando acido ascorbico (0,05%), &cido sérbico
(0,15%) e acido salicilico (1%) como estabilizantes. Os cremes foram armazenados a
temperatura ambiente (20 °C) e 4 °C. Uma maior estabilidade foi verificada para as amostras
contendo 0,3 e 0,5% de farmaco, armazenadas a temperatura de 4 °C. Com excecao do creme
a 0,1%, todas as formulagdes apresentaram um teor de ditranol superior a 85% apds 12 meses,
a temperatura ambiente.

O ditranol também ja foi associado ao naproxeno, um anti-inflamatério usado para o
tratamento de dermatites. Essa associacdo aumentou a liberagdo do naproxeno e do ditranol,
além de reduzir pela metade os principais efeitos adversos, em particular, as manchas na pele
(LAU; WHITE; HEARD, 2010).

Prins e colaboradores (1998) realizaram um estudo em 12 pacientes, empregando o
farmaco na concentragdao de 3%, em cremes O/A contendo 4cido salicilico. Foi observado que
houve irritagdo por algum mecanismo desconhecido, sem a influéncia da penetracdo do
farmaco. Os autores acreditam que a base utilizada, que ¢ diferente da convencional
(lipofilica) e a alta concentra¢do do fArmaco tenha causado esse processo.

O tratamento com ditranol normalmente ¢ realizado em terapias de curto contato, que
consiste na sua aplicacdo uma a duas vezes ao dia, por 10 minutos. O farmaco ¢ utilizado,
geralmente, na concentragdo de 0,01 a 0,5%, em bases semissolidas (vaselina, pasta de Lassar,
cremes) (AGARWAL; KATARE; VYAS, 2001). Kirkup e colaboradores (2002) observaram
que nao houve diferenca na evolucdo do tratamento em fun¢do do modo de aplicagdo, quando

se utilizou a pasta de Lassar.
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O medicamento ¢ comercializado na forma de cremes e pomadas, nas concentragdes
de 0,1 a 5,0%, em diversos paises (Reino Unido, Sui¢a, Canadé, Estados Unidos, Portugal,
Franga, Alemanha, Espanha, Turquia, Austrdlia, Nova Zelandia, India). As principais
especialidades farmacéuticas compreendem: Anthraforte”, Anthranol®, Anthrascalp®,
Antraderm®, Cignolin®, Dithrocream®, Drithocreme®, Dritho-Scalp®, Mican01®, Psoradrate®
e Psoriderm® (Index Merck, 2006). No Brasil, o ditranol pode ser encontrado em preparacdes
magistrais na forma de pomadas. O laboratério Stiefel chegou a produzir o Antranol® por
certo periodo, até ser excluido da RENAME.

Estudos ja demonstraram que a pele vai se adaptando ao tratamento com ditranol, se
tornando menos suscetivel aos seus efeitos adversos. Assim, o que se pode fazer ¢ um pré-
tratamento das areas afetadas com concentracdes mais baixas, e a partir das respostas da
irritacdo, ir aumentando sua concentracao (PARSLEW; FRIEDMANN, 1999). Assim, de
acordo com a resposta que cada paciente vai apresentar com a evolugdo do tratamento, pode-
se modificar o tempo de contato (10 até 60min) e a concentragdo utilizada do farmaco (0,1-
0,5% a 1,0-3,0%) (MAHRLE, 1997).

As desvantagens associadas as caracteristicas fisico-quimicas do ditranol, como sua
alta reatividade que leva a degradacdo (auto-oxidacao), sua solubilidade (insoltivel em agua e
solivel em solventes orginicos) e a baixa permeabilidade (KATARE; AGARWAL;
KUMAR, 2008), levaram ao estudo do desenvolvimento de novas formulagdes, a fim de
contornar esses obstaculos farmacotécnicos e terapéuticos.

Um estudo de fotodegradacdo do ditranol empregando lampadas de xendnio foi
realizado por Thoma e Holzmann (1998), no qual se investigou a influéncia de alguns
solventes orgédnicos na sua estabilidade (metanol, acetona e tetrahidrofurano) com e sem a
presenca de luz. Os resultados obtidos demonstraram que em metanol o farmaco degrada,
aproximadamente, 40% e 24% com e sem a presenga de luz, respectivamente, apds 30
minutos de contato; uma maior estabilidade foi verificada em tetrahidrofurano (1,7% e 6,7%
de degradacdo na auséncia e na presenga de luz, respectivamente, apos 3 horas); em acetona,
o ditranol se mostrou estavel na auséncia de luz durante o periodo de analise (3 horas), mas ja
na presenca, uma maior degradacdo em comparacdo com os outros solventes foi observada
(43,5% em 15 minutos de exposi¢do). Ainda, os pesquisadores avaliaram a estabilidade do
farmaco em excipientes utilizados em formula¢des dermatologicas (polietilenoglicol 400,
triglicerideos de cadeia média — TCM e parafina liquida). Melhores resultados foram obtidos
com TCM, uma vez que na auséncia de luz ndo se observou degradacdo e na presenca, 10,1%

do farmaco degradou apds 3 horas de exposi¢do. A partir destes resultados foi possivel
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verificar que os produtos de degradagdo do ditranol sdo fortemente dependentes do solvente e
dos excipientes usados em suas preparagdes, além da grande interferéncia da luz.

Em outra abordagem, Gehring e colaboradores (1992) estudaram o efeito do ditranol
(0,5%) incorporado em géis de lipossomas com acido salicilico (3%), os quais possibilitaram
um aumento da penetragdo do farmaco. Seguindo esta mesma linha, Agarwal, Katare e Vyas
(2001) desenvolveram sistemas lipossomais e niossomais contendo ditranol, empregando
BHT como antioxidante, além de manter as amostras sob atmosfera controlada de nitrogénio
por dois meses. O encapsulamento do farmaco nestes sistemas possibilitou o aumento de sua
estabilidade e permeabilidade em comparacdo com formulacdes tradicionais (creme base). Os
lipossomas foram incorporados em géis e as suas propriedades, no sentido de diminuir as
manchas provocadas pelas formulagdes comerciais de ditranol, foram avaliadas. Os resultados
obtidos foram positivos, uma vez que estas formulacdes apresentaram menor incidéncia de
manchas e maior facilidade de lavagem (SARASWAT et al., 2002). Em outro estudo, avaliou-
se a irritacdo destes lipogéis comparando com uma formulacdo comercial de ditranol em
pacientes. O lipogel apresentou maior eficacia, menor irritagdo e manchas, mostrando ser
mais efetivo do que a formulacao comercial (SARASWAT et al., 2007).

A permeabilidade do ditranol foi também estudada apos sua incorporagdo em aerogéis
de silica, os quais sdo normalmente usados para sistemas de liberagdo oral de farmacos, mas
que, neste caso, permitiram uma maior permeabilidade do farmaco no estrato corneo humano
em relacdo a sua tradicional incorporacdo em vaselina liquida (GUENTHER; SMIRNOVA;
NEUBERT, 2008).

O ditranol foi incorporado em lipossomas, entretanto, ndo se observou aumento do seu
efeito para a psoriase, mas ocorreu uma redugdo da irritacdo e manchas ao redor das lesdes. A
desvantagem deste sistema ¢ que ele se apresentou instavel para o farmaco (GEHRING,
KLEIN, GLOOR, 1994).

A preparacdo de coevaporados com polivinilpirrolidona foi investigada por
Delneuville e colaboradores (1998), tendo em vista que esta técnica usa excipientes atoxicos e
ndo irritantes, ¢ o processo ¢ realizado em baixas temperaturas, além de aumentar a
solubilidade aquosa e a taxa de dissolucdo de moléculas lipofilicas. Neste estudo, os autores
obtiveram dispersdes coloidais aquosas homogéneas, com adequada estabilidade, sob
atmosfera controlada de oxigénio.

Um modelo de microemulsdo com ditranol foi desenvolvido por Raza e colaboradores
(2011). As melhores formulagdes apresentaram Tween 80° e Tween 20° como tensoativos, e

miristato de isopropila e acetato de tocoferol na fase oleosa. As formulagdes foram estaveis
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por 45 dias e demonstraram um aumento da permeagdo e da liberagdo dérmica ex vivo do
farmaco.

Um modelo de vesiculas para a liberagao do ditranol foi estudado por Gidwani e
Singnurkar (2003) em combinagdo com acido salicilico, lipossomas e niossomas. Esse
sistema vesicular foi composto de uma nanoemulsdo com camadas nanovesiculares. Os
tamanhos de particula obtidos foram de até 450 nm. Os autores relatam que o farmaco nao
produziu irritacdo e manchas, e foi muito efetivo no tratamento da psoriase. Foi utilizado o
acetato de tocoferol e lecitina de soja, além de BHT e EDTA como antioxidantes.

Nanoparticulas lipidicas so6lidas (NLS) foram desenvolvidas e incorporadas em
diferentes formulagdes (gel-creme e gel) para investigar a sua estabilidade a temperatura
ambiente (25°C) e sob agdo da luz UVA (CARLOTTI et al., 2009). As concentracdes de
ditranol utilizadas foram de 0,015%. A velocidade de fotodegradagdo do ditranol em NLS
dispersas no gel e no gel-creme foi menor que o farmaco livie em um sistema de
microemulsdo. Além disso, uma maior estabilidade a temperatura ambiente foi verificada para
as nanoparticulas quando estas foram incorporadas em gel-creme (teor de 51% apos oito dias
de preparagdo). Ressalta-se que a suspensdo aquosa de nanoparticulas nao foi capaz de
estabilizar o farmaco sob tal condicdo (teor de 55% apds um dia de preparacao).

Cabe salientar que quando o farmaco ¢ incorporado em base oleosa como a vaselina
(formulagdes mais utilizadas), somente um pequeno percentual deste ¢ liberado da base,
ficando retido, em maior proporg¢ao, no estrato cérneo, sem atingir as camadas mais profundas
da epiderme (NEUBERT; WOHLRAB; BENDAS, 1995). Assim, a concentragdo terapéutica
a ser atingida nas mitocondrias das células das camadas da pele fica comprometida
(GUENTHER; SMIRNOVA; NEUBERT, 2008). Além disso, o fArmaco apresenta limitada
solubilidade nos veiculos usualmente empregados, como vaselina e parafina. Desta forma,
cuidados durante a manipulacio do farmaco e de suas preparagdes farmacéuticas sdo

necessarios.
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2.3 Administracio cutinea e nanoparticulas poliméricas

A pele ¢ composta por camadas distintas (epiderme, derme e hipoderme), sendo uma
barreira complexa devido a sua organizagdo anatdmica e composi¢do quimica. O estrato
corneo, que ¢ a primeira barreira da epiderme, e a sua estrutura compacta, representa o
principal obstaculo para a penetragdao de substancias topicamente administradas (FOLDVARI,
2000; KALIA; GUY, 2001).

A liberagdo na pele das substancias ativas a partir de formulagdes depende de alguns
fatores. O peso molecular e a lipofilicidade das substancias, o tipo de formulagdo, a presenca
de potencializadores de penetracdo cutanea, o estado do estrato corneo e o grau de hidratagao
sdo aspectos importantes a serem considerados na absor¢ao cutanea de farmacos (VERMA et
al., 2003).

As propriedades fisico-quimicas dos veiculos e das substincias ativas também sdo
responsaveis pela absor¢do de substancias na pele (PARDEIKE et al., 2009). Assim, no
sentido de aumentar a absor¢do, parametros como o coeficiente de particdo, a difusdo e a
solubilidade, podem ser manipulados. As propriedades fisico-quimicas do fadrmaco, sua
interacdo com a membrana e suas propriedades farmacocinéticas também influenciam na
absor¢ao (KALIA; GUY, 2001).

Nos ultimos anos, diferentes estudos tém sido desenvolvidos no sentido de aumentar a
penetracdo de farmacos ou modificar as caracteristicas fisico-quimicas inadequadas de
substancias ativas. Na literatura cientifica, varias estratégias tém sido relatadas para melhorar
a acdo de certos farmacos ou contornar suas limitagoes.

Lipossomas, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas e nanoemulsdes sao
nanocarreadores amplamente estudados na é4rea farmacé€utica e cosmética. Estes sistemas
coloidais tém sido alvo de importantes estudos no que tange a questdo de aperfeigoar a
liberagao de substancias em um determinado local, atuando como um sistema carreador de
farmaco, propiciando sua distribui¢io em locais especificos (MULLER; MADER; GOHLA,
2000; RAWAT; SINGH; SARAF, 2006).

Os carreadores nanoestruturados permitem direcionar o farmaco no organismo,
evitando seu acumulo em tecidos ndo especificos, onde poderia apresentar toxicidade,
aumentando sua concentracao no local de agdo e o seu indice terapéutico (RAWAT; SINGH;

SARAF, 2006). Adicionalmente, o pequeno tamanho de particula facilita sua utilizagdo em
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produtos dermatologicos e proporciona uma melhora do sensorial na pele (PERUGINI et al.,
2002).

Estratégias para aperfeicoar a liberagdo de farmacos, como as nanoparticulas, tem sido
propostas no sentido de melhorar a eficicia de muitos agentes terapé€uticos, tanto pela
modulacdo das propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas, quanto pela
diminuic¢do/elimina¢do de efeitos colaterais associados a eles, proporcionando maior aceita¢ao
pelo paciente (DATE; NAIK; NAGARSENKER, 2006).

As nanoparticulas poliméricas sdo suspensdes coloidais que apresentam didmetro
menor do que 1 um, e podem ser classificadas como nanocépsulas e nanoesfera, dependendo
de sua composicao e organizacio (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As
nanocapsulas apresentam estrutura vesicular e se diferenciam das nanoesferas (sistemas
matriciais) pela presenca de um nucleo geralmente oleoso envolto por uma membrana
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; RAWAT; SINGH; SARAF, 2006). Esses sistemas
sdo vantajosos em relacao aos lipossomas, devido a sua maior estabilidade in vivo e durante o
armazenamento, além da facilidade de incorporacdo de farmacos lipofilicos (SCHAFFAZICK
et al., 2003).Atualmente, em virtude de modificagdes na composi¢do das nanocapsulas, foram
reportadas nanocapsulas de nucleo lipidico, as quais possuem um nucleo hidrofobico
contendo uma substancia lipidica s6lida, o monoestearato de sorbitano, apresentando um
nucleo mais viscoso do que as nanocapsulas convencionais (JAGER et al., 2009; OURIQUE
etal., 2010; VENTURINI et al., 2011).

A composicdo das nanoparticulas pode influenciar na prote¢do dos farmacos da
degradacao (WEISS ANGELI et al., 2008), na cinética de liberagcao do farmaco in vitro (MU
et al,, 2004) e no seu efeito in vivo (CRUZ et al., 2006). As formas de associacdo dos
farmacos dependem do tipo de interagdes destes com o polimero e o 6leo, e, no caso das
nanocapsulas, ndo sendo estritamente dependente do coeficiente de particao do fArmaco entre
a fase oleosa e a aquosa (SCHAFFAZICK et al., 2003). O farmaco pode ser encapsulado na
matriz polimérica, no nucleo da nanoparticula, recoberto pela parede polimérica ou
quimicamente conjugado ao polimero, ou aderido na superficie da particula por adsorg¢ao,
dependendo do tipo de método de preparacdo (HANS; LOWMAN, 2002). Tamanhos menores
de particulas (aproximadamente 100 nm) podem ser obtidos com o uso de polimeros de baixo
peso molecular; no entanto, eles podem reduzir a eficiéncia de encapsulamento de fAirmacos
(BLANCO; ALONSO, 1997; KWON et al., 2001).

A maioria das nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas) para aplicacao

cutinea sdo preparadas utilizando-se o polimero poli(e-caprolactona), por ser biodegradavel,
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biocompativel e devido as suas propriedades mecanicas (KIM; RHEE, 2003). Além disso,
apresentam um bom potencial para a modificagdo de superficie via transformagdes quimicas,
exibindo um excelente controle farmacocinético, e sdo adequadas para o aprisionamento e a
liberacao de uma ampla gama de agentes terapéuticos (FARAIJI; WIPF, 2009).

As nanocépsulas poliméricas possuem algumas vantagens quando comparadas as
nanoesferas, como o aumento da eficiéncia de encapsulamento de farmacos lipofilicos devido
a presenca do nucleo oleoso. A parede polimérica impede que o farmaco entre em contato
direto com o tecido, ja que ele estd potencialmente dissolvido no 6leo. Assim, ocorre a
reducdo da irritagdo, a modulacdo da liberacdo do farmaco e a prote¢do contra a degradacao,
causada, por exemplo, pelo pH e luz (ANTON, BENOIT, SAULNIER, 2008).

Nanocapsulas também podem apresentar uma maior distribui¢do (ALVES et al., 2007)
e eficacia (PAESE et al.,, 2009) apds administracdo topica. A grande area superficial,
apresentada por estas estruturas, proporciona que as substincias lipofilicas encapsuladas
sejam adequadas para aplicagdo topica em formulagdes cosméticas, promovendo uma
liberacdo homogénea (BOUCHEMAL et al., 2004). O reduzido tamanho de particula
possibilita modificar a atividade de farmacos, delinear e controlar a liberagdo do ativo,
diminuir sua toxicidade, assim como aumentar a adesividade e o tempo de permanéncia do
farmaco na pele (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Além disso, apods
administracdo, tais nanocarreadores podem se acumular no foliculo piloso, atingindo
estruturas funcionais mais profundas, onde podem ser armazenados por alguns dias e
promover um efeito reservatorio. Ja com as formulagdes convencionais fica dificil predizer o
quanto tempo vao permanecer no local de ac¢do, tendo em vista a sua facil remocdo pelo
umedecimento, friccdo ou qualquer tipo de contato do paciente (LADERMANN et al., 2007).

A associacdo das nanocdpsulas a formulagdes semissolidas, além das vantagens ja
citadas, também proporciona uma diminuicdo do eritema, além de um maior contato do ativo
com o estrato corneo, assim como a formagdo de um filme protetor na superficie da pele
(ALVAREZ-ROMAN et al.; 2001). Ainda, promovem maior conforto ao paciente devido a
redugio do numero de administragdes (JIMENEZ et al., 2004), bem como o desenvolvimento
de sistemas de liberacao controlada (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; MARCHIORI et
al., 2010).

As nanocapsulas poliméricas apresentam limitada estabilidade fisico-quimica durante
0 armazenamento € como sdo sistemas aquosos, podem propiciar o desenvolvimento de

micro-organismos. Dessa maneira, a incorporagdo desses sistemas em formas farmacéuticas
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semissolidas, além de aumentar a sua aplicabilidade, pode auxiliar na sua estabilidade
(MILAO et al., 2003; ALVES et al., 2007; MARCHIORI et al., 2010).

Hidrogéis contendo nanocépsulas de tretinoina foram preparados com Carbopol®
Ultrez 10 NF e avaliados quanto a sua fotoprotecdo e permeabilidade em pele humana, através
da célula de difusdo de Franz. As nanocéapsulas associadas ao gel proporcionaram uma maior
fotoprotecdo frente a luz UVA em comparacdo a suspensdo e ao gel contendo o fArmaco livre.
Além disso, um maior controle da permeabilidade da tretinoina, com maior retengdo do
farmaco na superficie da pele, comparado com o farmaco ndo encapsulado, foi observado
(OURIQUE et al., 2011).

Mildo e colaboradores (2003) prepararam géis hidrofilicos contendo Carbopol® 940
com nanocapsulas de diclofenaco, onde se observou uma estabilidade de trés meses de
armazenamento. A avaliagdo da permeabilidade de géis contendo nanoparticulas com
nimesulida foi avaliada por Alves e colaboradores (2007) utilizando pele humana e células de
difusio de Franz. Pode-se observar que os hidrogéis de Carbopol® 940 contendo nanocapsulas
de nimesulida apresentaram uma maior concentragdo de firmaco nas camadas viaveis da pele
se comparada aos mesmos hidrogéis de nanoesferas e nanoemulsoes.

Nanoemulsdes contendo mentol, canfora e salicilato de metila foram preparadas e
incorporadas em géis de Carbopol® 940. Neste estudo, as formulagdes foram estaveis por até
seis meses, sem alteracdo de tamanho ou separagdo de fases. O estudo de permeacado in vitro
demonstrou que o gel apresentou uma maior taxa de permeac¢do da canfora, do mentol e do
salicilato de metila, em virtude da atividade termodindmica e do pequeno tamanho de
particula (MOU et al., 2008).

A coenzima Q-10 ¢ um antioxidante muito utilizado na area cosmética por apresentar
uma reducdo dos sinais da idade na pele. Por ser uma substancia muito 1abil e levando em
conta a capacidade das nanocapsulas de estabilizar certos compostos, Terroso e colaboradores
(2009) desenvolveram nanocéapsulas contendo a coenzima Q-10 e incorporaram em géis de
Carbopol® 940. Os géis apresentaram caracteristicas adequadas com relagio ao tamanho e se
observou que a presenca das nanocapsulas causou uma alteragdo no seu comportamento
reoldgico.

Miyazaki e colaboradores (2003) desenvolveram nanocéapsulas contendo indometacina
e associaram estas a géis. O estudo de liberagdo demonstrou que as nanocapsulas penetraram
intactas através da pele de rato.

Hidrogéis de Carbopol Ultrez®10 NF contendo propionato de clobetasol

nanoencapsulado foram desenvolvidos para avaliar sua eficacia no tratamento da dermatite de
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contato. As formula¢des com nanocapsulas e nanoemulsdes mostraram um maior controle na
liberagdo comparado aos hidrogéis com o farmaco livre. A influéncia da presenga do polimero
foi, também, evidenciada e um maior controle na liberagao do farmaco foi verificado para os
hidrogéis contendo as nanocépsulas. Esse controle promoveu uma melhor eficicia no
tratamento in vivo de dermatite de contato e um maior efeito imunossupressivo, demonstrando
maior eficacia do farmaco para o tratamento de desordens da pele, como a dermatite de
contato (FONTANA et al., 2011).

O emprego de nanocdpsulas poliméricas para o tratamento da psoriase no sentido de
aumentar a atividade antiproliferativa in vitro foi avaliado por Marchiori e colaboradores
(2010). As suspensdes de nanocdpsulas de dexametasona apresentaram um aumento da
atividade antiproliferativa se comparadas ao farmaco livre, sugerindo uma alternativa para o
tratamento desta doenga. A incorporagio em hidrogéis de Carbopol Ultrez® 10 NF foi
também realizada e apresentou um maior controle na liberagao in vitro do farmaco comparado

a sua forma livre.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.1 Matérias-primas

- Acido ascérbico (Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA — Delaware, Porto Alegre, Brasil);
- Acido sorbico (Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Acriloildimetiltaurato/VP (Aristoﬂex® AVC — Clariant, Sao Paulo, Brasil);
- Butilhidroxitolueno (BHT — Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Carboxipolimetileno (Carbopol® 940 — Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Ditranol (Mase, Sao Paulo, Brasil);

- Imidazolidiniluréia (Germal® 115 — Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Metabissultifo de sodio (Delaware, Porto Alegre, Brasil);

- Monoestearato de sorbitano (Span”® 60 — Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);
- Poli(e-caprolactona) (PCL — Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- Polissorbato 80 (Tween® 80 — Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

- Trietanolamina (Impex, Sao Paulo, Brasil);

- Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (TCM — Delaware Porto Alegre, Brasil).

3.1.2 Aparelhos e equipamentos

- Agitador magnético modelo HS7 (IKA Werke, Sao Paulo, Brasil);

- Balanca analitica AL204 (Mettler Toledo Modelo, Sao Paulo, Brasil);
- Banho de ultrassom Ultracleaner 1400 (Unique, Sdo Paulo, Brasil);

- Centrifuga para tubos eppendorf 1-14 (Sigma, Alemanha);

- Centrifuga T 32A (Janetzki, Alemanha);

39
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- Analisador de tamanho, potencial zeta e peso molecular de particulas Zetasizer
Nanoseries ZS (Malvern Instruments, Reino Unido);

- Evaporador rotatério modelo 802 (Fisatom, Brasil);

- Potencidometro digital modelo Seven Easy (Mettler Toledo, Sao Paulo, Brasil);

- Sistema de cromatografia liquida Shimadzu LC-20A composto por bomba de alta
pressdo modelo LC-20AT e detector UV/VIS modelo SPD-M20A PDA (Shimadzu, Japao);

- Viscosimetro rotacional LVDV-II+Pro (Brookfield, Estados Unidos).

3.1.3 Solventes e outros materiais

- Acetona PA (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil);

- Acetonitrila grau cromatografico (Tedia, Sao Paulo, Brasil);

- Acido acético glacial PA (Tedia, Sdo Paulo, Brasil);

- Agua ultrapura MilliQ®(Labconco, Estados Unidos);

- Coluna cromatografica Luna® Cg (Phenomenex, Estados Unidos);

- Dispositivo de ultrafiltracio Amicon® Ultra 0,5 (Millipore, Estados Unidos);

- Membranas de celulose regenerada 0,45 um de 13 e 47 mm (Millipore, Estados
Unidos);

- Pré-coluna (Phenomenex, Estados Unidos).

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo das nanoestruturas

Nanocapsulas de ntcleo lipidico (JAGER et al., 2009) contendo ditranol foram
preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al.,
1989). Para tal, uma fase organica composta pelo polimero [poli(e-caprolactona) — PCL], o

o6leo (triglicerideos dos acidos caprico/caprilico), um tensoativo de baixo EHL (monoestearato
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de sorbitano — Span® 60) e acetona foi aquecida durante uma hora, a 40 °C. Apos
resfriamento, adicionou-se o firmaco sob agitacdo. Apds completa homogeneizagdo do
sistema, esta fase foi vertida em uma fase aquosa composta por um tensoativo de alto EHL
(polissorbato 80 — Tween” 80) e agua ultrapura. Apés 10 minutos de agitacdo, a formulagio
foi levada ao evaporador rotatdrio a 40 °C para evaporagdo do solvente organico e parte da
agua e ajuste final da concentragdo do farmaco em 0,5 mg/mL. Finalizada esta etapa,
adicionou-se o antioxidante (EDTA — 0,05% ou acido ascorbico — 0,02%, m/v) em solugdo.
Nanoemulsdes foram também preparadas pelo método de emulsificagdo espontianea
(BOUCHEMAL et al., 2004), contendo os mesmos componentes utilizados na preparagdo das
nanocapsulas, com excecdo do polimero. Adicionalmente, formulagdes contendo ditranol
(0,5 mg/mL) e Span® 60 dissolvidos em acetona foram preparadas. Esta solugdo foi vertida
em uma solugdo aquosa contendo Tween® 80 e mantida sob agitagio magnética durante 10
min. As preparacdes foram manipuladas e evaporadas sob as mesmas condi¢des
experimentais as quais as nanocapsulas e as nanoemulsdes foram submetidas, contendo a
mesma concentracdo dos componentes utilizados. Da mesma forma, EDTA ou acido
ascorbico foram adicionados apds o ajuste final da concentracio do farmaco. Para
comparagdo, nanocapsulas sem os estabilizantes e nanocapsulas brancas (sem a presenca do
farmaco) foram, também, preparadas e avaliadas.

Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata, ao abrigo da luz e
acondicionadas em frascos de vidro ambar. A composi¢do quali-quantitativa das nanocéapsulas
e nanoemulsoes esta descrita na tabela 1.

As formulacdes foram designadas: nanocépsulas de ditranol contendo EDTA ou acido
ascorbico (DIT-NCgpra € DIT-NCaa, respectivamente); nanoemulsoes de ditranol contendo
EDTA ou écido ascorbico (DIT-NEgpra € DIT-NE44, respectivamente); dispersao do farmaco
contendo EDTA ou acido ascorbico (DIT-Dgpra € DIT-Daa, respectivamente); nanocapsulas
brancas contendo EDTA ou 4cido ascorbico (NCgpra € NCaa, respectivamente) e
nanoemulsdes brancas contendo EDTA ou 4cido ascorbico (NEgpra € NEaa,

respectivamente).
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Tabela 1 — Composi¢ao qualitativa e quantitativa das nanoemulsdes e nanocéapsulas (n = 3)

Componentes Quantidade
Fase Organica PCL 0,100 g
Span® 60 0,077 g
Triglicerideos dos acidos 0,33 g
caprico/caprilico
Ditranol 0,005 g
Acetona 27 mL
Fase Aquosa Tween® 80 0,077 g
Agua ultrapura 53 mL
Antioxidantes EDTA ou 0,005 g
Acido ascorbico 0,002 g

*: valores relativos a um volume final de 10 mL;
**: para a preparacao das nanoemulsdes foi omitida a presenca do polimero.

3.2.2 Caracterizagao fisico-quimica das nanoestruturas

A caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes foi realizada imediatamente apos
sua preparagdo e em intervalos de tempo pré-estabelecidos. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

3.2.2.1 Determinagao do pH

Os valores de pH foram determinados diretamente nas formulagdes, empregando um

potenciometro previamente calibrado com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0.
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3.2.2.2 Determinag¢do do didmetro médio e da polidispersao

O didmetro médio e a polidispersao das particulas foram determinados por
espectroscopia de correlagio de fotons (Zetasizer”) e por difracio a laser (Mastersizer”), apos
dilui¢do das amostras em agua ultrapura, na propor¢do de 1:500 (v/v), previamente filtrada em

membrana de 0,45 pm.

3.2.2.3 Determinagdo do potencial zeta

As anélises de potencial zeta foram realizadas por mobilidade eletroforética no mesmo
equipamento empregado para a avaliacdo do didmetro médio. Para esta anélise, as amostras
foram diluidas em solu¢do de NaCl 10 mM (proporcdo 1:500, v/v), previamente filtrada em

membrana de 0,45 pum.

3.2.2.4 Determinagao do teor de ditranol nas formulagdes

O teor de ditranol nas amostras foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), empregando um cromatografo Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japao),
equipado com uma bomba modelo LC-20AT, detector SPD-M20A PDA, sistema controlador
CBM-20A, coluna C;s Luna® (250 mm x 4,60mm, 5 pm) e pré-coluna Phenomenex Security
Guard. O método utilizado para anélise foi adaptado de Cheach e colaboradores (1989), onde
se utilizou uma fase méovel composta de acetonitrila:dgua (75:25, v/v) com ajuste de pH da
agua para 3,0 com &cido acético glacial; fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢do de 20 uL e
deteccdo em 354 nm.

Para a quantificagdo do farmaco nas amostras, uma aliquota de 400 pL foi dissolvida
em 10 mL de acetonitrila, a fim de obter uma concentra¢do de ditranol de 20 pug/mL. A
solugdo foi sonicada por 5 minutos, com posterior centrifuga¢do (5 minutos — 5000 rpm).
Retirou-se uma aliquota do sobrenadante, a qual foi filtrada em membrana de 0,45 um e

injetada no cromatografo.
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3.2.2.4.1 Validagdo do método analitico

Para assegurar a utilizacdo deste novo método, ele foi previamente validado seguindo
os parametros de: especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e
precisdo (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

A especificidade foi determinada pela analise das suspensdes de nanocapsulas brancas
para avaliar se os componentes da formulagdo poderiam causar alguma interferéncia ou
sobreposi¢do de picos do farmaco neste método. O uso de detector com arranjo de diiodos
também auxiliou para esta determinacdo. As amostras foram preparadas e diluidas nas
mesmas condi¢des empregadas para as formulagdes contendo o farmaco.

A curva analitica foi preparada em triplicata, a partir de uma solucao de 1000 ug/mL
de ditranol em acetonitrila, a fim de obter as concentragdes de 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL A
linearidade foi obtida pelo estudo de regressdo linear, mediante o método dos minimos
quadrados e analisada por Analise de Variancia (ANOVA). Os limites de deteccao (LD) e de
quantificagdo (LQ) foram calculados a partir da curva analitica, de acordo com as equagdes 1

e 2 (ICH, 2005):

Equagao 1.

LD=33xDP/S
Equacao 2.

LQ=10xDP/S
Onde:

S = inclinacao da curva de analitica

DP = desvio padrao da resposta

A precis@o do método foi determinada pela repetibilidade (precisdo intradia) e pela
precisdo intermedidria (entre dias), calculando-se o desvio padrio relativo (DPR) dos

resultados obtidos. Seis amostras independentes foram analisadas na mesma concentracao
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(20 pg/mL), em triplicata, sob as mesmas condi¢gdes experimentais, no mesmo dia e durante
dois dias.

A exatidao foi determinada pelo teste de recuperacdao. Uma solucdo de ditranol na
concentracdo de 10 pg/mL foi preparada, apos extragdo do farmaco das nanocapsulas com
acetonitrila. A esta solucdo, foram acrescidas quantidades de solugdo padrdo, a fim de obter
solugdes de concentragdo de 16, 20 e 24 ng/mL (correspondendo a 80, 100 e 120% da
concentracao usual de andlise — 20 pg/mL). Todas as solucdes foram preparadas e analisadas
em triplicata. O percentual de recuperacao foi calculado pela diferenca entre as areas obtidas
das solugdes acrescidas ou nao de solugdo padrao (AOAC, 2000). As nanocédpsulas contendo

EDTA foram utilizadas na determinacdo da precisdo e exatidao do método.

3.2.2.5 Determinagao da eficiéncia de encapsulamento

A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento foi realizada pela técnica de
ultrafiltragdo-centrifuga¢do (Amicon Ultra®, Millipore), a 2200 xG, durante 10 minutos. A
eficiéncia de encapsulamento (taxa de ancapsulamento) foi calculada pela diferenga entre o
conteido total de farmaco presente nas nanocdpsulas e a concentragdo encontrada no

ultrafiltrado (Equagdo 3). O ultrafiltrado foi analisado por CLAE.

Equacao 3.
Taxa=Ct—-Cl/Ctx 100

Onde:
Ct = Concentragao total de farmaco

Cl = Concentragao de farmaco encontrada no ultrafiltrado
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3.2.3 Avaliagdo do potencial de irritacdo das nanocépsulas

Para a avaliagdo do potencial de irritagdo das nanocapsulas contendo ditranol utilizou-
se o método proposto por Lupke (1985). Ovos de galinha da linhagem Cobb 500,
provenientes do Laboratério de Avicultura (LAVIC) da UFSM, foram fecundados por 10
dias, mantidos a temperatura (37,3 °C) e umidade (65%) controladas.

Ap6s o periodo de incubagdo, os ovos foram retirados da incubadora e colocados em
um suporte, com a parte menos convexa do ovo, onde se localiza a cAmara de ar, voltada para
cima. Em seguida, a casca da parte superior do ovo foi retirada, com auxilio de uma pingca. A
primeira membrana que ficou exposta foi umedecida, cuidadosamente, com solugdo
fisiologica estéril e, apos alguns segundos de contato, foi removida, expondo-se a membrana
corioalantoide.

As amostras foram, entdo, colocadas em contato com a membrana corioalantéide (0,3
mL). As formulacdes analisadas neste experimento compreenderam: nanocédpsulas de ditranol
(DIT-NCgpra € DIT-NCaa), nanocapsulas brancas (NCgpra € NCaps) € 0 fArmaco livre, ndo
encapsulado (dispersdo em 4gua com auxilio de Span® 80 ¢ Tween® 80 — DIT-D). A fim de
comprovar a eficiéncia e a qualidade do método, utilizou-se como controles positivos solugao
de lauril sulfato de sodio a 1% (SLS) e solu¢do de NaOH a 0,1 N, os quais caracterizam
reacdes de vasoconstricdo e hemorragia, respectivamente; como controle negativo empregou-
se solucdo fisioldgica estéril. Apds um tempo de contato de 20 segundos, as amostras foram
removidas com auxilio de solugdo fisioldgica. Em seguida, iniciou-se a observacao visual de
possiveis mudangas que poderiam ocorrer na membrana, por um periodo de 5 minutos. Os
fendmenos verificados foram: hemorragia, vasoconstricio e coagulagdo. Para cada
formulacao foram realizadas seis determinagoes.

O grau de irritagdo foi determinado de acordo com a equagado abaixo:

Equagao 4.

Indice de HET-CAM = (301 —h) x 5/300 + (301 —v)x 7 /300 + (301 —c) x 9/ 300
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Onde:

h = tempo (segundos) no qual se observou a presenca de hemorragia;

v = tempo (segundos) no qual se observou a presenca de vasoconstri¢ao;
¢ = tempo (segundos) no qual se observou a presenga de coagulacao.

OBS: Caso algum dos efeitos ndo fosse observado era desconsiderado da formula.

A partir do valor médio obtido, as amostras foram classificadas em relagdo ao grau de

irritacdo, de acordo com a classificacdo descrita na tabela 2.

Tabela 2 — Classificagao do potencial de irritacao de acordo com o teste de HET-CAM

indice de HET-CAM Grau de Irritacao
0a0,9 Na3o irritante
la4,9 Ligeiramente irritante
5a8,9 Irritante

9a2l Muito irritante

3.2.4 Estudos de estabilidade

3.2.4.1 Estabilidade a temperatura ambiente

Para o estudo, as suspensdes de nanocéapsulas contendo EDTA como estabilizante
foram avaliadas nos tempos zero (apds preparagdo), 3, 5, 7 e 15 dias; para as amostras
preparadas com acido ascérbico, o periodo de avaliacdo compreendeu zero, 3, 5, 7, 15, 21 e
30 dias. Apds cada intervalo de tempo, foram monitorados os seguintes pardmetros: pH, teor,

diametro médio de particula, indice de polidispersao e potencial zeta.
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3.2.4.2 Fotodegradagao

A protecao do farmaco frente a fotodegradagdo foi realizada pela exposi¢ao das
nanocépsulas a luz ultravioleta UVA artificial (30 W, modelo POUP AFP 1X32, Intral). Para
tal, as amostras (1,0 mL) foram acondicionadas, individualmente, em cubetas plésticas e
transparentes que foram mantidas em camera espelhada a uma distancia de 14 cm da luz. Em
intervalos de tempos pré-estabelecidos, aliquotas de 0,4 mL foram retiradas e diluidas, a fim
de verificar a concentragdo do fairmaco em cada amostra. Para comparagdo, solugdes de
ditranol livre (0,5 mg/mL), em uma mistura de acetonitrila:dgua (40:60, v/v) foram, também,
preparadas e avaliadas (DIT-S). Adicionalmente, EDTA (DIT-Sgpra) ou acido ascorbico
(DIT-Saa) foram utilizados, nas mesmas propor¢des empregadas para as nanocapsulas. O
experimento foi realizado em triplicata e apds cada intervalo de tempo, a concentracdo do
farmaco nas amostras foi determinada por CLAE, de acordo com a metodologia previamente
validada. As analises foram realizadas até se obter 60% de degradacao do farmaco.

Para descartar a degradacao por fatores que nao fosse a presenca da luz UVA, cubetas
contendo as amostras (nanocapsulas e solugdes), envoltas com papel aluminio, foram
avaliadas.

Os resultados foram plotados em gréaficos de concentracdo de ditranol versus tempo
para estabelecer a cinética de degradagcdo do farmaco associado as nanocapsulas. Graficos de
ordem zero, primeira e segunda foram construidos, plotando-se a quantidade remanescente de
ditranol versus tempo, In [quantidade remanescente de ditranol] versus tempo e 1/[quantidade
remanescente de ditranol] versus tempo. O coeficiente de correlagdo para cada grafico foi
calculado e a ordem de reacdo foi determinada a partir da melhor correlagdo obtida,
calculando-se, também, a constante de degradacdo (k) e o tempo de meia-vida (t;5)

(NUDELMAN, 1975; SINKO, 2006).

3.2.5 Preparagdo de formulagdes semissolidas

Formulagdes semissdlidas do tipo hidrogéis foram preparadas, em triplicata, mediante
a dispersao do polimero formador de gel nas suspensdes de nanocapsulas, com auxilio de gral

e pistilo. Dois tipos de polimeros foram empregados: Carbopol® 940 e Aristoflex® AVC.
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Trietanolamina foi utilizada como neutralizante; imidazolidiniluréia, como conservante;
metabissulfito de so6dio e acido sorbico, como antioxidantes. Para comparacdo, hidrogéis
contendo o farmaco na forma livre foram, também, preparados mediante a dispersdao do
ditranol em Tween® 80 e posterior incorporacdo no hidrogel base, em concentracio igual ao
hidrogel contendo as nanocépsulas. Os hidrogéis foram denominados: hidrogel de Carbopol®
940 contendo nanocapsulas de ditranol com EDTA (HGC-DIT-NCgpra); hidrogéis de
Aristoflex” AVC contendo nanocapsulas de ditranol com EDTA e 4cido ascérbico (HGA-
DIT-NCgpra € HGA-DIT-NCaa, respectivamente); hidrogel de Carb0p01® 940 contendo
nanocépsulas brancas ¢ EDTA (HGC-NCgpra); hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo
nanocédpsulas brancas com EDTA e dacido ascorbico (HGA-NCgpra € HGA-NCaa,
respectivamente); hidrogel de Carbopol® 940 contendo o farmaco livre com EDTA (HGC-
DITgpra); hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo o farmaco livre com EDTA e &cido
ascorbico (HGA-DITgpra € HGA-DIT 4, respectivamente) e hidrogel base de Carbopol® 940
(HGCEpra) € hidrogel base de Aristoflex” AVC com EDTA e é4cido ascorbico (HGAgpra €
HGAAA, respectivamente). A composicdo quali-quantitativa das formulagdes se encontra

descrita nas tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3 — Composigio qualitativa e quantitativa dos hidrogéis de Carbopol® 940 contendo
nanocapsulas de ditranol e EDTA (HGC-DIT-NCgpra), nanocapsulas brancas de EDTA
(HGC-NCgpra), ditranol livre (HGC-DIT) e hidrogel base (HGCgpra)

Componente HGC-DIT- HGC-NCgpra HGC-DIT HGCgpra
NCEDTA

Carbopol® 940 0,125 ¢ 0,125 ¢g 0,125 ¢g 0,125 ¢
Metabissulfido de 0,025 ¢ 0,025 ¢ 0,025 ¢ 0,025 ¢
sodio
Imidazolidiniluréia 0,125 g 0,125 g 0,125 g 0,125 g
Trietanolamina 0,04 g 0,04 g 0,04 g 0,04 g
Ditranol - - 0,0125 g -
EDTA - - 0,0125 g 0,0125 g
DIT-NCgpta g.sp.-25¢g - - -
NCepra - qsp.25g - -
Tween" 80 - - 0,1925 g -
Agua ultrapura - - q.s.p-25¢g g.s.p.-25¢g

Tabela 4 — Composigio qualitativa e quantitativa dos hidrogéis de Aristoflex” AVC contendo
nanocapsulas de ditranol e EDTA (HGA-DIT-NCgpra); nanocapsulas brancas de EDTA
(HGA-NCgpra); ditranol livre (HGA-DITgpra) € hidrogel base (HGAgpra)

Componentes HGA-DIT- HGA-NCgpra  HGA-DITgpra HGAgpTA
NCepra

Aristoflex” 0,250 g 0,250 g 0,250 g 0,250 g
AVC
Acido sérbico 0,025 g 0,025 g 0,025 g 0,025 g
Ditranol - - 0,0125 g -
EDTA - - 0,0125 ¢ 0,0125 ¢
DIT-NCgpta g.s.p.-25¢g - - -
NCepra - qs.p.25¢g - -
Tween" 80 - - 0,1925 g -

Agua ultrapura - - g.s.p.-25¢g g.s.p-25¢g
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Tabela 5 — Composigio qualitativa e quantitativa dos hidrogéis de Aristoflex” AVC contendo
nanocapsulas de ditranol e 4cido ascorbico (HGA-DIT-NCyxx); nanocapsulas brancas de acido

ascorbico (HGA-NCyp); ditranol livre (HGA-DITx,) € hidrogel base (HGAaA)

Componentes HGA-DIT- HGA-NCa HGA-DIT 44 HGA A
NCaa
Aristoflex® 0,250 g 0,250 g 0,250 g 0,250 g
AVC
Acido sorbico 0,025 g 0,025 g 0,025 g 0,025 g
Acido ascorbico - - 0,005 g 0,005 g
Ditranol - - 0,0125 g -
DIT-NCaa gsp-25¢g - - -
NCaa - q.s.p-25¢g - -
Tween" 80 - - 0,1925 g -
Agua ultrapura - - g.s.p.-25¢g g.s.p.-25¢g

3.2.6 Caracterizagao fisico-quimica dos hidrogéis

Os hidrogéis obtidos a partir das nanocépsulas foram caracterizados de acordo com os
seguintes testes: pH, teor de farmaco, tamanho de particula, polidispersdo, propriedades
reologicas e espalhabilidade. Para os hidrogéis contendo o farmaco livre, os testes

empregados compreenderam: pH e teor de farmaco.

3.2.6.1 Determinacao do pH

O pH dos hidrogéis foi determinado em potencidmetro previamente calibrado com

solucdes tampdo pH 4,0 e 7,0, apds dispersdo das amostras em 4gua, a uma concentragdo de

10% (m/m).
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3.2.6.2 Determinag¢ao do teor de ditranol nos hidrogéis

O teor de farmaco presente nos géis foi determinado por CLAE, de acordo com as
condi¢des experimentais descritas no item 3.2.2.4. Para a quantificacdo, uma aliquota de 1,0 g
de gel foi transferida para um baldo de 25 mL e a extragdo do farmaco foi realizada em
acetonitrila, sob agitacdo magnética, por 30 minutos. A amostra foi centrifugada e filtrada em
membrana de 0,45 um e injetada no cromatografo. O teor de farmaco foi determinado no
tempo zero e apos 7, 15 e 30 dias de preparacdo das formulacdes. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

O método analitico foi validado, seguindo os pardmetros de especificidade, precisdo e
exatidao (ANVISA, 2003; ICH, 2005). A especificidade do método foi realizada pela anélise
dos hidrogéis contendo nanocépsulas brancas e pela pureza do pico do farmaco. Na precisao
do método, determinou-se o DPR de seis amostras independentes, analisadas sob as mesmas
condi¢des experimentais, no mesmo dia (repetibilidade) e em dois dias consecutivos (precisao
intermediaria). Para a exatiddo, utilizou-se o teste de recuperagdo, a partir da analise de
solucdes de amostras acrescidas de solugdo padrao, a fim de obter concentragdes de 16, 20 e

24 ng/mL (80, 100 e 120%) da concentragao de analise.

3.2.6.3 Determinacao do didametro médio das nanocapsulas apos incorporagdo nos hidrogéis

O diametro médio das nanocapsulas, apds incorporacao nos hidrogéis, foi determinado
por espectroscopia de correlagio de fotons (Zetasizer”™), apos diluigio das amostras em agua
ultrapura, na propor¢do de 1:500 (m/m), previamente filtrada em membrana de 0,45 pm e

homogeneizada em vortex por 5 minutos.

3.2.6.4 Avaliagao das propriedades reoldgicas

A andlise das propriedades reologicas e da viscosidade das formulagdes semissélidas

foi realizada utilizando um viscosimetro rotacional (Brookfield, modelo LVDV-II+Pro), com
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adaptador para pequenas amostras e sensor de cisalhamento SC4-25. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata em banho com circulagdo de d4gua em temperatura de 25 + 2°C e os
resultados obtidos foram analisados pelo programa Rheocalc (versao V3.1-1, Brookfield,
Estados Unidos).

Os reogramas foram analisados usando diferentes modelos de fluxo: Bingham

(t = to+mMy), Casson (1= 100’5 + n°’5y°’5

), Ostwald (t = «y") e Herschel-Bulkley (t = 1 + xy
"), onde:t é a tensdo de cisalhamento,ty é a tensdo de cisalhamento limite, 1 € a viscosidade, n
¢ o indice de fluxo, x ¢ o indice de consisténcia e y € a taxa de cisalhamento (KIM et al.,

2003).

3.2.6.5 Avaliagao da espalhabilidade

A espalhabilidade das formulagdes foi avaliada pelo método das placas paralelas, de
acordo com a metodologia descrita por Borghetti e Knorst (2006). Uma placa molde, com
orificio central de 1,0 cm de didmetro, foi colocada sobre uma placa suporte de vidro (20 cm x
20 cm) posicionada sobre uma escala milimetrada e uma fonte luminosa. A amostra foi
introduzida no orificio da placa molde e a superficie foi nivelada com espatula. Apds a
remog¢ao cuidadosa da placa, a amostra foi pressionada com placas de vidro de pesos
conhecidos, em intervalos de 1 minuto entre cada placa, totalizando 10 placas. A area
espalhada durante a adi¢do de uma nova placa foi medida, em milimetros, nos eixos vertical e
horizontal. Os resultados foram expressos em espalhabilidade em fun¢@o do peso aplicado, de

acordo com a Equacgdo 5. As andlises foram realizadas a temperatura ambiente.

Equagao 5.

Ei=d>n/4

Onde:

Ei = 4rea de espalhabilidade (mm?) ap6s aplicacdo de determinada massa i (2);
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d = didmetro médio (mm) lido para cada amostra.

Para obter o perfil de espalhabilidade, foram construidos graficos, plotando-se aarea
de espalhabilidade (Ei) versus peso adicionado. O fator de espalhabilidade (FE) foi, também,
calculado, e representa a capacidade de expansdo da formulagdo em uma superficie horizontal
quando um grama de peso ¢ adicionado sob a mesma, nas condi¢des experimentais descritas
nesta metodologia. A equagao 6 foi utilizada para calcular o fator de espalhabilidade (MILAN
et al., 2007):

Equacao 6.

FE=A/P

Onde:

FE = ¢ o fator de espalhabilidade (mm?.g);
A = espalhabilidademaxima (mm?);

P = peso total adicionado (g).

3.2.7 Analise estatistica

As formulagdes foram preparadas e analisadas em triplicata e os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. A andlise estatistica dos resultados foi realizada por
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, com nivel de signficancia de 5%,
utilizando o programa SigmaStat, versdo 3.0.1.0 (Jandel Scientific, USA). Para o estudo de
irritagdo foi empregado o critério de classificagdo proposto por este experimento, descrito no

item 3.2.3.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsdes e nanocapsulas contendo ditranol

4.1.1 Determinacao do didametro médio, polidispersdo, potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de

encapsulamento

Nanocapsulas de nucleo lipidico (JAGER et al., 2009) contendo ditranol foram
preparadas de acordo com metodologia previamente descrita (FESSI et al., 1989). A primeira
etapa do trabalho consistiu na escolha dos constituintes da formulacdo, principalmente no que
se refere a estabilizacdo do farmaco e a necessidade de adi¢do de um agente antioxidante.
Inicialmente, preparou-se uma formula¢do de nanocédpsula com 0,5 mg/mL de ditranol que,
apesar de apresentar boas caracteristicas relacionadas ao pH, tamanho de particula e indice de
polidispersdo, apresentou baixo teor de farmaco logo apds a sua preparagdo
(aproximadamente, 71% de farmaco) (Tabela 6). Além disso, um dia apds preparagao,
observou-se mudanca na coloragdo da formulagdo, de amarelo claro (coloracdo inicial) a
amarelo escuro e marrom, devido a oxida¢ao do farmaco no meio.

A partir dos resultados iniciais optou-se por adicionar um antioxidante que pudesse
retardar o processo da formacao de radicais livres que ocorre com o farmaco. De acordo com
dados da literatura (AGARWAL; KATARE; VYAS, 2001), o primeiro antioxidante
selecionado foi o butilhidroxitolueno (BHT) na concentragao de 0,1% (m/v). Além disso, um
estudo preliminar ja& demonstrou que a associacdo de BHT a nanocépsulas poliméricas foi
satisfatoria para a estabilizacdo do 4cido lipdico (KULKAMP et al., 2009). O uso deste
antioxidante ndo mostrou nenhum aumento na estabilidade do ditranol nas nanocapsulas.
Posteriormente, optou-se pela utilizacdo de acido citrico. Entretanto, as amostras analisadas
apresentaram resultados insatisfatorios com relagdo ao tamanho de particula (281 + 05 nm) e
polidispersado (0,29 + 0,03), sendo observada a presenca de microparticulas na formulagao.

De posse dos resultados obtidos, novas formulagdes foram preparadas contendo
EDTA na sua composicdo, que por ser um agente quelante e removedor de ions, poderia

ajudar na estabilidade do fadrmaco, reduzindo a atividade catalitica de ions e metais de
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transi¢do nas reagdes de oxidagdo (GIL e BRANDAO, 2007), uma vez que o ditranol se oxida
facilmente na presenca destes. Primeiramente, utilizou-se uma concentracao de 0,1% (m/v) de
EDTA, adicionado na fase aquosa das nanocapsulas; entretanto, se verificou a presenca de
particulas com tamanho micrométrico e uma alta polidispersdo. Optou-se pelo emprego da
metade da concentragdo utilizada de EDTA e pela adi¢do do mesmo na fase complementar,
apds o processo de evaporacdo. Resultados satisfatérios foram alcangados, obtendo-se uma
formulacao com faixa de tamanho nanométrico (Figura 2), baixo indice de polidispersao e
auséncia de microparticulas (Figura 3).

Apods a escolha de EDTA como antioxidante, houve a tentativa na mudanca dos
constituintes da formulacdo a fim de aumentar a estabilidade do farmaco. Nanocépsulas
convencionais com 6leo mineral e com Span® 80 (em substitui¢do aos triglicerideos de cadeia
média e Span® 60, respectivamente) foram, também, desenvolvidas. Tais formulacdes nio
apresentaram resultados satisfatorios na sua caracterizagdo, apresentando indice de
polidispersdo acima de 0,3 e grande quantidade de microparticulas.

Muitos trabalhos com formula¢des de ditranol também apresentam uma grande
quantidade de acidos como estabilizantes, como o acido sorbico, salicilico e ascorbico
(PRINS el al., 1998). Buscando uma formulacao mais estavel, utilizou-se, também, o acido
ascorbico como estabilizante nas nanocdpsulas, que ¢é um agente antioxidante (GIL e
BRANDAO, 2007). Inicialmente, utilizou-se uma concentracdo de 0,04% (m/v) de acido
ascorbico, adicionado na fase aquosa. A presenga de agregados de polimero e o pH muito
baixo apresentado pela formulagdo, fez com que a concentragdo de acido ascorbico fosse
reduzida para 0,02% (m/v), adicionado no final da preparagdo das nanocapsulas, conforme
descrito para as formulagdes contendo EDTA. As nanocapsulas preparadas apresentaram
resultados satisfatorios na sua caracterizagao, o que possibilitou, também, o emprego de acido
ascorbico como estabilizante.

As nanocépsulas de ntcleo lipidico contendo ditranol (0,5 mg/mL), EDTA (DIT-
NCkgpra) ou 4cido ascorbico (DIT-NCaa) como estabilizantes, apos preparagdo, apresentaram-
se, macroscopicamente, como um liquido homogéneo, leitoso, de coloragdao amarelo claro,
decorrente da presenca do farmaco. Para comparagdo, nanoemulsdes (DIT-NEgpra € DIT-
NExa) e dispersdes do farmaco livre (DIT-Dgpra € DIT-Daa) foram, também, preparadas e
caracterizadas. Em relacdo ao aspecto, caracteristicas semelhantes foram obtidas para as
nanoemulsdes; as dispersdes aquosas apresentaram aspecto semelhante a uma suspensao
grosseira, de coloragdo amarela, com a presenga de precipitados de facil redispersdo. Os

resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica das nanocédpsulas e nanoemulsdes se
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encontram na tabela 6. Nas figuras 2 e 3 estdo apresentados os resultados da andlise de

distribui¢cdo do tamanho das particulas.

Tabela 6 — Caracterizacdo fisico-quimica das nanocéapsulas de nucleo lipidico e nanoemulsdes
contendo ditranol (0,5 mg/mL) apds preparagdo: DIT-NCgpra, NCgpra, DIT-NEgpra €
NEgpra — nanocépsulas contendo ditranol, nanocépsulas brancas, nanoemulsdo contendo
ditranol e nanoemulsao branca com EDTA, respectivamente; DIT-NCaa, NCaa, DIT-NEaa €
NEaa — nanocapsulas contendo ditranol, nanocépsulas brancas, nanoemulsdo contendo
ditranol e nanoemulsdo branca com 4cido ascorbico, respectivamente; DIT-NC -

nanocapsulas de ditranol sem antioxidantes (média + s)

Formulacao pH Tamanho PDI* Potencial Teor
médio de zeta (mV) (mg/mL)
particula (nm)

DIT-NCgpra 5,56 £0,01 241 £ 04 0,16 0,03 -7,6 0,6 0,50+ 0,02
DIT-NEgpta 5,49 £0,02 223+ 07 0,22+0,04 -10,1+1,3 0,42+0,03
NCepra 5,73 +£0,07 240 + 05 0,15+0,03 -12,4+22 -
NEEgpta 5,72+ 0,04 225+ 12 0,29 +£0,03 -85+ 1,2 -
DIT-NCaa 4,35+ 0,06 234+ 07 0,15+0,01 90+1,4 0,51+0,01
DIT-NEa 4,31 +0,04 257 + 38 0,30+0,08 -11,7+0,5 0,40+0,01
NCaa 4,35+ 0,07 230+ 07 0,15+0,01 -8,6+0,9 -
NEaa 4,28 +0,05 249 + 22 0,31+0,07 -10,1+0,7 -
DIT-NC 6,50 = 0,05 226 £ 03 0,20+0,07 -10,7£2,9 0,35+0,02

*PDI: indice de polidispersao.
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Figura 2 — Distribui¢do do tamanho de particula das nanocdpsulas de nucleo lipidico e
nanoemulsdes contendo ditranol (0,5 mg/mL), analisadas por espectroscopia de correlagdo de
fotons. (A) DIT-NCgpra, (B) DIT-NCxa, (C) DIT-NEgpra € (D) DIT-NE 4.
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Figura 3 — Distribui¢ao do tamanho de particula das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
ditranol (0,5 mg/mL) analisadas por difracdo a laser. (A) DIT-NCgpra € (B) DIT-NCxa.

As nanocapsulas apresentaram tamanho de particula na faixa nanométrica (220 a
250 nm), indice de polidispersao abaixo de 0,25, indicando uma adequada homogeneidade do
sistema. Os valores obtidos estdo de acordo com os normalmente encontrados na literatura
para estes sistemas preparados pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(200-500 nm) (SCHAFFAZICK et al., 2003). Adicionalmente, a analise do tamanho de
particula por difracdo a laser demonstrou uma distribuicdo nanométrica, sem a presenga
simultanea de microparticulas (Figura 3). Diferenca significativa ndo foi observada entre os
didmetros médios das nanocapsulas com ditranol preparadas com EDTA e 4cido ascorbico
(p > 0,05). Em comparagdo com as nanocapsulas brancas, se verificou que a presenca do
farmaco nao causou diferencas no tamanho de particula das formulagdes (p > 0,05). A adigdo
de EDTA nas nanocépsulas causou um aumento significativo de tamanho (p < 0,05) quando
comparada a suspensdo ndo contendo os antioxidantes (DIT-NC); entretanto, diferencas nao

foram observadas entre as suspensdes DIT-NCaxs € DIT-NC (p > 0,05).
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Todas as formula¢des apresentaram potencial zeta negativo, compreendido entre -7 e
-12 mV (Tabela 6). A presenca do farmaco alterou significativamente o potencial zeta das
nanocépsulas contendo EDTA (p < 0,05). Esse comportamento também foi observado para
nanocépsulas contendo acido retindico. Cabe salientar que a presenca do farmaco pode levar a
uma menor ou maior exposi¢cdo dos grupamentos negativos do polimero e dos acidos graxos
livres residuais presentes na fase oleosa das nanocapsulas (LARA, 2008). Entretanto, para a
suspensdo de nanocapsulas contendo acido ascorbico, ndo se observou diferencas entre as
nanocépsulas brancas e com ditranol (p > 0,05). Por outro lado, comparando as formulagdes
contendo ditranol associado a nanocdpsulas (DIT-NCgpra € DIT-NCa,a), ndo se observou
diferenca significativa entre os valores de potencial zeta obtidos (p > 0,05). Os baixos valores
de potencial zeta, em mddulo, sdo consequéncia do efeito estérico causado pelo polissorbato
80 que faz um revestimento na parede polimérica das nanocapsulas, e a densidade de carga
negativa esta relacionada a estrutura quimica do polimero (PCL) (CATTANI et al., 2010).
Cabe salientar que os valores encontrados estdo de acordo com os descritos na literatura para
nanocapsulas de ntcleo lipidico (JAGER et al., 2009; OURIQUE et al., 2010). A adi¢dao dos
conservantes tanto em DIT-NCgpra, como em DIT-NCxaa ndo causou alteracao no potencial
zeta quando comparado com a nanocépsula de ditranol (DIT-NC).

No que se refere ao pH, as nanocdpsulas com EDTA apresentaram pH &cido (5,6 a
5,7) devido as caracteristicas de seus componentes. A presenca do farmaco alterou
significativamente (p < 0,05) o valor de pH das formulagdes (DIT-NCgpra € NCgpra). A
presenca de EDTA nas nanocapsulas de ditranol ndo causou diferenga significativa (p > 0,05)
quando comparada as nanocapsulas compostas somente com o farmaco (DIT-NC). Valores de
pH mais baixos foram obtidos para as nanocapsulas contendo &4cido ascorbico na sua
composi¢do (cerca de 4,3) e para estas formulacdes a presenca do fairmaco ndo alterou os
valores de pH em comparag¢do com as nanocapsulas brancas (p > 0,05).

Para a quantificacdo do fairmaco nas formulagdes o método analitico foi validado. A
escolha das condi¢des cromatograficas foi realizada a partir de dados da literatura (CHEACH
et. al, 1989) e adaptacdes que se fizeram necessarias. A especificidade do método foi
confirmada pela auséncia de picos no cromatograma das solugdes obtidas com as
nanocapsulas brancas (NCgpra € NCaa) € pela andlise da pureza do pico especifico (indice de
pureza de pico = 1,000). O método analitico mostrou-se linear na faixa de concentragao de 10
a 30 pg/mL (y = 49039x — 25662; r* = 0,9997). A analise estatistica demonstrou regressdo
significativa (Feaiculado = 13233,74 > Fiapelado = 4,96) € ndo haver desvio de linearidade (Fcaiculado

= 1,11 < Fupelado = 3,71). Os limites de deteccdo e quantificagdo foram de 1,09 ug/mL e
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3,30 pg/mL, respectivamente. O método foi considerado preciso (DPR de 1,31 e 1,98 para a
repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente) e exato (% de recuperagdo = 100,11
+ 1,57) de acordo com as condig¢des analiticas empregadas.

O teor de ditranol nas nanocépsulas, apos preparagao, foi proximo ao tedrico (0,50 +
0,02 e 0,51 £ 0,01 para as formulagdes DIT-NCgpra € DIT-NCap, respectivamente),
indicando que ndo houve degradacao do farmaco durante o processo de preparacdo das
formulagdes (Tabela 6). A eficiéncia de encapsulamento do ditranol nas nanocapsulas foi
proxima a 100 %. Cabe salientar que as nanocapsulas de nucleo lipidico contendo ditranol
(DIT-NCgpra € DIT-NCap) desenvolvidas neste trabalho apresentaram uma maior taxa de
associacao do que nanoparticulas lipidicas sélidas desenvolvidas por Carlotti e colaboradores
(2009) (eficiéncia de encapsulamento de 89-92%), além de possuir uma maior quantidade de
farmaco.

A fim de verificar diferencas entre os tipos de estrutura, especialmente, a importancia
da parede polimérica nas nanocapsulas, nanoemulsdes contendo ditranol foram, também,
preparadas e avaliadas. Da mesma forma, as nanoemulsdes (DIT-NEgpra € DIT-NEaa)
apresentaram tamanho nanométrico de particula (220 a 260 nm), porém diferengas estatisticas
foram observadas entre as formulagdes (p < 0,05). Além disso, uma maior polidispersao foi
verificada especialmente para as nanoemulsdes contendo acido ascorbico, (DIT-NEay),
indicando uma menor homogeneidade. Em relacdo ao potencial zeta, um aumento
significativo, em modulo (p < 0,05), foi verificado para as nanoemulsdes em comparagdo com
as respectivas nanocapsulas (DIT-NCgpra € DIT-NCya) (Tabela 6).

Uma das principais diferencas observadas se refere ao teor de ditranol. As
nanoemulsdes DIT-NEgpra € DIT-NEa, apOs preparagdo, apresentaram um teor de 84 e
80%, respectivamente, indicando uma perda na quantidade inicial de farmaco (Tabela 6).
Desta forma, se verifica a importancia da presenca do polimero em evitar a degradag¢do do
farmaco durante o processo de preparacdo das nanocapsulas, contribuindo com a sua
estabilidade. Estudos anteriores ja demonstraram que a presenca do polimero em sistemas
nanoestruturados ¢ importante para a estabilidade de farmacos (CRUZ et al., 2006;
OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009). Desta forma, as nanoemulsdes ndo foram
selecionadas para dar continuidade aos estudos propostos.

Uma das vantagens apresentadas pelas nanocdpsulas se refere a possibilidade de
protecao de farmacos labeis e instaveis quimicamente. Em um estudo realizado por Kiilkamp
e colaboradores (2009), as nanocéapsulas poliméricas exerceram um efeito protetor sobre o

acido lipdico, aumentando sua estabilidade fisico-quimica em comparacao com formulagdes
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contendo o 4cido lipdico livre. Estudos recentes demonstraram que a presenga do polimero e
do 6leo nas nanocapsulas aumenta a prote¢ao de farmacos frente a fotodegradagao. Fontana e
colaboradores (2009) avaliaram a estabilidade do propionato de clobetasol frente a radiagao
UVA e verificaram que sua associagdo a nanocapsulas proporcionou uma maior estabilidade
quando comparada a nanoesferas e nanoemulsdes. Além deste, outros trabalhos tem
demonstrado as potencialidades das nanocdpsulas em proteger o farmaco frente a
fotodegradacao (OURIQUE et al., 2008).

Adicionalmente, para avaliar o comportamento do ditranol em meio aquoso, foram
preparadas dispersdes com EDTA e acido ascorbico. Os teores de ditranol nas suspensdes de
nanocépsulas foram superiores aos obtidos para as dispersdes do farmaco livre (teores de 48 e
65% para DIT-Dgpra € DIT-Daa, respectivamente). A presenga dos componentes das
nanocépsulas (polimero e 6leo), sem a adi¢do de conservantes, ja possibilitou uma maior
estabilizacdo do farmaco, que apresentou um teor de 70% logo apos o preparo. A partir destes
resultados se verifica a importancia da nanoencapsulacdo em proteger o farmaco da
degradacao durante o processo de preparagdo das formulagdes. Apesar da protecdo parcial
frente a luz realizada durante a preparagdo, fatores como o ar e dgua fazem parte do processo

de produgao.

4.2 Estudos de estabilidade

4.2.1 Estabilidade frente ao armazenamento

Considerando os resultados obtidos, as nanocdpsulas de nucleo lipidico contendo
ditranol e EDTA ou 4cido ascorbico como estabilizantes apresentaram resultados satisfatorios
na sua caracterizacdo, as quais foram avaliadas em relagdo a estabilidade durante o
armazenamento, a temperatura ambiente, por um periodo de 15 (DIT-NCgpra) € 30 dias (DIT-
NCaa). As formulagdes foram avaliadas em relagdo ao teor de farmaco, tamanho de particula,
polidispersdo, potencial zeta e pH. Os resultados obtidos se encontram descritos nas tabelas 7
e 8 e figuras 4, 5 e 6.

No que se refere aos valores de tamanho de particula (Figura 4) e indice de

polidispersdo (Figura 5) verifica-se que as formulagdes mantiveram suas caracteristicas
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iniciais ap6s 15 e 30 dias de armazenamento (formulagdes DIT-NCgpra € DIT-NCaxa,
respectivamente), ndo havendo diferenca significativa entre os resultados obtidos (p > 0,05).
O baixo valor da polidispersao (menor do que 0,2) para todas as formulagdes indica que as

mesmas mantiveram uma adequada homogeneidade.
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Figura 4 — Tamanho de particula das nanocépsulas contendo ditranol (DIT-NCgpra € DIT-
NCaa) e nanocépsulas brancas (NCgpra € NCx,) durante o estudo de estabilidade.
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Figura 5 — ndices de polidispersdo de nanocapsulas contendo ditranol (DIT-NCgpra € DIT-
NCaa) e nanocépsulas brancas (NCgpra € NCxaa) durante o estudo de estabilidade.

No que ser refere ao potencial zeta (Figura 6), as formulagdes contendo o farmaco e
acido ascorbico (DIT-NCaa) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao valor
inicial no decorrer do tempo de analise (p > 0,05). Comportamento semelhante foi verificado

para as nanocapsulas brancas (NCaa). No entanto, um aumento significativo (p < 0,05) nos
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valores de potencial zeta (em mddulo) foi observado para as nanocédpsulas contendo EDTA,
denotando uma maior estabilidade do sistema. Além disso, diferenga significativa entre as
nanocapsulas brancas ¢ com o farmaco (DIT-NCgpra € NCgpra) foram verificadas em todos
os tempos de analise, exceto em 15 dias. Schaffazick e colaboradores (2003) relatam que o
potencial zeta ¢ influenciado por alteragdes na interface com o meio de dispersdo, devido a
dissociagao de grupos funcionais na superficie da particula, em func¢io da relaxagdo da cadeia

polimérica.
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Figura 6 — Potencial zeta das nanocapsulas contendo ditranol (DIT-NCgpra € DIT-NCxa) €
brancas (NCgpra € NCaa) durante o estudo de estabilidade.

Em relacdo ao pH (Tabela 7), verifica-se que as nanocapsulas com ditranol ¢ EDTA
mantiveram o pH inicial durante os 15 dias de avaliagdo, ndo apresentando diferenca
significativa (p > 0,05). Analisando as mesmas formulagdes, porém sem o farmaco (NCgpra),
houve diferenca em todos os tempos (p < 0,05), exceto em sete dias, demostrando que a
presenca do farmaco foi importante para manter o pH das suspensdes de nanocapsulas. Para
as nanocapsulas preparadas com acido ascorbico se verificou uma queda significativa no pH
apos trés dias de armazenamento (p < 0,05), permanecendo estavel até o tempo final do
periodo de analise (30 dias) (p > 0,05). Esse comportamento foi também observado para as
nanocapsulas brancas (NCaa), demonstrando que, neste caso, a presenga do farmaco ndo
interferiu na estabilidade das nanocapsulas em relagdo ao pH. A diminui¢ao do pH pode ser
explicada pela provavel interacdo do polimero com a dgua (JAGER et al., 2007). Além disso,
0 meio no qual as nanocépsulas estdo possui acido ascorbico na sua composicao que pode,

também, provocar modifica¢des nesses valores.
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Tabela 7 — Estabilidade das nanocdpsulas contendo ditranol (0,5 mg/mL) e EDTA:

caracterizagdo fisico-quimica apos 15 dias de armazenamento a temperatura ambiente e

protecdo da luz (DIT-NCgpra — nanocapsulas contendo ditranol e EDTA; NCgpra —

nanocapsulas brancas de EDTA; média = s)

Tempo (dias) pH Teor (mg/mL)
DIT-NCgpra

Zero 5,56+ 0,01 0,50 + 0,02
3 5,55+0,01 0,51 +£0,01
7 5,56 £ 0,07 0,38 0,02
15 5,58 + 0,04 0,26 + 0,02
NCEDTA

Zero 5,73 £ 0,07 -

3 5,70 £ 0,08 -

7 5,74 + 0,08 -

15 5,36 £ 0,08 -
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Tabela 8 — Estabilidade das nanocéapsulas contendo ditranol (0,5 mg/mL): caracterizacao
fisico-quimica ap6s 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente e prote¢do da luz
(DIT-NCaa — nanocépsulas contendo ditranol e acido ascorbico; NCaa — nanocépsulas

brancas e 4acido ascorbico; média =+ s)

Tempo (dias) pH Teor (mg/mL)
DIT-NCaa

Zero 4,35+0,06 0,51 +£0,01
3 3,66 + 0,01 0,51 +0,00
7 3,54+ 0,02 0,50 0,01
15 3,56 +£0,03 0,48 +0,01
21 3,78 0,10 0,43 +0,02
30 3,85+ 0,00 0,35+ 0,02
NCaa

Zero 4,35=+0,07 -

3 3,71 £ 0,02

7 3,66 + 0,05 -

15 3,66 + 0,05 -

21 3,80+ 0,05 -

30 3,98 £ 0,05 -

Um dos principais parametros avaliados durante o estudo de estabilidade foi o teor de
farmaco nas nanocapsulas, devido a sua baixa estabilidade, especialmente no meio aquoso. As
nanocapsulas contendo ditranol e EDTA (DIT-NCgpra) mantiveram-se estaveis durante trés
dias de armazenamento a temperatura ambiente (teor de 100%). Uma diminui¢ao do contetido
do farmaco para 76 e 52% foi verificada no sétimo e décimo quinto dias de analise,
respectivamente (Tabela 7). Em comparagdo com as nanocapsulas contendo acido ascorbico,
uma maior estabilidade foi verificada para estas formulagdes, as quais apresentaram teor de
farmaco acima de 95% até 15 dias de armazenamento. Apo6s 30 dias, uma queda de,
aproximadamente, 31% foi verificada (Tabela 8). O acido ascorbico, além de evitar a possivel
formagdo de radicais livres no meio que possam reagir com o ditranol causando a sua

degradacgdo, proporcionou valores mais baixos de pH, e ambos auxiliaram para uma maior
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estabilizagdo do ditranol no meio, quando comparado as nanocéapsulas de ditranol e EDTA
(DIT-NCkgpra).

Tendo em vista a alta reatividade do farmaco e, com isso, a possibilidade de sua
degradacao, decorrente do processo de obtencdo das nanocéapsulas e pela presenca dos
constituintes das formulacdes, outras formula¢des nanoestruturadas foram, também,
preparadas e avaliadas. Nanoesferas contendo ditranol (0,5 mg/mL) e EDTA (0,05%, m/v)
foram preparadas pelo método da nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989), a fim de verificar se
a presenga do Oleo poderia contribuir para a sua instabilidade; para avaliar possiveis
interagdes com o tensoativo lipofilico, preparou-se nanocdpsulas sem a presenga do
monoestearato de sorbitano na fase organica. Estas modificagdes foram realizadas tendo em
vista a instabilidade do farmaco na presenca de lipideos descrita na literatura (THOMA;
HOLZMANN, 1998). As formulacdes foram preparadas em triplicata.

As nanoesferas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias (didmetro
médio de particula = 163 + 05 nm; PDI = 0,12 + 0,00; potencial zeta = -9,1 = 1,6 mV). Apos
preparagdo, o teor de ditranol nas nanoesferas foi proximo a 100%; entretanto, apds trés dias
de armazenamento, se verificou uma reducdo no teor para 75,6%. No que se refere a
caracterizacgdo, resultados semelhantes foram obtidos para as nanocépsulas preparadas sem a
presenca de Span® 60 (didmetro médio de particula = 243 £ 05 nm; PDI = 0,18 + 0,01;
potencial zeta = -7,10 = 1,1 mV). Para estas formulacdes, o teor de ditranol obtido, apds sete
dias de armazenamento, foi de 75,1 %, nao diferindo da nanocéapsula de nucleo lipidico
(Tabela 7). A partir destes resultados se verifica que o 6leo ¢ o Span® 60 nio interferem na
degradacdo do ditranol, ao contrario, contribuem para aumentar a sua estabilidade nas
suspensdes aquosas.

Um dos objetivos de desenvolver nanocépsulas poliméricas contendo o firmaco em
estudo foi melhorar a sua estabilidade e obter uma formulacdo aquosa, adequada para uso
topico. A utilizacdo de substancias antioxidantes se fez necesséaria e a partir dos resultados
obtidos neste trabalho, se verificou que o emprego de EDTA e, especialmente, de acido
ascorbico, possibilitaram estabilizar o farmaco nas suspensoes.

O EDTA atua como quelante de metais e desta forma auxilia na estabilizacdo do
ditranol, que apresenta uma maior reatividade na presenca destes (ASHTON; LOWE;
WHITEFIELD, 1983). O 4cido ascorbico, por outro lado, por atuar na captura de espécies
reativas de oxigénio e ao mesmo tempo por acidificar o pH, auxilia numa maior estabilidade

do farmaco quando comparado ao EDTA, ja que um dos principais caminhos de degradacao
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do ditranol ¢ a via oxidativa (ASHTON; LOWE; WHITEFIELD, 1983; MULLER, 1996;
CZERSWINSKA et al., 20006).

A literatura reporta a inclusao do ditranol em outros sistemas coloidais, conforme
abaixo relatado.

A obtencao de lipossomas contendo ditranol foi realizada por Agarwal e colaboradores
(2001). Neste estudo, os lipossomas foram preparados com BHT e mantidos em atmosfera de
nitrogénio. Estes sistemas apresentaram uma maior permeacao do farmaco comparado aos
cremes nao-idnicos. Os lipossomas foram posteriormente associado a géis (SARASWAT et
al., 2007), onde se observou que houve uma diminui¢do da irritagdo e de manchas na pele em
pacientes. Em outro estudo, microemulsdes contendo ditranol foram desenvolvidas e um teor
de 97-100% de farmaco foi obtido durante 45 dias de armazenamento. Essa alta estabilidade
do farmaco pode estar relacionada ao uso de tampao acetato pH 3,3 na fase aquosa durante a
preparagdo, além da baixa temperatura de armazenamento (5 °C) (RAZA et al., 2011). Carlotti
e colaboradores (2009) desenvolveram nanoparticulas lipidicas solidas contendo ditranol na
concentragao de 0,015%. Um estudo de estabilidade a temperatura ambiente foi realizado e se
verificou que ap6és um dia de armazenamento o conteido de farmaco foi 55%, diminuindo
para 10% apo6s quatro dias. A partir destes resultados, as nanocapsulas poliméricas
desenvolvidas neste trabalho mostraram-se mais estaveis, demonstrando a vantagem destes
nanocarreadores em estabilizar o ditranol. Além disso, foi possivel empregar uma maior
concentragao de farmaco.

Apesar da menor estabilidade verificada para a nanocapsula contendo EDTA como
estabilizante, optou-se por dar continuidade aos estudos com ambas as formulacdes (DIT-
NCgpra € DIT-NCaa), tendo em vista sua posterior inclusio em forma farmacéutica

semissolida.

4.2.2 Estudo de fotodegradagao

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto, tais como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composi¢do, processo de fabricagdo, tipo e propriedades dos materiais de

embalagem (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).
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O ditranol ¢ um farmaco que possui uma grande instabilidade frente a luz, dificultando
0 seu uso, uma vez que os compostos de degradacdo causam irritagdo e manchas na pele
(THOMA; HOLZMAN, 1998; CZERWISNKA et al., 2006). O estudo de fotodegradacdo do
ditranol foi realizado no sentido de verificar se a nanoencapsulacdo poderia proteger o
farmaco da radiagdo, além de acelerar possiveis reacdes de degradacdo que possam ocorrer
neste processo. As reagdes de oxidagcdo que ocorrem com o ditranol foram aceleradas pela
presenca da luz artificial UVA, a qual atuou como um catalisador.

Para o ensaio, as nanocdpsulas contendo ditranol (DIT-NCgpra € DIT-NCaa) €
solugdes do farmaco livre em acetonitrila:dgua (60:40) (DIT-S), contendo EDTA ou acido
ascorbico (DIT-Sgpra; DIT-Saa, respectivamente) foram expostas, por periodos de tempo pré-
estabelecidos, a luz UVA, em camara espelhada. Para determinar a cinética de reagdo, os
ensaios foram conduzidos até¢ um estagio avancado de degradacao (cerca de 60%). O teor de
ditranol, apds cada intervalo de tempo de exposi¢do, foi determinado por CLAE. Os

resultados obtidos estdo demonstrados nas tabelas 9 e 10 e nas figuras 7 e 8.

Tabela 9 — Valores experimentais obtidos no estudo de fotoestabilidade do ditranol em
nanocapsulas contendo EDTA (DIT-NCgpra), solugdo de acetonitrila:agua com EDTA (DIT-
Sepra) € solucdo de acetonitrila:dgua (DIT-S), obtidos por CLAE (média =+ s)

Tempo (h) Concentraciao (mg/mL)
DIT-NCgpra DIT-Sepra DIT-S

Zero 0,49 + 0,00 0,52 + 0,00 0,50 + 0,00
0,17 0,50 0,01 0,47 +£ 0,00 0,43 + 0,00
0,25 0,50 +0,02 0,45+ 0,00 0,41 +0,00
0,5 0,50 + 0,02 0,38 + 0,00 0,31 +0,00
1 0,43 £0,01 0,26 + 0,02 0,21 0,00
1,5 - 0,15+0,00 -

2 0,40 +0,01 - -

3 0,36 + 0,01 - -

4 0,28 0,01 - -

4,5 0,22 +0,00 - -

0,18 £ 0,00
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Tabela 10 — Valores experimentais obtidos no estudo de fotoestabilidade do ditranol em
nanocapsulas contendo 4cido ascérbico (DIT-NCx,) € solugdo de acetonitrila:agua com acido

ascorbico (DIT-Sx), obtidos por CLAE (média = s)

Tempo (h) Concentraciao (mg/mL)
DIT-NCxq DIT-Saa

Zero 0,51+ 0,00 0,50 £ 0,00
2 0,44 + 0,00 0,48 +£0,00
4 0,37 £ 0,00 0,45 +0,00
6 0,36 + 0,00 0,40 + 0,01
8 0,34 £0,00 0,33 +£0,00
9 0,31 £0,01 0,19+ 0,00
12 0,29 + 0,01 -

14 0,27 £ 0,01 -

16 0,27 £ 0,00 -

20 0,20 £ 0,00 -

24 0,17+ 0,00 -
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Figura 7 — Percentual de fotodegradagdo de ditranol livre em solucdo de acetonitrila:agua
(DIT-S); solugdo de acetonitrila:dgua e EDTA (DIT-Sgpra) € nanocapsulas contendo ditranol
e EDTA (DIT-NCEDTA).
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Figura 8 — Percentual de fotodegradagdo de ditranol livre em solucdo de acetonitrila:dgua e
acido ascorbico (DIT-Saa) € nanocapsulas contendo ditranol e dcido ascorbico (DIT-NCagp).

Como podemos observar, as nanocéapsulas foram capazes de proteger o ditranol
quando comparadas as solugdes do farmaco livre (DIT-S; DIT-Sgpra € DIT-Saa). A
nanocépsula contendo ditranol e EDTA (DIT-NCgpra), ap0s 5 horas de exposi¢do a luz UVA,
apresentou um decréscimo no teor de fairmaco de, aproximadamente, 60% em comparacao
com as solucdes do farmaco livre, as quais apresentaram cerca de 65 e 70% de degradagdo
ap6s 1 hora (DIT-S) e 1 hora e 30 minutos (DIT-Sgpra), respectivamente (Tabela 9). A
presenca do EDTA na solucao contribuiu para a estabilidade do ditranol. Em comparagdo com
as nanocapsulas contendo acido ascorbico (DIT-NCaa), se verificou que a presenca do
mesmo proporcionou uma maior estabilidade, uma vez que ap6s 20 horas de exposicdo se
verificou um decréscimo no teor de farmaco de, aproximadamente, 60%; resultado
semelhante foi obtido para a solu¢do do farmaco livre (DIT-Saa) apos 9 horas de exposi¢ao
(Tabela 10).

Comparando-se os perfis de fotodegrada¢do das amostras contendo EDTA e acido
ascorbico se verificou que o acido ascérbico proporcionou uma maior estabilidade do ditranol
nanoencapsulado e livre (em solugdo). Além disso, diferengas no comportamento do farmaco
foram observadas. Nas formulag¢des preparadas com EDTA se observou uma degradagdo
gradual do farmaco, e uma maior estabilidade do mesmo nas nanocapsulas em todos os
tempos de andlise (Figura 7). Para as amostras contendo acido ascorbico, inicialmente se
verificou uma maior estabilidade do ditranol em solug¢do até 6 horas de exposi¢do; valores
semelhantes foram obtidos em 8 horas de exposi¢do para as nanocapsulas e a solu¢ao do

farmaco livre; entretanto, apds este periodo, se verificou um decaimento acentuado na
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concentragdo do ditranol livre (de 0,33 mg/mL para 0,19 mg/mL). Para as nanocapsulas, apos
9 horas de exposicdo, a concentragdo de ditranol foi de 0,31 mg/mL (Tabela 10). Conforme os
dados observados, as nanocéapsulas apresentaram uma prote¢do mais prolongada e constante
se comparada com o farmaco livre.

Através dos resultados, se verifica a importancia da encapsulagdo de farmacos em
aumentar a sua estabilidade, especialmente, neste caso, pois se refere a uma substancia
altamente instavel e suscetivel a degradacdo, principalmente, em meio aquoso. As
nanocapsulas, pela presenga da parede polimérica, e a adi¢do dos antioxidantes,
proporcionaram uma maior estabilidade do ditranol nas condi¢des experimentais avaliadas.
Estes resultados corroboram com os estudos descritos na literatura, nos quais se verificou a
fotoprotegao proporcionada pelas nanocédpsulas poliméricas preparadas com PCL, na
encapsulacdo da tretinoina (OURIQUE et al., 2008); do clobetasol (FONTANAet al., 2009);
da benzofenona (PAESE et al., 2009); octilmetoxicinamato (WEISS-ANGELI et al., 2008) e
resveratrol (DETONI et al., 2012). Este maior efeito protetor pode estar relacionado a sua
caracteristica semicristalina e a capacidade em refletir e espalhar a radiagdo UV (PERUGINI
et al., 2002; JIMENEZ et al., 2004).

Tendo em vista que as reacdes fotoquimicas podem ser acompanhadas por reagdes
térmicas, uma solucdo controle foi avaliada no tempo total de andlise, a qual manteve a
concentracdo inicial do fdrmaco (teor acima de 95%). Desta forma, conclui-se que a
degradacdo observada foi somente devido a presenca da luz UVA e ndo por um possivel
aquecimento que pode ser promovido pela radiagao.

Neste trabalho, a cinética de degradagdo do ditranol nanoencapsulado e livre foi
determinada, a partir dos resultados experimentais obtidos. Para tal, foram plotados gréaficos
de concentragdo versus tempo (ordem zero), logaritimo da concentracdo versus tempo
(primeira ordem) e 1/concentragdo versus tempo (segunda ordem). A ordem de reacdo foi
determinada pelo melhor coeficiente de correlagdo. A avaliagdo dos resultados demonstrou
que as solugdes do farmaco livre (DIT-S; DIT-Sgpra € DIT-Saa) € a nanocépsula com EDTA
(DIT-NCgpra) apresentaram reagdo de ordem zero, ou seja, a concentragdo de ditranol
presente nestas amostras diminuiu proporcionalmente em func¢do do tempo de exposigdo.
Uma cinética de reagdo de primeira ordem foi verificada para a nanocapsula com acido
ascorbico (DIT-NCxya). Ap0s estabelecer a ordem de reacdo, a constante de degradacao (k) e o
t12 (tempo necessario para que ocorra 50% de degradacdo) foram calculados (SINKO, 2006).

Os resultados obtidos estdo demonstrados nas tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 — Parametros de velocidades de reacdo (k), tempo de meia-vida e correlagdo para
ditranol em solucdo acetonitrila:agua (DIT-S e DIT-Sgpra) € nanocépsulas (DIT-NCgpra)

apos fotodegradacao

Amostras k (horas'l) ti2 (horas)* r

DIT-S 0,3192 + 0,0057 0,78 £ 0,01 0,9955 +0,0012
DIT-Sgpra 0,2494 £ 0,0019 1,04 +£ 0,01 0,9974 + 0,0017
DIT-NCgpra 0,0626 + 0,0050 3,97 £ 0,33 0,9854 + 0,0037

*: valores calculados considerando uma cinética de ordem zero.

Tabela 12 — Parametros de velocidades de reacgdo (k), tempo de meia-vida e correlagdo para

ditranol em solugdo acetonitrila:dgua (DIT-Sps) e nanocapsulas (DIT-NCaa) apos

fotodegradacao
Amostras k (horas'l) ti2 (horas) r
DIT-Saa 0,0332 + 0,0000* 7,54 +0,01%* 0,9422 + 0,0075
DIT-NCxa 0,0415 +0,0010** 16,68 £ 0,41%* 0,9852 +0,0018

*: valores calculados considerando uma cinética de ordem zero.
**: valores calculados considerando uma cinética de primeira ordem.

As reagdes de degradagdo de farmacos ocorrem a velocidades definidas, sdo de
natureza quimica e dependem de condi¢des como temperatura, concentragdo dos reagentes,
pH, radiacdo e presenca de catalisadores. De acordo com a cinética de reagdo, sdo
classificadas em reagdes de ordem zero, primeira e segunda ordem (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001; AULTON, 2005). Em uma reacao de ordem zero, a velocidade
de reag¢do (decomposi¢do) ¢ independente da concentragdo da substancia ativa. Neste tipo de
reacdo o fator limitante é outro que ndo a concentragdo dos reagentes, como, por exemplo, a
solubilidade ou a absor¢do da luz. Nas rea¢des de primeira ordem uma substancia decompde-
se em um ou mais produtos, e a velocidade de reacdo ¢ diretamente proporcional a
concentragdo do reagente (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

O fato das amostras apresentarem diferentes cinéticas de rea¢ao pode estar relacionado

a alguns fatores, como constituintes presentes nas formula¢des, pH, entre outros, os quais
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podem acelerar ou diminuir a velocidade de reagdo. Dentre eles, o pH, a forca ionica e a
constante dielétrica exercem papel importante (NUDELMAN, 1975). A presenca de EDTA
ou acido ascorbico nas solugdes de ditranol nao alterou a cinética de reacdo, somente a
extensdo da velocidade de degradagdo do farmaco; entretanto, a presenca de acido ascérbico
influenciou na cinética de reacao do ditranol na nanocapsula.

A decomposi¢do por oxidagdo e reducdo de fairmacos ¢ responsavel pela instabilidade
de um nuamero considerdvel de preparagdes farmacéuticas. Devido a complexidade e
sensibilidade dos processos oxidativos para detectar metais ou outras impurezas, ¢ dificil
reproduzir e estabelecer mecanismos para as reagdes. A auto-oxidagdo ¢ a forma mais comum
de decomposi¢do oxidativa que ocorre nas preparagdes farmacéuticas, e envolve a formacao
de radicais livres num processo em cadeia (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001). No
caso especifico do ditranol, as reagdes de degradacao envolvem, principalmente, o processo
de auto-oxidagdo (CZERWINSKA et al., 2006).

O inicio desta reagdo pode ocorrer por decomposi¢do térmica das substincias ou,
possivelmente, pela presenca de luz. Para tal, uma pequena quantidade de oxigénio ¢
necessaria para dar inicio a reagdo e, consequentemente, a concentracao de oxigénio no meio
¢ pouco importante. Na maioria dos casos, a degradacdo oxidativa de farmacos segue
cinéticas de primeira ou de segunda ordem de reacdo (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG,
2001).

Cabe salientar que durante o estudo de fotoestabilidade do ditranol os cromatogramas
obtidos foram monitorados, observando-se o surgimento de picos adicionais e a pureza do
pico do farmaco. A partir dos resultados, foram verificados picos adicionais nos
cromatogramas das amostras irradiadas pela luz UVA (Apéndice B), relacionados aos
compostos de degradacdo do ditranol. O pico do farmaco permaneceu com indice de pureza
igual a 1,000 para todos os tempos e amostras analisadas, demonstrando a especificidade do
método na quantificacdo do ditranol nas amostras degradadas, de acordo com as condigdes
experimentais utilizadas.

Apds a realizagdo deste ensaio, conclui-se que a presenga dos constituintes das
nanocapsulas desenvolvidas neste trabalho auxiliaram na prote¢do do ditranol frente a

fotodegradacdo, induzida pela radiagao UVA.
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4.3 Avaliacao do potencial de irritacio das nanocapsulas

O ensaio de irritagdo ocular ¢ um dos métodos mais antigos para assegurar a irritacao
quimica de substincias (EUN; SUH, 2000). Draize (1944) desenvolveu um sistema de
classificagdo para avaliar o potencial de irritacdo de firmacos e outros materiais, aplicados
topicamente na pele e nos olhos de coelhos albinos. Este ensaio tem sido bastante criticado
devido as injurias e a baixa correlacdo dos resultados se comparado aos humanos
(SPIELMAN, 1997).

Com alternativa ao método de Draize, Lupke (1985) desenvolveu um método capaz de
reduzir o nimero de animais, assim como limitar ou eliminar dor e injurias durante os
experimentos. Assim, incluiu-se o teste da membrana corioalantéide (HET-CAM) como um
teste de irritacdo de mucosas, o qual apresenta alta sensibilidade, possibilitando diferenciar
substancias irritantes de ndo irritantes (SPIELMAN, 1997). A membrana corioalantdide
possui uma ampla irrigagdo sanguinea, nao tem inervacao sensorial e isso implica na auséncia
de dor no embrido quando produtos irritantes sdo testados. Suas caracteristicas fisicas a
tornam um modelo promissor para respostas. Além disso, ¢ altamente vascularizada como a
conjuntiva e tem se mostrado capaz de responder a irritagdo severa (LEIGHTON;
NASSAUER; TCHAO, 1985). Entretanto, algumas substancias que se aderem a membrana e
nao podem ser removidas com a solugdo de lavagem, ou que manchem a membrana, ndo
podem ser avaliadas por este método, além da impossibilidade de diferenciar efeito corrosivo
de irritacdo severa, que pode ser observado no ensaio em coelhos (MARTINS, PAULUHN
MACHEMER, 1992).

A avaliacdo do efeito irritante do ditranol foi realizada pelo método do HET-CAM.
Para tal, as nanocépsulas contendo ditranol (DIT-NCgpra € DIT-NCy4) foram comparadas
com o farmaco livre e aos controles positivos (solucdo de NaOH 0,1 N e lauril sulfato de
sodio 1%). A fim de verificar se as matérias-primas destas formula¢des poderiam causar
algum efeito irritante, foram avaliadas as nanocapsulas brancas (NCgpra € NCaa). As
amostras foram aplicadas em seis ovos e apos a observacao das reagdes produzidas, o grau de
irritagao foi calculado.

Os controles positivos foram classificados como severamente irritantes (10,80 + 0,22
para a solucdo de SLS 1% e 17,43 £ 1,22 para a solugdo de NaOH 0,1 N), resultados
esperados para estas solugdes (VINARDELL; MACIAN, 1994). Para o controle negativo

(solugdo salina), reag¢des de irritagdo nao foram observadas (ndo irritante).
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As nanocapsulas brancas ndo apresentaram efeito apds a sua aplicagdo sobre a
membrana, durante os 5 minutos de andlise. Isso comprova que as matérias-primas utilizadas
na preparacao das formulagdes nao causam irritacdo, garantindo a seguranca de sua utilizagao.
Resultados semelhantes foram obtidos para as nanocépsulas contendo ditranol, nas quais nao
se observou efeito irritante. Entretanto, a dispersdo com ditranol foi classificada como muito
irritante (10,43 + 0,67), uma vez que hemorragia e vasoconstri¢do foram verificadas apos sua
aplicacdo na membrana corioalantdide. Este resultado demonstra que a inclusdo do ditranol
em nanocapsulas foi de fundamental importancia no sentido de diminuir o efeito irritante do
mesmo, em relagdo ao potencial de causar vasoconstricdo e hemorragia. Além disso, o pH das
formulacdes ndo influenciou nos resultados observados, uma vez que a nanocéapsula contendo
acido ascorbico (pH de 4,35) ndo demonstrou algum tipo de irritagdo. As nanocapsulas
contendo EDTA possuem um pH em torno de 5,55, que ¢ favoravel para a nao-irritagdo de
mucosas (VINARDELL; MACIAN, 1994). Por outro lado, a dispersdo do farmaco (pH de
5,05) mostrou-se extremamente irritante, devido a presenga do ditranol livre (ndo
encapsulado).

A avaliagdo do potencial de irritacdo pelo método de HET-CAM de nanocépsulas
poliméricas com PCL ¢ insipiente na literatura. Gupta e colaboradores (2011) realizaram um
ensaio para avaliar a irritacdo de nanoparticulas poliméricas com PLGA e levofloxacino, onde
também nao foi encontrado efeito irritante. Nanocéapsulas de coenzima Q10 também foram
analisadas e ndo apresentaram efeito irritante por este método (FELIPPI et al., 2012).
Nanoesferas de PLGA e flubipofeno ja foram analisadas por este método e também se
mostraram indcuas para o uso ocular (ARAUJO et al., 2009).

Os ensaios in vitro oferecem varias vantagens, como rapidez, reprodutibilidade das
condi¢gdes, aumento da sensibilidade e reducdo do niimero de animais usados, além de
selecionar um grande nimero de compostos que possivelmente necessitem de avaliagdes mais
especificas (WILSON; STECK, 2000; EUN; SUH, 2000).

O ensaio HET-CAM nao deve e ndo pode substituir totalmente os testes toxicologicos
em animais. Entretanto, pode atuar como um teste de sele¢do e reduzir o numero de animais
usados; limitar ou eliminar dor e injurias durante os experimentos com animais. Além disso,
este ensaio apresenta uma boa correlagdo com o ensaio de Draize em coelhos (LUPKE, 1985).

Cabe salientar que os resultados obtidos neste trabalho sdo preliminares e estudos
adicionais s3o necessarios para comprovar o efeito ndo irritante verificado para as

nanocapsulas de ditranol.
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4.4 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

4.4.1. Determinagdo do pH, teor, tamanho de particula e polidispersao

A preparacdo de formulagdes semissolidas contendo nanocéapsulas poliméricas para
aplicacdo cutanea tem sido estudada recentemente, visando a liberacdo e a permeagdo
controlada de algumas substancias ativas (OURIQUE et al., 2011), além de aumentar o tempo
de retengdo na superficie da pele (ALVES et al., 2007), proporcionar um maior efeito do
farmaco (FONTANA et al., 2011; LENZ et al., 2012) e aumentar sua estabilidade (MILAO et
al., 2003; PAESE et al., 2009). A incorporacao de sistemas nanoestruturados em hidrogéis
pode ainda, diminuir os efeitos do contato direto do farmaco sobre a pele (PAESE et al.,
2009).

Agentes de viscosidade como Pluronic® F127 [poli-(oxietileno)-b-poli-oxipropileno)]
(MIYAZAKI et al., 2003), Satiaxano® CX91 (goma xantana purificada) (ALVAREZ-
ROMAN et al., 2001), Natrosol® 250 M (hidroxietilcelulose) (LUENGO et al., 2006),
Carbopol Ultrez® 10 NF (MARCHIORI et al., 2010; FONTANTA et al., 2011) e Carbopol®
940 (ALVES; POLHMANN; GUTERRES, 2005; MILAO et al., 2003) ja foram utilizados na
preparagdo de formulacdes semissélidas contendo nanoparticulas poliméricas. Entretanto, até
o presente momento, nio ha relatos na literatura da utilizacio de Aristoflex” AVC na
preparacdo de hidrogéis contendo nanocapsulas.

O Carbopol® 940 (carboxipolimetileno) ¢ um polimero muito utilizado na industria
cosmética e farmacéutica devido a sua facilidade de manipulagdo, que quando neutralizado
aumenta o seu poder espessante (GIL; BRANDAO, 2007). O Aristoflex® AVC
(acriloildimetiltaurato/VP) ¢ um polimero sintético pré-neutralizado que permite a formagao
de géis cristalinos, consistentes e estaveis em meios dcidos (PHARMA SPECIAL, 2012).

Desta forma, neste trabalho, hidrogéis de Carbopol® 940 foram preparados
empregando as nanocapsulas de ditranol e nanocapsulas brancas contendo EDTA (HGC-DIT-
NCepra ¢ HGC-NCgpra, respectivamente) e hidrogéis de Aristoflex” AVC, utilizando as
formulag¢des contendo EDTA (HGC-DIT-NCgprae HGA-NCgpra) € acido ascérbico (HGA-
DIT-NCaa € HGA-NCyaa). A utilizagdo de Aristoflex ® AVC foi realizada tendo em vista o

carater inovador dos hidrogéis propostos ¢ o baixo pH apresentado pelas amostras contendo
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acido ascorbico na sua composi¢do. Para comparagdo, hidrogéis contendo o farmaco livre
(HGC-DITgpra, HGA-DITgprae HGA-DITx,) foram, também, preparados.

No que se refere a andlise macroscopica, os hidrogéis contendo as nanoestruturas
apresentaram aspecto homogéneo, brilhoso, coloracdo amarelo claro (hidrogéis contendo
ditranol associado a nanocépsulas) e branca (hidrogéis contendo as nanocéapsulas brancas). Os
hidrogéis contendo o fdrmaco livre apresentaram-se homogéneos, transparentes e coloragao
amarela; caracteristicas semelhantes foram observadas para os hidrogéis base (sem as
nanoestruturas e o firmaco), diferindo-se na cor, os quais se apresentaram incolores.

Para a quantificagdo do farmaco nos hidrogéis, o método analitico foi validado. A
especificidade do método foi confirmada pela auséncia de picos no cromatograma das
solucdes obtidas com os géis com as nanocapsulas brancas (HGC-NCgpra, HGA-NCgpra €
HGA-NCyp), € pela analise da pureza do pico do ditranol (indice de pureza de pico = 1,000).
O método foi considerado preciso (DPR de 1,70 e 1,53 para a repetibilidade e precisdao
intermediaria, respectivamente) e exato (% de recuperagdo = 100,58 = 1,25) de acordo com as
condig¢des analiticas empregadas.

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica dos hidrogéis se encontram na

tabela 13.
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Tabela 13 — Valores de pH e teor obtidos na caracterizacdo fisico-quimica dos hidrogéis
contendo nanocéapsulas de ditranol (HGC-DIT-NCgpra, HGA-DIT-NCgpra € HGA-DIT-
NCaa); nanocépsulas brancas (HGC-NCgpra, HGA-NCgpra € HGA-NCay); farmaco livre
(HGC-DITgpra, HGA-DITgpra € HGA-DITAa) € hidrogéis base (HGCgpra, HGAgpra €

HGAAA) (médla + S)

Formulacao pH Teor (mg/g)
HGC-NCegpra 5,67 +0,02 -
HGC-DIT-NCgpra 5,63 £0,04 0,51 +0,01
HGC-DITgpra 5,62 £0,02 0,49 £ 0,01
HGCgpra 5,71+ 0,10 -
HGA-NCgpra 4,22 +0,03 -
HGA-NCxa 4,07 £0,02 -
HGA-DIT-NCgpra 4,25 +0,05 0,51 +£0,00
HGA-DIT-NCya 4,10+ 0,03 0,51 +0,02
HGA-DITgpra 4,13 £0,00 0,50+ 0,02
HGA-DITxna 4,24 £ 0,00 0,49 £ 0,00
HGAEgprA 3,97 £ 0,05 -
HGAxA 4,25+ 0,00 -

Os hidrogéis de Carbopol® 940 apresentaram pH 4cido, em torno de 5,6 a 5,7. A
adicdo das nanocédpsulas ndo alterou de forma significativa o pH destas formulagdes
(p > 0,05). As formulacdes com Aristoflex” AVC apresentaram valores de pH mais baixos
quando comparadas as preparagdes com Carbopol® 940 (4,0 a 4,2) (Tabela 13), tendo em
vista a presenca dos 4cidos ascorbico e sorbico. Da mesma forma, diferenca significativa nao
foi verificada entre as formulagdes (p > 0,05).

E importante destacar que os valores de pH obtidos sdo compativeis com a aplicagdo
topica, cuja epiderme apresenta valores de pH de 4,0 a 6,5, dependendo da regido (BLOCK,
2004). Valores de pH incompativeis ao pH da pele podem levar a perda da integridade
cutanea, deixando-a mais suscetivel a agressao por agentes externos (SCHREML et al., 2010).

O teor de ditranol nos hidrogéis, apds preparagdo, foi proximo ao teodrico

(aproximadamente, 0,5 mg/g) para todas as formulacdes avaliadas (Tabela 13), indicando que
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ndo houve degradagdo do farmaco durante o processo de manipulagdo das formulacdes e
associacdo com os polimeros dos hidrogéis.

No sentido de avaliar a presenga das nanoparticulas apds a preparacao dos hidrogéis,
os mesmos foram dispersos em agua ultrapura (1:500, m/m) e a dispersao aquosa foi analisada
por espectroscopia de correlagdo de fotons. As formulagdes apresentaram diametro médio de
particula na faixa nanométrica (230 a 270 nm) e indice de polidispersdao abaixo de 0,30
(Tabela 14). Os valores encontrados foram semelhantes aos obtidos para as suspensodes de
nanocapsulas (Tabela 6). Além disso, no que se refere ao tamanho, diferencgas significativas
ndo foram observadas entre os hidrogéis (p > 0,05). Estes resultados sugerem que, apos a
preparacdo dos géis, mudancas significativas no tamanho das nanocépsulas ndo ocorreram.
Alguns estudos ja verificaram que a utilizagio do Carbopol® 940 em géis manteve o tamanho

de particula das nanocapsulas (TERROSO et al., 2009) e nanoemulsdes (MOU et al., 2008).

Tabela 14 — Determinacdo do didmetro médio e da polidispersao dos hidrogéis contendo
nanocéapsulas de ditranol (HGC-DIT-NCgpra, HGA-DIT-NCgpra € HGA-DIT-NCxp) €
nanocapsulas brancas (HGC-NCgpra, HGA-NCgpra € HGA-NCxp) (média £ s)

Formulacgao Tamanho PDI*

HGC-NCgpra 252 +£13 0,24 + 0,02
HGC-DIT-NCgpra 240 £ 23 0,21 +£0,02
HGA-NCgpra 243 £05 0,23 +£0,03
HGA-NCaa 238 £05 0,19 +0,01
HGA-DIT-NCgpra 237+ 04 0,17 +£0,02
HGA-DIT-NCaa 267 £ 27 0,26 +£0,07

*PDI: indice de polidispersao.
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4.4.2 Avaliagdo reoldgica e da espalhabilidade dos hidrogéis contendo as nanocépsulas de

ditranol

A avaliacdo das propriedades reologicas de formas farmacéuticas semissolidas tem
uma importancia fundamental, uma vez que serve de suporte para predizer o comportamento
da formulacdo e também auxilia nas agdes de processamento do produto, além de poder
avaliar sua qualidade e estabilidade. As propriedades reoldgicas das formulagdes estdo
diretamente relacionadas ao enchimento e remocdo do produto no envase, a sua
espalhabilidade e aderéncia a pele, ao uso pelo paciente e a estabilidade do produto (SINKO,
2006).

Os reogramas dos hidrogéis contendo as nanocapsulas e os hidrogéis base foram
obtidos através da representacdo grafica da viscosidade versus taxa de cisalhamento (Figuras
9 e 10), e tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (Figuras 11 e 12). A partir dos
resultados se verificou que todas as formulacdes apresentaram comportamento de fluxo nao-
newtoniano, uma vez que ndo se observou uma relagdo linear direta entre a tensdo de
cisalhamento e a taxa de cisalhamento aplicada, caracteristico de sistemas semissolidos (KIM
et al, 2003). Todas as analises foram realizadas com temperatura controlada (25 = 2°C) em

banho de 4gua com circulagao.
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Figura 9 — Representagio grafica de viscosidade (mPa.s) dos hidrogéis de Carbopol® 940 em
relagdo a taxa de cisalhamento (s™).
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Figura 10 — Representacdo grafica de viscosidade (mPa.s) dos hidrogéis de Aristoflex® AVC
em relacdo a taxa de cisalhamento (s™).
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Figura 11 — Reogramas dos hidrogéis de Carbopol® 940.

A anilise dos reogramas indicou que os hidrogéis preparados com Carbopol® 940 néo
apresentaram tixotropia (Figura 11). Ao contrario, os hidrogéis de Aristoflex® AVC
demonstraram este tipo de comportamento, com exce¢ao do hidrogel base com EDTA (Figura
12). Este fendmeno caracteriza-se pela diminuigdo da viscosidade em funcao do tempo, sendo
uma propriedade desejavel nas preparagdes farmacéuticas, uma vez que produtos tixotropicos
geralmente apresentam facil remog¢do do material de acondicionamento e melhor

espalhabilidade no local de aplicacdo (AULTON, 2005).
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Figura 12 — Reogramas dos hidrogéis de Aristoflex” AVC.

Nos sistemas nao-newtonianosos os fluidos podem apresentar diferentes tipos de
comportamento de fluxo, podendo ser caracterizados como plasticos, pseudoplasticos e
dilatantes (KIM et al., 2003). Os reogramas obtidos foram analisados de acordo com quatro
modelos: Bingham, Casson, Ostwald e Herschel-Bulkley. Os resultados obtidos a partir desta

modelagem se encontram descritos na tabela 15.
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Tabela 15 — Coeficientes de regressio () obtidos na modelagem matematica dos hidrogéis

para descrever as curvas de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento (média = s)

Formulagao Binghan Casson Ostwald Herschel-
Bulkley
HGC-DIT- 0,982 + 0,00 0,995 + 0,00 0,993 £ 0,00 0,996 = 0,00
NCEDTA
HGC-NCgpra 0,979 = 0,00 0,995 + 0,00 0,996 + 0,00 0,998 = 0,00
HGCgpra 0,985+ 0,00 0,994 + 0,00 0,993 £ 0,00 0,995 = 0,00
HGA-DIT- 0,993 £ 0,00 0,997 = 0,00 0,995 £ 0,00 0,997 £ 0,00
NCEDTA
HGA-NCgpra 0,981 + 0,00 0,991 + 0,00 0,982 + 0,00 0,767 £ 0,00
HGAEpTA 0,987+ 0,01 0,994 + 0,00 0,987 £ 0,01 0,989 £ 0,01
HGA-DIT- 0,980 + 0,01 0,990 + 0,01 0,981 £ 0,01 0,795 £0,19
NCaa
HGA-NCxa 0,981 + 0,00 0,991 + 0,00 0,982 + 0,00 0,767 £ 0,00
HGA A 0,964 + 0,03 0,982 + 0,01 0,963 + 0,03 0,803 £0,28

Para as formulages preparadas com Carbopol® 940, o modelo de Herschel-Bulkley
foi o que apresentou maior correlagdo. Apds estabelecer o modelo, os parametros de indice de

fluxo (n) e indice de consisténcia (k) foram calculados (Tabela 16).

Tabela 16 — Valores de indice de fluxo (n), indice de consisténcia (k) e fator de

espalhabilidade (FE) calculados para os hidrogéis de Carbopol® 940 (média =+ s)

Formulacao n k (mPa.s) FE (mmz/g)
HGC-DIT-NCgpra 0,25+ 0,05 27121 + 8467 2,92+ 0,08
HGC-NCgpra 0,24 + 0,02 18482 + 1681 591+0,57
HGCgpra 0,24 + 0,06 16923 + 5473 6,81 +0,73
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Todos os hidrogéis apresentaram indices de fluxo menores que 1, indicando o
comportamento pseudoplastico de tais formulacdes (CHHABRA; RICHARDSON, 2008). Os
sistemas pseudoplésticos sdo caracterizados pela diminui¢do da viscosidade com o aumento
da taxa de cisalhamento (KIM et al., 2003). Sob influéncia de uma tensdao, as moléculas
tendem a tornar-se desembaracadas e alinhar-se na direcdo do fluxo. Dessa forma, irdo
oferecer menos resisténcia ao fluxo e, esse fato, aliado a liberacdo de 4gua que estava
aprisionada, contribui para a diminui¢ao da viscosidade (AULTON, 2005). Cabe salientar que
outros trabalhos descrevem o comportamento pseudoplastico de hidrogéis contendo
nanocapsulas poliméricas utilizando Carbopol® 940 (ALVES, POHLMANN; GUTERRES,
2005; PAESE, et al., 2009; TERROSO, et al., 2009) e Carbopol Ultrez® 10 NF (FONTANA,
et al., 2011; OURIQUE et al., 2011), bem como o modelo de Herschel-Bulkley sendo o mais
adequado para descrever o fluxo das preparagdes (FONTANA et al., 2011; OURIQUE et al.,
2011).

No que se refere aos valores de indices de fluxo e consisténcia, diferencas
significativas nao foram observadas (p > 0,05) entre as formulagdes contendo as nanocéapsulas
com ditranol (HGC-DIT-NCgpra), comparadas com as nanocapsulas brancas (HGC-NCgpra)
e o hidrogel base (HGCgpra), demostrando que a presenga do fairmaco e das nanocéapsulas nao
alterou estes parametros.

Os géis com Aristoflex” AVC apresentaram uma maior correlagio para o modelo de
Casson, caracterizado por apresentar uma tensao de cisalhamento minima (valor de cedéncia)
para iniciar o fluxo, e a viscosidade do produto. Estes parametros foram calculados e estdo

demonstrados na tabela 17.

Tabela 17 — Valores de viscosidade (1), valor de cedéncia (1) e fator de espalhabilidade (FE)

calculados para os hidrogéis de Aristoflex” AVC (média + s)

Formulacio N (mPa.s) 79 (Pa) FE (mm?/g)
HGA-DIT-NCgpra 6314 + 3163 42,92 £ 7,40 5,54+ 0,63
HGA-NCegpra 7885 + 3441 39,60 + 2,86 6,17 + 0,49
HGAEDTA 16203 + 847 14,02 + 4,60 7,91 £0,82
HGA-DIT-NCapa 9356 + 790 57,12 +£7,24 5,20 £ 0,34
HGA-NCaa 11479 £ 612 55,90 £ 1,51 4,19 £ 1,01
HGAxA 32237 + 1128 15,61 = 6,50 5.84 40,14




86

A partir dos resultados, se verificou que houve uma diminui¢do significativa da
viscosidade com a adi¢do das nanocépsulas ao hidrogel base (p < 0,05), tanto para as
formulacdes com EDTA como para as de 4acido ascorbico; entretanto, a presenca do farmaco
nao alterou este parametro (p > 0,05). Da mesma forma, maiores valores de valor de cedéncia
foram obtidos para os hidrogéis contendo as nanocédpsulas (HGA-DIT-NCgpra, HGA-
NCgpra, HGA-DIT-NCas € HGA-NCxa) em comparacido aos hidrogéis base (HGAgpra €
HGAA); entretanto, a presenca do ditranol ndo ocasionou mudangas significativas entre as
formulagdes contendo as nanocépsulas (p > 0,05).

A espalhabilidade ¢ uma caracteristica importante a ser avaliada no desenvolvimento
de formulagdes semissoélidas, pois verifica a capacidade da formula¢do espalhar sobre uma
superficie, relacionada com a sua aplicacdo no local desejado (GARG et al., 2002).Neste
trabalho, o método das placas paralelas foi utilizado para a avaliagdo da espalhabilidade dos
hidrogéis (GARG et al., 2002), representada em termos de fator de espalhabilidade. Os

resultados obtidos estdo representados na figura 13 e 14 e nas tabelas 16 e 17.
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Figura 13 — Representagdo grafica da espalhabilidade dos hidrogéis de Carbopol® 940 em
funcdo do peso adicionado (g).
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Figura 14 — Representagio grafica da espalhabilidade dos hidrogéis de Aristoflex® AVC em
funcdo do peso adicionado (g).

A representacdo grafica da espalhabilidade versus peso demonstrou perfis semelhantes
entre as formulagdes e que a incorporagdo das nanocapsulas aos hidrogéis base nao modificou
seu comportamento. Em relacdo ao fator de espalhabilidade, diferengas significativas entre as
formulagdes foram verificadas. Para os hidrogéis de Carbopol® 940 uma menor 4rea de

espalhabilidade por unidade de peso (g) foi verificada para as formulagdes contendo as
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nanocapsulas de ditranol em comparagdo com o hidrogel contendo as nanocédpsulas brancas e
o hidrogel base (p < 0,05), demonstrando que a presenga do firmaco nas nanocépsulas
influenciou significativamente este parametro (Tabela 16). A diminui¢cdo da espalhabilidade
de hidrogéis com a adicdo de nanocapsulas poliméricas ja foi observada em outros estudos
com Carbopol Ultrez® 10NF (MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al., 2011), onde se
atribui este fendmeno pela presencga do polimero (1%). A auséncia de tixotropia também pode
estar relacionada com a menor espalhabilidade encontrada para esta formulagdo, ja que
formulacdes com valores baixos de tixotropia apresentam baixa espalhabilidade (MARTIN,
1993; GASPAR, MAIA CAMPOS, 2003).

Resultados semelhantes foram obtidos para os hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo
EDTA em relagdo ao hidrogel base (Tabela 17 e Figura 14), onde se observou uma
diminui¢do do fator de espalhabilidade com a adi¢cdo dos sistemas nanoestruturados, sendo
menor no hidrogel contendo o fArmaco (HGA-DIT-NCgpra); porém, diferencas significativas
ndo foram verificadas entre os hidrogéis contendo nanocépsulas de ditranol e nanocépsulas
brancas (p > 0,05). Por outro lado, os hidrogéis contendo acido ascorbico na sua composi¢ao
apresentaram valores de fator de espalhabilidade semelhantes entre si, demonstrando que a
presenca das nanocdpsulas ndo mudou significativamente este pardmetro em relagdo ao
hidrogel base (p > 0,05).

A determinagdo da espalhabilidade tem por objetivo avaliar a expansdo de uma
formulacdo semissolida sobre uma superficie apds determinado periodo de tempo,
relacionando com a aplicacdo desta no local desejado (GARG et al., 2002). Desta forma,
dependendo do local e da extensdo das lesdes da psoriase, uma maior ou menor
espalhabilidade das formulagdes sdo desejadas. A formulagio de Carbopol® 940 (HGC-DIT-
NCgpra) apresentou uma menor espalhabilidade e um maior valor de indice de consisténcia,
podendo ser indicada em lesdes menos extensas da doenca, como a palma das maos ou a
planta dos pés. Ja as formulagdes de Aristoflex” AVC (HGA-DIT-NCgpra ¢ HGA-DIT-
NCaa) apresentaram espalhabilidade e viscosidade semelhantes (p > 0,05) entre si, porém
maiores do que a formulagio de Carbopol® 940, assim a sua utilizagdo pode ser indicada em

regides mais extensas, como tronco, pernas ¢ costas.
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4.5 Estabilidade dos hidrogéis

Os hidrogéis de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo ditranol ¢ EDTA ou acido
ascorbico apresentaram resultados satisfatorios na sua caracterizagdo e foram avaliados em
relacdo a estabilidade durante o armazenamento, a temperatura ambiente. As formulagdes
foram analisadas em relagdo ao teor de farmaco (30 dias). Para comparagdo, hidrogéis
contendo o farmaco livre foram, também, avaliados. Na figura 15 estdo representadas as

concentragoes de ditranol verificadas durante o estudo.
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Figura 15 — Concentragdo de ditranol (mg/g) em funcdo do tempo verificadas no estudo de
estabilidade do ditranol em hidrogéis contendo nanocéapsulas (HGC-DIT-NCgpra, HGA-DIT-
NCEDTA [ HGA—DIT—NCAA) e o farmaco livre (HGC—DITEDTA, HGA—DITEDTA e HGA-
DITaa), obtidos por CLAE (média = s).

Os hidrogéis de Carbopol® 940 contendo as nanocapsulas (HGC-DIT-NCgpra)
mantiveram cerca de 100% o teor de farmaco apo6s sete dias de armazenamento, enquanto que
o hidrogel com o farmaco livre (HGC-DITgpra) apresentou 90% de teor no mesmo tempo de
analise. Em 15 dias, o hidrogel com as nanocapsulas de EDTA e o fairmaco, ainda estavam
com teor aceitavel preconizado pela Farmacopéia Britanica (2010) de 88,94%, enquanto que o

hidrogel com o farmaco livre apresentou um teor de 63,83%. Essa diferenga de concentracao
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aumentou com o decorrer do tempo e ap6s 30 dias, um decaimento de, aproximadamente, 45
e 84% da concentragdo inicial de ditranol foi verificada para as formulagdes HGC-DIT-
NCegpra € HGC-DITgpra (0,28 € 0,08 mg/mL, respectivamente). Comparando estes resultados
com as suspensoes de nanocapsulas (teor de 0,38 mg/mL apds sete dias de armazenamento),
se verificou uma maior estabilidade para os hidrogéis, possivelmente, em funcdo da presenga
de metabissulfito de s6dio nas formulagdes, estabilizando, por um periodo de tempo maior, o
ditranol.

Em relagio aos hidrogéis preparados com Aristoflex” AVC e EDTA se verificou uma
maior estabilidade quando comparados as formulagdes com Carbopol® 940, os quais se
mantiveram estaveis por 15 dias de armazenamento a temperatura ambiente (teores proximos
a 100%); ap6s 30 dias, o teor de farmaco foi de 74% para a formulacio HGA-DIT-NCgpra €
55% para o hidrogel HGC-DIT-NCgpra. Da mesma forma, as formulagdes com ditranol livre
(HGA-DITgpra ¢ HGC-DITgpra) apresentaram um teor de ditranol de 65 e 15%,
respectivamente, ap6s 30 dias de armazenamento. Os valores de pH mais baixos podem ter
auxiliado na estabilizacdo do farmaco, além da diferente estrutura do polimero e da auséncia
de trietanolamina, que ¢ uma base que alcaliniza o meio, proporcionando uma maior
reatividad ao farmaco, desestabilizando-o. Da mesma forma, uma maior estabilidade para os
hidroggéis foi verificada em relagdo a suspensdo de nanocépsulas (teores de 100 e 50% para o
hidrogel e a suspensdo de nanocapsulas, respectivamente).

Os hidrogéis mais estaveis foram os compostos por Aristoflex® AVC com
nanocapsulas de ditranol e acido ascorbico. Estas suspensdes ja haviam demonstrado maior
estabilidade em relacao as contendo EDTA, e estes resultados foram corroborados com a
analise dos hidrogéis. O hidrogel HGA-DIT-NCaa, ap6s 15 dias, apresentou cerca de 100%
de farmaco; apos 30 dias, um teor de 80% (0,39 + 0,03 mg/g) foi verificado em relacao a
concentracgao inicial de ditranol. Comparando este resultado com a suspensdo de nanocépsula
(DIT-NCaa, teor de, aproximadamente, 70%), uma maior estabilidade para o hidrogel foi
observada. Cabe salientar que uma variagdo no doseamento do farmaco de 85 a 110% ¢
preconizado pela Farmacopéia Britanica (2010) para cremes, pomadas e pastas contendo
ditranol.

Comparando os resultados obtidos com os hidrogéis contendo o farmaco livre (ndo
associado) se verificou uma maior estabilidade para as formulacdes contendo as
nanocapsulas, demonstrando, novamente, a importancia das nanocapsulas em proteger o

farmaco.
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A obtencdo de hidrogéis contendo outros nanocarreadores ¢ reportada na literatura.
Saraswat e colaboradores (2002) desenvolveram hidrogéis contendo ditranol associado a
lipossomas. As formulagdes propostas demonstraram maior eficdcia, menor irritacdo do
farmaco apos aplicagdo e uma diminui¢do de manchas e maior facilidade de lavagem em
tecidos. Entretanto, ndo ha relato de um estudo de estabilidade com esta formulagdo.
Nanoparticulas lipidicas so6lidas de ditranol foram, também, incorporadas em géis (gel e gel-
creme, contendo 0,015% de ditranol) por Carlotti e colaboradores (2009) e avaliadas em
relagdo a sua estabilidade. As formulagdes foram armazenadas a temperatura ambiente e apos
quatro dias, o teor de farmaco obtido foi de 8%, caindo para zero ap6s oito dias. Uma maior
estabilidade foi verificada para o gel-creme, o qual apresentou um teor de farmaco de 51%

apos oito dias de armazenamento.

A partir dos resultados obtidos foi demonstrada a possibilidade de preparacao de
nanocapsulas de nucleo lipidico de ditranol e sua inclusdo em hidrogéis, sendo necessaria a
utilizacdo de substancias antioxidantes para melhorar a estabilidade do farmaco nas
suspensdes aquosas e nas preparacdes semissolidas. Além disso, o emprego de Aristoflex”
AVC na preparacdo dos hidrogéis demonstrou resultados satisfatorios em relacdo a
estabilidade do farmaco, bem como a possibilidade de inclusdo das nanocépsulas preparadas
com 4cido ascorbico.

Considerando-se o conjunto de resultados, sugere-se que os hidrogéis de Aristoflex”™
AVC, preparados a partir das nanocéapsulas contendo EDTA e acido ascorbico, poderiam ser
utilizados na continuidade deste trabalho. Como perspectivas pode-se citar: estudo de
liberagdo do farmaco a partir das formulagdes desenvolvidas; avaliacdo da estabilidade dos
hidrogéis em baixas temperaturas de armazenamento; avaliagao da citotoxicidade em culturas

de células.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, nanocépsulas de nucleo lipidico contendo ditranol foram preparadas,
as quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias (tamanho
nanométrico e alta eficiéncia de encapsulamento). A utilizagdo de EDTA e de acido
ascorbico foi necessaria para a estabilidade do farmaco, sendo que as nanocépsulas

contendo 4cido ascorbico apresentaram melhor estabilidade frente ao armazenamento.

Nanoemulsdes contendo ditranol foram, também, preparadas e avaliadas, as quais
apresentaram um baixo teor de fArmaco apods preparagdao, demonstrando a importancia
da parede polimérica nas nanocépsulas em proteger o farmaco durante o processo de

producdo das nanoestruturas.

As nanocéapsulas aumentaram a fotoestabilidade do ditranol frente a luz UVA quando

comparada a solu¢do do farmaco livre.

No modelo de irritagdo utilizado neste trabalho, as nanocapsulas demonstraram ser
ndo irritantes, ao contrario da dispersdo do farmaco livre, a qual foi classificada como
muito irritante, demonstrando a importincia da nanoencapsulacdo do firmaco em

minimizar seus efeitos adversos.

Hidrogéis de Carbopol® 940 e Aristoflex® AVC contendo ditranol nanoencapsulado
foram desenvolvidos, os quais apresentaram caracteristicas adequadas, possibilitando
sua utilizacdo como veiculos aquosos na obtengdo de formulagdes semissoOlidas

contendo ditranol.

No que se refere as caracteristivas reologicas, os hidrogéis de Carbopol® 940 e
Aristoflex® AVC apresentaram comportamento de fluxo pseudoplastico e pléstico,

respectivamente.

Os hidrogéis contendo as nanocapsulas possibilitaram aumentar a estabilidade do
farmaco em comparagdo com o hidrogel com o farmaco livre (ndo associado as

nanocapsulas). Além disso, uma maior estabilidade para os hidrogéis de Aristoflex®
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AVC foi verificada, preparados a partir das nanocépsulas de ditranol com EDTA e

acido ascorbico.
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Apéndice A — Cromatogramas das solucdes de trabalho utilizadas na quantificacio do

ditranol nas nanocapsulas
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Figura 1 — Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE. (A) solugao de ditranol em
acetonitrila (20 pg/mL); (B) DIT-NCgpra (20 pg/mL); (C) NCgpra; (D) DIT-NCaa
(20 pg/mL) e (E) NCxa.
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Apéndice B — Fotoestabilidade
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Figura 2 — Cromatogramas obtidos por CLAE no estudo de fotodegradagao do ditranol: (A)
Nanocapsulas de ditranol ¢ EDTA no tempo zero e (B) apds 5 horas de exposi¢do; (C)
nanocapsulas de ditranol e acido ascorbico no tempo zero e (D) apds 24 horas de exposicao a
luz UVA.
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Apéndice C — Cromatogramas das solucdes de trabalho utilizadas na quantificagcio do

ditranol nos hidrogéis
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Figura 3 — Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE. (A) HGC-DIT-NCgpra
(20 pg/mL), (B) HGC-NCEDTA, (C) HGA-NCEDTA € (D) HGA-NCAA
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