UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE PRODUCAO E CONTROLE DE MEDICAMENTOS
DISCIPLINA DE ESTAGIO CURRICULAR EM FARMACIA

$
e

DESENVOLVIMENTO E CARACT\ERIZA(;AOPE TEOSFERAS ELASTICAS
DESTINADAS A APLICACAO TOPICA

GUILHERME SOARES DOS SANTOS

Porto Alegre, novembro de 2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE PRODUCAO E CONTROLE DE MEDICAMENTOS
DISCIPLINA DE ESTAGIO CURRICULAR EM FARMACIA

DESENVOLVIMENTO E CARAC'\I’ERIZAQAO~ DE TEOSFERAS ELASTICAS
DETINADAS A APLICACAO TOPICA

Trabalho de Conclus&o de Curso da Disciplina de Estagio Curricular em Farmacia

Guilherme Soares dos Santos

Orientadora: Prof 2. Dr?. Silvia Stanisguaski Guterres

Co-orientadora: MSc. Leticia Marques Colomé

Porto Alegre, novembro de 2010



APRESENTACAO

O presente trabalho de conclusao da disciplina de Estagio Curricular em Farmacia,
pré-requisito parcial para obtengcao do grau Farmacéutico, foi elaborado no formato de
artigo cientifico, de acordo com as normas da revista Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences. Para a analise da banca examinadora, as instrugdes para a formatagdo de
artigos a serem submetidos a revista acima referida encontram-se como anexo deste

trabalho.
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RESUMO

A dapsona é uma sulfona que possui atividade antimicromicrobiana e anti-
inflamatodria, sendo utilizada no tratamento da hanseniase ou doencas inflamatérias
crbnicas, especialmente as dermatologicas. Embora a administracido tépica néo seja ideal
para o tratamento da hanseniase, outras patologias de pele podem ser tratadas através
da aplicagdo cuténea, contexto no qual sistemas carreadores podem melhorar a
penetracdo através do estrato cérneo. Neste trabalho, carreadores lipidicos inovadores
denominados teosferas foram preparados pelo método de homogeneizagdo a alta
pressdo utilizando variados sistemas tensoativos. Estas formulagbes apresentaram
tamanho nanométrico e adequada distribuicdo de tamanho. Uma formulacao foi
selecionada para encapsulacao de dapsona e a presenca do farmaco nao alterou as
caracteristicas de tamanho de particula da formulacao inicial. As particulas contendo
dapsona mostraram-se elasticas quando analisadas por microscopia de for¢ga atdmica,
sendo ainda capazes de controlar a liberagcdo do farmaco encapsulado. Assim, estes
sistemas representam uma alternativa para a aplicagdo cutdanea de dapsona,

especialmente pelo reduzido tamanho de particula, elasticidade e capacidade de liberar o

ativo de maneira controlada na pele.

UNITERMOS: nanoparticulas lipidicas, sistemas coloidais elasticos, dapsona, liberagao in

vitro

ABSTRACT

Dapsone is a sulfone that present antimicromicrobian and antinflammatory activity and is
used to treat leprosy or chronic inflammatory skin diseases. Although topical

administration is not narrow for the leprosy treatment, other skin diseases can be treated



by topical application. In this field carrier systems can improve the penetration through the
stratum corneum. In this work, theospheres (an inovative lipid nanoparticles) were
prepared by high pressure homogenization technique using different surfactants. These
formulations presented size in nanometrical range and narrow size distribution. One
formulation was selected for encapsulation of dapsone. The presence of the drug did not
change the particle size of the initial formulation. The particles containing dapsone proved
to be elastic when examined by atomic force microscopy. Besides, theospheres were able
to control the release of the encapsulated drug. Thus, these carriers represent an
alternative approach for dapsone dermal application due to its small particle size, elasticity

and capability for releasing the drug in a controlled way on the skin.

UNITERMS: lipid nanoparticles, elastic colloids, dapsone, in vitro release study

INTRODUCAO

A dapsona (4-4’diaminofenilsulfona) é uma sulfona derivada de uma anilina que,
assim como todas as sulfonas, possui um atomo de enxofre ligado a dois atomos de
carbono (Figura 1). Por causa de sua dupla atividade - antimicromicrobiana e anti-
inflamatéria/imunomoduladora - a dapsona é utilizada mundialmente como terapia uUnica
ou em conjunto com outros farmacos no tratamento de doengas provocadas por
patdbgenos (como hanseniase e pneumonia por Pneumocystis jiroveci em individuos
infectados pelo HIV) ou ainda doencgas inflamatérias cronicas, especialmente as

dermatolégicas (Crowson e Magro, 2001; Cohen, 2002) .
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FIGURA 1 - Estrutura quimica da dapsona

De modo semelhante as demais sulfonamidas, a atividade antimicrobiana da
dapsona é bacteriostatica e o mecanismo de acao esta relacionado com a inibicido da
sintese do acido fdlico pela competicdo com o acido p-aminobenzdéico em organismos

susceptiveis (Coleman, 1993).

A atividade antiinflamatéria € conhecida desde o inicio de 1950 e nao tem relacao
com a atividade antibacteriana. A patogénese das dermatoses sensiveis a dapsona nao
foi totalmente elucidada, assim o mecanismo da ac¢ao antiinflamatéria continua sob
investigacao. Contudo, muitos achados indicam que dapsona pode afetar sistemas
efetores da resposta inflamatoéria através de: inibicado dos produtos da 5-lipoxigenase (por
exemplo, leucotrieno B4); inibicdo da ciclooxigenase | e |l mediadoras da geracdo de
tromboxano B2; interferéncia na ativacao ou fungao da proteina G, resultando em uma
inibicdo do sinal de transducao; inibicdo da producdo de interleucina 8; entre outros
(Wozel, 2010). Um estudo mostrou que dapsona é efetiva na supressdo da migragao de
neutrofilos para lesbes extravasculares, através do bloqueio da fungao de adesao destes
neutrofilos as células endoteliais vasculares, funcdo que é mediada por receptores de

integrina (Coleman, 1993).

A capacidade da dapsona de inibir espécies reativas de oxigénio (ROS) parece
contribuir para o efeito antiinflamatério. Doencas inflamatdrias que respondem a dapsona

sdo constantemente caracterizadas por uma infiltragdo de um grande numero de



leucécitos polimorfonucleares (predominantemente neutréfilos) no tecido afetado. Uma
vez ativados, os neutrdfilos liberam mieloperoxidase, enzima atrelada a ativacao da
NADPH oxidase, a qual converte oxigénio a superéxido, formando peréxido de hidrogénio
que se combina com a mieloperoxidase para produzir uma forma da enzima altamente
oxidante (composto |), a qual reage com ions cloreto para formar acido hipocloroso, o
mais potente oxidante neutrofilico. A dapsona comporta-se como um substrato fraco da
peroxidase e converte o composto | a composto Il, 0o qual é inativo, prevenindo assim a
formagdo de &cido hipocloroso (Coleman, 1993). Corroborando com a hipétese de
inibicao de ROS, dapsona é tao eficaz quanto catalase na reducao dos niveis de H,O; e
tao potente quanto colchicina, catalase, benzoato e xantina na redugao dos niveis de OH.
Assim, os efeitos benéficos da dapsona em lesdes cutdneas graves envolvem
provavelmente a capacidade de interceptar as reacdes mediadas por intermediarios de

oxigénio gerados pela excessiva presenca de polimorfonucleares (Wozel, 2010).

Quando administrada pela via oral a dapsona é metabolizada originando
hidroxilaminas, responsaveis por efeitos adversos importantes como metemoglobinemia,
(observada em todos os pacientes tratados com dapsona pela via oral), bem como
hemolise. O tempo de meia-vida dos eritrécitos € diminuido e hemdlise grave pode
ocorrer em pacientes que apresentam deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase. Outros efeitos colaterais menos frequentes observados com o tratamento
utilizando dapsona pela via oral incluem ainda reagdes idiossincraticas como
agranulocitose, erupgdo cutanea, leucopenia, neuropatia periférica, além de sintomas

neuroldgicos e gastrointestinais (Helton et al., 2000).

A determinacido da concentracdo de dapsona em bidpsias de pele de pacientes
tratados com medicamento pela via oral sugere que concentragbes na pele e

concentragdes plasmaticas sdo semelhantes. Assim, uma abordagem para reduzir os



efeitos colaterais é a administracdo de dapsona diretamente na area afetada. A aplicacao
cutanea pode fornecer concentracoes eficazes da dapsona no tecido alvo e reduzir a
exposicao sistémica ao farmaco, diminuindo a gravidade dos efeitos colaterais. Embora a
administracdo topica ndo seja ideal para o tratamento da hanseniase ou como uma
terapia unica para a dermatite herpetiforme, outras patologias de pele que
conhecidamente respondem ao tratamento com dapsona, tais como vasculite
leucocitoclastica, artrite reumatoide e outras dermatites (Goodman & Gilman, 2001), além
de lupus eritematoso (Wonzel, 2010) poderiam ser adequadamente tratadas através da
administragdo topica deste farmaco (Helton et al.,, 2000). Nos ultimos anos, uma
formulagdo topica em gel foi aprovada para o tratamento de acne leve a moderada
(Draelos et al., 2007). A formulagéo tépica mostrou-se uma opgao segura dispensando o
monitoramento de anemia hemolitica, mesmo em pacientes com deficiéncia de glicose 6-

fosfato desidrogenase (Lio e Kaye, 2009).

Ainda que o tratamento tépico de doencgas da pele seja favoravel devido ao menor
risco de efeitos colaterais sistémicos, o estrato corneo representa uma barreira a
penetracdo de xenobidticos na pele viavel. Assim sistemas carreadores podem ser uma
opcado para melhorar a penetracdo cutdnea. Uma vez que lipidios epidérmicos
sdo o constituinte primordial da barreira de penetragao tépica, carreadores baseados em
lipidios podem aderir-se a superficie da pele e permitir a interagao entre os constituintes
do carreador e aqueles das camadas mais externas do estrato cérneo, favorecendo a
permeacao (Schafer-Korting et al., 2007). Além de lipossomas, nanoparticulas lipidicas
tém sido estudadas intensivamente com esta finalidade. Nanoparticulas lipidicas sao
sistemas coloidais derivados de emulsdes O/A pela simples substituicdo do 6leo por um
lipideo solido. Estes sistemas representam uma alternativa a lipossomas e nanoparticulas
poliméricas, uma vez que podem contornar limitagcdes existentes quanto a estabilidade e

biocompatibilidade. Esta importante e promissora alternativa repousa nas caracteristicas



das nanoparticulas lipidicas que possibilitam conferir protecao a compostos labeis contra
degradacgéo quimica e alcangar a liberagao controlada da substancia encapsulada (Muller

et al., 2000).

Dentro deste contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu as teosferas, que
sdo nanoparticulas lipidicas inovadoras destinadas a aplicagdo tépica, apresentando
como principais componentes a manteiga de cupuacgu (Theobroma grandiflorum) e o éleo
de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) (Colomé et al., 2010). A manteiga de cupuacu
apresenta varios compostos interessantes para administragéo topica como acidos graxos
insaturados, aminoacidos e vitaminas (Rogez et al., 2004). Também possui dois
flavondides glicosidicos especificos (teograndinas | e Il) e flavondides antioxidantes
(catequina, epicatequina, quercetina e kaempferol) (Yang et al.,, 2003). O dleo de
castanha do Brasil apresenta compostos como acidos palmitico, estearico, linoléico,
miristico, dentre outros, que também se caracterizam como substancias interessantes

para aplicacao tépica (Gongalves et al., 2002).

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi preparar diferentes
formulacdes de teosferas a fim de selecionar um sistema adequado para encapsulagao
de dapsona e passivel de aplicagao topica cutdnea. Constitui também objetivo da
pesquisa a caracterizacao fisico-quimica das teosferas sem farmaco e daquelas contendo
dapsona, o estudo de liberagdo da dapsona a partir destes sistemas, bem como a

investigacao das caracteristicas de elasticidade deste novo carreador.

MATERIAL E METODOS

Preparacao das teosferas sem farmaco

As teosferas foram preparadas pela técnica de homogeneizagao a alta pressao, utilizando

o equipamento Panda 2K NS 1001L (Niro Soavi, Italia) a 500 bar e com 3 ciclos de



homogeneizagdo. A fase oleosa foi composta de manteiga de cupuagu (Theobroma
grandiflorum) (formulac¢des A) misturada ou nao ao éleo de castanha (Bertholletia excelsa)
(formulagdes B). Diferentes tensoativos foram utilizados no desenvolvimento das
formulagdes originando os sistemas denominados | A a IV B (Tabela I) com o objetivo de
preparar sistemas lipidicos com constituicdo adequada para aplicacdo topica, além de

fornecer caracteristicas elasticas ao carreador preparado.

TABELA |. Composigao quali-quantitativa (%, p/p) das formulagdes das teosferas

Formulacdes

Componentes IA B A [=] A B IVA VB
Manteiga de Cupuacu 10 5 10 5 10 5 10 5
Oleo de castanha - 5 - 5 - 5 - 5
BHT 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Imidazolidinil Uréia 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Lecitina de soja 3 3 - - 3 3 - -
Poloxamer 188 2 2 - - - - - -
Monooleato de sorbitano - - 2 2 - - - -
Polissorbato 80 - - 2 2 2 2 2 2
Oleo de Ricino 4000E - - - - - - 3 3
Agua Qsp gsp gsp gsp Qsp Qsp asp gsp

Incorporacéo de dapsona nas teosferas

Dentre as formulacbes preparadas na etapa descrita anteriomente, um sistema foi
selecionado com base em suas caracteristicas fisico-quimicas para a incorporacao da
dapsona. Teosferas contendo dapsona (2,5 mg/ml) foram preparadas de maneira
semelhante mediante a adigcdo do farmaco na fase oleosa da formulagédo, devido ao

carater lipofilico deste farmaco.



Caracterizagao fisico-quimica das teosferas

Todas as formulacdes de teosferas foram caracterizadas em termos de tamanho
de particula, distribuicado de tamanho (indice de polidisperséo - polidispersion index, PDI),
potencial zeta, pH e viscosidade. Analises de tamanho de particula foram realizadas por
espectroscopia de correlacdo de fotons (photon correlation spectroscopy, PCS) e a
avaliagcao do potencial Zeta foi realizada através de mobilidade eletroforética, ambas a
temperatura de 25°C utilizando o equipamento Zetasizer ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido). O tamanho de particula e o indice de polidispersdo foram determinados com
amostras diluidas (500 vezes) com agua Milli Q. A analise do potencial zeta foi realizada

apos diluicdo das amostras (500 vezes) com solugao de NaCl 10 mM.

O tamanho de particula foi avaliado ainda pela técnica de difratometria de laser
(laser diffractometry, LD) utilizado o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Reino Unido), para detectar a possivel presenca de microparticulas. Os dados de difragcao
de laser obtidos foram avaliados utilizando o valor ds 3, que representa o didmetro médio
da baseado no volume da particula, e ainda os valores de 10%, 50% e 90% da
distribuicdo, que indicam a percentagem de particulas possuindo didmetro igual ou
inferior ao valor determinado. O valor do Span, que é um indicativo da polidispersdo do
sistema, sendo calculado pela Equacao 1, também foi utilizado para a caracterizagcao das

formulagoes.

Span = d90% - le% Eq.(1)
d50%
Além destas anadlises, a avaliagdo reoldogica das formulagbes foi realizada em
viscosimetro Brookfield, modelo LVDV Il + Pro utilizando o spindle ULA (Brookfield, EUA).
Os valores de pH das suspensoées foram determinados em potencidmetro B474 (Micronal,

Brasil).



Validagdo do método analitico para quantificacdo de dapsona

Para a quantificacdo da dapsona presente na formulacido selecionada foi utilizada
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando equipamento Perkin-Elmer Série
200 (Perkin-Elmer Instruments, EUA), equipado com detector UV e coluna LiChrospher®
RP-18 (5 um, 250x3mm, Merk, Alemanha) em comprimento de onda de 260 nm. A fase
movel foi composta de acetonitrila:agua (75:25) acidificada com acido acético glacial 1,5%
v/v, em sistema isocratico a um fluxo de 0,7 mL/min. O método para quantificacdo da
dapsona foi validado em termos de especificidade, linearidade, repetibilidade, precisao

intermediaria e exatiddo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Determinacéo da eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo da dapsona nas teosferas foi determinada pelo
meétodo de ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon Ultrafree CL, 10.000 MW, Millipore,
Japao). A porcentagem da dapsona encapsulada foi calculada pela diferenga entre a
concentragao total na formulagdo (medida apds a desestruturacdo das particulas em
acetonitrila) e a concentragao livre de dapsona presente na fase aquosa (determinada no
ultrafiltrado da suspensao de teosferas) dividida pela concentragéo total multiplicada por
100. A quantificacdo da dapsona total e presente na fase aquosa externa foi realizada

pela metodologia validada por CLAE.

Estudo de liberagéo in vitro

O estudo de liberacao in vitro da dapsona foi realizado pelo método de dialise. Oito
mililitros da formulacao de teosferas contendo dapsona e 0 mesmo volume da dapsona
na forma livre (solugdo aquosa de propilenoglicol 50%, v/v) foram colocados em sacos de
dialise (12.000-14.000 Da) (Sigma, EUA). As membranas de dialise foram incubadas em

150 mL de meio de liberagao constituido de solugéo aquosa de polissorbato 20 a 2% (p/v)



a 32°C com continua agitagdo. Aliquotas (2 mL) do meio de liberagdo foram coletadas
nos intervalos de tempo de 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10 e 12h. O meio de liberacao foi reposto a
cada coleta. A quantidade de dapsona liberada foi avaliada por metodologia previamente

validada por CLAE.
Microscopia de forgca atébmica

As teosferas foram avaliadas por microscopia de forga atdmica (Microscopio MFP-
3D AFM, Asylum Research, EUA) no Instituto de Biofisica Carlos Chagas da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Para tanto, a suspensao de teosferas foi diluida em agua na
proporcdo de 1:200 e posteriormente depositada sobre mica clivada, sendo lavada com

10uL de agua MilliQ® anteriormente & analise.

A lamina contendo a amostra foi colocada no scanner XY do microscopio e a
camera CCD foi usada para localizar as particulas. As imagens foram adquiridas no modo
agua/contato. Para as imagens de contato foi utilizado o cantilever modelo NPS D4
(Veeco Probes, Camarillo, CA). A constante de forca usada foi de 0.08 N/m e as amostras
foram scaneadas com uma freqliéncia constante de 0.6 Hz com o intuito de reduzir os
interferentes e minimizar os danos na imagem. As imagens foram obtidas com 512 3 512
pixels de resolugéo e processadas no programa IGOR-PRO. Para melhor visualizagéo da

topografia, as imagens foram dispostas em 3D.
Avaliacdo da elasticidade das teosferas

A elasticidade da formulacédo selecionada contendo dapsona foi avaliada através
da construcao das curvas de forga. A imagem de modulagdo de forga é uma técnica da
Microscopia de Forgca Atémica que identifica e mapeia diferengas qualitativas na rigidez
ou na elasticidade de superficies. Esta técnica estuda varias propriedades de superficie

com a finalidade de distinguir materiais ou caracteristicas mecéanicas que compdem as



superficies heterogéneas. Através desta técnica podemos extrair grandezas fisicas tais
como elasticidade, adesao e viscosidade. O cantilever permite a realizacdo de ciclos de
aproximacgao-retracdo em que a forga de contato maxima, tempo de interagdo e as taxas
de retracdo podem ser controlados de forma independente. A forca maxima foi limitada a
aproximadamente 3nN, o tempo de interacao foi definido para zero e a taxa de retragao

foi definida em 7500 nm/s.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teosferas sem farmaco, constituidas de manteiga de Cupuagu misturadas ou nao
ao 6leo de castanha do Brasil foram preparadas utilizando diferentes sistemas tensoativos
(Tabela I). A Figura 2 mostra o tamanho médio das particulas e o indice de polidispersao

(PDI) obtidos pelo método de PCS.
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FIGURA 2 — Tamanho médio das particulas e indice de polidispersao (PDI)

As formulagdes de teosferas IA, IB, IIA, 1IB, IlIA, 1lIB, IVA e IVB, apresentaram
tamanho médio de particula de 152,8; 148,1; 142,5; 137,2; 137,2; 105,4; 135,9; 117,5;
respectivamente. Formulagdes preparadas utilizando manteiga de cupuagu com principal
componente lipidico (grupo A) nao apresentaram diferengca em termos de diametro médio,

independente do sistema tensoativo utilizado. Contudo, as formulagdes constituidas por



manteiga de cupuagu e 6leo de castanha do Brasil (grupo B) apresentaram menor
didmetro médio com a utilizagado dos sistemas tensoativos lecitina/polissorbato 80 e éleo
de mamona etoxilado/polissorbato 80 (formulagdes IlIB e IVB, respectivamente). Este
resultado pode representar a maior efetividade dos sistemas tensoativos Il e IV em obter
didametros de particula reduzidos. Esta efetividade foi mais claramente demonstrada nas
formulagdes contendo 6leo, que possuem uma matriz lipidica menos cristalina devido a
presenca do lipideo liquido (Muller et al., 2002). Para todas formulag¢des preparadas neste
estudo, os valores de PDI apresentaram-se inferiores a 0,2, indicando uma estreita

distribuicao de tamanho.

A técnica de difratometria de laser foi empregada para avaliar a possivel presenca
de microparticulas nas formulagdes de teosferas (Tabela Il), jA que o método de PCS é
limitado para detectar particulas micrométricas. Os resultados obtidos (Tabela Il) indicam
que o didmetro de particula correspondente a 90% da distribuicdo acumulada néo
excedeu 248 nm e nenhuma particula de tamanho micrométrico foi encontrada,
considerando todas as formulagbes preparadas. Os valores de Span, que avalia a
distribuicdo granulométrica, indicam uma estreita distribuicdo de tamanho, uma vez que
guanto menor os valores de Span, mais estreita € a distribuicdo (Teeranachaideekul et al.,
2007). Além disso, valores de ds 3, que representam o didmetro médio em volume, foram

similares aos obtidos por PCS



TABELA Il - Granulometria das teosferas

Teosferas d 10%° d 50%" d 90%° d 4,3¢ Span®
IA 0,066 0,129 0,248 0,149 1,423
1B 0,063 0,119 0,213 0,129 1,260
1A 0,068 0,124 0,217 0,136 1,208
1B 0,074 0,127 0,211 0,136 1,074
A 0,071 0,128 0,223 0,142 1,187
1B 0,076 0,113 0,169 0,118 0,830
IVA 0,064 0,124 0,238 0,135 1,402
IVB 0,076 0,122 0,195 0,130 0,975

adiametro de particula correspondente a 10% da distribuigdo acumulada; bdiametro de
particula correspondente a 50% da distribuicdo acumulada; °didmetro de particula
correspondente a 90% da distribuicdo acumulada; ddiametro médio em volume;
°dispersao granulométrica.

O potencial zeta é o potencial elétrico no plano de cisalhamento e sua analise pode
prever a estabilidade fisica de sistemas coloidais. De acordo com a literatura, valores de
potencial zeta em torno de -30mV demonstram uma boa estabilidade fisica do sistema
coloidal durante a estocagem, sendo este valor considerado 6timo quando atinge valores
préximos a -60 mV (Chen et al., 2006; Teeranachaideekul et al., 2007). Neste estudo, as
teosferas pertencentes ao grupo | apresentaram valores de potencial zeta elevados,
sendo os maiores registrados (Tabela Ill). Estes valores eram esperados para estes
sistemas e s&o atribuidos a presenca de lecitina que se encontra provavelmente
recobrindo as particulas (Mosqueira et al., 2001). Comportamento semelhante foi
observado para as formulagdes do grupo lll, também constituidas por lecitina, no entanto
para este grupo foram observados valores um pouco menores ao grupo anterior, 0 que se
deve provavelmente a presenca adicional do polissorbato 80, tensoativo nédo-ibnico
(Morais, 2008) que atua por estabilizacao estérica e provoca uma redugédo no potencial
atribuido a presenca de lecitina. Esta redugao poderia ser esperada também para as
formulagdes do grupo |, uma vez que a presenga de poloxamer 188 como estabilzador

estérico pode reduzir o potencial zeta devido a modificagdes no plano de cisalhamento na



superficie das particulas. Assim mesmo, teosferas do grupo | apresentaram potencial zeta
bastante elevado, de modo semelhante ao observado em outros estudo (CHEN et al.,

2006; Colomé et al., 2010) utilizando os mesmo tensoativos — lecitina e poloxamer 188.

TABELA lll. Caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes

Formulacbes pH Viscosidade  Potencial Zeta

(cP) (mV)
A 5,69 3,0 -50,4
IB 5,72 3.1 -59,5
A 5,64 2,1 -17,3
IIB 5,66 2,0 -38,7
A 5,64 2,1 -42,2
B 5,20 2,1 -29,4
IVA 5,91 2,2 -9,15
IVB 5,95 21 -3,79

Na formulagéo |1B temos na constituicdo dois tensoativos nao-ibnicos (monooleato
de sorbitano e polissorbato), mas mesmo assim obtivemos um potencial zeta elevado
nessa formulagao, o que pode ser explicado considerando a possibilidade de formacgao de
pontes de hidrogénio entre os grupos etoxi da cadeia polietilénica, com subseqlente
formagdo de grupos oxoénio e interagbes dipolo-dipolo. Assim, valores negativos de
potencial zeta podem ser produzidos em sistemas dispersos obtidos a partir de misturas
de tensoativos nao-ibnicos. Outro aspecto relevante para a analise dos valores de
potencial zeta para formulagdes obtidas a partir de tensoativos nao-ibnicos é que em altas
concentragdes, as moléculas de tensoativo na interface podem se rearranjar e proteger os
grupos éter-oxigénio possivelmente formados, diminuindo os valores de potencial zeta

observados (Morais, 2008)

Por outro lado, a associagcdo dos tensoativos nao-ibnicos oleo de mamona
etoxilado e polissorbato 80 resultou em formulagdes com baixo valor de potencial zeta.
Como ja comentado, nestes sistemas a estabilizagcdo das particulas em suspensao pode

se dar por estabilizacao estérica.



De um modo geral, a inser¢ao do 6leo de castanha provoca alteragdo no valor de
potencial zeta quando comparado com a formulagdo preparada com manteiga de
cupuagu como componente lipidico principal. Essa alteracdo foi mais evidente nas
formulagdes do grupo Il, contendo monooleato de sorbitano e polissorbato 80. Pode-se
perceber ainda que os diferentes sistemas tensoativos utilizados nas formulagbées
influenciaram os valores de potencial zeta obtidos. O emprego de lecitina e monooleato
de sorbitano resultaram em formulagdes com potencial zeta mais elevado, o que sugere
que teosferas contendo esses tensoativos apresentem adequada estabilidade durante

periodos de armazenamento.

A partir da caracterizagdo reolégica das teosferas observou-se que todas as
formulagcées apresentam comportamento Newtoniano (dados n&do apresentados). As
viscosidades das amostras foram avaliadas (Tabela Ill) e ndo foi verificada diferenga entre
os valores obtidos para as diferentes formulagdes. Os valores variaram de 2,0 a 3,1 cP.
Quanto ao pH (Tabela lll), as suspensbes apresentaram valores que variaram entre 5,2 e

5,9, os quais sao considerados adequados para aplicagao topica cutanea (Santos, 2006).

Levando-se em conta as caracteristicas fisico-quimicas das teosferas preparadas,
observa-se que todas as formulagdes apresentaram tamanho nanométrico (inferior a 200
nm) e adequada distribuicdo de tamanho. Os valores de pH e viscosidades também
apresentaram-se bastante semelhantes para as diferentes formulacbes. Os valores de
potencial zeta apresentaram-se variados de acordo com o sistema tensoativo utilizado.
Assim, este foi o parametro determinante para a escolha da formulagcao a ser utilizada
para a incorporacao de dapsona. Considerando que os valores com potencial zeta mais
elevados foram obtidos com a utilizacdo de lecitina ou monooleato de sorbitano, as
formulagdes dos grupos I, Il e Ill foram pré-selecionadas. Dentre estas, aquelas contendo

oleo (formulacdes IB, IIB e I1lIB) apresentam sabidamente probabilidade de maior



encapsulagao do farmaco, devido a presenca de espacos amorfos na matriz lipidica
(Maller et al., 2002). Por fim, a formulag&o IIB demonstrou a melhor reprodutibilidade nas
analises de potencial zeta, provavelmente por apresentar uma populagdo unimodal

(Figura 3), sendo entéo selecionada para a continuidade do trabalho.

FIGURA 3 - Grafico do potencial zeta das formulagdes IB (a), IIB (b) e IlIB (c). Diferentes

cores nos graficos representam replicatas de analise.

A formulacdo Il B foi entdo utilizada para a incorporacdo do farmaco modelo
(dapsona), visando avaliar o perfil de liberagdo do farmaco, bem como analisar a
eficiéncia de encapsulagdo das teosferas e sua elasticidade. A caracterizagao fisico-
quimica dessa formulagdo demonstrou valores semelhantes aos ja apresentados para as
particulas sem o farmaco considerando caracteristicas como pH, viscosidade e tamanho
de particula (Tabela IV). Contudo, a incorporagdo de dapsona provocou redugao do
potencial zeta (-38,7 para -16,9 mV), o que pode ser devido a ionizagdo de grupamentos

de moléculas do farmaco localizadas na superficie das particulas.



TABELA 1V - Caracteristicas fisico-quimicas das teosferas contendo dapsona

pH Viscosidade Potencial Tamanho de
(cP) zeta (mV) particula (nm)
Teosferas de dapsona 5,8 2,1 -16,9 145,8

Visando confiabilidade na quantificacdo de dapsona, o método analitico foi
validado em termos de especificidade, linearidade (5 a 25 pg/mL, r2= 0,9965, equacgao da
reta y = 94361x + 125831), repetibilidade (DPR= 4,4%), precisdo intermediaria
(DPR=3,3%) e exatidao (recuperagcao = 108, 7%). A eficiéncia de encapsulagdo da
dapsona nas teosferas foi de 91,4%. Em geral, farmacos lipofilicos possuem
compatibilidade adequada com lipideos e geralmente s&o selecionados para incorporagao
dentro de nanoparticulas lipidicas com o intuito de aumentar a eficiéncia de encapsulagao

(Esposito et al., 2008).

Os valores obtidos para as curvas de for¢a das teosferas contendo dapsona foram
em torno de 2 MPa, embora a variagéo tenha se dado entre 0,5 e 7MPa. O grafico abaixo
demonstra a elasticidade de uma teosfera. O baixo valor encontrado para o médulo de
elasticidade para o vidro (7 MPa), quando comparado aos valores conhecidos, que giram
em torno de 50GPa, sugerem a presenca de material macio — as teosferas - depositado

na superficie da lamina durante a preparacdo da amostra.
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Figura 4 — Curvas de forga da teosfera IIB contendo dapsona

Numa curva de forca a deflexdo € proporcional a forca que a sonda aplica na
amostra. Assim, a diferenga entre a curva obtida sobre o substrato duro e aquela obtida
sobre uma regido macia, corresponde a indentagao nessa regido. A indentacdo elastica
da particula resulta em uma curva de forca néo linear, considerando o indentor (sonda),
infinitamente mais rigido que a amostra (a sonda de nitreto de silicio possui médulo
elastico em torno de 150GPa). A analise das curvas mostradas na Figura 4 revela que a
indentagcao produzida na teosfera é de natureza elastica. Isso se deve ao fato de que a
curva de retracao € bastante semelhante a de aproximacgéao, o que indica que a superficie
da particula volta a sua forma original apos o término do contato com a sonda.

A imagem de modulagao de for¢ca € uma técnica da Microscopia de Forca Atémica
que identifica e mapeia diferengas qualitativas na rigidez ou na elasticidade de
superficies, sendo uma entre as diversas técnicas desenvolvidas como extensdes da
microscopia de forca atdmica. Esta técnica estuda varias propriedades de superficie com
a finalidade de distinguir materiais ou caracteristicas mecanicas que compdem as

superficies heterogéneas.



Observando a primeira imagem (Figura 5) € possivel visualizar uma dispersédo de
particulas de tamanhos variados, com prevaléncia de particulas de tamanhos reduzidos o
que confirma as analises realizadas pelas diversas técnicas anteriormente descritas para
determinacao de didmetro. A Figura 6 mostra uma particula Unica, sendo uma imagem de
fase (Figura 6a) e uma imagem em 3D (Figura 6b), ambas evidenciando o formado

esférico das teosferas de dapsona.

Hm

Figura 5 - Imagem das teosferas contendo dapsona, seca em vacuo. As setas indicam as
particulas com tamanho semelhante aos encontrados nas outras analises. O circulo indica
a area onde foi realizada imagem com maior aproximagdo (demonstrado na figura

subsequnte).
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Figuras 6 — Imagem da teosfera contendo dapsona (a) e imagem em 3D da mesma
particula (b).

A liberacdo de um ativo a partir de um coldide € um processo bastante complexo,
que pode ser afetado por diversos fatores, a exemplo de degradacdo da matriz do
coldide, cristalinidade do farmaco, afinidade entre o farmaco e a matriz coloidal, entre
outros fatores (Wu et al., 2009). Devido a caracteristica lipofilica da dapsona, este
farmaco apresenta elevada afinidade pela matriz lipidica, o que é corroborado pelo valor
obtido para a eficiéncia de encapsulagcao. Assim, o aprisionamento da dapsona na matriz
lipidica pode explicar a menor taxa de liberagdo da dapsona contida nas teosferas (52,7 +
1,6 % em 12 h) quando comparada a dapsona livre (103,1 £ 1,9, no mesmo periodo)
(Figura 8). Essa caracteristica pode ser vantajosa para a aplicagdo pretendida, uma vez
que além de atuar como uma barreira de permeacdo, a camada cornea é também
um reservatorio de substancias aplicadas topicamente, especialmente quando veiculadas

em carreadores de farmacos (Schafer-Korting et al., 2007).
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FIGURA 8 - Perfil de liberacdo da dapsona livre e encapsulada nas teosferas



CONCLUSAO

Teosferas de tamanhos nanométricos foram preparadas com diferentes pares de
tensoativos. Dentre as fomulagcbées desenvolvidas, aquela contendo o par de tensoativos
monooleato de sorbitano e polissorbato 80 se mostrou mais adequada para incorporacéo
do farmaco modelo. A dapsona foi incorporada com alta eficiéncia de encapsulagao
mantendo tamanho de particula inicial. As teosferas contendo dapsona apresentaram
caracteristicas elasticas através de analise de microscopia de forca atbmica e
apresentaram uma liberacdo sustentada quando comparadas ao farmaco livre. Estes
sistemas representam uma alternativa as formulagdes ja existentes de dapsona para o

uso tépico em doengas dermatoldgicas.
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metodologia, resultados e conclusdes, ndo excedendo 200 palavras.

Unitermos: devem representar o conteudo do artigo, evitando-se os de

natureza genérica. Observar o limite maximo de 6(seis) unitermos.

Resumo em portugués: deve ser apresentado junto ao resumo em
inglés e ser antecedido do titulo do artigo em portugués. O conteudo deve
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Unitermos em portugués: devem acompanhar os unitermos em inglés e

estar abaixo do Resumo.

Introducéo: deve estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua



relagdo com outros trabalhos no mesmo campo. Extensas revisbes de
literatura devem ser substituidas por referéncias aos trabalhos
bibliograficos mais recentes, nos quais tais revisdes tenham sido

apresentadas.

Material e Métodos: a descrigdo dos métodos usados deve ser breve,
porém suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreensao e
repeticdo do trabalho. Processos e Técnicas ja publicados, a menos que
tenham sido extensamente modificados, devem ser apenas referidos por
citacdo. Estudos em humanos e em animais devem, obrigatoriamente,

fazer referéncia a aprovacdo do Comité de Etica correspondente.

Resultados e Discussao: deverao ser apresentados de forma concisa e
em ordem légica. Tabelas ou figuras, quando possivel, devem substituir o
texto, na apresentacdo dos dados. Sempre que pertinente, fornecer as
faixas, desvios padrao e indicar as significancias das diferengas entre os
valores numéricos obtidos. A discussédo deve se restringir ao significado
dos dados obtidos e resultados alcancados, procurando, sempre que
possivel, relacionar sua significancia em relagéo a trabalhos anteriores da
area. Especulagbes que nao encontram justificativa para os dados
obtidos devem ser evitadas. E facultativa a apresentacdo desses itens em

separado.

Conclusdes: quando pertinentes, devem ser fundamentadas no texto.

Agradecimentos: devem constar de paragrafo a parte, antecedendo as

referéncias bibliograficas, e ser compativeis com as exigéncias de



cortesia e divulgacao.
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APRESENTAGCAO DOS ORIGINAIS
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trabalhos, acompanhados de carta de encaminhamento assinada por
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inicial em maiusculo, seguidas do ano de publicagdo. No caso de haver
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Caso haja mais de uma citagdo com mesmos autores € mesmo ano de
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llustragbes: As ilustracbes (graficos, tabelas, férmulas quimicas,
equagbes, mapas, figuras, fotografias) devem ser incluidas no texto, o
mais préximo possivel das respectivas citacbes. Mapas, figuras e
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digitalizadas em formato TIF ou JPG com resolugdo de 300 dpi. Cada
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titulo. As palavras TABELA e FIGURA devem aparecer em maiusculas
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Nomenclatura: pesos, medidas, nomes de plantas, animais e
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internacionais de nomenclatura. A grafia dos nomes de farmacos deve
seguir, no caso de artigos nacionais, as Denominagées Comuns
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