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RESUMO
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O objetivo deste tabalho foi avaliar a capacidade das nanocapsulas de nucleo lipidico
em manter a sua protecdo frente a fotodegradacdo da tretinoina, apds a sua conversdo em
materiais pulverulentos, através da técnica de secagem por aspersdao (SD-TTN-NC). Este
processo foi realizado empregando a lactose como adjuvante de secagem. Posteriormente, foi
verificada a aplicabilidade destes p0s na preparacdo de formulaces dermatoldgicas. Para
avaliar a influéncia da presenca do polimero na interface 0leo/agua foi também realizada a
secagem por aspersdo de uma nanoemulsdo contendo tretinoina (SD-TTN-NE). Ambos 0s p0s
(SD-TTN-NC e SD-TTN-NE) mostraram rendimento em torno de 30-40% e adequada
recuperacdo das nanoestruturas apds redispersdo aquosa. SD-TTN-NE mostrou menor
eficiéncia de encapsulacdo do farmaco (88,74 + 0,65%) do que SD-TTN-NC (94,22 + 2,01%),
mostrando que a parede polimérica exerce um efeito positivo e, por isso, esta formulagéo foi
selecionada para prosseguir com os estudos de fotoestabilidade. O ensaio de fotodegradacéo
do pé redisperso em agua mostrou que as nanocapsulas de nucleo lipidico reproduziram a
fotoestabilidade demonstrada pela suspensao coloidal original (118 £ 27 min e 118 + 12 min,
respectivamente). Com base nestes resultados, ficou evidente que SD-TTN-NC poderia ser
empregado como forma intermediaria na preparacdo de hidrogéis. Neste sentido, foram
propostas duas técnicas de preparacdo: a) dispersando o Carbopol Ultrez 10® na redispersio
aquosa dos po6s (método 1) ou b) adicionando o po diretamente no gel previamente preparado
(método 2). Além destes, foram preparados hidrogéis empregando as suspensdes aquosas de
nanocapsulas de nucleo lipidico. Todas as formulacbes apresentaram teor de tretinoina
proximo a 0,5 mg/g, pH adequado a aplicacdo cutanea e comportamento pseudo-plastico.
Através do método das placas paralelas, foi demonstrado que os hidrogéis preparados pelo
método 1 tem menor espalhabilidade (1,61 + 0,13 mm?/g) do que os preparados pelo método
2 (2,17 + 0,05 mm?/g). De maneira geral, as amostras preparadas a partir dos ps foram as que
tiveram menor espalhabilidade, independente do método empregado, indicando que a
presenca de lactose influencia nesta caracteristica. Quanto a reologia, os maiores valores de
rendimento foram apresentados pelas formulacdes que apresentaram menor espalhabilidade.
O indice de consisténcia foi estatisticamente igual para todas as formulacGes, exceto para o
hidrogel preparado com a suspensdo coloidal branca (sem farmaco). Quanto a
fotoestabilidade, os hidrogéis propostos apresentaram comportamento tdo eficiente quanto a
formulacdo obtida a partir da suspensdo original de nanocapsulas de nacleo lipidico. Os pés
Secos por aspersao mostraram-se como importantes produtos intermediarios no
desenvolvimento de hidrogeis para aplicacdo cutanea de tretinoina.

Palavras chave: Tretinoina, nanocépsulas, hidrogel, secagem por aspersao.
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The aim of this work was to study the ability of lipid-core polymeric nanocapsules to
protect tretinoin against UV degradation, even after their conversion to spray-dried powders
and also to evaluate the feasibility of using these spray-dried powders in the preparation of
semisolid dermatological nanomedicines. Spray-dried tretinoin-loaded lipid core
nanocapsules (SD-TTN-NC) were prepared using lactose as drying adjuvant. In order to study
the effect of the polymeric layer, spray-dried powders were also prepared using a
nanoemulsion (SD-TTN-NE). The process yields were between 30 and 40 %. SD-TTN-NE
showed lower encapsulation efficiency (88.74 £ 0.65%) compared to SD-TTN-NC (94.22 +
2.01%). After aqueous redispersion of the spray-dried powders their supernatants showed the
presence of nanostructures with mean size close to the original suspension Similar
photodegradation half-life times were showed for tretinoin loaded in lipid-core nanocapsules
(118 + 12 min) or in the respective spray-dried powders (118 + 27 min). Based in our results,
the powders can be suggested as intermediate products in the development of nanomedicines.
Two approaches were evaluated in the development of hydrogels: a) dispersing Carbopol
Ultrez 10® in an aqueous redispersion of the SD-TTN-NC (method 1) or b) by the direct
incorporation of the SD-TTN-NC in a hydrogel previously formed (method 2). Hydrogels
were also prepared using original nanocapsule suspensions. All semisolid formulations
presented drug content close to theoretical value, adequate pH values and pseudo-plastic
behavior. The parallel plate technique demonstrated that hydrogels prepared by method 1 has
lower spreadability (1.61 + 0.13 mm?.g™) than that prepared by method 2 (2.17 + 0.05 mmZ2.g°
1. However, both formulations showed worst spreadability factor than hydrogels prepared
from nanoparticle suspensions, indicating that the presence of lactose led to a decrease in the
spreadability of the formulations. Hydrogels prepared with the spray-dried powder showed
higher yield stress compared to that prepared with the nanocapsule suspensions. Regarding
the consistency index, all hydrogels presented similar values, excepting the formulation
prepared with blank nanocapsules. The photodegratadion profiles of hydrogels containing SD-
TTN-NC were similar to hydrogel prepared with the original suspension. So, spray-dried
powders were feasible materials to be use as intermediate products in the development of
hydrogels intended for cutaneous application without losing their ability to increase the
photostability of tretinoin.

Keywords: Tretinoin; lipid core nanocapsules; hydrogel; phodegradation, spray-dryer.
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INTRODUCAO

A tretinoina, também denominada &cido retindico, € um farmaco que apresenta
inimeros efeitos fisioldgicos, dentre os quais se destacam, a regulacdo do crescimento e
diferenciacdo de células epiteliais, controle da secrecdo sebacea, comedolise, atividade anti-
inflamatoria e aumento na sintese do colageno. Estes efeitos justificam seu emprego no
tratamento tdépico de acne, hiperqueratoses, envelhecimento cutdneo, entre outros
(RIGOPOULOS et al., 2004).

Apesar da reconhecida eficacia em tratamentos dermatolégicos, a tretinoina geralmente
provoca irritacdo, vermelhiddo e descamacédo na regido onde é aplicada, o que dificulta a
adesdo dos pacientes ao tratamento (BERGER et al., 2007). Além destas caracteristicas, a
tretinoina apresenta instabilidade frente a radiacdo ultravioleta e ao oxigénio, assim como
problemas de solubilidade aquosa. Este Ultimo aspecto exige, em algumas circunstancias, a
adicdo de co-solventes organicos em suas formulacfes dermatolégicas, podendo representar
mais um importante fator no aparecimento e agravamento da irritacdo cutanea. Em relacédo a
absorcdo percutanea do farmaco, existem evidéncias de que esta seja em torno de 2 %, quando
veiculado em uma especialidade farmacéutica disponivel no mercado. Acredita-se que a
proporcao do farmaco que € absorvida seja aquela que excede a ligacdo com 0s receptores
nucleares das células da epiderme. Portanto, uma liberacdo lenta e gradual do farmaco evitaria
a absorcdo percutanea e, ainda, minimizaria os efeitos colaterais caracteristicos dos retindides
(BERSHAD et al., 2001).

Com o intuito de contornar as limitacbes normalmente observadas durante o tratamento
topico com a tretinoina, pode-se utilizar os conceitos da nanotecnologia. Neste contexto, 0s
nanocarreadores representam uma alternativa promissora de liberacdo modificada, melhora na
solubilidade, protecdo fisico-quimica, além da diminui¢do da toxicidade ou efeitos irritantes
do farmaco durante a aplicacdo topica (GUTERRES et al., 2007). As nanoparticulas podem
ser conceituadas como sistemas carreadores de farmacos que apresentam tamanho inferior a 1
micrémetro e exibem caracteristicas especiais devido ao seu pequeno tamanho (SAHOO e
LABHASETWAR, 2003). Os principais sistemas nanoestruturados empregados no
desenvolvimento de nanomedicamentos e nanocosmeéticos sdo: nanoparticulas poliméricas

(nanocépsulas e nanoesferas), nanoemulsdes, lipossomas e nanoparticulas lipidicas. Estes
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nanocarreadores diferem entre si pela estrutura, composicao e afinidade por diferentes tipos
de moléculas (CROSERA et al., 2009).

As nanoesferas sdo estruturas matriciais poliméricas que, de modo geral, apresentam
formato esférico. As nanocépsulas sdo estruturas vesiculares constituidas por um invélucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo de natureza oleosa (VAUTHIER e
BOUCHEMAL, 2009). A porcdo nuclear desta nanoparticula é liquida, e sua modificagdo
através da adicdo de um lipidio sélido representa o desenvolvimento de uma nova geragdo de
nanoparticulas poliméricas, as nanocapsulas de nucleo lipidico. Para isso, o nlcleo deve
apresentar como composicdo, uma dispersdao de lipidio liquido e lipidio s6lido, como
trigliceridios dos acidos caprico/caprilico e monoestearato de sorbitano, respectivamente.
Devido a natureza dos componentes, as nanocapsulas de nucleo lipidico apresentam como
principal diferenca estrutural, um nucleo com maior viscosidade do que o das nanocépsulas
convencionais (JAGER et al., 2009, OURIQUE et al., 2010a).

Apesar das inUmeras vantagens decorrentes da associacdo de farmacos aos
nanocarreadores, tais como, 0 aumento da eficiéncia (MARCHIORI et al., 2010), diminuicdo
da toxicidade (PAESE et al., 2009), melhora na permeacédo cuténea (ALVES et al., 2007) e
obtencdo de uma liberacdo prolongada (FONTANA et al., 2009), problemas de estabilidade
podem ser observados durante o armazenamento. ApOs a preparacdo, as nanoparticulas
poliméricas estdo sob a forma de suspenséo coloidal aquosa, e neste meio, sdo suscetiveis a
hidrolise de seus componentes, degradacdo do polimero, migracdo do farmaco associado as
nanoestruturas para O meio aquoso, contaminacdo microbiologica, entre outros
(SCHAFFAZICK et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Com o intuito de melhorar a
estabilidade fisico-quimica destas preparagdes, frente ao armazenamento, foram propostas
alternativas como a sua conversdo em formas solidas, através de processos de secagem como
a liofilizacdo (SAEZ et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003b), a secagem por aspersdo
(MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002; BECK et al., 2004; BECK et al.; 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2006; TEWA-TAGNE et al., 2006, TEWA-TAGNE et al., 20073;
TEWA-TAGNE et al., 2007b; BECK et al., 2008; GUTERRES et al., 2009) e a granulacéo
por via Umida (FRIEDRICH et al., 2010a; FRIEDRICH et al., 2010b). A partir destes
processos sdo obtidos p6s microestruturados que podem ser incorporados em formas
farmacéuticas derivadas, como granulos (FRIEDRICH et al., 2010a), comprimidos
(FRIEDRICH et al., 2010b) ou ainda, formas farmacéuticas semissélidas (TERROSO et al.,
2009).
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Estdo descritos na literatura inimero trabalhos que desenvolveram, com sucesso,
preparaces tdépicas contendo substéncias ativas associadas a nanocarreadores. A area
cosmética tem sido contemplada, principalmente, com formulagGes contendo fotoprotetores
associados a sistemas nanoestruturados (PAESE et al., 2009; VETTOR et al., 2010). Por
outro lado, o desenvolvimento de nanomedicamentos a partir de nanoparticulas poliméricas
para uso tépico abrangem, principalmente, os corticdides (MARCHIORI et al., 2010) e anti-
inflamato6rios ndo-esterdides (ALVES et al., 2005, MILAO et al., 2003). Esta nova
abordagem representa uma vantagem sobre os medicamentos convencionais, devido a
capacidade dos nanocarreadores em modular a permeacdo de farmacos pelo estrato corneo,
permitindo inclusive que, em alguns casos, eles atinjam as camadas mais profundas da
epiderme sem, no entanto, alcancar a circulacdo sistémica (GUTERRES et al., 2007;
RAWAT et al., 2006).

Até o momento, a incorporagdo dos sistemas nanoestruturados as formas
dermatoldgicas tem sido realizada, basicamente, através da adi¢do direta das suspensoes
coloidais, em substituicdo a agua, ao polimero formador do gel ou & composicédo da emulsao
(ALVES et al., 2007; PAESE et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al.,
2010b). Na maior parte das vezes, a adicdo de um grande volume da suspensdo de
nanoparticulas se faz necessaria, para que se obtenha uma forma farmacéutica com a
concentracdo desejada. Este grande volume a ser adicionado pode inviabilizar a adicdo de
outras substancias necessarias a formulacdo dermatoldgica, como emolientes e umectantes,
fundamentais para o tratamento de determinadas patologias, constituindo-se em um dos
principais obstaculos para esse desenvolvimento.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a associacdo de tretinoina a
nanocapsulas convencionais e também, a nanocapsulas de nucleo lipidico (OURIQUE et al.,
2008; OURIQUE et al., 2010a). Em ambos os trabalhos, foram obtidos bons resultados
qguanto a caracterizacdo e fotoestabilidade do farmaco encapsulado. Entretanto, estes
nanossistemas diferiram entre si, pela estabilidade fisico-quimica, a qual foi 4 vezes maior
para a formulacdo de tretinoina associada a nanocapsulas de ndcleo lipidico. Dando
continuidade a este trabalho, foi demonstrada a viabilidade tecnoldgica de preparacdo de um
hidrogel empregando a suspensdo aquosa de nanocapsulas de nucleo lipidico. Esta formulacédo
semissolida, aléem de aumentar a fotoestabilidade do farmaco, p6de ser desenvolvida sem a
necessidade de adigdo de cossolventes orgéanicos, os quais eram imprescindiveis para manter a
solubilidade da tretinoina em formulagdes dermatoldgicas tradicionais (OURIQUE et al.,

2010b). Apesar das vantagens alcangadas, a composi¢do desta formulagdo semissélida ficou
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restrita, pois foi necessario acrescentar um grande volume da suspensdo coloidal para o ajuste
da concentragdo desejada de farmaco, inviabilizando a adicdo de outros componentes
liquidos. Nesse sentido, a obtencdo de sistemas pulverulentos, através da secagem por
aspersao das suspensdes coloidais, e 0 uso destes pds como estratrégia de incorporacéo de
nanocapsulas em formas semissolidas, evitaria a adicdo da &gua oriunda das suspensdes,
permitindo a incorporagao de outros excipientes na formulacao.

A partir do exposto, este trabalho est4 focado no desenvolvimento, através da técnica da
secagem por aspersao, de microaglomerados redispesiveis de lactose contendo tretinoina
associada a nanocapsulas de nucleo lipidico, como uma alternativa para a incorporacdo de
sistemas nanoestruturados em formas farmacéuticas semissdlidas. Neste contexto, exploramos
as vantagens da encapsulagéo de um farmaco instavel, na obtencdo de sistemas sdlidos através
da secagem por asperséo, avaliando a integridade da nanoparticula antes e ap0s 0 processo de
secagem. Adicionalmente, o estudo foi delineado com o proposito de avaliar a viabilidade de
preparacdo de hidrogéis, empregando os pos desenvolvidos como produtos intermedirios, e,
também, tracar um estudo referente as propriedades reologicas e fisico-quimicas das
formulacdes semissolidas, além de verificar o perfil de fotodegradacdo da tretinoina

nanoencapsulada apos a incorporacao nos hidrogéis.
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1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver sistemas pulverulentos contendo tretinoina
nanoencapsulada, com aplicacdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas semissolidas,
avaliando-se principalmente a capacidade de protecdo dos nanossistemas frente a

fotodegradacgdo do farmaco, antes e ap6s a incorporacdo em hidrogéis.

1.2 Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
tretinoina, na concentracdo de 0,5 mg/mL, utilizando um polimero biodegradavel e
biocompativel, a poli(e-caprolactona), e empregando butilhidroxitolueno (BHT) como

excipiente antioxidante;

e Avaliar a possibilidade de utilizacdo da secagem por aspersdo na conversdao de

suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina, em formas solidas;

e Estudar o emprego das formas solidas desenvolvidas como produto intermediario na
preparacdo de hidrogeéis destinados a aplicacdo cuténea, avaliando-se duas técnicas

diferenciadas de incorporacéo;

e Estabelecer um estudo comparativo do potencial de prevencdo da fotodegradacdo da
tretinoina associada aos sistemas nanoestruturados na sua forma original (suspensdes de

nanocapsulas), na forma sélida (redispersa em agua) e nas formulagdes semissolidas.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1 Nanotecnologia e os sistemas carreadores de farmacos

A nanotecnologia, no ambito farmacéutico, estd principalmente representada pelo
desenvolvimento e otimizagdo de sistemas carreadores de farmacos, substancias ativas ou
ativos cosméticos. Os sistemas abordados na nanociéncia compreendem particulas
submicrométricas que podem modular a velocidade e o local de liberacdo de farmacos, o grau
de permeacdo através das barreiras fisioldgicas, penetracdo na circulacdo sistémica e chegada
ao local onde a atividade farmacologica é exigida (SCHAFFAZICK et al., 2003a; ALONSO
et al., 2004). Os carreadores nanoestruturados tém a propriedade de direcionar o farmaco ao
alvo especifico dentro do organismo, gerando um aumento da sua concentracdo no local de
acdo e reducdo dos efeitos colaterais (RAWAT et al., 2006). A associacdo de farmacos aos
sistemas nanocarreadores ndo interfere em seu mecanismo de acdo. As principais alteracoes
observadas estdo relacionadas as caracteristicas fisico-quimica inerentes ao farmaco, como
solubilidade e estabilidade frente a agentes reconhecidamente agressores (luz, ar, calor,
enzimas e pH). Assim, pode-se considerar que 0s sistemas nanoparticulados de liberacdo
conseguem alterar propriedades biofarmacéuticas tais como, absorcdo, distribuicéo,

metabolismo e eliminacdo. Devido a isto, € possivel obter formas de administracdo

alternativas, baseando-se nas novas caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e de
biodistribuicdo do farmaco (OURIQUE et al., 2010a). Além disso, é possivel reduzir a
irritacdo tecidual, aumentar a biodisponibilidade e diminuir a freqiéncia de administracdo das
doses, 0 que pode aumentar a adesdo dos pacientes ao tratamento (DEVALAPALLY et al.,
2007; SAHOO AND LABHASETWAR, 2003).

Os nanocarreadores vém sendo desenvolvidos para emprego em diversas vias de
administracdo, dentre as quais se destacam a parenteral, oral, oftdlmica e topica
(SHAFFAZICK et al., 2003a; ALONSO, 2004). A administracdo parenteral tem sido
contemplada, principalmente, com nanoparticulas associadas a farmacos antitumorais
(BERNARDI et al., 2009; OURIQUE et al., 2010a; JEONG et al., 2010) buscando uma
distribuicdo mais seletiva. Quanto a via oral, 0 maior objetivo dos sistemas nanoestruturados
estd em conferir protecdo ao farmaco contra a degradagdo por enzimas digestivas, minimizar a

irritacdo da mucosa gastrica pelo farmaco (BECK et al., 2006; BECK et al., 2007) e aumentar
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a sua biodisponibilidade (SONAJE et al., 2010). A aplicacdo tdpica de farmacos associados a
sistemas nanoestruturados visa diminuir a irritacdo local (SHAH et al., 2007; PAESE et al.,
2009), modular a permeacdo cuténea, além de evitar que o farmaco alcance a circulagdo
sanguinea através da pele (ALVES et al., 2007).

Os principais carreadores nanoestruturados estudados na &rea farmacéutica e
cosmética sdo: os lipossomas, as nanoparticulas lipidicas, as nanoemulsdes e as
nanoparticulas poliméricas. Os lipossomas apresentam um nicleo aquoso envolvido por uma
camada fosfolipidica e devido a estas caracteristicas sdo capazes de encapsular farmacos
hidrofilicos e lipofilicos (RAWAT et al., 2006). As nanoparticulas lipidicas foram
inicialmente desenvolvidas na década de 90, como alternativa aos lipossomas e emulsdes
(PARDEIKE et al., 2010). S&o constituidas basicamente por substancias graxas de carater
lipidico e/ou oleoso e podem ser divididas em nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados. Sua preparacdo é facilmente escalonavel ja que podem ser obtidas
através da homogeneizacdo a alta pressio (MULLER et al., 2000). As nanoparticulas
poliméricas compreendem nanocépsulas e nanoesferas, constituidas por um nicleo oleoso
cercado por uma parede polimérica ou por uma matriz polimérica, respectivamente. Estas
nanoparticulas apresentam vantagens relacionadas a estabilidade in vivo e também durante o
armazenamento, quando comparadas aos lipossomas. Atraves de modificacfes na composicao
das nanocapsulas, foram desenvolvidas as nanocéapsulas de nucleo lipidico, as quais
apresentam uma diferente arquitetura supramolecular, por possuirem um nucleo mais viscoso
gue as nanocapsulas convencionais. Por este motivo, podem aumentar a estabilidade fisico-
quimica, em termos de manutencdo do teor de farmaco (JAGER et al., 2009; OURIQUE et
al., 2010a). J& as nanoemulsBes sdo formadas por goticulas de Oleo estabilizadas por
tensoativos, em um meio aquoso, formando uma dispersdo coloidal (BOUCHEMAL et al.,
2004).

Um dos mecanismos pelos quais 0s nanocarreadores se distribuem pelo organismo e
alcancam seletivamente alguns érgdos e tecidos esta relacionado ao fato de o sistema
imunologico reconhecer essas nanoparticulas como substancias estranhas, e remové-las da
circulacdo sanguinea através da opsonizacdo. O sistema fagocitario mononuclear,
principalmente representado pelas células de Kupffer do figado e macréfagos do baco e da
medula dssea, é o responsavel pela remocdo das nanoestruturas circulantes. Desse modo,
pode-se obter um direcionamento das nanoparticulas para os 6rgdos do sistema reticulo-
endotelial (DEVALAPALLY et al., 2007).
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A presenca de polimeros hidrofilicos (polietilenoglicois, polissorbato 80, entre outros)
na superficie das nanoparticulas, permite que elas permanecam por um maior tempo na
circulacdo sanguinea. Estas modificacdes superficiais, que agem como um revestimento
catidnico, inviabilizam a adsor¢do de proteinas séricas (opsonizacao), e, portanto, dificultam o
reconhecimento pelos macréfagos ou outras células fagociticas. Sendo assim, 0 maior periodo
de permanéncia na circulacdo e o pequeno tamanho, permitem que as nanoparticulas
consigam atravessar o endotélio de capilares fenestrados presentes em tecidos inflamados e
tumores sélidos, caracterizando-se uma vetorizagdo passiva (DEVALAPALLY et al., 2007).

A preparacdo de nanoparticulas poliméricas pode ser realizada através de métodos que
requerem uma ou duas etapas. Na primeira etapa ocorre a formagdo de um sistema
emulsionado, e na segunda, a formacdo das nanoparticulas através da precipitacdo ou
geleificagdo do polimero ou, ainda, polimerizagdo de monémeros. Considerando 0 esquema
de preparacdo que exige apenas uma etapa, um dos principais exemplos seria a
nanoprecipitacdo ou deposicao de polimero pré-formado, nomenclatura dada para obtencéo de
nanoesferas ou nanocapsulas, respectivamente (SCHAFFAZICK et al., 2003a; FRIEDRICH
et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2009;
OURIQUE et al., 2010a). Nesta técnica, as nanoparticulas formam-se quando uma solucdo do
polimero se difunde por um meio ndo solvente (VAUTHIER e BOUCHEMAL et al., 2009;
MORA-HUERTAS et al., 2010).

O método de preparacao de nanocapsulas de nacleo lipidico empregado neste trabalho
foi o método da deposicdo interfacial de polimero pré-formado, patenteado por Fessi e
colaboradores em 1988 e modificado por Jager e colaboradores em 2009. Neste método, uma
fase organica, miscivel em agua (acetona), contendo um 6leo, um polimero e um tensoativo
de baixo de EHL (equilibrio hidréfilo/lipéfilo), é injetada sobre uma fase aquosa contendo um
tensoativo de alto EHL. As nanocépsulas sdo obtidas na forma de uma suspensdo coloidal
aquosa, e sdo formadas quando a fase organica é adicionada a fase aquosa. Neste momento, o
solvente organico se difunde para a agua, e na interface 6leo/agua o polimero precipita em
volta das goticulas de 6leo. A vantagem deste método € a sua eficiente reprodutibilidade na
obtencdo de particulas pequenas e a capacidade de alcancar altas taxas de encapsulacdo do
farmaco (MORA-HUERTA et al., 2010). As nanocapsulas poliméricas convencionais sdo
compostas por um ndcleo de natureza oleosa, diferindo desta nova geracdo de nanocapsulas
poliméricas as quais apresentam um nucleo hidrofobico contendo uma substancia lipidica

solida, como o monoestearato de sorbitano. Apesar da diferenca relacionada com a
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viscosidade do nucleo, ambos nanocarreadores, podem ser preparados pela técnica descrita
por Fessi (FESSI et al., 1988; JAGER et al., 2009).

As nanoparticulas poliméricas podem ser formuladas com polimeros de origem
sintética ou natural (GOMEZ-GAETE et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Os
polimeros biodegradaveis sdo os mais adequados para uso em formulacdes de aplicacdo
humana, pois ndo representam risco de toxicidade e bioacumulacdo. A poli(e-caprolactona) é
0 polimero mais empregado devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecanicas (GUTERRES et al., 2007). Existem outros tipos de polimeros que
sdo também amplamente estudados na preparacdo de sistemas nanoparticulados, tais como:
poli(alquilcianoacrilatos), poli(acido latico), poli(acido lactico-co-acido gliclico), poli(acido
glicolico), entre outros (BARRAT et al., 2000; FONTANA et al., 2009; FONTANA et al.,
2010).

Devido a natureza coloidal das nanoparticulas poliméricas, algumas dificuldades
técnicas sdo impostas para a sua adequada caracterizagao fisico-quimica. De forma geral, esta
caracterizacdo contempla a avaliacdo e distribuicdo do tamanho de particulas, indice de
polidispersdo, teor de farmaco no sistema, eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta, pH,
analise morfoldgica, entre outras (FRIEDRICH et al., 2008; OURIQUE et al., 2008;
FONTANA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2009; OURIQUE et al., 2010a, KULKAMP et al.,
2009). As analises especificas destes sistemas coloidais sdo normalmente baseadas em
métodos de correlacdo de fotons, microscopia eletrdnica (criofratura, transmissédo, varredura),
espalhamento de luz dindmico, microeletroforese, calorimetria diferencial exploratéria, as
quais sdo consideradas técnicas sofisticadas, que em geral ndo sdo abrangidas na rotina de
laboratérios de avaliacdo de qualidade de medicamentos e cosméticos. Sendo assim, a
caracterizacao fisico-quimica corresponde a uma das etapas mais importantes e dispendiosas
do desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para administracdo de farmacos
(SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Apos a preparacdo, as nanoparticulas poliméricas estdo sob a forma de suspensao
coloidal aquosa e quando armazenadas nesse meio podem apresentar problemas quanto a
estabilidade fisico-quimica, tendéncia a agregacdo das particulas, contaminagdo microbiana,
perda da substancia ativa incorporada para a fase continua e possibilidade de hidrolise do
polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003a, FRIEDRICH et al., 2008; OURIQUE et al., 2008).
No caso especifico de desenvolvimento de formas semissélidas, além dos problemas de
instabilidade em meio aquoso, a concentracao relativamente baixa de farmaco nas suspensées

de nanoparticulas pode obrigar a adi¢cdo de grandes volumes de suspenséo para o ajuste do
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teor da forma farmacéutica derivada (semissélidas, por exemplo) contendo farmacos de baixa
poténcia. Este aspecto pode também limitar a adicdo de outros excipientes liquidos a essas
formulages (MILAO et al., 2003; MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al., 2010b,
FONTANA, 2010; ALMEIDA, 2010). Assim, a limitada estabilidade fisico-quimica e as
dificuldades farmacotécnicas podem constituir um obstaculo para a aplicabilidade industrial
das suspensdes coloidais. Assim sendo, processos de secagem destas suspensdes tém sido
propostos e desenvolvidos para contornar essas limitacdes (GUTERRES et al., 2009).

1. 2 Técnicas de secagem de nanoparticulas poliméricas

Apesar do seu tamanho reduzido, as suspensdes aquosas de nanoparticulas polimericas
tendem a apresentar alguns fendmenos de instabilidade fisico-quimica, conforme previamente
descrito (SCHAFFAZICK et al., 2003a; FRIEDRICH et al., 2008; OURIQUE et al., 2008).
Neste sentido, existem atualmente algumas estratégias desenvolvidas para a conversao destas
suspensdes em materiais pulverulentos, tais como, a liofilizacdo (SAEZ et al., 2000;
SCHAFFAZICK et al.,, 2003b), a secagem por asperséo (MULLER et al., 2000;
POHLMANN et al., 2002; BECK et al.; 2005; SCHAFFAZICK et al., 2006; TEWA-TAGNE
et al., 2006, TEWA-TAGNE et al., 2007a; TEWA-TAGNE et al., 2007b; BECK et al.; 2008;
GUTERRES et al.,, 2009), e a granulacdo por via Umida (FRIEDRICH et al., 2010a;
FRIEDRICH et al., 2010b).

A liofilizacéo, também conhecida como freeze-drying, consiste na remocao de dgua de
uma amostra previamente congelada, através de processos de sublimacdo e desorcdo, sob
vacuo. Em geral, a liofilizacdo pode ser dividida em trés etapas: congelamento da amostra;
secagem primaria (referente a sublimacdo do gelo); e secagem secundaria (correspondente a
desorcdo da adgua). Este método tem sido empregado na secagem de nanocapsulas e, tambem,
de nanoeferas (SCHAFFAZICK et al.,, 2003b). Para otimizar o0 processo, € necessario
selecionar crioprotetores adequados para manter a integridade das particulas durante a etapa
de congelamento, além de determinar a quantidade exata de crioprotetor a ser adicionada. Em
alguns casos a adicdo de crioprotetores em excesso pode levar ao comprometimento das
nanoparticulas e promover sua desestabilizacdo (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).

A granulacdo por via Umida é um metodo alternativo que permite a conversdo da
suspensdo aquosa de nanoparticulas poliméricas em uma forma solida. Nesta nova abordagem

da granulacdo por via Umida, a suspensdo da nanoparticulas substitui o liquido responsavel
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pela aglomeracdo dos solidos, os quais podem ser os excipientes normalmente utilizados na
obtencdo de comprimidos. A massa Umida obtida ap6s a aglomeragdo passa por um tamis,
formando granulos que s&o, posteriormente, secos em estufa (FRIEDRICH et al., 2010a;
FRIEDRICH et al., 2010b).

A técnica de spray-drying, nebulizacdo ou secagem por aspersdo € iniciada pelo
processo de atomizacdo de uma amostra liquida para uma torre de secagem, onde se efetua o
processo de secagem das goticulas da amostra, gracas a um fluxo de ar quente, resultando em
sistemas solidos pulverulentos. Formulagdes de nanoparticulas poliméricas submetidas a
secagem por aspersdo sao, geralmente, suspensdes aquosas adicionadas de um adjuvante de
secagem, que age como suporte solido. Esta técnica apresenta como vantagens o baixo custo,
rapido processo, possibilidade de modular as caracteristicas fisico-quimicas do p6 (BECK et
al., 2006), facil transposicéo de escala, além de ser adequado para moléculas termossensiveis
(VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). Estudos tém mostrado que as nanoesferas sofrem
rearranjos estruturais durante a secagem por aspersdo, 0s quais prejudicam a funcionalidade
destes nanossistemas, indicando que esta técnica é mais adequada para secagem de
nanocapsulas (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002; BECK et al., 2007). Para
gue se obtenham pds com boas caracteristicas, & importante o uso de adjuvantes de secagem
0s quais evitam a adesdo das particulas nas paredes do equipamento. Eles podem ser materiais
poliméricos sinteticos (polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose), didéxido de silicio coloidal ou carboidratos (lactose, manitol,
maltodextrinas), 0s quais sdo adicionados na suspensdo de nanoparticulas antes da atomizacéo
(TEWA-TAGNE et al., 2007a; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009; GUTERRES et al.,
2009). Os pds obtidos podem ser caracterizados quanto ao teor de farmaco, analise
granulométrica, grau de umidade, rendimento do processo, densidade, area superficial,
distribuicdo do tamanho de poros, recuperacdo das nanoparticulas apos a redispersdo aquosa
dos pds, entre outros (TEWA-TAGNE et al., 2006; TEWA-TAGNE et al., 2007a; TEWA-
TAGNE et al.,, 2007b; BECK et al.,, 2008; DOMINGUES et al., 2008). Todos estes
parametros sdo Uteis para verificar a eficiéncia da secagem e elucidar as caracteristicas dos
pos, avaliando a possibilidade de incorporacdo destes sistemas sélidos em formas
farmacéuticas derivadas.

Muiller e colaboradores (2000) relataram pela primeira vez a aplicacdo da secagem por
aspersdo de suspensdes de nanocépsulas para a obtencdo de p6s microparticulados. Neste
estudo, o diclofenaco foi o farmaco modelo e o di6xido de silicio coloidal (3 % p/v) foi

empregado como adjuvante de secagem, para evitar a adesdo dos pds as paredes do
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equipamento. Atraves da analise por microscopia eletrdnica de varredura, foi possivel a
observacdo das nanoestruturas adsorvidas & superficie das particulas de didéxido de silicio
coloidal, com didmetros equivalentes as nanoparticulas presentes nas suspensfes originais.
Entretanto, os pds preparados a partir de nanoesferas demonstraram uma redugdo no tamanho
de particula (de 200 nm pra 60-90 nm) ap0s a secagem por aspersdo, ou seja, esse sistema
nanoestruturado sofreu alteragdes durante o processo de secagem. Desse modo, 0s autores
demonstraram que a técnica pode ser uma alternativa para a secagem de suspensfes de
nanocapsulas, para a obtencdo de uma forma solida intermediéaria.

Estudos subsequientes, também, demonstraram 0 emprego da secagem por aspersao na
obtencdo de microparticulas (pds) revestidas por nanoparticulas poliméricas (BECK et al.,
2004; BECK et al., 2005; BECK et al., 2006; BECK et al., 2007). Em 2004, Beck e
colaboradores preparam microparticulas empregando métodos com uma ou duas etapas. No
método com uma etapa, o dioxido de silicio coloidal e o farmaco foram dispersos na
suspensdo coloidal (nanocapsulas ou nanoesferas), e esta mistura foi submetida a secagem por
aspersdo. No método com duas etapas, o dioxido de silicio coloidal e o farmaco foram
disperso em acetona, e em seguida submetidos a evaporacgdo a pressao reduzida, obtendo-se
um ndcleo solido. Este nucleo, previamente preparado, foi adicionado a suspensdo de
nanoparticulas (nanocapsulas ou nanoesferas) antes da nebulizacdo. Neste trabalho foi
empregado o diclofenaco acido e diclofenaco de sddio, como modelo de farmaco lipofilico e
hidrofilico, respectivamente. Todas as microparticulas obtidas apresentaram nanoparticulas
adsorvidas na superficie, entretanto ndo foram todas as formulacdes que apresentaram bons
resultados quanto a tolerancia gastrointestinal (BECK et al., 2004).

A secagem por aspersao de suspensdes de nanocapsulas e nanoesferas, juntamente com
um nacleo sélido, previamente preparado e constituido por didxido de silicio coloidal e
diclofenaco, foi realizada alterando-se sucessivamente as condigdes experimentais. As
nanoparticulas foram preparadas com polimero gastrorresistente (Eudragit S100) e na
auséncia de farmaco associado. Foi demonstrada que a alteracdo dos parametros de secagem,
como temperatura e fluxo de alimentacdo, determinou modifica¢fes nas caracteristicas do pd,
tais como: rendimento, eficiéncia de encapsulacdo e tamanho de particula. Além disso, as
microparticulas revestidas pelas nanocapsulas apresentaram mais rapido perfil de dissolucéo
do farmaco e mais eficiente efeito protetor da mucosa gastrointestinal do que as
microparticulas revestidas pelas nanoesferas (BECK et al., 2006).

Em 2007, Beck e colaboradores, tragaram uma andlise sobre a influéncia do

nanorrevestimento sobre a liberagdo in vitro e absorcédo de dexametasona em um modelo de
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celulas de adenocarcinoma de célon (células Caco-2). As microparticulas foram preparadas
empregando um nucleo sélido de didxido de silicio coloidal associado com a dexametasona,
que foi seco por aspersdo juntamente com a suspensdo de nanocapsulas ou nanoesferas
brancas. Novamente, foi evidenciado que o tipo de revestimento interfere no perfil de
dissolucdo do farmaco, e ainda, pdde ser observada uma importante correlacdo entre a
liberagdo in vitro e permeacdo in vitro do farmaco. As microparticulas revestidas pelas
nanocapsulas mostraram mais lenta liberacdo e também, permeacdo pelas células Caco-2, do
que as microparticulas revestidas pelas nanoesferas. A presenca de um agente plastificante
(polietilenoglicol) na composigédo do sistema microparticulado promoveu mais lenta liberacéo
e absorcdo pelas células caco-2. Foi reportado, também, que as formulagbes de
microparticulas ndo exerceram toxicidade sobre as células empregadas no teste de permeacéo
intestinal (BECK et al., 2007).

Em 2008, foi demonstrada a possibilidade de obter microparticulas nanorrevestidas
através da secagem por aspersdo, usando como modelo um farmaco hidrofobico e dioxido de
silicio coloidal como adjuvante de secagem. Neste trabalho foi empregada uma Unica etapa,
ou seja, ndo houve prévia preparacdo de um nucelo solido contendo o farmaco, como havia
sido proposto por Beck e colaboradores (BECK et al., 2004; BECK et al., 2006; BECK et al.,
2007). A influéncia do polimero formador das nanocapsulas [poli (e-caprolactona) e Eudragit
RS 100] sobre as caracteristicas do pé foi avaliada. Para ambos os tipos de microparticulas,
foram observados aspecto esférico e estruturas de tamanho nanométrico adsorvidas na
superficie. A principal influéncia observada foi em relacdo a liberacdo in vitro, na qual as
microparticulas revestidas com nanocépsulas de Eudragit RS 100 demonstraram um maior
controle da liberacdo do farmaco quando comparada com a formulacdo contendo
nanocépsulas preparadas com poli (e-caprolactona) (DOMINGUES et al., 2008).

Para promover uma liberacdo sustentada de melatonina, foi desenvolvida uma estratégia
tecnoldgica de obtencdo de microparticulas contendo sistemas nanoestruturados, através da
secagem por aspersdao. A melatonina, um horménio secretado pela glandula pineal, é usada
terapeuticamente em formas farmacéuticas orais no tratamento de desordens no ciclo
circadiano (ciclo de sono-vigilia). Neste trabalho foi avaliada a viabilidade de obtencdo de p6
microparticulado a partir de diéxido de silicio coloidal e suspensdo de nanocapsulas de
melatonina. Os resultados demonstraram que o rendimento do processo foi de 74 + 2%, a
eficiéncia de encapsulagdo da melatonina no p6 foi 93 + 3% e a umidade foi menor que 2%.

Além disso, foi detectada a presenga de nanoparticulas na superficie dos poés
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microparticulados e obteve-se um perfil de liberagdo controlado, em comparacdo ao farmaco
puro, ajustado ao modelo moexponencial (SCHAFFAZICK et al., 2006).

Outros adjuvantes de secagem foram também testados para obtencdo de sistemas
pulverulentos a partir de uma suspensao de nanocapsulas. Em um estudo realizado por Tewa-
Tagne (2007), foram avaliadas as caracteristicas dos p6s obtidos com o uso de polimeros
sintéticos  (polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose) e
carboidratos (lactose, manitol, maltodextrinas). Foram encontradas diferencas importantes
quanto a umidade, morfologia e capacidade de recuperacdo das nanocéapsulas apés redispersao
aquosa dos po6s. O estudo de recuperacdo das nanocapsulas a partir de microaglomerados
solidos preparados com 10 % de lactose apresentou um perfil bimodal de distribuicdo de
particulas. Entretanto o maior pico presente coincidiu com a distribuicdo monomodal das
nanocapsulas originais (em suspensao aquosa) e 0 segundo pico representou em torno de 2%
das particulas. Isso sugere que houve uma eficiente recuperacdo das estruturas nanomeétricas
apos a secagem por aspersao. Além disso, foi evidenciado que as microparticulas preparadas
com lactose ndo continham estruturas nanométricas recobrindo sua superficie (TEWA-
TAGNE et al., 2007a).

De maneira geral, a viabilidade tecnologica de obtencdo de formas soélidas, a partir da
secagem por aspersdo de suspensdes aquosas de nanoparticulas, € bem conhecida. O que torna
cada método diferente é o emprego de adjuvantes de secagem especificos, condicdes
experimentais diversas, particularidades de cada nanossistema e do farmaco modelo. Varios
trabalhos mostram que os pds microparticulados sdo recobertos pelas nanoparticulas
(MULLER et al., 2000; BECK et al., 2004; BECK et al., 2006; BECK et al., 2007; BECK et
al., 2008), entretanto existem autores que sugerem que as nanoparticulas poliméricas
encontram-se inclusas nos microaglomerados (TEWA-TAGNE et al., 2006; TEWA-TAGNE
et al.,, 2007a; TEWA-TAGNE et al., 2007b). Isso pode ser explicado pela capacidade do
adjuvante de secagem em se solubilizar ou se manter disperso na suspensao de nanoparticulas,
quando se efetua a mistura prévia destes constituintes, ou ainda, pela concentracdo de
adjuvante empregada (TEWA-TAGNE et al., 2006). Entretanto, a principal questdo a ser
analisada ap0s a secagem das nanoparticulas poliméricas € a facilidade de redispersdo dos pds
e a permanéncia das caracteristicas morfoldgicas e funcionais das nanoparticulas poliméricas,
dependendo do foco do trabalho (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002; BECK et
al., 2004; BECK et al., 2005; SCHAFFAZICK et al., 2006; TEWA-TAGNE et al., 2006;
TEWA-TAGNE et al., 2007; TEWA-TAGNE et al., 2007; BECK et al., 2006; BECK et al.,
2007; DOMINGUES et al., 2008).
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Zaccari e colaboradores, em 2005, submeteram a tretinoina ao processo de secagem
por aspersdo juntamente com o alcool polivinilico (PVA) ligado com oleato de amina, a uma
temperatura de 70° C e bico atomizador com 0.7 mm de didmetro. A andlise por calorimetria
diferencial exploratéria sugeriu que, durante a evaporagdo do solvente, o farmaco converteu-
se na sua forma amorfa. A redipersdo aquosa do poé evidenciou estruturas micelares
poliméricas com tamanho em torno de 400 nm. Além disso, o complexo nebulizado
apresentou maior solubilidade para a tretinoina e mais eficiente atividade citotoxica frente a
células de neuroblastoma do que o farmaco em solucdo com o polimero (PVA-oleato de
amina). Com esses resultados, pode-se observar que 0 processo de secagem por aspersédo, nas

condi¢des experimentais especificas deste trabalho, ndo prejudicou a atividade do farmaco.

1.3 Nanoparticulas poliméricas em formulagdes topicas

A pele representa uma complexa barreira para a entrada e saida de substancias devido
a sua constituicdo estratificada. A permeacdo cuténea de farmacos ou ativos cosméticos pode
ser efetuada através do estrato corneo (camada mais externa da pele) ou atraves de apéndices
epidérmicos como glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. Inicialmente, acreditava-se que
os foliculos pilosos representavam pouco na penetragdo dos farmacos através da pele.
Entretanto, ao se considerar que este apéndice epidérmico apresenta invaginacdes que
aumentam significativamente a superficie disponivel para a absorcéo, passou-se a considerar
esta como sendo uma importante rota para moléculas hidrofilicas e/ou com alto peso
molecular (LADEMANN et al., 2007; KNORR et al., 2009). De maneira geral, 0s principais
fatores que modulam a absorcdo cuténea e, portanto, devem ser considerados durante o
desenvolvimento de uma formulagdo, sdo as propriedades intrinsecas ao ativo, as
caracteristicas do wveiculo e o estado fisiologico da pele (SCHMALTZ et al.,, 2005;
GUTERRES et al., 2007).

A incorporacdo de ativos associados a sistemas nanoestruturados, em formulacGes
para uso tépico, tem sido uma tendéncia na pesquisa e desenvolvimento de produtos
dermatoldgicos e cosméticos. Estas formulacbes tém como principais objetivos modular a
permeacdo cutanea do farmaco ou ativo cosmético (ALVES et al., 2007), melhorar sua
distribuicio na superficie da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LUENGO et al., 2006;
LADDEMAN et al., 2007) conferir protecdo contra fatores extrinsecos como radiacao
ultravioleta, agentes oxidantes, entre outros (KULKAMP et al., 2009; OURIQUE et al.,
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2010b). Muitas das vantagens decorrentes da associagdo de farmacos aos nanocarreadores
podem ser atribuidas ao seu pequeno tamanho. O reduzido didmetro das nanoestruturas pode
assegurar um intimo contato com a camada cérnea e apéndices epidérmicos, permitindo que
elas figuem retidas, principalmente nos foliculos pilosos, propiciando uma liberagdo gradual
do principio ativo (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LADEMANN et al., 2007). Além disso,
0 tamanho destes sistemas pode favorecer a formacéo de um filme sobre a pele, aumentando a
hidratacdo, promovendo a permeacdo de farmacos, e, ainda, proporcionando uma confortavel
aplicagdo (GUTERRES et al., 2007). Desse modo, a tecnologia dos sistemas de liberacéo
prolongada pode ser convenientemente empregada em formulagdes dermatolégicas como, por
exemplo, aquelas contendo antibidtico nas quais é desejavel prolongar a concentracdo
terapéutica (LBOUTOUNNE et al., 2002).

Em 2003, Milo e colaboradores prepararam um hidrogel de Carbopol 940® contendo
diclofenaco associado a nanocépsulas poliméricas. O estudo reoldgico dos géis indicou um
comportamento ndo-Newtoniano com propriedades plasticas e a andlise através de
microscopia eletrénica por criofratura mostrou que as nanocapsulas permaneceram
morfologicamente intactas no gel durante 3 meses de armazenamento.

Alves e colaboradores em 2005, estudaram a preparacao e caracterizagdo de hidrogéis
de Carbopol 940® contendo nimesulida associada a nanocépsulas, nanoesferas e
nanoemuls@es. O teor de farmaco, o pH e o aspecto macroscépico permaneceram constantes
durante 3 meses de armazenamento. A analise reoldgica mostrou que todas as amostras
possuiam comportamento ndo-Newtoniano pseudoplastico, ajustado ao modelo de Ostwald
(Power Law). Em 2007, 0 mesmo grupo conduziu um estudo que demonstrou que o hidrogel
contendo nimesulida associada as nanoparticulas era capaz de promover a liberacdo do
farmaco na pele viavel de forma mais efetiva que uma formulacdo contendo nimesulida nao-
associada. O gel contendo nanocépsulas propiciou uma maior penetracdo de nimesulida no
estrato corneo e camadas mais profundas da pele do que as formulacdes contendo nanoesferas
e nanoemulsdes. No estrato cdrneo o farmaco oriundo das nanoemulsées nao foi quantificado
enquanto que nas camadas mais profundas da pele a liberacdo ocorreu de maneira semelhante
a liberacdo promovida pelas nanoesferas, ou seja, moléculas do farmaco carreadas pela
nanoemulsdo permearam diretamente para derme. Desse modo, percebe-se que a presenca do
polimero e o tipo de nanocarreador influenciam a permeacao (ALVES et al., 2005; ALVES et
al., 2007).

Ativos de protecdo solar sdo também contemplados com estudos que tangem a
nanotecnologia (JIMENEZ et al., 2004; PAESE et al., 2009; VETTOR et al., 2010). Um
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exemplo desta abordagem é o desenvolvimento de um gel hidrofilico contendo benzofenona-
3, com o objetivo de avaliar a influéncia do sistema nanoestrurado sobre a fotoprotegéo in
vitro e fotoestabilidade deste filtro solar organico. A encapsulacdo da benzofenona-3
minimizou a fotodegradacdo e aumentou a efetividade fotoprotetora em comparagcdo com o
ativo na forma livre. Este fato é devido a capacidade das nanocépsulas em refletir a luz
ultravioleta e agir como um filtro solar fisico. Além disso, este trabalho demonstrou que o
hidrogel contendo nanocapsulas ndo causou sensibilizacdo cutanea, nem provocou resposta
imune significativa na pele de camundongos. Estes resultados demonstraram que
nanocapsulas poliméricas preparadas com poli (e-caprolactona) podem ser uma alternativa
promissora de veiculacdo de farmacos pela via tépica, devido ao baixo potencial alergénico
(PAESE et al., 2009).

O desenvolvimento de hidrogéis contendo um corticdide associado a nanocapsulas foi
descrito por Marchiori e colaboradores (2010). Neste trabalho, a suspensdo aquosa de
nanocépsulas de dexametasona foi adicionada sobre o Carbopol Ultrez 10® e esta dispersdo
foi neutralizada com trietanolamina. O estudo da liberacdo in vitro do hidrogel contendo
dexametasona nanoencapsulada mostrou um maior controle da liberacdo do que o hidrogel
que continha a dexametasona livre. Além disso, foi observado um aumento da atividade
antiproliferativa da dexametasona associada a nanocapsulas polimeéricas, sugerindo seu
emprego no tratamento de desordens proliferativas da pele, como a psoriase.

A secagem por aspersdo de nanocapsulas em suspensdo aquosa também foi
demonstrada como uma alternativa viavel para se obter formas intermediarias. Nesse sentido,
o sistema solido, obtido através da secagem por aspersdo de nanocapsulas contendo a
coenzima Q10, foi incorporado em uma forma farmacéutica semissélida. Quanto ao diametro
das nanoparticulas presentes no hidrogel, ndo foram observadas diferencas entre aquelas
incorporadas sob forma solida (nanocapsulas secas por aspersdo) ou sob forma liquida
(nanocépsulas em suspensdo aquosa original). Este estudo demonstrou, portanto, uma
adequada estratégia de incorporacdo de sistemas nanoestruturados em formas farmacéuticas
de uso topico (TERROSO et al., 2009).

1.4 Tretinoina

A tretinoina é a forma ativa de um produto metabdlico da vitamina A, sendo também

chamada de acido retindico. Este farmaco é efetivo no tratamento topico de diferentes
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afeccdes cutaneas inflamatdrias e proliferativas, como a acne, ictiose, psoriase, neoplasias,
entre outros (ORFANOS et al., 1987; ELBAUM et al., 1988). Também pode ser usada
esteticamente na melhora da textura e a aparéncia cutanea e no tratamento de alopécia areata
(ZOUBOULIS et al., 2001; DAS et al., 2010) Apesar do seu amplo emprego terapéutico, 0
desenvolvimento e a administracdo topica de formas farmacéuticas contendo tretinoina,
enfrenta alguns obstaculos como baixa solubilidade aquosa, elevada instabilidade quimica,
fotoinstabilidade e acentuada irritacdo na area de aplicacdo (ELBAUM, 1988; BRISAERT et
al., 1995; BRISAERT et al., 2000; LIN et al., 2000).

A partir de modificacbes na por¢do carboxilica, na cadeia poliénica ou no anel
aromatico da molécula do retinol, obtém-se os retindides classificados em trés geragdes. A
tretinoina, juntamente com a isotretinoina e retinol, pertencem a primeira geracao da classe de
retindides, correspondendo a estruturas ndo-aromaticas. A segunda geracdo é constituida
pelos retindides monoaromaticos, como o etretinato e acetretin. Os poliaromaticos como
adapaleno e tazarotene compdem a terceira geracdo. O efeito farmacoldgico dos retindides €
resultado da ligacdo destas estruturas com receptores nucleares os quais tem afinidade
especifica por estas moléculas (RIGOPOULOS et al., 2004).

A tretinoina age acelerando o processo de renovacdo das células epiteliais, o que ajuda a
normalizar a queratinizacao, eliminar e evitar a formacao de novos comeddes, o que facilita a
penetracdo de agentes antimicrobianos nos foliculos pilosos para combater o
Propionibacterium acnes. Além de regular o crescimento e diferenciacdo das células
epiteliais, € capaz de estimular a sintese de colageno e diminuir a secrecdo sebacea (FISCHER
et al., 1996; RIGOPOULOS et al., 2004).

Estudos comparativos da acdo da tretinoina e outros retindides de uso topico auxiliam
na elucidacdo das principais diferencas entre estes farmacos. Avaliando-se comparativamente
um tratamento com tretinoina e seu isdbmero 13-cis (isotretinoina), atribuiu-se uma mais
eficiente reducdo nas lesdes acneicas inflamatorias e nado-inflamatérias a tretinoina.
Entretanto, os pacientes tratados com este farmaco apresentaram mais efeitos adversos do que
aqueles tratados com a isotretinoina. Outra analise demonstrou que um gel contendo
adapaleno (0,1 %) reduz mais rapidamente as lesdes acnéicas inflamatorias e néo-
inflamatérias do que um gel contendo tretinoina (0,025 %). O grupo tratado com adapaleno
apresentou menos efeitos adversos cutaneos. Estes dados mostram que as diferencas entre 0s
retindides estdo relacionadas ndo somente com a atividade farmacoldgica, mas também com a

tolerabilidade. De modo geral, a tretinoina é a molécula que mais causa descamacdo, ardéncia
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e vermelhiddo, sintomas caracteristicos durante tratamento com retindides (RIGOPOULOS et
al., 2004).

Existem na literatura cientifica, varios estudos que avaliam a viabilidade de
incorporacdo de tretinoina em sistemas nanoestruturados, demonstrando as vantagens
farmacotécnicas e terapéuticas do farmaco encapsulado. A associacdo da tretinoina com
lipossomas foi descrita por Brisaert e colaboradores em 2001. Neste trabalho, foi verificado
que a atividade comedolitica do fA&rmaco incorporado em lipossomas foi cinco vezes maior do
que a de uma preparacdo convencional. Além disso, a constante de fotodegradacdo do
farmaco foi quase duas vezes menor do que aquela encontrada em uma solugdo de tretinoina
em Oleo de ricino (BRISAERT et al., 2001).

Consta também na literatura, um estudo avaliando a capacidade de aumento da
estabilidade da tretinoina frente a luz UV e fluorescente, através da preparacao de estruturas
vesiculares, lipossomas e niossomas. Foi observado que a protecdo oferecida pelas vesiculas
depende da sua composicdo e estrutura. A inclusdo de tretinoina em niossomas preparados
com tensoativos ndo-ibnicos (lauril éter polioxietileno ou octil/decil poliglicosideos) e
lipossomas preparados com fosfolipidios hidrogenados (fosfatidilcolina de soja hidrogenada)
resultou numa maior protecdo contra a fotodegradacdo (MANCONI et al., 2003).

Em outro trabalho, foi demonstrado que a tretinoina e a isotretinoina, quando em
solucdo etanolica, degradam-se rapidamente em seus isbmeros 13-cis (isotretinoina) e 9-cis,
respectivamente, e ambos, em seguida, sofrem uma lenta degradacdo que origina outros
isbmeros. ApoOs a associacdo com lipossomas, foi demonstrado um aumento na
fotoestabilidade da tretinoina. Entretanto, a inclusdo de isotretinoina nestas vesiculas nédo
apresentou tanto éxito. Os autores atribuiram os piores resultados a baixa encapsulacdo da
isotretinoina, devido a natureza ndo linear de sua molécula (IOELE et al., 2005).

Em 2007, Shah e colaboradores desenvolveram uma formulacdo de nanoparticulas de
lipidio so6lido contendo tretinoina, empregando monoestearto de glicerila como substancia
lipidica. A eficiéncia de encapsulacdo do farmaco alcancada neste estudo foi em torno de 40
%. Ainda assim, houve aumento na sua fotoestabilidade em comparacdo com uma solucédo
metandlica de tretinoina. Os autores ainda propuseram um gel de Carbopol EDT 2020°
contendo as nanoparticulas de lipidio solido, o qual demonstrou uma evidente diminuicdo na
irritacdo cutanea causada pelo farmaco, em comparacdo a uma formulacdo comercial
contendo tretinoina livre.

Para aumentar a eficiéncia de incorporacéo da tretinoina em nanoparticulas de lipidio

solido, foi proposta a formacdo de um par idnico entre a tretinoina e estearilamina. Esta
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estratégia aumentou significativamente a eficiéncia de incorporagdo do farmaco (de 13 % com
a tretinoina para 94 % com o par i6nico) e a sua estabilidade em nanoparticulas de lipidio
solido. Para avaliar o potencial de irritacdo cutdnea, foi preparado um gel de
hidroxietilcelulose contendo o farmaco associado aos nanocarreadores e realizada uma
comparacdo com um gel de tretinoina disponivel no mercado. Os resultados mostraram que o
gel que continha o farmaco associado as nanoparticulas lipidicas foi significativamente menos
irritante devido a liberacdo gradual do farmaco para a pele (CASTRO et al., 2009).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou o desenvolvimento de suspensdes de
nanocapsula e de nanoemulsdo contendo tretinoina, avaliando a influéncia de dois diferentes
6leos (6leo de girassol e mistura de triglicerideos de cadeia média) nas caracteristicas fisico-
quimicas e na protecdo da tretinoina frente a luz UVC. Os tensoativos empregados na
preparacdo de ambas as formulacBes foram o monooleato de sorbitano (Span 80%) e
polissorbato 80 (Tween 80®). A formulacio que proporcionou maior estabilidade ao farmaco,
frente a luz ultravioleta artificial, foi a suspensdo de nanocépsulas, independente da fase
oleosa utilizada. Os resultados mostraram gque o tempo de meia-vida do farmaco associado as
nanocapsulas ficou entre 85-100 minutos, enquanto que a tretinoina na solucdo metandlica
apresentou um tempo de meia vida de 40 minutos (OURIQUE et al., 2008). Para aumentar a
estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas, foi proposta a alteracdo do tensoativo de baixo
EHL (Equilibrio Hidréfilo Lip6filo), substituindo o monooleato de sorbitano (Span 80®) pelo
monoestearato de sorbitano (Span 60®). Devido a esta modificacdo, foi obtida uma
nanocapsula de nucleo lipidico que mostrou ter maior estabilidade do que as nanocapsulas de
ntcleo oleoso (obtidas com o Span 80®) e igual capacidade de conferir fotoprotecdo ao
farmaco (OURIQUE et al., 2010a).

O aumento da eficacia dos farmacos nanoencapsulados é uma informacéo que deve ser
verificada. Portanto, a atividade antiproliferativa da tretinoina associada as nanocapsulas
convencionais (OURIQUE et al., 2008) foi comparada com o farmaco em solucdo. O teste
empregou um modelo de células vegetais, a Allium cepa, que tem excelente correlacdo com
testes que empregam células animais. A tretinoina nanoencapsulada demonstrou significativo
decréscimo no indice de mitose celular, reforcando sua atividade antiproliferativa. Este
resultado foi acompanhado pela pouca incidéncia de aberracdes cromossdmicas, a qual foi
observada também para as formulagdes controle (FACHINETTO et al., 2008).

Em 2010, Ourique e colaboradores demonstraram a preparacdo de hidrogéis contendo
tretinoina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico, através da adicdo direta da suspensdo

aquosa coloidal sobre o Carbopol Ultrez 10®, seguida de neutralizagdo com trietanolamina. A
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caracterizacdo reologica desta formulacdo indicou um comportamento pseudo-plastico
ajustado ao modelo Herschel-Bulkley. Quanto a espalhabilidade, o gel proposto teve melhor
desempenho que o gel comercial. Foi demonstrado também, que o hidrogel contendo
tretinoina associada a nanocépsulas de nucleo lipidico conferiu protecdo ao farmaco frente a
radiagdo UV A, apresentando um tempo de meia-vida muito superior aquele apresentado pela
formulacdo comercial (gel hidroalcodlico contendo tretinoina livre) (OURIQUE et al.,
2010b).
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CAPITULO 1: Desenvolvimento e fotoestabilidade de formas pulverulentas

contendo tretinoina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico

1.1 Introdugéo

A secagem por aspersao € uma técnica que tem sido empregada na obtencdo de
sistemas sélidos microparticulados contendo nanoparticulas poliméricas, desde o ano 2000
(MULLER et al., 2000; GUTERRES et al., 2009). A secagem das suspensdes coloidais deve
ser executada na presenca de um adjuvante de secagem, o qual age como um suporte para as
nanoparticulas apos a evaporagdo da agua, evitando que elas figuem aderidas as paredes do
equipamento. Os pos obtidos, apds a secagem por aspersao, sdo microaglomerados compostos
pelo adjuvante de secagem e pelas nanoparticulas, as quais podem estar recobrindo a
superficie dos pés (MULLER et al., 2000; BECK et al., 2004; BECK et al., 2006; BECK et
al., 2007) ou ainda, no interior deste sistema sélido (TEWA-TAGNE et al., 2006).

A principal vantagem relacionada com a secagem das nanoparticulas é a possibilidade
de diminuir a adicdo de grande quantidade de agua presente nas suspensdes coloidais, no
momento da incorporacdo das nanoparticulas em uma forma farmacéutica semissolida, como
um gel, por exemplo. Este excesso impede a adicdo de outras matérias-primas liquidas,
restringindo a composicdo da formulacdo. Além disso, a remocdo de agua das suspensoes
coloidais pode aumentar a estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas, pois, em geral,
diminui a contaminacdo microbiana, evita a migracdo do farmaco ssociado para 0 meio
aquoso, bem como a hidrolise do polimero, dentre outros (SCHAFFAZICK et al., 2003a;
FRIEDRICH et al., 2008).

Apesar da secagem por aspersdo ser um metodo simples, de baixo custo e de facil
execucdo, s6 é considerado adequado se mantiver as caracteristicas das nanoparticulas apds o
processo de secagem. Para isso, € importante avaliar o tamanho e a funcionalidade do sistema
nanoestruturado na suspensao original e apos a redispersao aquosa do po.

Diante disso, o presente capitulo tem como objetivo descrever a obtencdo de sistemas
solidos compostos de lactose e tretinoina associada a nanocapsulas de ndcelo lipidico, através
do método de secagem por aspersdo e avaliar o sistema nanoestruturado antes e apos a

desidratacéo.
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Abstract

The influence of the spray-drying process on the ability of engineered lipid-core nanocapsules
to protect tretinoin against UV degradation was evaluated. This approach represents a
technological alternative to improve the microbiological stability, storage and transport
properties of such formulations. Tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules or tretinoin-loaded
nanoemulsion were dispersed in lactose (10% w/v) and fed in the spray-drier to obtain a solid
product. The spray-dried powder containing tretinoin-loaded nanoemulsions showed lower (p
< 0.05) percentage of encapsulation (89 = 1%) compared to spray-dried powder containing
tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (94 = 2%). Redispersed spray-dried powder
containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules and nanoemulsions showed average sizes
of 204 + 2 nm and 251 + 9 nm, which were close to those of the original suspensions (220 + 3
nm and 239 + 14 nm, respectively). Similar photodegradation half-life times were calculated
for tretinoin loaded in lipid-core nanocapsules (118 £+ 12 min) or in the respective redispersed
spray-dried powder (118 + 27 min) exposed to UVA radiation. Our experimental design
showed for the first time that spray-dried lipid-core nanocapsules are able to protect tretinoin
against UVA radiation, suggesting that the drying process did not alter the supramolecular
structure of the lipid-core nanocapsules. Such powders are potential intermediate products for
the development of nanomedicines containing tretinoin.

Keywords: engineered nanoparticles, lipid-core nanocapsules, tretinoin, spray-drying,

photostability.
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1. Introduction

Tretinoin (TTN), also called all-trans-retinoic acid, is a derivate of vitamin A (retinol)
considered the most biologically active form among retinoids [1]. This drug is widely
employed in the topical treatment of acne, psoriasis and aging skin [2,3]. Its mechanism of
action is based on the ability to regulate sebum production, collagen synthesis, proliferation
and differentiation of epithelial cell through nuclear receptors [4]. After cutaneous treatments,
side effects often appear in the form of scaling, erythema, burning and stinging which limits
treatment compliance [5, 6]. Beyond the irritation of the treated area, tretinoin shows very low
solubility and instability in presence of light, air and heat [1,7].

Some studies in the literature report the nanoencapsulation of tretinoin to improve its
effectiveness [8-14] and to confer protection against its photodegradation [7,11,15-17].
Regarding the nanoencapsulation in polymeric nanocapsules, our research group reported in
2008 [16] the development of tretinoin-loaded nanocapsules assessing the influence of two
different oils (sunflower oil and caprylic/capric triglyceride mixture) on their physicochemical
and photostability properties. Regardless the oil used as core in the polymeric nanocapsules,
the formulations showed higher drug stability against UVC light compared to tretinoin in
methanolic solution. The photodegradation half-life of the drug was 40 minutes in methanolic
solution, while, after drug encapsulation in nanocapsules, it varied from 85 to 100 minutes
[16]. More recent, we reported that tretinoin photostability was improved by its
nanoencapsulation in lipid-core nanocapsules. We studied the ability of these new
nanocapsules to protect the drug against UVC as well as against UVA light [17]. It is
important to mention that polymeric nanocapsules and lipid-core nanocapsules have different
supramolecular models. The former is composed by a liquid core surrounded by a polymeric
wall [18-20], while the latter has a multicomponent core formed by a dispersion of solid and
liquid lipids [21].

There are numerous advantages for loading drugs in polymeric nanocarriers, like to
target the drug to specific organs or tissues [22,23], to protect the drug against degradation
[16,24], to modulate its cutaneous delivery [25, 26] and to develop controlled release
formulations [24,27]. Polymeric nanocapsules are obtained in the form of aqueous
suspensions being susceptible to physical and chemical instability, microbial contamination
and hydrolysis of the polymer under storage [28]. Besides these problems of instability,
sometimes the relatively low concentration of drug in these suspensions requires the addition

of large volumes of suspension to adjust the drug levels in final dosage forms, as semisolids.



Capitulo 1 42

In this case, the large amount of the aqueous phase limits the addition of other liquid
ingredients in these formulations. To overcome these limitations, techniques such as spray
drying [28-35], freeze drying [36,37] and wet granulation [38] has been described in the
literature to obtain powders containing nanoparticles.

The spray-drying technique to obtain powders containing nanoparticles was firstly
reported by our group in 2000 [32]. The use of 3.0 % (w/v) silicon dioxide as a drying
adjuvant rendered microagglomerates of nanocapsules with good vyields. In the following
years, it was reported another approach to obtain similar powders, in which polymeric
nanoparticles were used as coating materials for organic-inorganic microagglomerates [30,39-
41]. The presence of nanoparticles could be observed on the surface of microagglomerates by
scanning electron microscopy. In parallel, the preparation of redispersible dried powders
containing nanoparticles was reported by Tewa-Tagne and co-workers in 2007 [34]. In that
study, the use of lactose as a drying adjuvant to obtain the powders was demonstrated.
However, the presence of nanoparticles on the microagglomerate surface could not be
visualized by scanning electron microscopy.

In order to obtain appropriated spray-dried powders of nanoparticles it is imperative
that the final spray-dried powders could deagglomerate after aqueous redipersion rendering a
colloidal suspension presenting the original average particle size. This behavior was already
reported for powders prepared with silicon dioxide [33,41] or lactose [34,42], suggesting that
the technique is a suitable tool to obtain dried intermediate powder products containing
nanoparticles.

Previous studies showed that polymeric nanocapsules and nanospheres are different
supramolecular structures [43,18] which distinguish react after spray-drying [44,31].
However, the ability of nanocapsules to protect unstable drugs against UVA radiation after
this drying process and their subsequent aqueous redispersion was not explored yet. This
approach was the main hypothesis of our study. So, spray-dried powders containing tretinoin-
loaded lipid-core nanocapsules were studied based on the ability of those new intermediate

products in protecting tretinoin after irradiation.

2. Materials and Methods

2.1. Materials
Tretinoin was a gift from Roche (Switzerland). Poly(e-caprolactone) (PCL) and

sorbitan monostearate (Span 60®) were purchased from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brazil).
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Caprylic/capric triglyceride mixture was delivered from Brasquim (Porto Alegre, Brazil),
polysorbate 80 (Tween 80®) was supplied by Henrifarma (S&o Paulo, Brazil) and acetone was
purchased from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Lactose monohydrate and
Butylhydroxytoluene (BHT) were obtained from Delaware (Porto Alegre, Brazil). HPLC
grade methanol was acquired from Tedia (S&o Paulo, Brazil). All chemicals and solvents

presented pharmaceutical or HPLC grade and were used as received.

2.2. Preparation and characterization of engineering lipid-core nanocapsules

Tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (TTN-NC) were prepared by interfacial
deposition of preformed polymers [21] at a concentration of 0.5 mg/mL of tretinoin. 250 mg
of polymer (PCL), 191.5 mg of sorbitan monostearate, 0.82 mL caprylic/capric triglyceride
mixture, 12.5 mg of BHT and 12.5 mg of tretinoin were dissolved in 67 mL of acetone. This
organic solution was injected under moderate magnetic stirring into 134 mL of an aqueous
phase containing 191.5 mg of polysorbate 80. Magnetic stirring was maintained for 10
minutes. Then, acetone was removed and the suspension concentrated by evaporation under
reduced pressure (bath at 40 °C). The final formulation was adjusted to 25 mL. In order to
evaluate the influence of the polymeric wall on the spray-drying process, tretinoin-loaded
nanoemulsion (TTN-NE) was also prepared as described above, omitting the addition of the
polymer in the organic phase. Formulations were prepared in triplicate of batches, stored at
room temperature (25 £ 2° C) and protected from light (amber glass bottles).

Total drug content was determined by liquid chromatography (LC) after tretinoin
extraction with methanol under magnetic stirring (5 minutes) followed by centrifugation (5
minutes) at 3700 rpm (MTD Il Plus, Servylab, Sdo Leopoldo, Brazil) and filtration in
membrane (Sartorius, 0.45 um). The LC system consisted of a Shimadzu instrument (LC-
10AVP Pump, UV-VIS SPD-10AVP Module, Class-VP Software, Shimadzu, Tokyo, Japan),
equipped with a Gemini RP-18 column (150 mm x 4.60 mm, 5 um, Phenomenex, Torrance,
USA). The mobile phase was composed of 85 % methanol, 15 % Milli-Q® water and 1 %
glacial acetic acid and pumped at a flow rate of 1 mL/min. The injected volume was 20 uL
with UV detection at 342 nm (at room temperature) [17].

Tretinoin in the colloidal continuous phase (non-encapsulated) was determined in the
ultrafiltrate after separation of the nanoparticles by an ultrafiltration/centrifugation technique
(Microcon 10,000 MW, Millipore) at 5,000 rpm during 15 minutes. The concentration of drug

entrapped in the nanocapsules was calculated by the difference between the total content
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(Ciotar) and the concentration of the drug in the ultrafiltrate (Curafirate). The percentage of
encapsulation (PE) was determined by the quotient of the drug entrapped and total drug
content (Eq. 1). Tretinoin was assayed by HPLC according to the conditions described above.

PE = Ctotal _Cultrafiltrate %100 (1)

total

In addition, all formulations were characterized by means of pH, zeta potential,
particle size and polydispersity index measurements. The particle sizes and polydispersity
indices were determined by photon correlation spectroscopy (PCS) after adequate dilution of
an aliquot of the suspension in MIIIIQ® water (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). To avoid sample selection the aliquot was not filtered before dilution.
Zeta potential was determined using the same equipment and diluting the samples in 10 mM
NaCl filtering exclusively the dilution medium. The pH was measured by a calibrated
potentiometer (MPA-210 Model, MS-Tecnopon, S&o Paulo, Brazil).

2.3. Preparation and characterization of spray-dried powders containing lipid-core
nanocapsules

Lactose (10 % wi/v) was mixed with TTN-NC suspensions under magnetic stirring for
20 minutes. This mixture was fed into a spray dryer (Spray-dryer MSD 1.0, Labmag, Ribeirao
Preto, Brazil) in order to obtain the respective dried powders (SD-TTN-NC). A two-fluid
nozzle with cap orifice diameter of 0.7 mm and a co-current flow was used. The inlet
temperature at the drying chamber was maintained at 120 + 10° C and the outlet temperature
was set to 80 + 10° C. Feeding rate was set to 0.4 L/h [41]. Dried powders were also prepared
using tretinoin-loaded nanoemulsion (SD-TTN-NE) to evaluate the influence of the presence
of the polymer on their physicochemical characteristics. A dispersion of lactose in water at 10
% (w/v) was also submitted to the spray-drying process in order to obtain a control
formulation (SD-L).

2.3.1. Rheological analyses

Rheological analysis of the suspensions (TTN-NC and TTN-NE), the mixtures of
lactose (L) and these suspensions (TTN-NC + L, TTN-NE + L) were performed using a
rotational viscometer (LVDV-II+ PRO Digital Viscosimeter, Brookfield Instruments, UK),

equipped with a ULA apparatus. All analyses were carried out at 25 + 1 °C, in triplicate.
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2.3.2. Drug content and yield

In order to determine the drug content of spray-dried powders, the samples were
dispersed in methanol and kept under stirring during 30 minutes. Then, the volume of the
flask was completed and the agitation was maintained for 30 minutes. This sample was
filtered using a hydrophilic membrane (GVWP, 0.22 mm, Millipore). Tretinoin was assayed
as described item 2.2. The method of tretinoin assay in spray-dried powders was linear (r =
0.9999) in a concentration range of 2.5 to 20.0 pg/mL, precise (relative standard deviation =
1.1 % and 0.75 % for repeatability and intermediate precision, respectively) and accurate
(percentages of recovery of 95.5 + 1.17 %). The specificity was tested using a placebo
formulation prepared with lactose and blank lipid-core nanocapsules. Results showed that all
components of the formulation do not influence the tretinoin assay. In addition, the LC
method was suitable to resolve tretinoin peak and the peak of its main degradation product —
isotretinoin. Yield of the spray-drying process was calculated by the ratio between the weight
obtained experimentally and the sum of the weights of all components (lactose and

nanostructures) discounting the content of water of the suspensions.

2.3.3. Morphological analyses

The morphological analyses of the dried powders prepared with tretinoin-loaded lipid-
core nanocapsules or nanoemulsion and the spray-dried lactose (SD-L) were carried out by
scanning electron microscopy (Jeol Scanning Microscope, JSM-5800, Tokyo, Japan) at

different magnifications. Samples were analyzed after they had been gold sputtered.

2.3.4. Particle size after dispersing spray-dried powders in water

The powders were dispersed in water (Milli-Q®) to obtain a final concentration of 0.5
mg/mL of tretinoin, as in the original suspension. Each sample was stirred for 2 minutes and
filtered through a hydrophilic membrane (HVLP, 0.45 um). Exactly 20 uL of the filtrate were
diluted 500 times with water to measure the particle size by photon correlation spectroscopy

(Zetasizer® Nanoseries, Malvern Instruments, UK). All measurements were made in triplicate.

2.4. Photostability studies

Photostability studies of the redispersed spray-dried powders containing tretinoin-
loaded lipid-core nanocapsules and the respective lipid-core nanocapsule suspension were
carried out using an UVA lamp (Fluorescent Blacklight blue lamps, 30 W, Ecolume). The

samples were filled in 5 mm quartz cuvettes perfectly stoppered and exposed to the UVA light
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in a closed chamber at a fixed distance of 10 cm. The nanoparticle suspension was directly
transferred to the quartz cuvettes while spray-dried powders were previously dispersed in
ultrapure water (to obtain a final concentration of 0.5 mg/mL of tretinoin) before being added
to the quartz cuvettes. After several exposure intervals, 200 pL of samples were withdrawn
and tretinoin was properly extracted in methanol (according to the item 2.3.2). In order to
ensure that the degradation of tretinoin was due the UVA light, the same experiment was done
in parallel with a cuvette containing the same sample completely covered by aluminum foil.
Results were analyzed to establish the kinetics of photodegradation of tretinoin in the
formulations, calculating the respective half-life times [8,16,17], according to the zero, first

and second kinetic order (Eq. 2, 3 and 4, respectively):

x = kt ()
lo _a Lt (3)
99 x 2303
X
a(a—x) =kt @

Where, a is the drug concentration at time 0, x is the decrease of concentration at time t and k

is the rate of photodegradation.

2.5. Statistical analysis

All formulations were prepared and analyzed in triplicate. Results are expressed as
mean = SD (standard deviation). One way analysis of variance (ANOVA) was used for
comparison of the experimental data, at a significance level of 5 % (SigmaStat Statistical
Program, Version 3.5, Jandel Scientific, USA).

3. Results and Discussion

The goal of our present work was to demonstrate the ability of spray-dried lipid-core
nanocapsules to protect a drug against the UV photodegradation. Tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules was chosen for this study due to the high instability of this drug against UV
light, their previously reported protection against tretinoin degradation under UV light and the
valuable use of tretinoin in the treatment of cutaneous disorders, as previously commented.
TTN-NC were prepared by the interfacial deposition of preformed polymer, using poly(e-
caprolactone) as a biodegradable polymer. This approach was chosen in order to make the
solid product more suitable to be converted to a dermatological dosage forms after its

thickening and to protect the tretinoin from oxidative process during the spray-drying process.
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To evaluate the effect of the polymeric layer around the droplets on the properties of the
spray-dried powders, tretinoin-loaded nanoemulsions were also prepared. They were
constituted by nanodroplets of the oil phase (caprylic/capric triglyceride mixture) stabilized
by the hydrophilic surfactant (polysorbate 80) and lipophilic surfactant (sorbitan
monostearate). The physicochemical characteristics of both nanostructured systems are shown
in Table 1. Although the preparation of similar formulations was already reported by our
group, in the present work we added an antioxidant (BHT) in the dispersions.

Table 1. Physicochemical characteristics of tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (TTN-
NC) and nanoemulsion (TTN-NE).

Formulation Particle size Polydispersity Zeta potential pH
z-average (nm) index (mV)

TTN-NC 220 + 3* 0.12 £ 0.01° -6.8 £0.13° 6.2 +0.1°

TTN-NE 239 + 14° 0.19 £ 0.03 -6.9 +0.08° 6.1+0.0°

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).

Both formulations showed particle size between 200 and 250 nm, low polydispersity
index (< 0.20), pH around 6.0 and negative zeta potential around -7 mV. Low standard
deviation values obtained for all physicochemical characteristics shows the good
reproducibility batch to batch. These results are in agreement to our previously reported
results [17], showing that the presence of the antioxidant (BHT) in the formulations did not
influence their physicochemical properties. BHT was added to the formulation of
nanoparticles with the function of protecting tretinoin from oxidative processes that could
occur during subsequent spray drying. Moreover, in a later step of using of these powders as
intermediates in the preparation of hydrogels, it would not be feasible to add BHT directly in
semisolid formulation due to its hydrophobic character, justifying, in this way, the presence of
BHT in the formulation of nanocapsules. The similar values obtained for tretinoin-loaded
lipid-core nanocapsules and nanoemulsion (p > 0.05) makes them suitable to be used as
comparative formulations in the development of the respective spray-dried powders.
Furthermore, both formulations present drug content closed to their theoretical value (0.5
mg/mL) and encapsulation efficiency higher than 99 %. Comparing the similar encapsulation
efficiency to that previously reported [17] it could be demonstrated that the presence of BHT

did not influence the tretinoin encapsulation in the lipid-core nanocapsules.
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Regarding the suitability of such formulations to be fed in the spray-drier and in order
to evaluate the influence of their viscosity on the morphological characteristics of the
powders, rheological analyses of the colloidal dispersions were carried out. Figure 1 shows
the rheological behavior of both formulations, before and after the addition of lactose at 10 %
(w/v). Both formulations showed Newtonian behavior even after the addition of lactose. The
presence of lactose at a concentration of 10 % (w/v) slightly increased the viscosity of the
aqueous dispersions (NC: from 1.33 to 1.62 mPa.s™; NE: from 1.36 to 1.73 mPa.s™), but
without making their atomization unfeasible. Furthermore, this slightly increasing in the
viscosity and the maintaining of the Newtonian behavior is indicative of no significant
interactions between lactose and nanoparticles at this proportion as well as of the absence of
particle agglomeration. These data are in agreement to previous results reported by Tewa-
Tagne in 2006 for conventional blank nanocapsules (without drug). In this study was
demonstrated that an increase in the concentration of silica led to a significant increase in
viscosity of the mixed preparations (nanocapsules and silica). These findings support the
hypothesis of interactions between the two components leading to a new microstructure

organisation, phenomenon that has not been shown by the samples of present work [33].
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Fig. 1.Rheological behavior of the tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules and tretinoin-
loaded nanoemulsion before (TTN-NC and TTN-NE, respectively) and after addition of
lactose at 10 % (w/v) (TTN-NC+L and TTN-NE+L, respectively).

After the development of the colloidal systems (TTN-NC and TTN-NE), these
formulations were used to prepare spray-dried powders using lactose at 10 % (w/v). Lactose,
a water soluble excipient, acts as a drying support for the process. Its presence is critical to
obtain the respective powders and for the redispersion process to achieve the advantageous

effect of the original nanoparticles [34,42]. Table 2 shows the physicochemical characteristics
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of powders containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules or nanoemulsion as well as
the spray-dried lactose. Process yields were between 30 and 40 %. Those values are in
agreement with the study reported by Beck and co-workers in 2006 [30] to obtain spray-dried
powders containing nanocapsules. Results were similar for both formulation (SD-TTN-NC
and SD-TTN-NE) and also compared to the spray-dried lactose (p > 0.05). No influence of
the polymeric layer of nanocapsules could be observed on this parameter.

On the other hand, the percentage of encapsulation was higher for powders prepared
with tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (94 = 2 %), compared to those containing
tretinoin-loaded nanoemulsion (89 + 1 %) (p < 0.05). A positive influence of the polymeric
layer of nanocapsules could be observed on this parameter. This result could be explained by
the tendency of the oily nanodroplets to stick on the walls of the equipment leading to a
selective loss of the drug. In order to refute the hypothesis of a thermal degradation of
tretinoin, we prepared a spray-dried powder using an aqueous tretinoin nanodispersion
prepared with the same surfactants (polysorbate 80 and sorbitan monostearate) as for
preparing the lipid-core nanocapsules and nanoemulsions. The preparation was done as
described for the obtaining of lipid-core nanocapsules, omitting the addition of the polymer
and the oil in the organic phase. After the spray-drying, the resulting powder showed a drug
content of 95 %, discarding the hypothesis of a heat degradation of tretinoin and reinforcing
our hypothesis of the sticking of oily nanodroplets (nanoemulsion) on the walls of the

equipment.

Table 2. Physicochemical characteristics of spray-dried powders containing tretinoin-loaded

lipid-core nanocapsules (SD- TTN-NC-) or tretinoin-loaded nanoemulsion (SD- TTN-NE).

Yield Tretinoin content Percentage of
(%) (mg/q) encapsulation (%)
SD-TTN-NC 34+3 3.00 £ 0.06 94.22 +2.01
SD-TTN-NE 40+ 6 2.82 £0.02 88.74 + 0.65
SD-L 31+3 - -

The morphological observation of powders was carried out by scanning electron
microscopy (SEM). SEM images are presented in Figure 2. Spherical particles were obtained
after the spray-drying of formulations with a narrow size distribution, regardless of the type of
nanostructures. The powder prepared with tretinoin-loaded nanoemulsion showed bigger

particles compared to that prepared with lipid-core nanocapsules. The influence of the
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viscosity can be discarded considering their similar values (1.33 and 1.36 mPa.s™ for TTN-
NC and TTN-NE, respectively). The smoother surface of powders prepared with tretinoin-
loaded lipid-core nanocapsules is according to the previous finding reported by Tewa-Tagne
and co-workers in 2007 (34). The presence of the nanostructures on the particle surface could
not be observed, being the nanoparticles probably included in the particles, as previously
suggested [34]. This is an interesting result considering that by using silicon dioxide as the
drying adjuvant, the presence of nanoparticles on the surface of such spray-dried particles is
clearly observed by SEM [28,40]. The difference of the two approaches is the solubility of the
drying adjuvant in lipid-core nanocapsule suspensions, which could explained this
morphological difference. Whereas the silicon dioxide forms a dispersion in water, lactose is
soluble in this medium. In the first case nanoparticles are deposited on the silica support
during the drying process, while in the second case lactose and the particles are drying

together forming clusters.

and F). [A, C and E (1,000x); B, D and F (7,000x)].
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In order to investigate the recovery of the nanoparticles after aqueous redispersion of
powders, the spray-dried powders were dispersed in purified water under vortex stirring (2
minutes). They were easily wetted and dispersed. The aqueous dispersion was filtered and
analyzed by PCS. The redispersed medium of powders prepared with tretinoin-loaded lipid-
core nanocapsules showed particles with a mean size of 204 + 2 nm (polydispersity index =
0.26), while the redispersed medium of tretinoin-loaded nanoemulsion showed particles with
mean size of 251 + 9 ( polydispersity index = 0.34). The recovered particles showed similar
mean size compared to the original suspensions (Table 1) with a slightly increase in
polydispersity indices. These results are in accordance to findings previously reported for
spray-dried formulations [34,41]. In this way, both spray-dried powders (SD-TTN-NC and
SD-TTN-NE) presented an ability to recover the nanoparticles after their aqueous
redispersion. This result suggests that a significant change in the supramolecular structure of
nanocapsules did not occur during the spray-drying process.

Taking all the physicochemical properties of the spray-dried powders into account, we
observed their similar behavior regardless the type of the original nanostructured system
(nanocapsules or nanoemulsion). However, the powders prepared with TTN-NC showed
higher percentage of encapsulation, higher drug content and lower polydispersity index after
their aqueous redispersion. A positive influence of the polymeric layer in the nanocapsules
could be observed in the development of such powders. In this way, this formulation was
chosen for the photostability study.

Although the higher photostability of tretinoin loaded in conventional nanocapsules
and a lipid-core nanocapsules under UV radiation was previously reported [16,17], to the best
of our knowledge there is not any report in the literature showing the ability of lipid-core
nanocapsules to maintain this protection after a drying process. In the case of a photounstable
drug, it is noteworthy to evaluate its chemical behavior after the reconstitution of the spray-
drier powder in water. Based on this lack of information in the literature, we evaluated the
tretinoin photostability in lipid-core nanocapsules containing BHT and in its respective
redispersed spray-dried powders under UV radiation exposure. UVA radiation was chosen for
our study. According to Tashtoush and co-workers (2008) [45] UVA radiation is the major
contributor to the photodegradation of tretinoin. Photodegradation profiles are depicted in

Figure 3.



Capitulo 1 52

120 H
100
80 A

60 4

TTN content (%)

40 | —&TTN-NC
—8—SD-TTN-NC
201 ——TTN

0 10 20 30 40 50 60

Time (minutes)
Fig. 3. Photodegradation profile of tretinoin as a function of time under UVA radiation
exposure (redispersed spray-dried powders containing tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules — SD-TTN-NC; tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules — TTN-NC; and

tretinoin methanolic solution - TTN). Results represent the mean + standard deviation of 3

batches.

After 60 minutes of UVA light exposure, TTN-NC showed a percentage of drug
degradation of 26.15 + 4.34 %. Redispersed SD-NC-TTN showed a similar percentage of
degradation (28.73 + 6.19 %) (p > 0.05). The photodegradation profile of TTN-NC was
according to a zero order kinetic (good linearity plotting of tretinoin content as a function of
time, r = 0.97 £ 0.04), while the data obtained from the redispersed SD-TTN-NC fitted better
to the second order kinetic (good linearity plotting the inverse concentration of tretinoin as a
function of time, r = 0.99 £ 0.01). The tretinoin methanolic solution showed a percentage of
photodegradation of 63.33 + 2.69 % after 60 minutes of exposure, according to a zero order
kinetic (r = 0.99). This percentage was significantly higher (p < 0.05) compared to the
nanoencapsulated tretinoin (as original suspension or as reconstituted powder). Furthermore,
samples exposed in the cuvettes covered with aluminum foil did not show a significant
decrease in the content of tretinoin (< 5 %) after 60 minutes of the experiment, confirming
that the degradation of tretinoin was due to the UV A radiation.

Taking the photodegradation Kkinetic into account (first order for TTN-NC, second-

order for redispersed SD-TTN-NC and zero order for tretinoin methanolic solution), we
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calculated the half-life of the drug in the different samples exposed to UVA light (Figure 4).
Samples containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules showed similar half-lifes (118.35
+ 12.47 minutes for TTN-NC and 118.82 * 26.84 minutes for redispersed SD-TTN-NC) (p >
0.05). These values were more than two times higher than those showed by the methanolic
solution (40 minutes). The similar half-lives obtained for the lipid-core nanocapsule
suspension and its respective redispersed powder showed the ability of lipid-core
nanocapsules to maintain its protection against UV light even after the spray-drying process.
This result suggests that no significant change in the supramolecular structure of lipid-core
nanocapsules occurs during the process. These findings show the feasibility to prepare
tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules as spray-dried powders for reconstitution intended to

several applications in the development of nanomedicines.
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Fig. 4. Percentage (%) of photodegradation and half-life time of tretinoin in the different
samples exposed to UVA radiation for 1 hour (redispersed spray-dried powders containing
tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules — SD-TTN-NC; tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules —TTN-NC; and tretinoin in methanolic solution - TTN). Results represent the

mean * standard deviation of 3 batches.

4. Conclusion
We proposed the use of spray-dried powders containing tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules as intermediate product for the development of nanomedicines. The presence of

the polymeric layer around the nanodroplets was essential to obtain higher drug content and
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percentage of encapsulation (above 90 %). The nanostructures were recovered after aqueous
redispersion of powders, as showed by PCS. Our experimental design showed for the first
time the ability of lipid-core nanocapsules to protect tretinoin against UVA radiation even
after their conversion in redispersible spray-dried powders. Studies are in progress to evaluate

the incorporation of such powders in semisolid formulations.
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CAPITULO 2: Nanomedicamento topico contendo tretinoina: emprego de

sistemas pulverulentos como produto intermediario

2.1 Introducao

A aplicacdo topica de medicamentos visa tratar afeccGes que acometem a pele,
portanto, € essencial que o farmaco fique restrito ao tecido cutaneo evitando que haja efeitos
colaterais sistémicos. Outra caracteristica importante é a eficiéncia da formulacdo
dermatolégica em promover o alcance do farmaco na epiderme e derme para que ocorra 0
efeito farmacologico esperado (GOODMAN & GILMAN, 2007). Para modular a permeagao
cuténea, a associacdo de farmacos a sistemas nanocarreadores surge como uma alternativa que
proporcionaria uma liberacdo homogénea e protegeria a pele do contato imediato com o
farmaco (BOUCHEMAL et al., 2004). A tretinoina, empregada no tratamento de acne vulgar,
fotoenvelhecimento, psoriase, entre outras afecgGes cutaneas, apresenta efeitos colaterais
caracteristicos como irritacdo e fotosensibilidade na regido da pele onde é aplicada
(ZOUBOULIS et al., 2001; RIGOPOULOQS et al., 2004). Além disso, o desenvolvimento de
formulacdes semissolidas contendo tretinoina apresenta problemas de carater farmacotécnico,
ja que este farmaco é insoluvel em agua e demonstra uma consideravel instabilidade frente a
luz e ao ar (BERSHAD et al., 2001).

No presente capitulo, foi proposta a preparacdo de hidrogéis empregando os pos
desenvolvidos no capitulo anterior como produto intermediario. Neste contexto, buscou-se a
obtencdo de uma forma farmacéutica semissolida isenta de solventes organicos na sua

composicao e com adequada fotoestabilidade.
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ABSTRACT

Aqueous redispersion of spray-dried powders containing tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules have shown an increase of tretinoin photostability under UV light. The
advantages of using powders instead of liquid forms as intermediate products in the
pharmaceutical industry can be explained by their better storage properties, lesser total
volume and lower risk of microbiological contamination. Thus, the goal of our work was to
evaluate the feasibility of using these spray-dried powders in the preparation of semisolid
dermatological nanomedicines without changing their protective property against UV
radiation. Spray-dried tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (SD-TTN-NC) were prepared
using lactose as drying adjuvant. Two approaches were evaluated in the development of
hydrogels: a) dispersing Carbopol Ultrez 10® in an aqueous redispersion of the SD-TTN-NC
(method 1); b) directly incorporating SD-TTN-NC in a hydrogel previously formed (method
2). All formulations presented drug content close to theoretical value, adequate pH values (5.6
- 6.3) and pseudo-plastic behavior (n < 1). In general, the presence of lactose led to a decrease
in the spreadability of the formulations (p < 0.05). Hydrogels prepared by method 1 showed
lower spreadability (1.61 + 0.13 mm?.g™) than that prepared by method 2 (2.17 + 0.05 mm*.g’
1. Photodegradation of tretinoin in hydrogels prepared by both methods showed similar half-
life times (19.7 £ 0.2 hours and 19.5 £ 0.3 hours, respectively) compared to the hydrogels
prepared with the original nanocapsule suspension (20.7 + 1.4 hours). Spray-dried powders
containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules are feasible materials to be used as
intermediate products in the development of hydrogels intended for cutaneous application
without losing their ability to increase the photostability of tretinoin.

Keywords: Hydrogels, nanocapsules, photostability, spray drying, tretinoin.
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INTRODUCTION

Retinoids are a group of molecules derived from vitamin A which are effective in the
treatment of acne vulgaris, ichthyosis, psoriasis, skin cancer and photoaging. Tretinoin (TTN),
the most active retinoid derivative, acts by modulating the proliferation and differentiation
epidermal and inhibiting follicular keratinization. Their topical application could produce
smoother, less wrinkled and less pigmented skin after a short time of treatment due to the
increased number of epidermal cell layers and epidermal thickness besides strato corneo
compactation (1-2). This drug is available commercially in the form of hydroalcooholic gels
and creams for skin topical treatment. However, lack of adherence to the treatment with such
formulations due to the appearance of erythema, dryness, itching, irritation and burning after
drug application has been frequently reported (1, 3).

Despite their recognized efficacy in dermatological treatments, TTN presents some
drawbacks like its poor aqueous solubility, instability against light and air as well as irritation
in the area of application. Some works in the literature have showed that TTN undergoes
considerable photodegradation when incorporated into semisolid dosage forms. A commercial
lotion containing TTN has showed that 10 minutes of light radiation caused degradation of
70% of the drug (4-6). Moreover, due to its insolubility in water it is necessary the use of
ethanol, propyleneglycol or other co-solvents to obtain hydrogels as dosage forms. These co-
solvents, along with the drug, can increase the skin irritation after their cutaneous
administration.

Concerning the characteristics of tretinoin, the use of nanotechnology has been
suggested as an alternative to reduce its adverse effects on the skin and overcome problems
like instability under light exposition and low aqueous solubility. Some studies in the
literature have reported its association with liposomes (7, 8), solid lipid nanoparticles (5),
niossomes (9), nanocapsules (10, 11) and lipid-core nanocapsules (12).

Polymeric nanocapsules are vesicular nanocarriers in which an oily phase is confined
in a cavity surrounded by a thin polymeric layer (13). On the other hand, lipid-core
nanocapsules have a multicomponent core formed by a dispersion of solid and liquid lipids
(12, 14). Semisolid formulations containing polymeric nanocapsules and lipid-core
nanocapsules have been studied to control the release of substances (15), to improve their
photostability (12, 16, 17) and to modulate their cutaneous permeation (18-20).

For example, hydrogels containing nimesulide-loaded nanocapsules presented a higher
penetration of nimesulide in the deeper skin in comparison to the formulations containing

nimesulide-loaded nanospheres or nanoemulsion (19). Moreover, hair follicles can act as a



Capitulo 2 64

drug reservoir after the topical application of a formulation containing nanoparticles.
Nanoparticles can be stored in the hair follicles up to 10 days after topical administration,
while the non-nanoparticulated form could be detected only up to 4 days (21).

The scientific literature presents other studies reporting the development of semisolid
dosage forms containing polymeric nanoparticles (16, 19, 22). These and other studies report
the preparation of hydrogels in which colloidal suspensions are responsible by swelling of the
gel forming polymer (15, 23, 24). Thereby, the incorporation of polymeric nanocapsules in
dermatological hydrogels has been done by the direct addition of colloidal suspensions
instead of water on the gel forming polymer or on the emulsion. This can be an obstacle for
the development of some formulations requiring high concentration of drugs or the addition of
other functional adjuvants. Generally, the relatively low concentration of drug in nanoparticle
suspensions requires the addition of large volumes of suspension to obtain a dosage form with
the desired concentration. To overcome these potential disadvantages, Terroso and co-
workers in 2009 developed hydrogels prepared with the spray-dried coenzyme Q10-loaded
nanocapsules instead of the original nanocapsule suspension, as an innovative cosmetic
formulation (25).

Besides excellent results related with the better photostability and high apparent
aqueous solubility of nanoencapsulated tretinoin (10-12, 17) compared to the free drug, the
physicochemical instability inherent to nanocapsule suspensions may limit their wide use in
the pharmaceutical industry as an intermediate product for the development of semisolid
dosage forms. Recently, our research group has showed the feasibility of obtaining spray-
drying powders containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules (SD-TTN-NC) with
similar functional properties of the original lipid-core nanocapsule suspensions. Recovery of
nanoparticles after their aqueous redispersion was also demonstrated. Furthermore, the spray-
drying process did not affect the protection of tretinoin against UV light. The ability of the
lipid-core polymeric nanocapsules to protect tretinoin against UVA photodegradation
remained intact even after the spray-drying process (17).

Based on the results cited, in the present work we evaluated two strategies to
incorporate these redispersible powders in hydrogels intended to cutaneous administration a)
dispersing Carbopol Ultrez 10® in an aqueous redispersion of the SD-TTN-NC (method 1) or
b) directly incorporating SD-TTN-NC in a hydrogel previously formed (method 2). The
feasibility of both strategies was evaluated regarding the physicochemical and rheological
properties of formulations as well as the feasibility of these approaches to maintain a higher

tretinoin photostability. Up to the best of our knowledge these approaches to obtain hydrogels
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with better tretinoin photostability have not yet been explored in the literature and may lead to
important findings for the development of topical nanomedicines containing photolabile
substances.

MATERIAL AND METHODS
Materials

Tretinoin was a gift from Roche (Switzerland). Poly(e-caprolactone) (PCL) and
sorbitan monostearate were purchased from Sigma-Aldrich (S8o Paulo, Brazil);
caprylic/capric triglyceride mixture was delivered from Brasquim (Porto Alegre, Brazil);
polysorbate 80 was supplied by Henrifarma (Sao Paulo, Brazil) and acetone from Vetec (Rio
de Janeiro, Brazil). Carbopol Ultrez 10 ® and triethanolamine were obtained from DEG (S&o
Paulo, Brazil) and imidazolidinyl urea (Germall 115®) was acquired from Alpha Quimica
(Séo Paulo, Brazil). Lactose monohydrate and butylhydroxytoluene (BHT) were obtained
from Delaware (Porto Alegre, Brazil). HPLC grade methanol was acquired from Tedia (S&o
Paulo, Brazil). All chemicals and solvents presented pharmaceutical or HPLC grade and were

used as received.

Preparation of tretinoin-loaded nanocapsules and respective spray-dryer powder

Tretinoin-loaded lipid core nanocapsules (TTN-NC) were prepared by interfacial
deposition of preformed polymers at a concentration of 0.5 mg.mL™ of tretinoin, as
previously described (17), stored at room temperature (25 + 2° C) and protected from light
(amber glass bottles). Drug content was determined by liquid chromatography (17). For the
preparation of redispersible spray-dried powders, lactose (10 % w/v) was mixed with the
suspensions (TTN-NC) under magnetic stirring for 20 minutes. This mixture was fed into a
spray dryer (Spray-dryer MSD 1.0, Labmag, Ribeirdo Preto, Brazil) in order to obtain the
dried powder (SD-TTN-NC), according to the conditions described in our previous work (17).
Drug content in the spray-dried powders was assayed by liquid chromatography (17).

Preparation of hydrogels containing the spray-dried powder

Two different strategies (methods) were evaluated in the preparation of Carbopol
hydrogels (Carbopol Ultrez 10%): method 1 and method 2. In the first method (Method 1)
hydrogels were prepared dispersing the polymer (Carbopol Ultrez 10®) in an aqueous
redispersion of the SD-NC-TTN. The second strategy (Method 2) was based on the direct

addition of the SD-NC-TTN in a preformed hydrogel network. These formulations were
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named HG-NC-1 and HG-NC-2, respectively, presenting a final theoretical tretinoin content
of 0.05 % (w/w). In addition, hydrogels prepared using TTN-NC (HG-TTN-NC), blank
nanocapsules (without drug) (HG-B-NC) or spray-dried lactose (HG-L) was also obtained.
For this last formulation, a lactose solution was spray-dried with water (10 % w/v) in order to
obtain spray-dried lactose (SD-L). This powder was used in the preparation of hydrogel
controls by both methods (HG-L-1 and HG-L-2, respectively). Table 1 shows the quali-
quantitative composition of each hydrogel. In order to establish an adequate comparison, we
also prepared similar hydrogels by the dispersion of Carbopol Ultrez 10® in the aqueous TTN-
loaded nanocapsule suspension or blank nanocapsule suspension (HG-NC-TTN and HG-NC-
B, respectively), as described by Ourique and co-workers (6). All formulations were stored

protected from light and at room temperature (25 £ 2 °C).

TABLE 1 Quali-quantitative composition of hydrogels

HG-TTN-NC HG-NC-B HG-NC-1 and 2 HG-L-1 and 2

Carbopol Ultrez 10® 0.5g 0.5g 05g 05g
Imidazolidinyl urea 0.6¢ 0.6¢ 0.6¢g 06¢g
Triethanolamine 0.2¢ 0.2¢ 0.2¢g 0.2¢g
TTN-NC up to 100 g
B-NC upto 100 g
SD-TTN-NC 17.1¢g
SD-L 17.1¢g
Distilled water ad 100 g ad 100 g

Physicochemical and rheological characterization of hydrogels

All hydrogels were characterized by means of pH, drug content, rheological behavior
and spreadability. pH measurements were carried out using a calibrated potentiometer (MPA-
210 Model, MS-Tecnopon, Sado Paulo, Brazil) after dilution of the samples in water (10 %
wi/v). Drug content in hydrogels was assayed by liquid chromatography. The amount of 1g of
each formulation was quantitatively transferred to a 50 mL volumetric flask using methanol as
solvent. This mixture was kept under ultrasonic agitation for 30 minutes followed by
centrifugation (3,500 rpm), filtering through a paper filter (Quantitative filter paper, JP4, 28
um) and through a membrane (Sartorius Biolab Products 0.45 um). TTN was assayed by

HPLC according to a method previously validated to assay tretinoin in hydrogels (6). The
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equipment consists of a Shimadzu instrument (LC-10AVP Pump, UV-VIS SPD-10AVP
Module, Class-VP Software, Shimadzu, Tokyo, Japan) equipped with a Gemini RP-18
column (150 mm x 4.60 mm, 5 um, Phenomenex, Torrance, USA). The mobile phase was
composed of 85 % methanol, 15 % Milli-Q® water and 1 % glacial acetic acid and pumped at
a flow rate of 1 mL.min™. The injected volume was 20 uL with UV detection at 342 nm
(room temperature).

Rheological properties of all semisolid formulations were evaluated using a rotational
viscometer, SC4-25 spindle and a small sample adapter (LVDV-lI+ PRO Digital
Viscosimeter, Brookfield Instruments, UK). Analyses were performed at 25 + 1° C and results
were analyzed using the Rheocalc software (V3.1-1 version, Brookfield, UK). The shear
stress ramp was built with 10 points, using a shear rate interval of 0.05 s™. The mathematical
modeling of data was done using different flow models: Power Law (t = ky*®), Casson (t =
10°° + 1 %° y%®), Bingham (t = © + ny) and Herschel-Bulkley (t = 1o + ky°°). Being, 1o the yield
stress, n the viscosity, n the index flow, «k the index of consistency, t the shear stress and y the
shear rate (26). The model presenting the best regression coefficient was chosen to describe
the rheological behavior of each sample.

The spreadability (Si) was performed at room temperature using the parallel plate
method (27). The sample was introduced in a central hole (1 cm) of a mold glass plate. The
mold plate was carefully removed and the sample was pressed subsequently with glass plates
of known weights with intervals of 1 minute between each plate. The spreading area was
measured in millimeters between each addition of a glass plate. The results were expressed in
terms of spreading area as a function of the applied mass according to Equation 1:

s, = d?-z
4 1)

in which Si is the spreading area (mm?) after the application of a determined mass i

(9), and d is the mean diameter (mm) reached by each sample.

The spreadability factor (Sf) represents how much a formulation is able to expand on a
smooth horizontal surface when 1 g of weight is added on it, under the conditions described in
the methodology above. The following equation (Equation 2) was used to calculate the

spreadability factor (28):

A
w (2)
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where, S¢ (mm?.g™) is the spreadability factor resulting from the ratio between (A) the
maximum spread area in mm? after the addition of the sequence of weights used in the
experiment and (W) the total weight added (g).

Photodegradation studies

In order to evaluate the feasibility of both strategies to prepare suitable hydrogels
using spray-dried powders containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules without
changing the ability of these nanocapsules to protect the drug (tretinoin) against UV
photodegradation, a photostability study was carried out. Photostability studies were
performed using a UVA lamp (Fluorescent Blacklight blue lamps, 30 W, Ecolume). UV-
transparent disposable cuvettes containing exactly 1 g hydrogels were introduced in a closed
chamber at a fixed distance of 10 cm (n = 3) and exposed to the UVA radiation. For each time
interval (0, 2, 4, 6 and 8 hours) individual cuvettes were used. The hydrogel was removed
quantitatively to a volumetric flask of 50 mL performing the same procedure described above.
TTN was assayed by liquid chromatography after an extraction with methanol, according to
the experimental procedure described in section above. The following samples were
submitted to the photostability study: HG-NC-1, HG-NC-2, HG-NC-TTN and a marketed
hydrogel formulation containing tretinoin at 0.5 mg.g™ (HG-C). The results were analyzed to
establish the kinetics order of degradation of TTN in the formulations, calculating the
respective half-life times (7, 10). In order to ensure that the degradation of TTN was due to
the UVA light, the amount of remained TTN was evaluated in parallel from a cuvette

containing the same sample completely covered by aluminum foil.

RESULTS AND DISCUSSION

In our previous works, we reported the feasibility to prepare spray-dried powders
containing TTN-loaded lipid-core nanocapsules (SD-TTN-NC) using lactose as drying
adjuvant. This formulation showed a higher photostability under UVA light compared to the
TTN methanolic solution and similar photostability compared to the TTN-loaded lipid-core
nanocapsule suspension (12,17). Such results showed that the ability of lipid-core
nanocapsules to prevent tretinoin photodegradation was maintained even after the drying
process. In the cited work we suggested the use of such powders as an intermediate product to
prepare nanomedicines. In the present work, we evaluated two strategies to prepare hydrogels
containing tretinoin-loaded lipid-core nanocapsules intended to cutaneous administration:

using an aqueous redispersion of spray-dried powders to swell the polymer (Method 1) or
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adding the spray-dried powder directly in a preformed hydrogel (Method 2). The use of
nanoestructured systems in solid form to produce the hydrogels allowed preparing them
without using organic cosolvents to solubilize the drug (tretinoin). Control formulations were
also prepared adding spray-dried lactose in hydrogels and using the original tretinoin-loaded
lipid-core nanocapsule suspension (or blank nanocapsules suspension) to swell the polymer.
Hydrogels showed glossy and homogeneous aspect. Hydrogels containing tretinoin presented
a bright yellow color and those not containing the drug showed white color. Table 2 shows the
physicochemical and spreadability characteristics of all hydrogels. All hydrogels presented
drug content close to theoretical value and pH values between 5.6 and 6.3 (even those
prepared with the original nanocapsule suspension), which is compatible to dermal

application.

TABLE 2 Physicochemical and spreadability characteristics of hydrogels prepared with
spray-dried powders by method 1 and 2 (HG-NC-1 and HG-NC-2, respectively), blank lipid-
core nanocapsules (HG-B-NC) and TTN-loaded lipid-core nanocapsules (HG-TTN-NC).

Formulation ~ Drug content (mg. g ™) pH St(mm*.g™)
HG-NC-1 0.51+0.01 6.34 £ 0.04 1.61 +0.13°
HG-NC-2 0.51+0.01 5.72 £0.15 2.17 £ 0.05°
HG-TTN-NC 0.50 +£0.02 6.16 +0.09 2.73 +£0.03¢
HG-B-NC 0.00 £ 0.00 5.66 +0.08 3.20 +0.21¢

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).

The spreadability is an important feature in dermatological formulation being
responsible for transferring the correct dose at the application site (29). HG-NC-1 and HG-
NC-2 were the formulations that showed lower spreadability factor (ANOVA, p < 0.05)
indicating that the presence of the spray-dried powder influences this feature. These results
suggest an increase in the viscosity of these formulations by the presence of the lactose.
Indeed, hydrogels prepared with the spray-dried lactose presented similar spreadability factors
(1.58 and 2.39, for HG-L-1 and HG-L-2) compared to their respective formulation HG-NC-1
or HG-NC-2. Regarding the two methods, hydrogels prepared by method 2 showed a better
spreadability compared to the hydrogels prepared by method 1 (ANOVA, p < 0.05),
suggesting that the direct addition of the spray-dried powder led to a lower decrease of the
spreadability factor. These results indicate the influence of the presence of lactose on the

viscosity and rheological behavior of such formulations. In the method 1, the presence of
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redispersed powders, before neutralization with triethanolamine, may have interfered in the
formation of the gel network, which is accomplished by the reaction of triethanolamine with
the acid groups of the Carbopol Ultrez 10®. Meanwhile, in the method 2, the gel was already
formed when the powders was incorporated. Thus, it is evident that the gel structure was
formed under different circumstances (in the presence or absence of spray dried powders) in
each of the proposed methods, and therefore distinct behaviors were observed with respect to
the spreadability.

The rheological characterization of pharmaceutical systems helps to understand the
characteristics related to stability, filling and removal of packing material, adhesion to the
skin and acceptability by the patient (27). The viscosity of non-Newtonian fluids changes
according to the applied shear rate and these systems can be classified in three types: plastic,
pseudo-plastic and dilatants. The samples analyzed appear to have pseudo-plastic behavior by
presenting a decline of viscosity with the increase of the shear rate (Figure 1) (30). This
rheological behavior is preferred for dermatological dosage form because the formulation
flow resistance is low when it is applied under medium to high shear conditions thus it
becomes more fluid when submitted to external pressure and therefore it spreads more easily
in the applied region (24). In order to determine the flow model that best describes the
rheograms obtained by plotting the applied shear rate as a function of the shear stress, the
results of each formulation were analyzed according to four models: Casson, Power Law,
Binghan and Herschel-Bulkley. The modeling results are shown in Table 3. All formulations
fit better to the Herschel-Bulkley model due to higher values of regression coefficient (r?).
Hydrogels prepared with the spray-dried lactose (HG-L-1 and HG-L-2) showed similar fitting
profile. These data suggest that the presence of lactose in hydrogels did not influence the
rheological modeling of our formulation. On the other hand, Terroso and co-workers (2009)
showed that hydrogels containing spray-dried Q10 coenzime-loaded nanocapsules showed a
different rheological behavior (Ostwald model) compared to the hydrogel prepared with the
original nanocapsule suspension (Herschel-Bulkley model). This lack of concordance can be
related to the differences in the Carbopol concentration (0.2 to 0.5 %) and in its type
(Carbopol 940® and Carbopol Ultrez 10®). Previous work showed that Carbopol hydrogels
can fit to different rheological models, depending on the type of acid acrylic polymer
(Carbopol 940® or Carbopol Ultrez 10®) and its concentration (16, 23, 24). However, our
research group has reported that Carbopol Ultrez 10® hydrogels at 0.5% containing polymeric
nanoparticles or lipid nanoemulsion usually shows a non-Newtonian pseudoplastic behavior
according to the Herschel-Bulkley model (6, 31, 32).
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FIGURE 1 Graphical representation of viscosity (mPa.s) of hydrogels prepared by methods 1
and 2 using spray-dried powders containing TTN-loaded lipid-core nanocapsules or spray-
dried lactose (HG-NC-1, HG-NC-2, HG-L-1 and HG-L-2, respectively) and HG prepared
with TTN-loaded lipid-core nanocapsules and blank lipid-core nanocapsules (HG-TTN-NC

and HG-B-NC, respectively) as a function of the shear rate (s™).

TABELA 3 Regression coefficient (r?) obtained in the mathematical modeling of the

hydrogels using four different flow models to describe the shear rate—shear stress curve.

Formulation Binghan Casson Power Law Herschel-Bulkley
HG-NC-1 0.892+£0.084 0.949+0.035 0.905 +0.039 0.954 + 0.065
HG-NC-2 0.963+0.014 0.990+0.001 0.968 +0.025 0.999 + 0.001
HG-TTN-NC  0.932 +0.034  0.977 £ 0.027 0. 934+ 0.05 0.981 £ 0.029
HG-B-NC 0.974+£0.020 0.988 +0.004 0.942 +0.022 0.999 + 0.001

Afterwards, the vyield stress (YS), flow (n) and consistency indices (k) were
determined for all formulations, according to the selected model. Results are shown in Table
4. All samples showed flow indices lower than 1, indicating a pseudoplastic behavior and
confirming our previous suggestion. The YS is the minimum tension demanded for a material
to start flowing. Hydrogels prepared with the spray-dried powder showed higher YS
compared to that prepared with the nanocapsule suspensions (ANOVA, p < 0.05). This result
confirmed our previous suggestion that the lower spreadability factors of the formers could be
explained by their different viscosity and rheological behavior compared to the latter.
Furthermore, the HG-NC-1 and HG-NC-2 had similar YS values compared to the hydrogels
prepared with the spray-dried lactose (22 and 17.6 Pa, for HG-L-1 and HG-L-2, respectively),
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showing that the addition of lactose to hydrogels demands them more strength to start
flowing. Regarding the consistency index, all hydrogels presented similar values (ANOVA, p
> 0.05), except the formulation prepared with blank nanocapsules, which presented the lowest
value. On the other hand, a tendency to a higher consistency index could be observed for

those formulations prepared with the spray-dried powders.

TABLE 4 Flow (n) and consistency (k) indexes and yiels stress (YS) of hydrogels prepared
using spray-dried powders containing TTN-loaded lipid-core nanocapsules (HG-NC-1 and
HG-NC-2), placebo lipid-core nanocapsules (HG-B-NC) and tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsule (HG-TTN-NC).

Formulation n x (mPa.s)” Yield stress™ (Pa)
HG-NC-1 0.82 +0.11 71298 + 5969° 19.0 + 3.6°
HG-NC-2 0.57 £0.22 65471 + 4649° 17.6 + 3.0*°

HG-TTN-NC 0.71+£0.19 58180 + 46992° 13.9 +0.4°
HG-B-NC 0.83+0.22 43935 + 10478° 12.5+0.9°

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).

* According to the Herschel-Bulkley model

The feasibility of preparing hydrogels using spray-dried powders containing
nanoencapsulated tretinoin could be demonstrated using two technological strategies. The
type of strategy did not influence significantly the physicochemical and rheological properties
of such hydrogels. However, our previous reports showed that an interesting advantage of
using nanoencapsulated tretinoin in hydrogels is the possibility to increase the photostability
of the drug (6). The ability of lipid-core nanocapsules to protect tretinoin against UV radiation
even after the spray-dried process (after their conversion to a redispersible spray-drier
powder) was also previously reported by our group (17). In this way, to demonstrate the
potential of using these spray-dried powders as intermediate product to prepare hydrogels
without losing the good tretinoin photostability, by means of its nanoencapsulation, a
photostability study was carried out. Hydrogels prepared by both methods (HG-NC-1 and
HG-NC-2) were evaluated in order to study the influence of the method in this ability of lipid-
core nanocapsules. In addition, a photostability study of hydrogels prepared with the original
TTN-loaded lipid-core nanocapsules was also carried out.

Figure 2 shows the degradation profile of TTN in the different semisolid formulations.

Formulations prepared by both methods (HG-NC-1 and HG-NC-2) showed similar profiles
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compared to the formulation prepared with the original suspension (HG-TTN-NC). Our
results were also compared to the photodegradation data from a commercial hydroalcoholic
gel (HG-C) (6). After 8 hours of exposure to UVA radiation, the percentage of TTN degraded
in the HG-NC-1, HG-NC-2, HG-TTN-NC and HG-C was 38.75 + 0.53 %, 35.51 + 4.03%,
32.20 + 4.89% and 68.64 + 2.92 %, respectively. The method of preparation of hydrogels did
not influence the ability of lipid-core nanocapsules to protect TTN against UVA radiation
(ANOVA, p > 0.05). A parallel experiment was carried out using a cuvette containing the
same formulations covered by aluminum foil in order to demonstrate that the degradation was
a result of the UVA radiation. No decayment of drug content was detected in this last
experiment, showing that the degradation was really induced by the UV A radiation.

120 ——HG-MNC-1

—m—HG-NC-2
100

3 —a—HG-TTN-MNC
2
T 50 —<—HG-C
[ =
®
£ 60
=
E 40

20
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FIGURE 2 Photodegradation profile of hydrogels prepared by methods 1 and 2 using spray-
dried powders containing TTN-loaded lipid-core nanocapsules (HG-NC-1 and HG-NC-2,
respectively), hydrogels prepared using TTN-loaded lipid-core nanocapsules and commercial
hydroalcoholic gel containing free TTN (HG-C), exposed to UVA light for 8 hours.

Concentration of TTN remaining versus time.

Photodegradation profiles of all formulations prepared using spray-dried powders as
intermediate product or the original lipid-core nanocapsule suspensions fit better to the second
order kinetic model (highest coefficient of correlation plotting the inverse of TTN
concentration as a function of time). The half-life values were calculated according to this
model and are showed in Table 5. The half-life time of tretinoin after the UV A exposition of
hydrogels prepared with the spray-dried powders showed similar values (19.7 £ 0.2 hours and
19.5 + 0.3 for HG-NC-1 and HG-NC-2) compared to the formulation prepared with the
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original formulation (20.7 £ 1.4 hours), regardless of the method (ANOVA, p > 0.05). The
results showed that the use of these powders instead of the original suspensions does not alter
the formulation photostability. Furthermore, it is evident that the proposed formulations have
better photostability than the commercial gel (ANOVA, p < 0.05) (6). An increase of the
bioavailability and residence time of the drug on the skin could be suggested after cutaneous

administration of such formulations due to the higher photostability.

TABLE 5 Half-life time and percentage (%) of photodegradation of TTN in hydrogels
prepared with the spray-dried powders (HG-NC-1 and HG-NC-2), lipid-core nanocapsule
suspension (HG-TTN-NC) and the marketed hydrogel (HG-C).
HG-NC-1 HG-NC-2 HG-TTN-NC HG-C
t 11 (hours)* 19.7+0.2° 195+0.3* 207+14* 380+04°
% Photodegradation 38.7+05% 355+4.0° 32.2+49° 68.6 +2.9"

* calculated according to the second order kinetic

Means, in line, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p <0.05).

CONCLUSIONS

Hydrogels prepared using spray-dried powder containing tretinoin-loaded lipid-core
nanocapsules instead of the original lipid-core nanocapsule suspension presented appropriate
characteristics for dermatological use (pH, spreadability and rheology). Both methods of
preparation (by addition of the aqueous redispersion or by direct addition of powders) led to a
similar behavior. On the other hand, the photostability study proved that the addition of the
spray-dried powders in hydrogels did not influence the photoprotective ability of lipid-core
nanocapsules, regardless of the approach used to their preparation. From these results, it is
evident that both methods of preparation can be efficiently used and that these hydrogels
show good performance as dermatological dosage forms containing nanoencapsulated

tretinoin.
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A pesquisa e o0 desenvolvimento de sistemas nanocarreadores de farmacos tém
apresentado um considerdvel aumento nos ultimos anos. Em especial, as nanocapsulas
poliméricas demonstraram uma grande capacidade de encapsular diversos tipos de substancias
ativas lipofilicas, conferindo inimeras vantagens relacionadas com o aumento da eficacia
(FACHINETTO et al., 2008; BERNARDI et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010), redugéo
dos efeitos colaterais, seguranca (PAESE et al., 2009, CASTRO et al., 2009), aumento da
estabilidade e melhora das caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos associados
(OURIQUE et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009; KULKAMP et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2010; OURIQUE et al., 2010a). Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo,
onde foi demonstrado aumento na fotoestabilidade e na solubilidade aquosa da tretinoina
associada a nanocépsulas poliméricas (OURIQUE et al., 2008). Com o intuito de aumentar a
estabilidade fisico-quimica desta formulacéo, foi proposta a preparacdo de nanocapsulas de
nucleo lipidico, compostas por um nucleo central formado pela mistura de lipidio liquido
(triglicerideos de cadeia média) e lipidio sélido (monoestearato de sorbitano) a temperatura
ambiente. Esta formulacdo apresentou uma maior estabilidade fisico-quimica frente ao
armazenamento quando comparada a formulacdo de nanocapsulas convencionais (OURIQUE
et al., 2008; OURIQUE et al., 2010a). Com base nesta formulacédo, foi proposta a converséao
da suspensdo coloidal de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina, em material
pulverulento, através da técnica de secagem por aspersdo, utilizando lactose como adjuvante
de secagem. A principal hipotese desta etapa do trabalho foi avaliar a habilidade das
nanocapsulas de ndcleo lipidico em proteger a tretinoina contra a fotodegradacdo, mesmo
ap0s a sua conversdo em sistemas pulverulentos derivados.

Em geral, as nanoparticulas poliméricas sdo incorporadas em formulacGes
dermatoldgicas na forma de suspensdo coloidal aquosa, como sendo um liquido de
entumescimento do polimero formador de gel ou um constituinte aquoso de uma emulséo
(MILAO et al., 2003; ALVES et al., 2005; MARCHIORI et al., 2010). Em alguns casos a
adicdo de um grande volume da suspensdo aquosa € necessaria para 0 ajuste da concentracao
final do semissélido. Desse modo, a conversdo das nanocapsulas em uma forma intermediaria
solida, representaria uma alternativa de incorporagdo de sistemas nanoestruturados em formas

farmacéuticas finais, como os hidrogéis. Essa conversdao foi anteriormente proposta por
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Terroso e colaboradores (2010), na preparacdo de hidrogeis contendo coenzima Q10
nanoencapsulada. Entretanto, a aplicabilidade desta estratégia a substancias fotossensiveis e
que apresentem um aumento na sua fotoestabilidade pela nanoencapsulacdo, ainda ndo foi
explorada na literatura cientifica (TERROSO et al., 2010).

No capitulo 1, foi descrita a obtengdo de tretinoina associada a hanocépsulas de nucleo
lipidico, através da técnica de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al.,
1988). Durante a etapa de preparacdo foi adicionado, na fase orgéanica, um antioxidante
lipofilico, o butilhidroxitolueno (BHT), com a funcdo de proteger a tretinoina de processos
oxidativos que poderiam ocorrer durante a posterior secagem por aspersdo. Além disso, este
excipiente ndo poderia ser adicionado na etapa de preparacdo dos hidrogéis, devido ao seu
carater hidrofobico, justificando, dessa maneira, a presenca do BHT na formulacdo de
nanocapsulas. A eficiéncia de incorporacédo da tretinoina nas nanocapsulas de nucleo lipidico
foi maior que 99%, estando de acordo com a literatura (OURIQUE et al., 2008; OURIQUE et
al., 2010a) e indicando que a presenca do BHT néo prejudicou a encapsulacdo do farmaco.

Para avaliar a influéncia da parede polimérica das nanocapsulas nas caracteristicas do
po, foi preparada uma formulagdo omitindo-se a presenca da poli(e-caprolactona), obtendo-se,
portanto, uma nanoemulsdo. As nanocépsulas de ndcleo lipidico e nanoemulsées foram
caracterizadas quanto ao tamanho médio de particulas, indice de polidispersdo, pH e potencial
zeta. Apos o preparo, ambas as formulacdes apresentaram adequado tamanho de particula (em
torno de 200 nm), pH em torno de 6,0, potencial zeta negativo e o indice de polidispersao
inferior a 0,25. Os valores encontrados estdo de acordo com aqueles normalmente relatados
para as nanocapsulas e nanoemulsbes preparadas pela mesma técnica (FRIEDRICH et al.,
2008; OURIQUE et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009; OURIQUE et al., 2010a).

O comportamento da mistura fisica entre lactose e as suspensbes coloidais
(nanocépsulas de nucleo lipidico e nanoemulsBes), antes da submissdo ao processo de
secagem por aspersdo, é uma etapa importante para compreender as caracteristicas dos pos
resultantes. A analise reoldgica das suspensdes coloidais, acrescidas ou ndo de lactose, foi
realizada para elucidarmos a possivel interacdo entre o excipente e as nanoparticulas. Como
resultado, foi observado um comportamento ndo-Newtoniano para todas as amostras, e um
discreto aumento na viscosidade das suspensdes apOs a adicdo de 10% de lactose. Desta
forma, pode-se dizer que ndo foram observadas interacdes fisico-quimicas consideraveis entre
0S componentes desta mistura. Este resultado corrobora o estudo realizado por Tewa-Tagne e
colaboradores em 2006, no qual foi demonstrado que as interacGes que ocorrem dependem da

proporc¢do entre o adjuvante de secagem (dioxido de silicio coloidal) e as nanocépsulas.
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Os p6s obtidos foram caracterizados quanto ao rendimento do processo, eficiéncia de
encapsulacdo, analise morfoldgica e perfil de fotoestabilidade do farmaco. A escolha de um
excipiente hidrossoluvel, como a lactose, se deve a facilidade de redispersdo destes pés e,
consequentemente, a reconstituicdo dos sistemas nanoestruturados, o que é fundamental para
alcancar os beneficios destes carreadores farmacéuticos (TEWA-TAGNE et al., 2007a; KHO
e HADINOTO, 2010). Considerando o rendimento do processo, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os pos contendo nanocapsulas de nucleo lipidico ou nanoemulsGes
(ANOVA, p > 0,05). Resultados similares foram observados para os pés obtidos a partir da
secagem por aspersao de uma dispersdo de lactose em agua. Desse modo, foi evidenciado que
a presenca do polimero na constituicdo das nanoparticulas ndo exerceu influéncia sobre o
rendimento do processo de secagem. Quanto a eficiéncia de encapsulacdo, a presenca da
parede polimérica representou um efeito positivo, ja que o p6é contendo tretinoina associada as
nanocépsulas de nucleo lipidico demonstrou uma maior eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco (94,22 + 2,01 %) quando comparado ao pO contendo tretinoina associada a
nanoemulsao (88,74 + 0,65 %). Isso pode ser explicado pela tendéncia das goticulas de 6leo
em se aderir as paredes do equipamento, sugerindo uma perda seletiva de farmaco. Para
assegurar que a perda ndo ocorreu por degradacdo durante o aquecimento na torre de
secagem, uma dispersdo aquosa de tretinoina, estabilizada pelos mesmos tensoativos que
compdem a nanocapsula e a nanoemulséo, foi seca sob idénticas condigcdes experimentais.
Neste caso, a eficiéncia de encapsulacéo foi de 95 %, confirmando a hipdtese de que a perda
de tretinoina durante a secagem € devida a adesdo das goticulas da nanoemulsdo nas paredes
do equipamento. A miscroscopia eletrénica de varredura mostrou que 0s pos preparados com
nanocapsulas de nucelo lipidico apresentaram superficie lisa e particulas em tamanho menor
que aquelas contendo nanoemulsdes. Além disso, ndo foram observadas estruturas
nanométricas na superficie dos pds, sugerindo que estas encontram-se no interior das
particulas de lactose. Estes dados estdo de acordo com relato prévio na literatura, no qual as
nanoparticulas ndo foram visualizadas na superficie de microparticulas de lactose (TEWA-
TAGNE et al., 2007a). Assim, pode-se sugerir que quando o adjuvante fica disperso, ou seja,
ndo esta solubilizado na suspensdo aquosa de nanoparticulas, como ¢é o caso do diéxido de
silicio coloidal, as nanoestruturas tendem a se depositar sobre a superficie do adjuvante
(MULLER et al.,, 2000; BECK et al., 2004; BECK et al., 2006; BECK et al., 2007).
Entretanto, quando o adjuvante esta soltvel, como é o caso da lactose, ele seca juntamente
com as nanoestruturas e formam os microaglomerados com organizagdo estrutural aleatéria
(TEWA-TAGNE et al., 2007a; GUTERRES et al., 2009).
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A recuperacdo dos sistemas nanoestruturados, apés a redispersao aquosa dos pds, teve
como objetivo verificar se realmente ndo ocorriam alteragdes estruturais nas particulas
nanomeétricas. Os resultados indicaram eficiente recuperacdo tanto das nanocapsulas de nucleo
lipidico como das nanoemulsdes (formulagdo controle). Entretanto, as nanoemulsdes
apresentaram um indice de polidispersdo maior do que o das nanocapsulas de nucleo lipidico.

A obtencdo de p6s secos por aspersdo, a partir de nanocapsulas de nucleo lipidico ou
nanoemulsdes, apresentou desempenho relativamente similar em aspectos como, rendimento
do processo e recuperacdo das nanoestruturas apds a redispersdo aquosa dos sistemas
pulverulentos. Entretanto, os pds preparados com tretinoina associada a nanocapsulas de
ndcleo lipidico apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo do farmaco e indice de
polidispersdo mais baixo apés a redispersédo aquosa dos pds. Desse modo, pode ser observado
que a presenca da poli(e-caprolactona) na constituicdo das nanoestruturas exerceu uma
influéncia positiva no desenvolvimento de pds secos por aspersdo. Por este motivo, 0 po
contendo nanocépsulas de nucleo lipidico foi selecionado para prosseguir com o estudo de
fotoestabilidade.

Finalizando o capitulo 1, experimentos de fotodegradacdo do farmaco frente a
radiacdo ultravioleta (UVA) foram realizados. A suspensdo aquosa original de nanocapsulas
de nucleo lipidico protegeu efetivamente a tretinoina da degradacdo frente a radiacdo UVA
(tempo de meia vida = 118 minutos). Neste caso, o tempo de meia-vida foi quase 3 (trés)
vezes maior do que aquele demonstrado pelo farmaco solubilizado em metanol (40 minutos),
sob as mesmas condicGes experimentais. Dados similares foram obtidos para as nanocapsulas
de ndcleo lipidico, secas por aspersdo, reconstituidas em agua (tempo de meia vida = 118
minutos), mostrando que, apds o processo de secagem, 0 sistema nanoestruturado ainda
permanece com a capacidade de conferir fotoprotecdo a tretinoina, sugerindo que nao ocorrem
significativas alteracbes na sua organizacdo supramolecular. O BHT ndo influenciou a
fotoestabilidade da tretinoina nanoencapsulada, pois a formulacdo de nanocépsulas de nucleo
lipidico proposta por Ourigue e colaboradores (sem BHT em sua composi¢do) demonstrou
tempo de meia-vida de 124 + 21 minutos, comportamento semelhante ao das nanocapsulas de
nacleo lipidico desenvolvidas neste trabalho (OURIQUE et al., 2010a).

Ao final deste capitulo, concluimos que o método proposto, bem como suas condicdes
experimentais, é adequado para a secagem de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
tretinoina. Apds o processo de secagem por aspersdo, as nanocapsulas de nucleo lipidico
puderam ser recuperadas através da redispersdo aquosa do pd, e ainda, conseguiram proteger

o farmaco da degradacdo frente a radiagdo UVA, demonstrando que o processo pode ser uma
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importante estratégia para conversdo de substancias fotolabeis associadas a nanocépsulas
poliméricas, em produtos secos.

No capitulo 2 deste trabalho, os pds contendo a tretinoina associada a nanocapsulas de
nacleo lipidico foram empregados como produtos intermediarios na preparacdo de formas
semisOlidas, através de duas técnicas. Na primeira, o pd foi previamente disperso em agua, e
esta disperséo foi empregada como liquido de entumescimento do Carbopol Ultrez 10° (HG-
NC-1). No segundo método, o pé foi adicionado no hidrogel previamente preparado (HG-NC-
2). Baseado nestes mesmos critérios foram prepardos hidrogéis contendo lactose seca por
aspersao (HG-L-1 e HG-L-2). Além disso, para fins comparativos, foram preparados
hidrogéis a partir da suspensdo aquosa de nanocapsulas de nucleo lipidico brancas e
associadas ao farmaco (HG-B-NC e HG-TTN-NC). A caracterizagdo dos hidrogeéis foi
realizada atraves da analise do aspecto, teor, medida do pH, espalhabilidade, anélise reoldgica
e potencial de fotoprotecdo do sistema nanoestruturado incorporado nos hidrogéis. Logo apds
a preparacdo, o teor das formulacdes foi proximo ao valor tedrico (0,5 mg/g) e as
caracteristicas visuais dos hidrogéis que continham o farmaco foram semelhantes,
apresentando aspecto homogéneo, brilhante e coloracdo amarela clara. Os hidrogéis
preparados com lactose nebulizada ou suspensdo de nanocapsulas de ndcleo lipidico brancas
diferiram dos anteriores apenas pela coloragdo branca. No final da manipulacdo, foram
obtidos hidrogéis com valor de pH adequado para aplicacdo cutanea (em torno de 6).

A espalhabilidade das amostras foi determinada através do método das placas paralelas
e representada em termos de fator de espalhabilidade (BORGHETTI e KNORST, 2006). Os
hidrogéis preparados com o0s pos, redispersos ou ndo, apresentaram os menores fatores de
espalhabilidade (1,61 + 0,13 mm?/g, 2,17 + 0,05 mm?/g, 1,58 mm?/g e 2,39 mm?/g para HG-
NC-1, HG-NC-2, HG-L-1 e HG-L-2, respectivamente), indicando que a presenca da lactose
conduziu a um acréscimo na viscosidade, levando a uma menor espalhabilidade.
Considerando as duas estratégias de preparacdo, os hidrogéis obtidos pela segunda técnica
(HG-NC-2 e HG-L-2) apresentaram fatores de espalhabilidade maiores (ANOVA, p < 0.05)
do que aqueles apresentados pelos hidrogéis preparados pelo método 1 (HG-NC-1 e HG-L-1).
Neste método, a presenca do pé redisperso, antes da neutralizacdo com a trietanolamina, pode
ter interferido na formacéo da rede do gel, a qual se efetua através da reacdo da trietanolamina
com os grupamentos &cidos do Carbopol Ultrez 10 ®. Enquanto isso, no método 2, o gel ja
estava formado quando o p6 foi incorporado. Dessa maneira, fica evidenciado que a estrutura

do gel se formou em circunstancias diferentes (em presenca ou auséncia do p0), em cada um
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dos métodos propostos, e por isso foram observados comportamentos distintos relacionados
com a espalhabilidade.

Quanto a reologia, as formulagbes foram caracterizadas como tendo comportamento
pseudo-plastico, ajustado ao modelo de Herschel-Bulkley. Resultados similares tém sido
relatados por nosso grupo de pesquisa (FONTANA, 2009; ALMEIDA, 2010) e também em
trabalhos previamente publicados (ALVES et al., 2005; PAESE et al., 2009; OURIQUE et
al., 2010b). Com base na modelagem matematica, foi realizada a determinacdo do indice de
fluxo, indice de consisténcia e valor de rendimento. O indice de fluxo foi menor que 1 para
todas as amostras analisadas, o que significa que houve um comportamento pseudo-plastico,
reafirmando nossa prévia sugestdo. Considerando o indice de consisténcia, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os hidrogéis (ANOVA, p > 0,05), exceto para aquele preparado com
a suspensdo de nanocapsulas de nucleo lipidico brancas. Apesar disso, as formulacoes
preparadas com os pés, por ambos 0s métodos, (HG-NC-1, HG-L-1, HG-NC-2 e HG-L-2)
demonstraram uma tendéncia de ser mais consistentes (considerando apenas os valores
médios obtidos para o indice de consiténcia), se comparadas com as formulacGes preparadas a
partir das suspensdes coloidais (HG-TTN-NC e HG-B-NC). O comportamento pseudo-
plastico é caracterizado pela existéncia de um valor de rendimento, o qual deve ser excedido
para que o material comece a fluir ou a deformar (CHHABRA e RICHARDSON, 2008).
Sendo assim, o valor de rendimento (ou taxa de cedéncia) pode ser conceituado como a tensao
minima requerida para que um material comece a fluir. Os hidrogéis preparados através do
método 1 apresentaram os mais altos valores de rendimento, juntamente com os preparados
pelo método 2. Entretanto, as formulacbes preparadas pela segunda estratégia, também sdo
estatisticamente semelhantes aos hidrogéis preparados com as suspensfes aquosas, 0S quais
tendem a um menor valor de rendimento. Desse modo, os maiores valores de rendimento
podem ser correlacionados com os fatores de espalhabilidade mais baixos, como foi o caso
dos HG-NC-1 e HG-L-1.

A tretinoina tem como importante caracteristica a fotoinstabilidade. Desse modo, 0
desenvolvimento de estratégias que incrementem a sua estabilidade representa uma
promissora alternativa, principalmente no que diz respeito a aplicacdo topica. Os
experimentos de fotodegradacdo foram realizados com o objetivo de avaliar a habilidade das
nanocapsulas de nucleo lipidico em proteger a tretinoina da radiacdo UVA, apds serem
incorporadas nos hidrogéis sob forma solida, considerando as duas abordagens de preparagéo.
Um hidrogel preparado a partir da suspensdo coloidal foi empregado como formulagdo

controle. A fotodegradacao foi descrita em termos de cinética de degradacéo e tempo de meia-
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vida. Os hidrogéis obedeceram a uma cinética de degradacdo de segunda ordem (maior
coeficiente de correlagdo plotando o inverso da concentracdo de tretinoina em funcdo do
tempo) e com base neste modelo foi calculado o tempo de meia-vida. As formulagGes
preparadas com os pds apresentaram tempos de meia-vida similares (19,7 £ 0,2 horas e 19,5 £
0,3 horas, para HG-NC-1 e HG-NC-2, respectivamente), independente do método de
preparacdo. O hidrogel controle também demonstrou 0 mesmo comportamento (20,7 + 1.4
horas), o que indica que a incorporacao de nanocapsulas de nucleo lipidico, previamente secas
por aspersdo, ndo causa prejuizos relacionados a fotoestabilidade. Por outro lado, o potencial
de prevencdo da fotodegradacdo de um gel comercial (contendo tretinoina livre), quando
comparado com as formulagdes em estudo, mostrou desempenho bem menos eficiente (tempo
de meia-vida de 3,80 + 0,4 horas) (OURIQUE et al., 2010b).

Estes resultados demonstraram a viabilidade de obtencéo de sistemas sélidos contendo
tretinoina associada a nanocéapsulas de nucleo lipidico, através da técnica de secagem por
aspersdo, utilizando lactose como adjuvante de secagem. Esta forma sélida intermediaria foi
eficientemente incorporada em formulacGes dermatologicas e permitiu a preparacdo de
hidrogéis sem a necessidade de adicdo de co-solventes organicos e com adequadas
caracteristicas reoldgicas e de fotoestabilidade. Além disso, foi possivel executar duas
técnicas de preparacdo dos hidrogéis, as quais apresentaram como Unica diferenca o fator de

espalhabilidade entre as formulacdes preparadas.
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CONCLUSOES

Foram desenvolvidas nanocépsulas de nucleo lipidico associadas a tretinoina,
contendo butilhidroxitolueno como excipiente antioxidante. Esta formulacdo
apresentou caracteristicas fisico-quimicas compativeis com 0s sistemas nanomeétricos

e conferiu maior fotoestabilidade ao farmaco;

Foi possivel empregar a secagem por aspersdo para obtencdo de pds contendo
tretinoina associada a nanocépsulas de nucleo lipidico Os sistemas nanoestruturados

puderam ser facilmente reconstituidos através da redispersdo aquosa destes pds;

O processo de conversdao das suspensbes de nanocapsulas de ndcleo lipidico em
formas solidas, ndo alterou a habilidade destas formulacGes em proteger a tretinoina da

degradacéo frente a radiacdo UVA;

As formas solidas obtidas através da secagem por aspersdo foram utilizadas como
produtos intermediarios na preparacdo de hidrogéis destinados a aplicacdo cutanea,
empregando-se duas técnicas distintas de incorporacdo: através da prévia redispersao
aquosa dos poOs ou através da adicdo direta dos pds ao semissolido previamente

preparado;

Os hidrogéis preparados pelas duas técnicas apresentaram caracteristicas reoldgicas e
fisico-quimicas semelhantes. A uUnica diferenca observada esta relacionada com a
espalhabilidade das preparacdes. Todas as formulacbes apresentaram caracteristicas

compativeis com a aplicacdo cutanea;

O emprego dos poOs secos por aspersdao como produtos intermedidrios para a
preparacdo de hidrogéis, ndo alterou a habilidade das nanocapsulas de nucleo lipidico
em proteger a tretinoina frente a radiacdo UVA, nos semissélidos, demonstrando que
tanto o processo de secagem, quanto a posterior incorporacdo nas formulagdes
dermatoldgicas, mostraram-se promissores no desenvolvimento de nanomedicamentos

contendo substancias fotolabeis.
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