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APRESENTACAO







De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente
tese foi redigida na forma de capitulos, para uma melhor organizacdo e discussdo dos
resultados obtidos. Assim, este exemplar encontra-se dividido da seguinte forma:

Introdugao;

Objetivos;

Capitulo 1: Introdu¢dao e artigos a serem submetidos ou publicados em
periddicos cientificos, referentes ao desenvolvimento e caracterizagdo das

nanoparticulas incorporadas em formas semi-solidas.

Capitulos 2: Introdugdo e artigos a serem submetidos a periddicos cientificos,

referentes a avaliacdo da permeacao cutanea in vitro.

Discussao geral;

Conclusoes;

Referéncias Bibliograficas.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar formulagdes tdpicas
semi-solidas, utilizando como substancia ativa a nimesulida, associando-a a sistemas
coloidais (nanoesferas, nanocépsulas ou nanoemulsoes). Os parametros de liberagao,
penetragdo transcutanea e retencdo cutanea do antiinflamatorio veiculado aos sistemas
nanoestruturados foram estudados através de metodologia “in vitro”, empregando pele
humana como membrana. Os métodos de nanoprecipitacdo e nanodispersdo foram
utilizados e possibilitaram a obten¢do de nanocépsulas, nanoesferas e nanoemulsdes
de nimesulida. A andlise das caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas estudados
demonstrou que os didmetros médios obtidos foram em torno de 300 nm. As taxas de
associagdo situaram-se proximas a 99 % e os valores de pH entre 5,1-5,3. As
suspensOes contendo nimesulida foram incorporadas em géis de Carbopol 940®,
apresentando leve coloragdo amarelada e caracteristicas organolépticas satisfatorias,
apos a incorporagdo das mesmas. As taxas de recuperagdo e os valores de pH para os
géis contendo nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsdao de nimesulida, mantiveram-
se estaveis durante o periodo de armazenagem (120 dias). Todas as formulagdes de
géis foram caracterizadas como sistemas ndo-newtonianos apresentando
comportamento pseudopléstico (shear thinning), sendo os reogramas ajustados pelo
modelo de Ostwald (coeficiente de regressao>0,99). Experimentalmente, nenhum
fendmeno de tixotropia foi detectado para as formulagdes testadas e a incorporagao
dos nanocarreadores ndo modificou o tipo de fluxo apresentado por estes sistemas. Os
diferentes sistemas nanocarreadores incorporados nos géis hidrofilicos, foram
investigados em fun¢do do potencial de liberagdo do farmaco na pele, usando célula
de difusdo tipo Franz e técnica de tape stripping em pele humana. O farmaco foi
detectado no estrato cérneo para o gel contendo nanocapsulas (GNM-NC) e para o gel
contendo nanoesferas (GNM-NS) de nimesulida, ndo havendo diferenca significativa
entre estes dois valores. Por outro lado, o farmaco nao foi detectado no estrato corneo
para o gel contendo nanoemulsdo de nimesulida, sendo permeado diretamente para a
derme. A presenca da nimesulida na epiderme/derme foi significativamente maior

para o gel contendo nanocapsulas (GNM-NC) do que para o gel contendo nanoesferas



(GNM-NS) ou nanoemulsdao (GNM-NE). Os géis contendo nimesulida incorporada
em nanocarreadores (GNM-NC, GNM-NS e GNM-NE) foram capazes de promover a
penetracdo do farmaco no estrato corneo e/ou na camada de pele viavel, com relacao
ao farmaco livre na mesma concentragdo. Estes estudos comparativos demonstraram a
influéncia da presenga do polimero e do tipo de nanocarreador na penetragdo do

farmaco em pele humana.

Palavras-chave: Nimesulida, nanocédpsulas, nanoesferas, nanoemulsdes, formulagdes

topicas, penetracao cutanea.
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ABSTRACT

Semi-solids dosage forms containing nimesulide-loaded nanocapsules,
nanospheres or nanoemulsion: development, characterization and in

vitro percutaneous permeation evaluation

The objective of this work was to develop and characterize semisolid topical
formulations containing nimesulide-loaded nanospheres, nanocapsules or
nanoemulsion. In order to study the in vitro percutaneous penetration of nimesulide
from semi-solid topical formulations containing nanocarriers, an in vitro methodology
using human skin was employed. The nanoprecipitation and the spontaneous
emulsification methods were used to prepare the colloidal suspensions and
nanoemulsion. For all formulation the diameters are in the sub 300 nm ranges. The
encapsulation efficiencies were close to 99 % in all cases and pH values ranged
between 5.1 and 5.3. Each drug-loaded nanocarrier formulation was incorporated in
Carbopol 940® gels. The semisolid dosage forms showed yellowish, glossy and
homogeneous aspect after the incorporation of the colloidal suspensions and
nanoemulsion. The recovery of nimesulide and the pH values for the gels containing
nanoemulsion, nanospheres or nanocapsules remained constant during storage (120
days). For all formulations, the rheograms exhibited a non-Newtonian behavior
presenting pseudoplastic characteristics and shear thinning. The rheograms were
adjusted to Ostwald’s model showing regression coefficients higher than 0.9900. None
thixotropic phenomenon was experimentally detected under the test conditions for all
formulations. The ability of delivering the drug into the human skin was investigated
using stripping technique and Franz-type diffusion cells. The gel containing
nanocapsules (GNM-NC) and the gel containing nanospheres (GNM-NS) released the
nimesulide in the same extension into the stratum corneum (SC). On the other hand,
for the gel containing nanoemulsion (GNM-NE), the nimesulide was not quantified in
SC, but it has been directly permeated for the dermis. The penetration of the
nimesulide using the gel containing nanocapsules (GNM-NC) was larger in the deeper

skin than using the gel containing nanospheres (GNM-NS) or the one containing



nanoemulsion (GNM-NE). The gels containing nanocarriers (GNM-NC, GNM-NS and
GNM-NE) were able to release the drug in the viable layer of the skin, comparing to a
non-particulated nimesulide-loaded formulation at the same concentration. For the first
time, this comparative study showed the influence of the presence of the polymer and

of the type of nanocarrier on the permeation of a drug through the human skin.

Key Words: nimesulide, nanocapsules, nanospheres, nanoemulsion, topical

formulation, skin penetration.
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1. INTRODUCAO







Os farmacos antiinflamatérios nao-esterdides (AINES) sdo indicados nas
situagdes que requeiram atividade antiinflamatoria ou analgésica, tais como
osteoartrite, distirbios pds-traumaticos ou musculo-esqueléticos agudos, incluindo
tendinite, tenossinovite, periartrite, luxagdo, entorse e lombalgia (Babar ef al., 1990;
Curdy et al., 2001).

Contudo, estes farmacos também podem provocar uma toxicidade
gastrintestinal em alguns pacientes, o que pode resultar em danos a mucosa, irritagao e
hemorragia (Tungay et al., 2000; Shin et al., 2000; Giuliano ef al., 2001; Joseph et al.,
2002). Por exemplo, tlceras pépticas foram relatadas em 9 % dos pacientes com artrite
crénica, quando tratados, por via oral, com 20 mg didrias de piroxicam (Babar et al.,
1990).

Preparagdes topicas permitem a administragdo destes farmacos em pacientes
que ndo podem tolera-los por via oral. Existe um grande interesse no desenvolvimento
de formas farmacéuticas topicas contendo AINES, para evitar os efeitos de toxicidade
gastrintestinal por via oral ou promover niveis significativos de farmaco no sitio de
aplicagdo por periodos prolongados (Giirol et al., 1995).

Viérios autores propuseram-se a investigar a acdo de alguns farmacos desta
classe terap€utica em nivel topico (Tsai et al., 1985; Babar et al., 1990; Pandey et al.,
1992; Reddy e Udupa, 1993; Huang et al., 1995; Doliwa, et al., 2001; Curdy et al.,
2001). Especificamente, estudos também tém sido realizados com a nimesulida, um
farmaco antiinflamatorio nao-esterdide, usado normalmente por via oral e retal em
desordens inflamatérias ¢ estado de dor associado a osteoartrite, cancer,
tromboflebites, cirurgia oral e outros (Davis e Brogden, 1994). Alguns estudos
demonstraram que o gel com nimesulida, apresentou uma melhor atividade
antiinflamatoria do que os géis com diclofenaco e piroxicam (Gupta et al., 1996;
Sengupta et al., 1998; Dhaon et al., 2000).

Os AINES, amplamente utilizados em reumatologia e condi¢des inflamatorias,
apresentam-se como uma classe de fArmacos potencialmente adequada de ser incluida
no desenvolvimento de formas farmacéuticas para administracdo topica. Esta
perspectiva oferece um desafio especial em desenvolver uma formulagao adequada

que possibilite a penetragdo do farmaco através da barreira constituida pelo estrato



corneo, permeagdo atraves das mais profundas camadas da pele e que garanta a
atividade e efetividade terapéutica (Mildo, 2003).

Atualmente existe um grande interesse na liberacdo seletiva de fdrmacos, em
vista disso, sistemas carreadores t€ém sido bastante estudados com objetivo de melhorar
a seletividade e eficiéncia das formulacdes. Os sistemas de liberagdo
controlada/sustentada sdo uma resposta a esta tendéncia, uma vez que sao planejados
para proporcionar niveis ideais, ou proximos deles, por periodos prolongados,
favorecendo o tratamento (Monaco, 2000). Neste sentido, polimeros biodegradaveis na
forma de particulas coloidais, tém sido estudados com promissoras possibilidades de
sucesso, para aplicacdes futuras em quimioterapia antimicrobiana, anticancerigena e
antiinflamatoria injetavel, topica e oftdlmica (Couvreur, 1995; Yokoama e Okano,
1996; Giunchedi et al., 1999; Pinto-Alphandary et al., 2000; Tungai et al., 2000; Kim
e Lee, 2001).

Nanoparticulas sdo sistemas nanoestruturados, medindo em torno de 10 nm a
1000 nm e tamanho similar aos lipossomas (vesiculas fosfolipidicas). As
nanoparticulas podem consistir de uma matriz polimérica (nanoesferas) ou de um
sistema reservatorio oleoso envolvido por uma parede polimérica (nanocapsulas)
(Barratt, 2000). Podem, também, serem constituidas, por um sistema emulsionado,
consistindo de uma fase dispersa (6leo) em uma fase continua (dgua) estabilizada por
emulsionantes (nanoemulsdo) (Kan et al., 1999).

O estrato corneo ¢ a camada mais externa da pele e oferece a principal
resisténcia para a penetracdo de compostos aplicados topicamente. Consequentemente,
o numero de farmacos utilizados para a liberagdo transdérmica ¢ bastante limitado.
Viérias substincias quimicas tém sido estudadas e empregadas com propdsito de
aumentar a permeacdo percutdnea, como exemplo: o dimetilsulfoxido, a
dimetilformamida, os agentes tensoativos, os dissolventes (propilenoglicois, alcoois,
etc.), os acidos graxos, entre outros (Turunen ef al., 1992; Asbill et al., 2000; Santoyo
et al., 2000). Entretanto, paralelamente a fun¢do de aumentar a penetragao cutanea dos
farmacos, existe o inconveniente da irritacdo que estas substancias causam a pele

(Benthley, 1994).



O desenvolvimento tecnologico de novas formas farmacéuticas tem sido a
estratégia mais promissora para aumentar a penetracdo de fArmacos através da pele.
Segundo Jenning e colaboradores (2000) as nanoparticulas lipidicas soélidas,
apresentam caracteristicas vantajosas para a aplicacao topica, dentre elas destaca-se, o
pequeno tamanho e distribui¢do estreita das particulas, o qual assegura um contato
intimo com o estrato coérneo, aumentando consequentemente a quantidade de agente
encapsulado capaz de penetrar na pele viavel.

Investigacdes evidenciaram que tanto nanoparticulas como lipossomas
apresentam a tendéncia de acumularem-se em tecidos inflamados, podendo desta
forma, abrirem-se novas perspectivas para atuagdo de fairmacos antiinflamatérios ou
antibioticos em areas inflamadas. Esta especificidade, demonstrada por estes sistemas,
pode representar novas possibilidades de terapia para varias doencas reumaticas
(Kreuter, 1994).

Com base nas pesquisas relatadas na literatura que indicam a eficdcia e a
adequabilidade da via cutdnea como alternativa terapéutica para administracdo de
farmacos antiinflamatorios (Pandey et al., 1992; Bernareggi, 1998; Foldvari, 2000), a
presente pesquisa € centrada no estudo de formulagdes topicas contendo nimesulida. A
estratégia do trabalho foi baseada na incorporacdo de sistemas nanoparticulados
contendo este farmaco em formulagdes topicas semi-sélidas hidrofilicas. Cabe
ressaltar, ainda, que ndo foram encontrados registros deste fdrmaco associado a

sistemas nanoparticulados poliméricos em formulagdes plasticas.






2. OBJETIVOS







2.1. GERAL

Desenvolver e caracterizar formulagdes topicas semi-solidas, utilizando
como substancia ativa a nimesulida, associando-a a sistemas coloidais (nanoesferas,

nanocépsulas e nanoemulsoes).

2.2. ESPECIFICOS

e Preparar suspensdes poliméricas de nanocédpsulas e nanoesferas
contendo nimesulida, através do método de nanoprecipitagdo de

polimeros pré-formados.

e Preparar nanoemulsdes contendo nimesulida, através do método de

nanodispersao.

e Caracterizar os parametros fisico-quimicos das suspensdes
coloidais de nimesulida (nanocdpsulas, nanoesferas) e

nanoemulsoes.

e Preparar e caracterizar formulagdes de hidrogéis, contendo
suspensdes (nanocapsulas, nanoesferas) e nanoemulsdes de

nimesulida.

e Determinar o comportamento reologico (indice de plasticidade,
consisténcia e espalhabilidade) das preparacdes tdpicas, apds a

incorporacao dos sistemas nanoestruturados.



e Utilizar metodologia “in vitro” para a avaliacdo dos parametros de
liberagdo, penetracdo transcutdnea e retengdo cutanea do

antiinflamatorio veiculado aos sistemas nanoestruturados.
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CAPITULO 1 - Formulagges semi-sélidas topicas contendo nanocapsulas,

nanoemulsdes e nanoesferas de nimesulida: desenvolvimento e caracterizacao

reoldgica







INTRODUCAO

O objetivo do presente capitulo foi desenvolver e caracterizar formulagdes
topicas semi-solidas, utilizando como substancia ativa a nimesulida, associando-a a
sistemas coloidais (nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsoes).

A nimesulida, quimicamente a N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanosulfonamida, ¢
um antiinflamatério ndo esteroide, utilizado como antipirético e analgésico. Difere da
maioria dos compostos desta classe pelo fato de apresentar um radical sulfonanilida
em lugar de um radical carboxilico. A nimesulida ¢ um farmaco sintético, pouco
solivel em 4gua (0,01 mg/mL) e apresentando um pKa de 6,46 (Piel et al., 1997,
Fallavena e Schapoval, 1997). A estabilidade térmica e fotoquimica deste farmaco foi
avaliada, tendo sido verificado, pela utilizacdo de métodos termogravimétricos, que a
substancia ¢ muito estdvel e somente se decompde a partir de 208 °C sem gerar

subprodutos intermediarios (Fallavena, 1998).

NHSO,CHj

O,N

Figura 1. Nimesulida.

A nimesulida ¢ extensamente usada para o tratamento de condicdes
inflamatorias associadas com artrites reumadticas, infeccoes de area respiratoria e
inflamacgdes de cavidade oral (Rabasseda 1997; Piel et al., 1997). Como os demais

AINES, seu efeito terapéutico ¢ o resultado da habilidade para inibir a sintese de



prostaglandinas por inibicdo seletiva da ciclooxigenase-2. Este mecanismo de acdo
também influi sobre a agregagao plaquetaria, causando inibi¢ao da mesma.

A nimesulida pode, também, exercer outras propriedades farmacologicas, tais
como (Piel et al., 1997): inibicdo da fosfodiesterase tipo IV, geragao reduzida do anion
superoxidase, prevencdo da inativagdo da al-proteinase, inibicdo das proteinases
(elastase e colagenase) e inibi¢do da atividade e liberagdo da histamina.

E um farmaco utilizado mundialmente, sendo os paises europeus os pioneiros a
aprovarem sua utilizagdo como antiinflamatorio. Também no Brasil sua utilizagdo ¢
permitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Apesar da menor incidéncia de reagdes adversas da nimesulida em relagao aos
outros antiinflamatdrios niao esteroides, algumas reagdes sdo relatadas na literatura,
dentre as quais destacam-se (Rabasseda, 1997):

» Efeitos no trato gastrintestinal: cerca de 8,5 % dos pacientes que
receberam 100 a 400 mg/dia de nimesulida apresentaram sintomas leves a
moderados no trato gastrintestinal, tais como dispepsia, nduseas, dor abdominal,
diarréia e vomitos.

» Efeitos dermatologicos: a ocorréncia de “rash” cutaneo e prurido foram
relatados em 0,1 % dos pacientes tratados com nimesulida.

» Efeitos hepaticos: em um estudo envolvendo novecentos e sessenta e trés
pacientes, 3,6 % apresentaram aumentos nos valores de fosfatase alcalina ¢ 0,2 %
apresentaram elevacdo significativa nas taxas de transaminases, rapidamente
normalizados com a interrup¢do do tratamento. A nimesulida apresenta uma
toxicidade hepatica mais baixa que o piroxicam e 0 naproxeno.

» Efeitos do sistema nervoso: ocorrem em 7,1 % dos pacientes que
recebem dose unica de nimesulida; 0,1 % desses pacientes apresentam cefaléia,
sonoléncia e vertigens. Esses sintomas ocorrem também em 0,1 % dos pacientes
que recebem tratamento em doses multiplas de nimesulida.

» Efeitos hematologicos: existem relatos de ocorréncia de eosinofilia,
anemia, leucopenia, neutropenia e trombocitopenia em alguns pacientes em

tratamento com nimesulida.
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Diversos trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de aumentar as
propriedades de dissolucdo e a biodisponibilidade da nimesulida. Dentre os estudos,
pode-se citar a utilizacdo de sistemas quaterndrios (Meriani et al., 2003) e o uso de
agentes solubilizantes como PEG 400, propilenoglicol, lauril sulfato de sddio e Tween
80® (Castelli et al., 2003). Também foram estudadas formulagdes, incluindo o
farmaco em ciclodextrinas (Nalluri et al., 2003), em membranas fosfolipidicas
(Ferreira et al., 2003) e em nanoparticulas lipidicas solidas (Patravale et al., 2003).

Existe um produto comercial (Sulidin gel®), usando estrutura lamelar como
sistema de liberacdao, promovendo a liberagao percutanea da nimesulida e reduzindo a
coloragdo amarela do gel na pele (Embil, Patente PCT/IB 9901460). Também foi
encontrado registro de uma emulsdo contendo cristais liquidos na interface O/A,
exercendo dupla finalidade, ou seja, estabilizando o sistema emulsionante e
controlando a liberagdo da substincia ativa. Segundo os autores, a formacao de um
sistema reticular, ao longo do qual a substancia ativa encontra-se homogeneamente
dispersa, traz vantagens inquestionaveis, quando comparadas com formulagdes
convencionais, emulsdes O/A ou A/O, no que diz respeito a estabilidade da
formulacao e a liberagdo do farmaco (Bader et al., Patente 6,288,121).

Nos ultimos anos, sistemas utilizando micro ou nanoparticulas para liberacao de
farmacos, estdo sendo desenvolvidos como uma das estratégias mais promissoras para
alcancar o local especifico de atuacao.

Farmaco vetorizado ¢ definido como uma substiancia que tem uma liberagao
seletiva para sitios fisioldgicos especificos, orgaos, tecidos ou células, onde a atividade
farmacologica ¢ requerida. Um aumento na concentracdo do farmaco em sitios
especificos e/ou reducao da toxicidade em sitios ndo especificos, pode levar a indices
terapéuticos mais adequados (Yokoyama, 1996). Estes sistemas tém sido
extensivamente estudados para administragdo oral e parenteral, podendo também
serem utilizados para liberagdo de varios fArmacos através da pele (Jalon et al., 2001).

Entre os métodos utilizados para preparacdo de nanoparticulas, pode-se citar a
polimerizagdo de mondmeros dispersos € a dispersdo de polimeros pré-formados
(Lamprecht et al., 1999; Tungay et al., 2000; Pinto-Alphandary et al., 2000). O

método da dispersdo de polimeros pré-formados, seguida pela evaporacao do solvente
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(nanoprecipitacdo) foi proposto por Fessi e colaboradores (1988), evitando a presenca
de mondmeros residuais na formulagao obtida.

Segundo Tungay (2000) a liberagdo do farmaco incorporado a nanoparticulas
depende de varios fatores, dentre eles: composi¢do e peso molecular do polimero,
substancia incorporada, tamanho de particula e porosidade. Desta forma, a escolha dos
componentes do sistema ¢ extremamente importante e tem sido aplicada com sucesso a
varios materiais poliméricos tais como, poli(acido latico), (PLA); poli(acido latico-co-
acido glicolico), (PLGA); poli(e-caprolactona), (PCL); etilcelulose, poli(cianoacrilatos
de alquila) e poli(estireno) (Guterres et al., 1995; Calvo et al., 1996).

Considera-se ainda que a adequada caracterizacdo das nanoparticulas ¢ pre-
requisito para o controle de qualidade do produto, sendo um sério desafio devido ao
pequeno tamanho e a complexidade do sistema, o qual inclui também fendmenos
dinamicos. Varios parametros t€ém sido considerados, os quais t€ém impacto direto na
estabilidade e na cinética de liberacdo: distribuicdo de tamanho da particula, potencial
zeta (determinacdo da carga de superficie), andlises morfoldgicas, determinagdo da
quantidade de farmaco (total, associado e livre), determinagdo do peso molecular,
estudos de estabilidade (efeitos de estocagem em fun¢do do tempo) e caracterizagao
estrutural (Guterres et al., 1995; Ciftci et al., 1995; Miiller et al., 2000; Tungay et al.,
2000; Beck, 2000; Konno et al., 2001; Kim e Lee 2001; Jalon et al., 2001; Schaffazick
et al.,2003).

Cabe ressaltar que, do ponto de vista farmacéutico, torna-se de fundamental
importancia o conhecimento do comportamento reoldgico, para que a atividade
terapéutica ou as funcdes dermatoldgicas dos produtos sejam asseguradas (Woolfson
et al., 2000). O estudo do comportamento reoldgico dos sistemas e a determinacao das
medidas de viscosidade podem ser utilizadas com o objetivo de quantificar os efeitos
provocados pelo tempo, pela temperatura, pela incorporacdo de substincias ativas ou
carreadores como lipossomas, ciclodextrinas e sistemas nanoparticulados em produtos
semi-sélidos (Lucero et al., 1994a; Welin-Berger et al., 2001; Pavelic et al., 2001,
Shawesh, et al., 2003; Booulmedarat et al., 2003; Mildo et al., 2003).

Considerando o exposto, o capitulo 1 desta tese compreende dois artigos, o

primeiro uma revisao sobre as propriedades reoldgicas de formulagdes farmacéuticas e
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cosméticas (a ser submetido para publicagdo) e o segundo, experimental, que apresenta
o desenvolvimento e caracterizagdo dos sistemas nanoestruturados contendo

nimesulida incorporadas em géis hidrofilicos (publicado no periédico Die Pharmazie).
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ABSTRACT

This article presents an overview about the rheology and spreadability of pharmaceutical
and cosmetic products. Theoretical concepts as well as practical applications are
described in order to allow an ease comprehension of the impacts of the rheological

properties on the physico-chemical and biological characteristics of formulations.

KEY-WORDS: Rheology, spreadability, viscosity, topical formulations
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INTRODUCAO

A reologia ¢ um ramo da fisica que estuda a viscosidade, a plasticidade, a
elasticidade, o escoamento ¢ a deformac¢ao da matéria sobre acdo de for¢as. Neste ambito,
a viscosidade ¢ uma expressao da resisténcia ao fluxo de um fluido, uma vez que quanto
maior a viscosidade maior a resisténcia do liquido para escoar (Martin et al., 1993;
Bricefo, 2000).

Analises reoldgicas sdo fundamentais para os estudos de Tecnologia Farmacéutica,
sendo imprescindiveis no desenvolvimento de formulagdes (Bricefio, 2000) e na
caracterizacao fisico-quimica de produtos farmacéuticos, tais como pastas, emulsdes,
cremes, géis, suspensoes, supositorios, revestimento de comprimidos e em varios outros
produtos (Martin et al., 1993; Lieberman et al., 1996; Lima, 2000; Netz e Ortega, 2002).
O comportamento reoldgico de um sistema e a determinacao das medidas de viscosidade
(viscosimetria) (Lieberman et al., 1996) sdo utilizados em varios estudos com o objetivo
de quantificar, em produtos semi-so6lidos (Lucero et al.a, 1994; Welin-berger et al., 2001;
Pavelic et al., 2001; Shawesh et al., 2003; Booulmedarat et al., 2003; Mildo et al., 2003),
os efeitos provocados pelo tempo, pela temperatura, pela incorporagao de substancias
ativas e de carreadores como lipossomas, ciclodextrinas e sistemas nanoparticulados. Os
estudos reoldgicos podem influenciar ndo so na etapa de desenvolvimento e de produgao,
bem como na garantia da qualidade, assegurando que as caracteristicas do produto sejam
reproduzidas e mantidas em todos os lotes, seguindo um padrao pré-determinado (Martin

et al., 1993).
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O controle da viscosidade em fun¢ao do tempo é também uma forma de monitorar
indiretamente a degradagdo quimica, ou seja, modificagdes em nivel molecular podem
produzir mudancas na viscosidade (Lieberman ef al., 1996). As alteracdes de viscosidade
durante o periodo de armazenamento, também podem ser produzidas por mudancas na
microestrutura da formulacao (floculagdo, coalescéncia ou sedimentagdo) (Lieberman et
al., 1996), podendo significar sinais de instabilidade fisico-quimica nas formulagdes
(Gasperlin et al., 1998).

Desta forma, as caracteristicas reologicas de um produto definem varias situagoes
praticas, que vao desde a facilidade com a qual um material pode ser retirado de um
frasco (Martin et al., 1993), ser pressionado em um tubo (Gennaro, 2000), espalhado
sobre a pele, ou bombeado através de equipamentos, onde a mistura ou o processo de
envase sao realizados (Briceiio, 2000; Lachman et al., 2001). Assim, o objetivo central
dos estudos reoldgicos aplicados aos sistemas semi-solidos ¢ a descricdo das relagdes
entre as tensOes e as deformacdes, principalmente nos produtos para aplicagdo tdpica,
através das designadas leis constitutivas ou de comportamento (Almeida e Bahia, 2003).

Cabe ressaltar que, do ponto de vista farmacé€utico, torna-se de fundamental
importancia o conhecimento do comportamento reoldgico, visto que um adequado fluxo
dos sistemas ¢ exigido para que a atividade terapéutica, ou as func¢des cosméticas do
produto, sejam asseguradas (Woolfson et al., 2000).

Face ao exposto, este artigo tem como objetivo revisar conceitos fundamentais de
reologia, exemplificando os varios comportamentos reoldgicos assumidos pelos diferentes

sistemas dispersos, utilizados em formulagdes farmacé€uticas e cosméticas.
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REOLOGIA
A reologia € o estudo do comportamento de fluidez da matéria, refere-se a parte da
fisico-quimica que trata da deformacdo dos sistemas liquidos, solidos e semi-solidos,

incluindo propriedades, tais como, elasticidade, viscosidade e plasticidade.

1. Viscosidade
1.1. Conceitos fundamentais

A viscosidade ¢ a medida da resisténcia interna de uma substancia ao fluxo,
quando submetido a uma tensdo. Diz-se que a deformagdo ¢ elastica se o material
readquire a sua forma inicial apds a forga ser retirada, ou pléstica, se a deformacao
permanecer (Lachman et al., 2001).

Geralmente, o escoamento de um fluido ndo ¢ descrito pelo movimento individual
de cada uma de suas particulas, mas ¢ especificado por sua densidade e velocidade de
escoamento ou fluxo v, numa posi¢do » e num instante ¢ (Okuno et al., 1982).

A taxa de cisalhamento ou gradiente de velocidade () corresponde a variacao da
velocidade de deslocamento (dv) representando a diferenga de velocidade entre os dois
planos do liquido (cm/seg) em funcdo da altura da camada molecular (dr) (Figura 1),
correspondendo a distancia entre dois planos paralelos (cm), indicando a taxa com que o
liquido escoa, quando uma determinada for¢a ¢ aplicada (Gennaro, 2000; Martin et al.,

1993).
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A pressdo aplicada (forga por unidade de area) ¢ também denominada de tensdo de
cisalhamento (1), tendo como unidade Newton/m? ou Pascal (Schramm, 2000; Almeida e
Bahia, 2003).

A unidade mais utilizada para a determinacdo da viscosidade de solu¢des aquosas
diluidas ¢ o centiPoise (cP, ou seja 0,01 Poise). No sistema internacional, a unidade da
viscosidade correspondente ao cP ¢ o miliPascal.segundo (mPa.s). Um Poise pode ser
definido pela forga de 1 dina aplicada sobre uma placa, produzindo-se uma velocidade de
lcm.s™, sendo a distdncia entre as duas placas de 1 cm e a area das duas placas de 1 cm?
cada (Lachman et al., 2001).

Para quantificar a reologia dos fluidos, a tensdo de cisalhamento ¢ medida em
funcdo da taxa de cisalhamento, e a representacao grafica entre a relacdo de tensdo versus
a taxa de cisalhamento ¢ denominada Reograma (Briceiio, 2000; Wilkinson e Moore,

1990). Portanto, a viscosidade pode ser definida como:

Tensdo de cisalh todinal cm®
Vis cosidade( poise) = ensdo aecisathamento dina / cm @)

Taxa decisalhamento s

Nas aplicacdes farmacéuticas e cosméticas a taxa de cisalhamento pode ser
determinada quando um produto ¢ aplicado sobre a pele ou quando varias operagdes
farmacéuticas sdo realizadas, sendo que cada produto deve apresentar caracteristicas
reoldgicas adequadas a sua finalidade. Alguns valores caracteristicos encontrados para
taxa de cisalhamento em operagdes farmacéuticas e cosméticas sdo apresentados na

Tabela 1 (Brummer e Godersky, 1999; Gennaro, 2000; Lachman et al., 2001).
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Tabela 1. Taxas de deformagao aproximadas para operagdes farmacéuticas e cosméticas.

Operacao

Velocidade ou taxa de

cisalhamento (s™)

Remocao de recipientes

Extrusdo de dentrificio da bisnaga
Espalhabilidade de logdes e cremes na pele
Injecdo com seringa hipodérmica
Processamento de produtos em moinho coloidal
Suspensao de pigmentos e substancias ativas
Dispensac¢ao de spray nasal

Espatulacao (preparacdo de pomadas)

Moinho de rolos

Enchimento a velocidade elevada

Bombeamento dos produtos (relacionado com o tamanho do

orificio)

Aplicacdo de batom e esmalte de unha

10-10°
10
10> 10"
4x10°
10° - 10°
102-10"

2x 10*

1,5 x 10
10°~ 1,2 x 10*
5x10°-10°

10°-10°

10°-10°

O conhecimento da taxa de cisalhamento também ¢ importante na selecdo dos

equipamentos a serem utilizados em processos de dispersao (Bricefio, 2000), os quais

podem influenciar diretamente na viscosidade final das preparagdes (Wilkinson e Moore,

1990). A escolha do equipamento a ser utilizado na produ¢do de emulsdes, dependera das

caracteristicas apresentadas pelo produto a ser fabricado. Agitadores com hélice e turbina

sdo usados para preparagdes com baixa e média viscosidade. Para emulsdes semi-solidas
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com alta viscosidade, agitadores capazes de retirar o contetido de produto aderido as
paredes sdao preferidos. Quando altas velocidades de cisalhamento sdo necessarias para
producao de formulacdes semi-solidas com pequeno tamanho de particula, misturadores

ultrassonicos, moinhos coloidais ou homogenizadores sdo empregados (Becker, 1985).

1.2. Comportamentos reologicos
De acordo com o comportamento assumido pelos sistemas, os fluxos podem ser

classificados em fluidos newtonianos € ndo-newtonianos.

1.2.1. Fluidos newtonianos

O fluxo newtoniano caracteriza-se por apresentar viscosidade constante,
independente da taxa de cisalhamento (Ansel ef al., 1999) (Figura 2a). Segundo a lei de
Newton (Eq. 3), para os liquidos ideais, a tensdo de cisalhamento (7) ¢ diretamente
proporcional a taxa cisalhamento (7). Desta forma, para todos os valores considerados, o
coeficiente angular da equagao da reta correspondera ao coeficiente de viscosidade 7, que
¢ uma medida da resisténcia do material ao escoamento (Lieberman et al., 1996; Briceio,
2000). Para este tipo de fluido a viscosidade ¢ independente da velocidade de deformagao,
o que s6 ¢ verdadeiro para liquidos ideais como os designados fluidos newtonianos.

T=ny 3)
Normalmente, os materiais que apresentam comportamento newtoniano sao

materiais quimicamente puros ou sdo solucdes de solutos de massa molar reduzida. A
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agua, a glicerina, tinturas e Oleos vegetais utilizados em formulacdes farmacéuticas e

cosméticas sao alguns exemplos de fluidos newtonianos (Bricefio, 2000; Allen, 2004).

1.2.2. Fluidos ndo-newtonianos ou fluidos de Stokes

Nos fluidos nao-newtonianos nao se verifica uma relagao linear direta entre a
tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento aplicada. Este comportamento ¢
observado em um grande numero de sistemas, cujo interesse encontra-se¢ no ambito
farmacéutico, tais como suspensdes, suspensdes coloidais, emulsdes, pomadas e géis
(Briceno, 2000; Allen, 2004).
Em geral, ndo ¢é possivel caracterizar um sistema ndo-newtoniano através de uma unica
medida. As curvas resultantes destas analises podem passar todas através de um ponto
especifico do reograma (tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento) para os
diferentes materiais considerados (pseudoplésticos, dilatante e newtoniano) (Lachman et
al., 2001). Neste ponto de convergéncia, todos os materiais apresentam a mesma
viscosidade aparente, mas nos demais pontos a viscosidade assume valores diferentes
(Figura 3). Os valores determinados para cada ponto, sio normalmente referidos como
viscosidade aparente, sendo que o valor mencionado diz respeito as condigdes de
realizagao da medida. Uma log¢do ou uma pasta podem apresentar valores de viscosidade
semelhantes (Figura 3), os quais ndo apresentam significados fisicos a menos que a taxa
de cisalhamento seja mencionada (Martin et al., 1993). Os diferentes tipos de escoamento
traduzem os diferentes comportamentos reoldgicos apresentados pelos produtos (Allen,

2004).
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Nos sistemas ndo-newtonianos, a extensdo das interagcdes entre as particulas ¢ a
principal responsavel pela complexidade do comportamento reoldgico das preparagdes.
Desta forma, os fluxos podem assumir varios comportamentos, determinando diferentes
tipos de reogramas, tais como: plastico (Corpo de Bingham); pseudopléstico descrito pela
lei da poténcia (reofluidificantes e reoespessantes), pseudopléstico com valor de cedéncia
ou tensao de cisalhamento limite; dilatante e dilatante com valor de cedéncia ou com
tensdo de cisalhamento limite (volume alterado) (Lieberman ef al., 1996; Lachman et al.,

2001; Almeida e Bahia, 2003).

Comportamento pléastico

A principal caracteristica dos sistemas que apresentam comportamento pléstico € a
necessidade de uma forca prévia para iniciar o fluxo das camadas moleculares (Lachman
et al., 2001) (Figura 2b). O valor de cedéncia ou tensdo de cisalhamento limite ¢ obtido
pela extrapolacdo da linha tangente a regido linear da curva (Martin et al., 1993; Netz e
Ortega, 2002).

Esse tipo de comportamento pode ser expresso matematicamente pela equagao 4,

determinando a viscosidade plastica (7):

Onde 7 ¢ a tensdo de cisalhamento, y ¢ a taxa de cisalhamento e 7, ¢ o valor de

cedéncia ou tensdo de cisalhamento limite.
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Geralmente apo6s ser atingida uma tensdo de cisalhamento limite (7,), os sistemas
plasticos passam a ter um comportamento linear ou de um liquido newtoniano. O valor de
cedéncia ou tensdao de cisalhamento limite, sobretudo, tem importancia em preparagdes
para as quais se pretende manter a forma original do produto, até atingir tensdo suficiente
para que o mesmo seja espalhado sobre a pele ou mucosa. O valor de cedéncia (yield
value) ¢ uma propriedade apresentada por determinadas dispersdes, como, por exemplo,
em pomadas com vaselina, parafina, ceras e silica (Prista, 1995).

O fluxo plastico esta associado a presencga de particulas floculadas em suspensdes
concentradas. O valor de cedéncia ou tensdo de cisalhamento limite esta presente devido
as interacoes entre as particulas adjacentes através de forgas de baixa interagdo tipo van
der Walls, que devem ser rompidas antes do fluxo comecar a escoar. Conseqiientemente,
o valor de cedéncia ¢ uma indicagdo do grau de floculacdo, uma vez que um aumento na
estrutura requer uma forca maior para que o fluxo do sistema seja iniciado (Martin et al.,
1993; Bricefo, 2000).

Algumas suspensdes poliméricas espessas apresentam comportamento
viscoplastico mais complexo, ou seja, apresentam pseudoplastia acima da tensdo de

cisalhamento limite (Briceno, 2000).

Comportamento pseudoplastico
O fluxo ¢ iniciado e a viscosidade varia com o aumento da tensdo, ou seja, o
material comeca a fluir quando uma tensdo de cisalhamento ¢ aplicada (Almeida e Bahia,

2003) (Figura 2c). A inclinacao da curva diminui gradualmente com o aumento da taxa de
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cisalhamento (Marriott, 2005). Varios sistemas coloidais, especialmente solugdes
poliméricas, dispersdes floculadas, formas semi-sélidas contendo concentracdes
significativas de metilcelulose, carboximetilcelulose, carbomero, alginatos e varias
gomas, tornam-se mais fluidas quando agitadas (Martin et al., 1993; Gennaro, 2000).
Neste tipo de sistema ocorre uma diminui¢do da resisténcia do material ao escoamento
com o aumento da velocidade de deformagdo. Nenhuma parte da curva ¢ linear, ndo
podendo a viscosidade ser expressa por um simples valor, o que leva a uma viscosidade
aparente para cada valor da taxa de cisalhamento (Gennaro, 2000; Lachman et al., 2001).

Virias formulacdes farmacéuticas e cosméticas apresentam este comportamento,
especialmente géis (Owen et al., 2000; Ivens et al., 2001; Shawesh et al., 2003; Kim et
al., 2003; Ribeiro et al., 2004), emulsoes (Korhonem et al., 2000; Gaspar e Maia Campos
et al., 2003; Mambro et al., 2003; Bushe et al., 2005) e suspensdes constituidas com
particulas de diametros inferiores a 1 um (Korhonem et al., 2000; Booulmedarat et al.,
2003). A pseudoplastia ¢ reversivel em certo grau, ou seja, em repouso por um tempo
suficiente, o fluido recupera a maior parte da sua forma original. A magnitude do efeito
pseudoplastico ¢ variavel com a identidade do produto, ndo sendo rara a queda de 25 %
na viscosidade, quando se duplica a taxa de cisalhamento. Existem certos fluidos
pseudoplasticos que podem manifestar algum grau de elasticidade (Wilkinson e Moore,
1990).

O fluxo pseudoplastico pode ser caracterizado pela ruptura progressiva da estrutura
do meio, quando a taxa de cisalhamento ¢ aumentada (Ramirez et al., 1999). Nas

dispersdes poliméricas a concentracdo, o emaranhado de macromoléculas (Gupta; Garg,
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2002) e a imobilizacdo do solvente definem a estrutura e, conseqiientemente, o
comportamento reoldgico (Dolz et al., 1998; Ramirez et al., 1999). Por exemplo, as
moléculas filiformes flexiveis de metilcelulose ou de polivinilpirrolidona em solucdo
aquosa interagem constantemente com as moléculas de agua circundantes através da
agitacdo térmica. Isto causa o movimento continuo dos segmentos de cadeias por
translagdo e rotacao ao redor das ligacdes entre atomos de carbono e oxigénio, que
formam a cadeia principal do polimero. Ao aplicar a forca ou tensdo de cisalhamento, um
movimento laminar unidirecional se sobrepde ao movimento térmico das moléculas de
agua e dos segmentos de cadeias. As cadeias de polimeros, que formam espirais, tendem a
separar-se ¢ alinhar-se na dire¢do do fluxo (Gennaro, 2000). Como a tensdo de
cisalhamento ¢ aumentada, as moléculas normalmente dispersas comeg¢am a alinhar-se em
direcdo ao fluxo. Esta orientagcdo reduz a resisténcia interna do material.

Obviamente, comparacdes entre diferentes sistemas pseudoplasticos sdo mais
dificeis do que entre sistemas newtonianos ou plésticos. Os sistemas newtonianos sao
perfeitamente descritos pela viscosidade (77), sendo que a tensdao de cisalhamento (7) €
diretamente proporcional a taxa de cisalhamento () (Gennaro, 2000). Pelo que foi visto
anteriormente, os sistemas plasticos sao adequadamente descritos pelo valor de cedéncia
ou tensdo de cisalhamento limite e pela viscosidade plastica (Lieberman et al., 1996).
Vérias aproximagdes tém sido usadas para obtengdo de parametros significativos, que
permitam a comparagao entre diferentes materiais pseudoplésticos (Martin et al., 1993).

Alguns fluidos com caracteristicas reofluidificantes (shear thinning) ou

reoespessantes (shear thickening) comportam-se de acordo com a lei da poténcia (Eq. 5).
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O comportamento viscoso de um sistema, nao pode ser caracterizado por um tnico valor,
sendo freqliente recorrer a uma equagao de estado. Equagdes exponenciais t€m sido
usadas freqiientemente para descrever sistemas pseudoplasticos (Dolz et al., 1998;
Bricefio, 2000; Almeida e Bhaia, 2003; Kim et al., 2003). Os parametros K ¢ n podem ser
usados para a caracterizacdo de formulagdes, assim como o ponto de cedéncia ou tensao
de cisalhamento limite e a viscosidade plastica podem ser usados para caracterizagdao das
formulacdes plasticas (Martin ef al., 1993).

T=Ky" (5)

Onde 7 ¢ a tensdo de cisalhamento, y ¢ a taxa de cisalhamento, n ¢ o indice de
plasticidade ou coeficiente de fluxo, K ¢ o coeficiente de consisténcia. Para linearizagdo
aplicam-se logaritmos a ambos 0os membros da equagao, originando a equagao 6.

logz =logK +nlogy (6)

O coeficiente angular n ¢ denominado indice de escoamento e relaciona-se com o
comportamento da curva, indicando o grau de pseudoplastia do material. O valor de n
demonstra o desvio em relacdo ao comportamento newtoniano. Fluidos newtonianos
apresentam um valor de n» =1. Quanto mais proximo de 1, menor a pseudoplastia. Se n for
menor que um (n<l), o fluxo € considerado pseudoplastico (reofluidificante). Por outro
lado, se n for maior que um (#>1), o fluido ¢ considerado reoespessante (Bricefio, 2000;

Almeida e Bhaia, 2003).
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A constante K ¢ denominada coeficiente de consisténcia, estando relacionada com
a propria viscosidade do produto e ¢ representada pelas unidades de viscosidade (Bricefo,

2000; Kim et al. 2003).

Comportamento dilatante

Alguns sistemas podem apresentar comportamento dilatante, os quais
caracterizam-se pelo aumento da viscosidade, quando a tensdo de cisalhamento ¢
aumentada (Figura 2d). Em repouso, as particulas estdo muito proéximas e encontram-se
envolvidas com um volume minimo de veiculo. Os espagos interparticulares sao
reduzidos e a quantidade de veiculo presente ¢ apenas a necessaria para os preencher.
Quando a suspensao ¢ agitada, o espaco entre as particulas aumenta e a quantidade de
veiculo torna-se insuficiente para assegurar a lubrificagdo de todas as particulas. Isto
resulta em um aumento da resisténcia ao escoamento e, conseqiientemente, da
viscosidade, com o aumento da taxa de cisalhamento (Martin et al., 1993). De acordo com
alguns autores, este sistema ¢ caracterizado por um aumento de volume, o que torna o
comportamento dilatante diferente de um reoespessante (shear thickening) (Lieberman et
al., 1996; Netz e Ortega, 2002).

O modelo mais adequado para descrever um fluido viscopléstico dependera da
resposta do fluxo a deformacgdo e do ajuste dos dados experimentais, de acordo com os
modelos convencionais utilizados (Bingham, Casson, Ostwald ou Herschel-Bulkley)
(Briceno, 2000; Kim et al., 2003), conforme a Tabela 2. Os diferentes tipos de

comportamento reoldgico nao-newtoniano, podem ser descritos por equagdes
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matematicas relativamente simples. O fluxo de Bingham (Eq. 7, Tabela 2) requer uma
forga prévia (valor de cedéncia ou tensdo de cisalhamento minima) para comegar a escoar,
comportando-se como um fluido newtoniano ap6s este valor (Lieberman et al., 1996). No
modelo de Casson (Eq. 8, Tabela 2), a raiz quadrada da tensdo de cisalhamento ¢
representada em funcao da raiz quadrada da taxa de cisalhamento. A intersecao no eixo da
tensdo de cisalhamento fica melhor definida comparativamente a outras representacdes
(Lachman et al., 2001). Através do modelo de Ostwald (Eq. 5, Tabela 2), os pardmetros K
e 7, podem ser obtidos plotando-se log 7 versus log y. O modelo de Herschel-Bulkley
(Eq. 9, Tabela 2) apresenta um valor de cedéncia (limite de escoamento), mas, apos este
valor, segue a lei da poténcia. Através deste modelo, os parametros: valor de cedéncia ou
tensao de cisalhamento limite (Pa), consisténcia (Pa.s”) e indice da lei da poténcia, podem
ser calculados (Liberman ef al., 1996).

Tabela 2. Modelos de fluxo em func¢do das curvas de tensdo de cisalhamento (7) versus
taxa de cisalhamento (), equacdes e parametros.

Modelos Equacao Parametros

Bingham t=1,+ny (7) T Tensdo de cisalhamento limite (Pa)
n Viscosidade (Pa.s)

Casson =707 +n% " (8) T Tensdo de cisalhamento limite (Pa)
n Viscosidade (Pa.s)

Ostwald r=Ky" (5) K Consisténcia (Pa.s")
n Indice da lei da poténcia

Herschel- r=1,+Ky" (9) T Tensdo de cisalhamento limite (Pa)

Bulkley K Consisténcia (Pa.s")
n Indice da lei da poténcia
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1.3. Tixotropia

A tixotropia pode ser representada quantitativamente pelo loop de histerese que se
caracteriza pela area entre as curvas ascendente e descendente (Figura 4), calculada
através do reograma (grafico da tensdo versus taxa de cisalhamento) (Gennaro, 2000;
Barry, 2005).

Em sistemas newtonianos, as curvas ascendentes ¢ descendentes sao retas,
sobrepondo-se perfeitamente, ndo ocorrendo quebra de estrutura (rompimento do estado
fundamental reologico) (Martin et al., 1993; Gaspar ¢ Maia Campos, 2003). A auséncia
de histerese nas curvas de fluxo acontece quando a reconstru¢do da estrutura por
movimento browniano ¢ mais rdpida que a ruptura estrutural induzida por deslizamento
ou o tempo de resposta do viscosimetro (Gennaro, 2000).

A tixotropia ¢ um fendmeno que ocorre muito freqlientemente nos sistemas
dispersos (Liberman et al., 1996; Bricefio, 2000). Caracteriza-se pela diminui¢do da
viscosidade em funcao do tempo de deformacdo, sendo uma propriedade desejavel em
sistemas farmacéuticos. Como exemplo, pode-se citar os géis produzidos por
polissacarideos de elevada massa molecular, que sdo estabilizados por um grande ntimero
de ligacOes secundarias. Estes sistemas sofrem uma extensiva reorganiza¢do sob
cisalhamento, sendo que a estrutura tridimencional ¢ reduzida a uma estrutura
bidimensional (Marriott, 2005). Os produtos tixotrdpicos geralmente apresentam uma
consisténcia maior na embalagem, podendo ser facilmente removido do frasco e
espalhado no local de aplicacdo, apos sofrer acdo de uma forga. As particulas sdo

mantidas em suspensdo (Lima, 2000), sendo este comportamento adequado para
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emulsoes, cremes, logdes € pomadas. As emulsoes, os cremes e as logdes sdo constituidos
por duas fases liquidas imisciveis, uma dispersa na outra na forma de pequenas goticulas
(Barry et al., 2005). Essas formulacdes se diferenciam pela viscosidade, em geral, sendo
os cremes formulacdes semi-solidas e as logdes tanto semi-solidas quanto liquidas. As
pomadas sdao preparacdes gordurosas, semi-sOlidas, geralmente anidras, contendo
farmacos dissolvidos ou dispersos (Barry et al., 2005).

A adi¢do de um agente tixotropico (magma de bentonita sddica, celulose
microcristalina, entre outros) na formulacdo ¢ uma boa alternativa farmacotécnica para
que a sedimentacdo e a formagdo do fenomeno de cremagem nas emulsdes sejam
evitadas. Este tipo de procedimento proporciona um aumento da viscosidade quando o
produto encontra-se em repouso (Gennaro, 2000).

Por sua vez, antitixotropia caracteriza-se pelo aumento da viscosidade com o
tempo de deformacdo (Liberman et al., 1996; Netz e Ortega, 2002). A tixotropia e a
antitixotropia geralmente sdo reversiveis, o fluido retorna a sua viscosidade inicial e
estrutura original, apos algum tempo quando a deformagdo € cessada, sendo que esta
recuperagdo pode ser rapida ou lenta. A medida desta recuperagdo ¢ dada pela area sob a
curva de histerese. Quando o corpo ndo recuperar completamente a sua estrutura inicial,
ap6s um estado de repouso suficientemente prolongado, pode se falar em tixotropia ou
antitixotropia parcial. Os termos reomalaxe ou reopexia definem, respectivamente, 0s
fenomenos de fluidificagdo e espessamento irreversiveis (Gennaro, 2000). Este tipo de

comportamento pode ser exemplificado em determinados casos de solvéncia, por
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intervengdo quimica, podendo levar a fluidificagao do sistema (reomalaxe), enquanto que

no envelhecimento de logdes € freqiiente ocorrer reopexia (Almeida e Bahia, 2003).

2. Reologia dos sistemas dispersos farmacéuticos e cosméticos

2.1 Importdncia

A determinacao das propriedades reoldgicas de um sistema disperso ¢ fundamental
para o desenvolvimento tecnoldgico, pois as caracteristicas reologicas podem influenciar
a estabilidade fisica do sistema (Mambro et al., 2003), afetar o desempenho (Martinez et
al., 2003), a espalhabilidade, a absor¢do, as caracteristicas sensoriais € as finalidades de
uso (Penzes et al., 2004).

Os estudos reoldgicos podem contribuir para a avaliagdo da influéncia que os
processos de fabricacdo exercem na preparagao das formulagdes, bem como otimizar o
desenvolvimento de novos produtos, reduzindo o tempo destinado aos estudos de pré-
formulacao (Brummer e Godersky 1999). A determinagao das propriedades reoldgicas de
um sistema pode fornecer informagdes reais ¢ versateis sobre as propriedades estruturais
de diferentes formas farmacéuticas e cosméticas utilizadas topicamente (Tabela 3)
(Korhonem et al., 2002; Martinez et al., 2003; Eros et al., 2003). Existem varios artigos
na literatura referentes a estudos reologicos de produtos farmacéuticos e cosméticos,
visando investigar as propriedades de fluxo destes sistemas (Lucero ef al., 1994a; Lucero
et al., 1994b; Dolz et al., 1998; De Paula ef al., 1998; Ramirez et al., 1999; Contreras et

al.,2001; Kim et al., 2003; Mohammad et al., 2004).
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2.2 Avaliagdo reologica de produtos farmacéuticos e cosméticos

Os géis acrilicos sdo amplamente utilizados em formulacdes topicas cutaneas e, de
uma forma geral, apresentam comportamento ndo-newtoniano com caracteristicas
pseudoplasticas (shear thickening) sem tixotropia significativa (Lucero et al., 1994a;
Lucero et al., 1994b; Ramirez et al., 1999; Contreras et al., 2001; Shawesh et al., 2003;
Kim et al., 2003). O comportamento reologico de géis preparados a partir de polimeros do
acido acrilico também tem sido estudado no que diz respeito a avaliagdo da influéncia de
parametros como a concentracao do polimero, o pH, o indice de plasticidade e a presenga
de substancias incorporadas aos produtos. As curvas de fluxo destes géis tém sido
ajustadas pelos modelos de Ostwald e de Herschel-Bulkley (Kim et al., 2003; Giingor e
Bergisadi, 2003). Os parametros de correlacio demonstram que a lei da poténcia descreve
adequadamente o comportamento reoldgico dos sistemas, obtendo-se indices de
correlagdo superiores a 0,9900 (Contreras et al., 2001).

O pH pode influenciar no comportamento pseudoplastico dos hidrogéis (Ramirez
et al., 1999; Contreras et al., 2001). A tendéncia do indice da lei da poténcia (n) em
assumir um valor constante pode determinar quando a dispersdo atinge uma estrutura
tridimensional mais estdvel (consisténcia de gel), indicando através do valor de pH
(neutralizagcdo) onde ocorre uma maior estruturacdo do sistema (Dolz et al., 1998). O
comportamento reoldgico das dispersoes poliméricas ¢ determinado ndo somente pela
estrutura polimero-polimero (emaranhado reticular), mas também pela concentracdo e o

efeito solvente-polimero. Estudos reologicos com géis de Carbopol 940® neutralizados
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com trietanolamina e preparados empregando-se como co-solventes agua, glicerina e
propilenoglicol demonstraram que a complexidade da estrutura ¢ aumentada em valores
de pH mais elevados, em funcao da repulsdo entre as cargas (Tabela 3) (Mohammad et
al., 2004). Observa-se, ainda, que a natureza pseudoplastica das preparacdes pode
diminuir quando a concentragdo do agente de viscosidade ¢ aumentada (Dolz ef al., 1998;
Bentley et al., 1999). Desta forma, a caracterizacio exaustiva do comportamento do fluxo
destes sistemas, em fun¢do da neutralizacdo e concentra¢do do polimero, ¢ essencial para
a avaliacdo do potencial de uso desses veiculos como bases dermatoldgicas (Ramirez et
al., 1999; Contreras et al., 2001).

As propriedades reoldgicas de diferentes géis contraceptivos e suas diluigoes,
simulando o fluido vaginal foram avaliadas. Todos os produtos exibiram comportamento
nao-newtoniano com fluido pseudoplastico (shear thinning) (Owen et al., 2000). Quando
os géis foram diluidos a plasticidade foi reduzida, com a reducdo da plasticidade, a
espalhabilidade e a capacidade de retengdo podem ser alteradas quando os produtos forem
usados in vivo (Tabela 3). As propriedades reoldgicas conseqiientemente governam as
funcdes de espalhabilidade e retengdo destes géis na superficie vaginal. Estes produtos
quando aplicados no epitélio vaginal devem espalhar-se, ficando retidos por um periodo
suficientemente longo para promover uma adequada prote¢dao contra doencas provocadas
por bactérias e virus. Esta protecao se deve tanto a capacidade de liberagao de compostos
bioativos, tais como microbicidas, bem como a formag¢do de uma barreira fisica de

protecao contra infecgdes.
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Estudos reolégicos também tém sido realizados com sistemas emulsionados com o
objetivo de investigar a possibilidade de desenvolvimento de produtos topicos que
permitam uma maxima liberacdo de substancias ativas com consisténcia satisfatoria e
plasticidade aparente adequada (Tamura ef al., 1997; Welin-Berger et al., 2001; Eros et
al., 2003; Ribeiro et al., 2004).

Emulsdes e suspensdes para uso cosmético sdo sistemas complexos, os quais
podem apresentar varias interagdes entre tensoativos, polimeros e outros excipientes,
apresentando propriedades reologicas de acordo com o sistema reticular formado entre os
constituintes (Korhonen et al., 2000; Ribeiro et al., 2004). Estes sistemas podem exibir
caracteristicas viscoelasticas, dependendo da fragao do volume da gota ou distribui¢dao do
tamanho da particula e a viscosidade da fase dispersa. No caso das emulsoes, o filme
interfacial formado, a concentracdo e natureza dos agentes emulsificantes poderao
modificar o comportamento reoldgico destas preparagdes (Woolfson et al., 2000).
Experimentos realizados com 300 formula¢des de cremes com diferentes composigoes
demostraram que essas apresentaram comportamento viscoelastico e tixotropia (Eros et
al., 2003) (Tabela 3). Estudos também foram realizados determinando as caracteristicas
reologicas apresentadas por emulsdes A/O e O/A testando diferentes tensoativos
(monoestearato de sorbitano, monolaurato de sorbitano, monopalmitato de sorbitano e
monooleato de sorbitano) e componentes oleosos como palmitato e miristato de
isopropila. Ambos os sistemas apresentaram tixotropia, sendo que as emulsdes A/O

apresentaram comportamento reoespessante (shear thickening) e as emulsdoes O/A
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comportamento reofluidificante, pseudoplastico (shear thinning) (Tabela 3) (Korhonem et
al., 2002).

Analises reologicas também assumem importancia fundamental nos estudos de
liberagdo e permeagdo de farmacos. Os parametros reologicos podem influenciar a
consisténcia, a espalhabilidade, a retengdo no sitio de aplicagdo, os atributos sensoriais € a
liberacdo de farmacos (Woolfson et al., 2000; Penzes et al., 2004). Experimentos
realizados com um anestésico topico (isopropil-metill-[2-(3-propoxi-fenil)-etil]-amina)
em emulsdo (O/A) demonstraram que o aumento na macroviscosidade das formulagdes
afeta negativamente a liberagdo e¢ a permeagdo do ativo. As taxas de liberagdo e
permeagdo de substincias com baixa solubilidade em dgua sdo diminuidas, quando os
valores de cedéncia ou tensdo de cisalhamento limite sdo aumentados por adicdo de
polimeros gelificantes, desde que a difusdo do farmaco seja impedida em funcdo das
caracteristicas estruturais assumidas (Welin-Berger et al., 2001).

Devido a grande variedade de protetores solares no mercado, também para estes
produtos, torna-se de extrema relevancia o estudo de parametros reologicos, os quais
podem auxiliar no desenvolvimento de métodos rapidos, simples e seguros para analise
desta categoria de produtos cosméticos. O Fator de Protecdo Solar (FPS) depende do
comportamento reoldgico da preparagdo em que os filtros solares encontram-se
incorporados. Em geral, formulacdes solares com fluxo pseudoplastico produzem um
filme protetor satisfatorio, recobrindo a superficie da pele e distribuindo o filtro
uniformemente com uma espessura adequada, propiciando desta forma um aumento do

FPS (Gaspar e Maia Campos, 2003).
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As propriedades mecanicas e reoldgicas dos sistemas dispersos farmacéuticos nao
sdo bem entendidas como nos sistemas newtonianos, especialmente quando as particulas
da fase dispersa interagem entre si (Lieberman ef al., 1996). A consisténcia dos sistemas
semi-solidos deriva da soma e da interferéncia reciproca de diversos fatores, como as
forcas de coesdo e adesdo, elasticidade, viscosidade, tixotropia, estrutura micelar,
tamanho de particula, dentre outros (Prista, 1995; Ribeiro et al., 2004). Como pode-se
verificar na Tabela 3 as propriedades fisico-quimicas, especialmente composi¢do e
reologia, podem ser usadas com o objetivo de prover dados cientificos para a classificacao
e distingdo das formas farmacéuticas topicas em relagdo ao comportamento assumido por
estas preparacoes (Buhse et al., 2005). Entretanto, cabe salientar que os estudos realizados
at¢ o momento utilizam metodologias e parametros de avaliagdo profundamente
dependentes das caracteristicas especificas dos produtos em andlise, ndo representando
um conjunto de andlises padronizado. Desta forma, uma compara¢do direta entre as

formulagdes semi-solidas € dificil e generalizacdes ndo podem ser levantadas.

46



Tabela 3. Exemplos de comportamentos reologicos em produtos farmacéuticos e cosméticos.

Forma Farmacéutica ou Cosmética (referéncia) Comportamentos Reologicos

Gel hidroalcool. (15%) Carb. Ultrez TM10® (Contreras ef al., 2001) ~ Nao-newtoniano, fluxo pseudoplastico (n<1) - Modelo de Ostwald
Gel hidroalcodl. (30%) Carb. Ultrez TM10® (Ramirez et al., 1999 ) Nao-newtoniano, (n<1) -Modelo de Ostwald/ sem tixotropia

Hidrogel/Carb. 941® /varias concentra¢des (Kim et al., 2003) Nao-newtoniano, pseudoplastico com valor de cedéncia - Modelo de Herschel-Bulkley
Hidrogel/Carbopol-940® (Dolz et al., 1998) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n<1) - Modelo de Ostwald/ sem tixotropia
Hidrogel/Carbopol-940®/a-tocoferol (Lucero et al., 1994a) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n<1) - Modelo de Ostwald/ sem tixotropia
Hidrogel/Carbopol-940®/ tretinoina (Lucero et al., 1994b) Nao-newtoniano, pseudopléstico (n<l) - sem tixotropia significativa

Carbopol ETDTM2001 /Indometacina (Shawesh et al., 2003) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n<1) - Modelo de Ostwald

Emulsion O/A-CMC 0,1 % (Welin-Berger ef al., 2001) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n=0,82) — Modelo de Herschel-Bulkley

Emulsion O/A — CMC 1 % (Welin-Berger et al., 2001) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n= 0,70) — Modelo de Herschel-Bulkley

Emulsion O/A -Carbopol 934® 0,1%/(AD) (Welin-Berger et al., 2001)  Nao-newtoniano, pseudoplastico (n= 0,78) — Modelo de Herschel-Bulkley
Emulsion O/A -Carbopol 934® 1%/(AD) (Welin-Berger et al., 2001) Nao-newtoniano, pseudoplastico (n= 0,65) — Modelo de Herschel-Bulkley

Creme A/O n@o-ionico (Korhonem et al., 2002) Nao-newtoniano, pseudoplastico, reoespessante (shear thickening)/ com Tixotropia

Creme O/A ndo-i6nico (Korhonem et al., 2002) Nao-newtoniano, pseudoplastico, reofluidificante (shear thinning)/ com Tixotropia

Creme O/A (alcool cetoestearilico, vaselina) (Eros ef al., 2003) Nao-newtoniano, plastico/ sem tixotropia

Forma Farmacéutica ou Cosmética Temperatura Consisténcia (K) (Pa.sn) indice de plasticidade (n)

Carbopol-980®/pH 5,1 (Mohammad ef al., 2004) 5°C 93,0 0,17
25°C 87,7 0,14
65°C 85,7 0,11

Carbopol-980®/pH 6,3 (Mohammad ef al., 2004) 5°C 124,2 0,18
25°C 116,6 0,16
65°C 100,2 0,13

Carbopol-980®/pH 8,0 (Mohammad ef al., 2004) 5°C 144,0 0,31
25°C 131,4 0,16
65 °C 100,1 0,13

Formas de géis vaginais (Owen et al., 2000) Viscosidade (mPa . s") 1.0 s Indice de plasticidade (n)

Gynol I®-100% 94,1 0,255 (pseudoplastico)

KY Plus®-100% 121,3 0,174 (pseudoplastico)

Conceptrol®-100% 119,5 0,230 (pseudoplastico)

AdvancedS®-100% 54,06 0,190 (pseudoplastico)

Gynol [I®-25% 0,4871 0,610 (pseudoplastico)

KY Plus®-25% 0,00308 1,026

Conceptrol®-25% 0,5959 0,537 (pseudoplastico)

Advange-S®-25% 0,00474 0,922 (pseudoplastico)
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No que se refere as formulagdes de base nanotecnologica, as analises reologicas
também sdao importantes. Com o objetivo de determinar a liberacdo topica de
farmacos, e também para caracterizar formulagdes semi-sélidas contendo sistemas
nanoestruturados, como lipossomas, nanocdpsulas, nanoesferas, nanoemulsdes e
ciclodextrinas, alguns trabalhos foram realizados (Booulmedarat et al., 2003; Pavelic

et al., 2001; Milao et al., 2003; Alves et al., 2005). Geralmente as formulagdes

nanoestruturadas

sdo incorporadas

veiculos

hidrofilicos

€ apresentam

comportamento ndo newtoniano, plastico ou pseudoplastico (Tabela 4).

Tabela 4. Exemplos de comportamentos reoldgicos em sistemas nanoestruturados

Sistemas Veiculo Comportamento Referéncias

nanoestruturados reoldgico

Lipossomas Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo  (Booulmedarat et

Carbopol® 974P NF  pseudopléstico al., 2003)

Ciclodextrina Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo  (Booulmedarat et

(Metil-B-ciclodext.)  Carbopol® 974P NF  pseudopléstico al., 2003)

Lipossomas Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo (Pavelic et al.,

(calceina) Carbopol® 974P NF  plastico (modelo de 2001)
Bingham)

Lipossomas Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo (Pavelic et al.,

(calceina) Carbopol® 980 NF  plastico (modelo de 2001)
Casson)

Nanocépsulas Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo (Milao et al.,

(diclofenaco) Carbopol® 940 plastico (modelo de 2003)
Casson)

Nanocépsulas, Hidrogel Nao-newtoniano, fluxo (Alves et al.,

nanoesferas, Carbopol® 940 pseudopléstico (modelo 2005)

nanoemulsdes de Ostwald)

(nimesulida)
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Em funcdo da complexidade dos sistemas nanoestruturados e a recente
utilizagdo destes carreadores em produtos topicos, tornam-se cada vez mais
necessarias que analises reologicas sejam realizadas, com o objetivo de elucidar as
possivreis interagdes entre estes sistemas e os diferentes veiculos empregados.
Assegurando-se desta forma, uma efetiva atividade terapéutica e cosmética para este

tipo de preparagao.

3. Espalhabilidade

A eficacia da terapia dos produtos administrados na pele também dependera da
aplicagdo do paciente através da distribuicdo de uma dose padrao (Ivens ef al., 2001).
A espalhabilidade ¢ uma caracteristica importante neste tipo de formulacdo, sendo
responsavel pela transferéncia correta da dose no local de aplicagdo (De Paula ef al.,
1998; Garg et al., 2002). Varios autores tém avaliado a aplicabilidade de produtos,
usando a equagdo tedrica de fluxo laminar através do uso de placas paralelas. O
método das placas paralelas ¢ o mais amplamente empregado para determinar e
quantificar a espalhabilidade de preparacdes semi-solidas. Esse método consiste no
uso de wvarias placas de vidro, com peso conhecido, que sdo colocadas
subseqilientemente sobre a amostra em intervalos de 1 minuto. As areas de aplicagao
alcancadas pela amostra sdo medidas em milimetros nos eixos vertical e horizontal. Os
resultados sdo expressos em termos da drea de aplicagdo como uma fun¢do da massa

aplicada, de acordo com a equagao 10.
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s,=d*Z  (10)

Onde Si e a area de aplicacdo (mm) resultante da massa aplicada i (g) e d € o
diametro médio (mm) alcancado pela amostra. A area de aplicacao ¢ plotada contra o
peso das placas para obtencdo dos perfis de aplicacdo (De Paula et al., 1998). O
diametro obtido através do experimento de espalhabilidade ¢ considerado como uma
medida adequada de consisténcia, dependendo das condi¢des experimentais varias
classificagdes de consisténcia podem ser adotadas em funcdo do didmetro alcangado
(Vennat et al., 1991; Lardy et al., 2000).

Estudos tém correlacionado os valores alcancados nos testes de espalhabilidade
com os valores de viscosidade (Lucero ef al., 1991a; Lucero et al., 1991b; Lucero et
al., 1991c¢). Uma fungdo linear entre os diametros obtidos nos testes de espalhabilidade
e os valores de viscosidade encontrados para os géis de derivados de celulose foi
relatada por Vennat e colaboradores (1992). Esses géis apresentaram caracteristicas
pseudoplasticas e nao apresentaram tixotropia. A mesma correlacdo nao foi
estabelecida para os géis de carragenina, os quais ndo obtiveram linearidade entre os
valores de espalhabilidade e viscosidade, sendo que, os mesmos apresentaram
caracteristicas pseudoplasticas, mas com tixotropia.

Um gel de Carbopol 940® com alfa-tocoferol foi desenvolvido e a influéncia de
antioxidantes (&cido ascorbico e butilhidroxitolueno) sobre as caracteristicas
reoldgicas das formulacdes foi estudada (Lucero et al., 1991c). A espalhabilidade para
cada gel foi diferente, sendo conseqiiéncia das reagdes produzidas entre o Carbopol

940%, o 4cido ascorbico e o butilhidroxitolueno (anti-oxidante). A adicdo destes
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componentes pode determinar a reologia dos sistemas dispersos, alterando a
espalhabilidade do gel durante o periodo de estocagem, em func¢do das interagdes
estabelecidas entre os componentes da formulagao.

Os testes de extensibilidade em preparagdes semi-solidas também auxiliam na
selecdo do excipiente ideal para cada substancia ativa (Leon et al., 1991). Isto se deve,
entre outros fatores, aos tipos de ligacdes estabelecidas entre farmaco-excipiente, que
poderdao aumentar a consisténcia do produto e, subseqiientemente, diminuir a liberagao
da substéncia.

A composi¢ao do veiculo em formulagdes topicas pode influenciar a liberagao
do farmaco por mudancgas na permeabilidade do estrato corneo na pele ou por aumento
da atividade termodinamica das susbstancias. Estudos tém sido realizados
relacionando-se a liberacdo de ativos com a viscosidade em formulagdes topicas,
sugerindo que quanto maior a viscosidade menor a liberagdo do farmaco (Giingor e

Bergisadi, 2003; Gallagher et al., 2003).

CONCLUSAO

As analises reoldgicas de produtos farmacéuticos € cosméticos sdo essenciais no
desenvolvimento, caracterizacdo fisico-quimica e controle de qualidade de novas
formulagdes. O comportamento reoldgico de cada sistema ¢ determinado pela sua
composicao quali-quantitativa, sendo, portanto, especifico para cada produto. Por
outro lado, essas mesmas propriedades reologicas sao determinantes de caracteristicas
importantes como estabilidade fisico-quimica, desempenho biofarmacéutico e

aplicabilidade de cada formulagao.
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Variagdes na composicdo das formulagdes levardo a  diferentes
comportamentos, desde o simples comportamento newtoniano até os mais complexos,
plastico, pseudo-pléastico ou dilatante. A analise dos estudos reologicos descritos na
literatura para diferentes produtos farmacéuticos ou cosméticos revela essa
multiplicidade de comportamentos, evidenciando a necessidade de estudos especificos
para cada desenvolvimento de produto, mediante o emprego de metodologias que

dependem das caracteristicas desse ultimo.
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Figura 1. Representagdo de um material submetido a tensdo de cisalhamento.
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Figura 2. Comportamentos a) newtoniano, b) plastico, c) pseudo-plastico e d)

dilatante.
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Tensao de cisalhamento

Velocidade de cisalhamento

Figura 3. Reograma com duas formulagoes diferentes mostrando um ponto de

convergéncia, onde a viscosidade aparente é igual para ambos os casos.
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Figura 4. Comportamento tixotropico apresentado por formulagoes topicas.
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The objective of this work was to develop and characterize semisolid topical formulations containing
nimesulide-loaded nanospheres, nanocapsules or nanoemulsion. The nanoprecipitation and sponta-
necus emulsification methods were used to prepare the colloidal suspensions and the nancemulsion.
The hydrodynamic diameters were 282 nm for the nanoemulsion, 283 nm for the nanocapsules and
181 nm for the nanospheres containing nimesulide. The encapsulation efficiencies were close to 9%%
in all cases and pH values ranged between 5.1 and 5.3. Each drug-loaded nanocarrier formulation
was incorporated in Carbopol 9407 gels. The semisclid desage forms showed yellowish, glossy and
homegeneous aspect after the incorporation of the colloidal suspensions and nanoemulsion. The re-
covery of nimesulide and the pH values for the gels containing nanocemulsion, nanospheres or nano-
capsules remained constant during storage (120 days). For all formulations, the rheograms exhibited a
non-MNewtonian behavior prezenting pseudoplastic characteristics and shear thinning. The rheograms
were adjusted to Ostwald’s model showing regression coefficients higher than 0.9900. None thixotro-

pic phenomenon was experimentally detected under the test conditions for all formulations.

1. Introduction

MNon-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are used
in therapeutics due 1o their anti-inflammatory, analgesic or
antipyretic activities. However, these drugs may also cause
gastrointestinal disorders in some patients, including irrita-
tion, bieeding and ulceration {(Bahar etal. 1990; Curdy
etal, 2001; Joscph et al. 2002). In consequence. there is a
great interest in the development of topical dosage forms
containing NSAIDs, in order o avoid gastrointestinal toxi-
city observed after oral administration or o promote sig-
nificant levels of the dmg in the application site for pro-
longed pericds (Giirol etal. 1996; Mikulad et al, 1998).
Mimesulide (4-nitro-2-phenoxymethanesulfonanilide)  dif-
fers from other NSAIDs by the chemical structure and
selective inhibition of cyclooxygenase-2 (Kovarikovd et al.
20033, Several works were carried out with the objective
af increasing the properties of disselution and the bioa-
vailability of nimesulide (Castelli etal. 2003; Meriani
et al. 2003). Formulations were also developed including
the drug in cyclodextring (Nalluti et al, 2003), phospholi-
pidic membranes (Ferreira et al. 2003) and in solid lipid
nanoparticles (Patravale and Ambarkhane 2003).
Comparing different NSAIDs, some swdies have demon-
strated that a gel containing nimesulide showed better anti-
inflarnmatory activity than a gel loading diclofenac or pir-
oxicam (Gupta et al. 1996), According 10 Sengupta et al.

Q00
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(199%), the topical administration of mimesulide may be a
safe and cffective altermative 1o oral and rectal routes.

In the past few years, colleidal systems were prepared
using bindegradable polymers that have been studied due
to their potential for NSAID topical and ophthalmic ad-
ministration (Couvreur et al. 1995, Yokoyama and Okano
19946; Giunchedi et al. 1999, Pinto-Aphandary et al. 2004
Kim and Lee 20017 These studies showed that the selec-
tivity and efficiency of the drugs can be improved by en-
capsulating them in to the colleidal systems.

The main advantages of nanoparticles are the increasing
of bioavailability in the case of poorly water-soluble
drugs, the protection of drugs from inactivation in the gas-
tro-intestinal tract, the protection of muocosa from the toxi-
city of drugs, the increasing of permeation of drugs
through mucosal surfaces and the prolongation of the
blood circulation of injected drugs (Legrand egal. 1999).
Besides, some investigations showed that nanoparticles
and liposomes present the tendency to imteract with in-
flammeed tissues, This specificily may represent new possi-
bilities of therapy for several rhewmatic diseases (Kreuter
1994) by using the encapsulation of MSAIDs or antibio-
lics In NanNOCAMIET Sysicms as 4 stralegy.

The literature shows that  the efficiency and the adjusi-
ment of the cutaneous route may open a therapeatical al-
ternative for MSAID administration (Bemnareggi  1988;
Foldvari 2000; Giingor and Bergisadi 2003). The objective

Pharmazie 60 (20053 12
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of this work was to develop and characterize semizolid
topical formulations containing nimesulide encapsulated in
nanospheres, nanocapsules and nanoemulsion, Up o now,
as far we know, there is no report in the Berature which
proposes the entrapment of nimesulide in nanoparticles,
which are dispersed in gel formulations.

2. Investigations, results and discussion

The nanocapsules, nanospheres, and the nanoemulsion
containing nimesulide were obained as agueous colloidal
formulations. The physicochemical characteristics of the
mmesulide-loaded nanocarriers are presented in Table 1,
The particle sizes were in the sub 300 nm range. These
results are compatible with those reported for similar sys-
tems containing diclofenac, another NSAIDs (Guterres
et al. 1995; Miiller et al. 20013 Milio et al. 2003). The en-
capsulation efficiencies were close to 99% for all formula-
tions and the pH values were in the range of 5.1 to 5.3
The formulations did not present significant difference
{p = 0.05) among the pH values.

The nimesulide-loaded nanoemulsion (1.37 mg/ml), nano-
capsules {141 mgfml), and nanospheres (1.37 mgiml), re-
cently prepared, were incorporated in Carbopol 9407 gel,
This acrylic acid hydrogel has been selected due 1o s
widely wse in pharmaceutical formulations (Peppas et al.
20063, The nimesulide concentrations in the gels were lim-
ited to its concentration in each nanocamer formulation,
which was used as aqueous phase in each gel product. In
this way, gels presented final nimesulide concentrations of
1. 30 mgfe (nanoemulsion: GNBM-NE), 1.29 mafs (nano-
capsules: GNM-NC) and 1.26 mg/g {nanospheres: GNM-
M5y A similar gel (GC-NM) formulation  containing
1.5 mgfg of nimesulide but using water instead of a nano-

Table 1: Parameters of nanocmulsion, nanosphenes and nano-
capsules characterization (mean + 5D, n = 3)

Foomulaizon  Particle swe pH (£ =} Entrappe:l Frcapsulation

inm + a3 dinip (migimi.) elfichency %)
MNE 282422 534005 1372008 989104
N 203+ 9 324034 141000 992404
NS 191 4 14 51 £003 137005 993102

ME. ramesulide-loaded nancemulsion: MO, nimesulide-losdal nanceapsule suspensicns;
M, mimesulade-kondal namesphen: asgensiong

Table 2: Compaosition of gel formulations

Coamponents Formulstiors

GNM-KE  GMM-ME GMMANG  GONM GO
Carbopol 9404 ntg 0zg 0lg 0lg ntg
Methylparaben Dig ~ 02y lp g 0g
Frapylparaben olg 0lg g g 0lg
Sarhirol 5 mL SmL SmL 5 mL 5mL
Triethanolimines 0y 023 2e Nig 0g
Mimesulides - - - Nnisg -
Sarhitan monoestearale  — - - 0l -
Polysorbare 80 - - - N7 e
Himesolide-loaded ad g — - - -
Manemulsaen
Mimesulide-londed - ad MWhg - - -
Manocapsules
Mimesubide-loaded - - aldl 10 g — -
Monpsphenes
Drisrilled water - - - nd g ad WK g
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Table 3: Nimesolide contents (%) and values of pH in the gels
as function of time (mean + S n=3)

Formuletions Mimssulide (%0 pH

Initial™! 4 moniks Enitinl ™ 2 maonths =
GMNM-NE 1023 +43 1061 +£55 63822026 651 L1012
GMM-NC 953 £ 6.0 1056 + 104 684 = 0007 653 £ 0.30
GNM-MS 977 £ 38 1075 L 88 65 £ 005 670+ 027
L - - TO01 20,11 7.02 £ 0102
GC-NM 91T+ 22 9904 £47 GEY 001 6ET £ L0

GRM-NE. pel containing nimesulide-lebed nareemulsios, GMNM-MNO gel oonmining
nimsulide-losdked  nanecapsule; GRMME, pel conlaining memesulidedoadsd  nano:
sphere; G ped costred, CGU-NM, el conmining nimesulce

® 4 h afer peeparation

carrier formulation was also prepared for comparison. In
parallel, a gel (GC) with neither nimesulide nor nanocar-
riers was also prepared as control (Table 2).

All the gel formulations showed satisfactory organaleptic
characteristics after the incorporation of nanocapsules, na-
nospheres and sanoemulsion eontaining nimesulide. When
pure nimesulide was incorporated, the gel showed a yel-
lowish color. On the other hand, when nimesulide-loaded
nanocapsules, nanospheres or nanoemulsion were incorpa-
rated, the gels were white,

Table 3 shovws the contents of nimesulide in gels with na-
noemulsion (GMM-NE), nanocapsules (GNM-MNC). nano-
gpheres (GNM-MNS) and gel with nimesulide (GC-NM)
after preparation and afier 4 months of storage at room
temperature. The formulations were stable during storage,
presenting no significant decrease of nimesulide contents
(p = 0.05) by the F-test. Regarding the pH, all gel formu-
lations presented values close to 7, which were stable after
4 months (p = 0L035).

Through the analysis of the theograms (Gupta and Garg
20023 in Fig. 1, it is possible 1w verify that the flow curves
of all gels showed non-Mewtonian behavior, since their
viscosities were not constant (Radebaugh ot al. 1996; Sha-
wesh etal, 2003). The non-Newionian behavior of this
kind of preparation is reflected by the Power Law index
i) (Contreras et al, 2001 ).

There are several models, which may be used to establish
index flow (n) in different non-Nowtonian systems (Kim
et al. 2003). The maost adequate model for a viscoplastic
Muid depends on the fluid response to deformation and
how well the cxpenimental data fit the model (Bricefio
20003 The formulations were analyzed wsing different
madels: Bingham (Eqg. (1)), Casson (Eq. (2)), Ostwald
{Eq. (33) and Herschel-Bulkley (Eqg. (4)).

=T (1)
.I:El.ﬁ - TE.S + T-IU-L' 3 {2}
= (3)

T= T+ )

The 1, is the vield stress, 1) is the viscosity, n is the index
of Mow, K is the index of consistency, T is the shear stress
and ¥ is the shear rate (Kim et al, 2003).

The theograms of this study were better adjusted o the
Ostwald’s model. The resolts showed pood regression
coefficients, proving that the Potency Law reproduced
properly the theological behavior of these systems (Ta-
ble 4). The gels showed pseudoplastic and shear thinning
behavior (n< 13 {Table 5). The consistency index (k) and
the Mow index (n) were compared between cach gel con-
taining nanocarrier formulation (GNM-NE, GNM-NC or

901
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Rheograms of GMM-ME (gel conmining nimesulide-loaded  nenmo-
emulston); GMM-NC (gel contnining nimesulide-loaded nanacap-
sulel; GNM-NS {gel containing nimesulide-Jeaded nanesphesel
GUC-MM (gel containing mimesulide) and GO (gel commal). (A
shear stress va. shear e T daye after preparation; (B} shear stress
v, shear mve, o menths afler preparation

Fig. 1:-

Tahle 4: Regression cocfficient (B for various fMlow models in
shear rate-shear siress curve

Fonnulations Bingham [ erwnkd Herschal-Bolklex
GINM-NE L9720 09932 01.9959 0,9406
GNM-NC 09714 0.9974 09954 00,5408
GMM-MNS 9745 [LOGE L 09594 | 0.9421
GC 9359 (L8542 (LO9g5 (.8395
GC-NM (9552 [EReEE S L9955 09119

GHM-HE, gel containing nimsulide-lisaded manpemaoon, GHMMC, gel conlaming
i Lidas-Breenibeal psule, GRM-MS, gel conmining mimesulide-leadad  nano-
apbeie; T pel corerels GONM, gel conlaining nimesulide

GNBM-NS), the nimesulide-loaded pel (GC-WM) and the
control gel (GC) (Table 53} after preparation and  after
4 months of storage at room temperature, Noo thixotropic
phenomenon was experimentally detected under the test
conditions for all formulations. It is important to consider

that the validity of this model is limited w0 the region of
the tested deformation conditions.

The results (Figs. 1A, 1B and Table 5) show that the in-
corporation of the nanocarrder formulations did not modify
the kind of flow presented by these systems neither for
the initial values nor after the storage period. Considering
these results it is possible to conclude that all formulations
showed adequate characteristics o be topically applied. In
the case of dermatological administration, plastic proper-
ties arc preferred because the formuelation flow resistance
is low when it is applied under medivm to high shear con-
ditions, On the other hand, the flow s zero under stress
caused by gravity (Welin-Berger et al, 20010). Thus, plasti-
city presents an obvious relevance as a suitable descriptor
of the consistency of wpical formulations and the viscos-
ity has a dominant effect on the release of the active sub-
stance from the wehicle (Welin-Berger eval. 2001) Ac-
cording o the initial wvalues (Table 5), there was no
significant difference (p = 0L05) between the gel formula-
tions comtaining nanoemulsion (GNM-NE) of nanocap-
zuleg (GNM-NC) in relation to the gel control (GC) con-
cerning  the flow  index (n). The gel formulations
containing nimesulide-loaded nanospheres (GNM-NS} and
nmimesulide (GC-MM)  showed  significant  difference
{p = 0.05) in the Now index compared to the gel control
{GC) according to Tukey's test. After 4 months there was
ne significant differcnce in the flow index {n) among all
the formulations tested. Tt should be noted that the gel
contrel {(GC) showed an alteration in the MNow index after
the storage period. This alteration can be explained by the
increase of the consistency (Table 5) of the gel control
(G and the possible rearmangement of the polymeric net-
work during the storage period. The structure of Carbo-
pol® gels is determined by the level in which the macro-
molecules connect and form  entanglement  networks
(Contreras et al. 2001). In accordance with the initial re-
sults, there was not significant difference {p > 0.03) in the
comsistency index (K) of the gels containing the nanocar-
rer formulations (GNM-ME, GNK-MNC, GNM-N5) com-
pared to the gel control (GC). The gel containing nimesu-
lide (GC-MNM) showed a consistency index (k) differem
from the gel comtrol (Table 5). After the storage period
there was a significant decrease in the consistency index
{K) of the gels containing nanocarders (GNM-NE., GNM-
NC, GNM-NS) compared to the gel control (Fig. 1B and
Table 3), The decresse in viscosity for semisolid formula-
tions containing nanocarriers has been previously reported
in the literature when liposomes containing calcein wers
added in Ca:bup-ulf": gel (Pavelic etal. 20010 Similar re-
sults about the viscosity of hydrogels based on Carbopol ®
were also observed after the methyl-f-cyclodextrin incor-
poration {Booulmedarat et al. 2003},

Table 5: Flow indexes (n), consistency (K) and spreadability (Si) of the gels

Fannilations o Kifz =% Fi Lol

Taitial™ 4 menths Initizl™ 4 months Iniiial® A months
GMM-NE 0.2 024" 2075 19.40" 708,27 111935
GNM-NC 0.26%" 0.26" 2197 (W b 2771 721"
GNM-NS 0,20 024" 2797 16,08 25342 1276440
Ge 033 0,230 77 4225 Ad9,2° 2530651
GC-MM 0.2z 0.25" 43,25 ANE0* 25019 2226 59
GHM-ME, el © ini i Ticke-bouailexd mame : GHB-MC, gel containing mimesalidi-leadal nunecapsule; GRM-MS, gel comanong nimesulide-losded] nanospliers, GE g2l

eunipal; OC-RM, gl -:;nmlnlng eiezsulide
* 7 chays alter prepirasm

a-hgad: the wvermges with different lesiers Ginside of the saomne coluimn) were considensd statistically different in agreemen) with Tiekey's nest
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The efficacy of a topical therapy depends on the way in
which the patient spreads the drug fommuolation in even
layers tw administer a standard dose. Spreadabilivy s
therefore an important characteristic of these formulations
and it is responsible for correct dosage tansler w the e
get site (Garg et al. 2002). Many authors have cvaluated
the applicability of products wsing the theoretical equation
of laminar Mow “plan between parallel plates” (Vennat
etal. 1992; Lardy etal. 2000). The paralle]l plates method
is the most used to regulate and quantify the applicability
of semizolid preparations (Garg et al. 2002). The results
concerning  the spreadability of gels are showed in
Figs. 2A and B. After preparstion (7 days), it was not de-
tected significant differences of spreadability (p = 0.05)
berween each formulation comaining nanocarriers (GMNM-
ME, GNM-NC, GNM-N5) and the gel control {GC)
(Fig. 2A4). After 4 months of storage the gels GNM-NE.
GNM-NC and GNM-MNS did not show significant differ
ence (p = 0L05) of spreadability amoung their values. On
the other hand, the gel containing nimesulide-loaded nano-
spheres (GNM-NS) showed significant increase of spread-
ability in relation to the control (GC) according 1o Tukew's
test (Fig. 2B). The correspondent graphic representations
of spreadability showed similar profiles for all formula-
tions, Furthermore, these results are in agreement with
those presented by the theograms. The structure of Carba-
pol™ {network extent) has implications on the facility in
which the initial deformation occurs and in the flow index
proper for each formulation. I s mmpodant o take ntbo
account the decrease of gel viscosity observed by the con-
sistency (Table 33 after the incorporation of this ype of
namCCRrmier system,

In conclusion, this work showed that different nimesulide-
loaded nanocarmiers (nanocmulsion, nanocapsules, nang-
spheres) can be incorporated in semizolid hydrophilic gels.
In peneral, the incorporation of nanoemulsion, nanocap-

Ania
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E a5y | —a— GNM-NS
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B 2000 LN
2
&
1500 .
13 - ; : : S
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Fig. Z: Spremlability of the gels (A alter 7 cays: (B afler 4 mealbs

Pharmazie 6 (2005 12

66

sules or nanospheres did not affect the non-Mewtoman be-
havior and the pseudoplastic character of the gels. These
gels presemed adeqguate physico-chemical properties for
the topical administration of nimesulide.

3. Experimental

£ Meserinls

Mimesulide wns ehiained frem Henrifamag and pelyis-caprolactene) (PEC.
MW = BODHD from Aldrich (Smashourg, Frmcel Caprilichcapric trighy-
cerdle; sorbitun wanasiearale; polyvsorbate B0: meshylporaben, prapylpoeas-
Ben. sorbite] and inelhamolamine were supplicd by Delaware {Poro Ale-
gre, Brazil), Carbopol 9407 wis adquared from B, F Goodrich, S50 Pauls,
Brazil. ANl other chemicals and salvents used were of phanmaccutical
grade. All reapenis were used s received

3.2, Preparation af formulations

Manccapsules suspensions of polyie-caprodacone ) (PCL) comaining nims-
sulide were prepared by nampprecipicnion {Pessi et al, 1588 and sponta-
neous emelsification. Brisfly, the hipophilic sclution waz consisted of -
glyoeride (3.1 mL), oimesulide (0,050 p), sorbitan meonmestearate {(RTEG g,
the polymcr {1000 g amd acerone (2670 mLL Manocsphere suspensions
were prepaned wichoor the addition of the sal. Manocmulsion was prepared
without the addition af the PCL. This organic phase was ndded ander
muisilerale magnetic sliming inba an aqueows salubion conlaining palysarbats
B 0766 in 5330 mL of water). Avelone wax removed and waler was
concentraed by evaporation uoder siduced peessure and 1B Nnal fonouoal-
riom was adusted o 100 mL, Fermulatens were made m mplicae.

The particle sizes were messursd by laser light scatesing (Brookheaven
Instramenzs B1-2HM, Spectra Physics He—Me, L; = 6328 nim).
Mimesulide was assnyed by HPLC. The sysem consisted of a SPD-104
Shimadem detector, LC-10AD Shimadzu pump, SIE-10A Shimacdzu injec-
tor and Lichrospher™ W0 RPE-AR (5 pm) column, The mobile phase con.
slsgted of aceonsnloteater (6040 wivi Mumesulide was detected  at
230 nmy winh & retemtion e of abou 5.3 min. Free nlmesulide (non-asso-
cized with nanocorriers) was dewermined in the whradilican: afer separation
of tbe conlineeus phase frm nanoconulsions, narmcapsieles or nanospheres
by ulrafilmation-cemtrifugation wehnigue (Ulinfree-MC 10000 MW, Milli-
pore). Total nimesulide wis messused by HPLC afler dssolutien of all
compenents of the formulations by acetoniile, The asseciaed aimcsubide
with the nanccamiers (nanosmulsions, ranccapsales and namospheres) was
caleulacsd from the difference berween the cosal and (he free drug concen-
trations. The pH salues of the foomalations were delermingd directly in the
samples [(Micronal B374 poleniomeler)

33 el prqnmrm‘r'l.ln

The weight amounls of Ihe gel consituents {Table 2) were placed in a
Beakon Swrmng was confinued untl all mgredicals wene completely das-
persedfor disselved, All formulsions were prepared in riplicaze.

X4, el characierization
JA 0, Viseasiry

The rheological study of the pels was caried out ar 23 £ 1°C wsing a
Brookficld rotational viscomeser, mode LVF, spindle 0”&, with a shear rae
imterval fram & 1o G0 rpm, The data were analyzed by using conventioonl
flow eguations such 25 Bingham, Cosson, Ostwald snd Herschel-Bulkley,
The data abfained were analyzed with Excel for Windows sodtware,

34.2. pH Detormiration

The pH values of the wels were determined direcily in the samales (M
erooal B3 poteniionmeter).

F4.2. Déterminativn Lf.ln:memll.'mlr i the pels

The content of mimesulide e the gels was delennined by HPLO after the
fellowing exmaction procedure. Approsimstely 1.0 g of each Formilation
was aceuraszly weighed and placed in a 50 ml volunsiric ask, Accioni-
trile was mdded and the flask was bested o 63 °C amil the pel was com-
pletely dissalved. The selution was ccaled oo room remperniare and prop-
erly diluted with acelonilsile. Afer fhmEen broogh o 0222 gm hwdmophilic
wrnbrane :Dumpﬁm"’j. the solutions were mpected inte the chromato-
graph under the condasens desceibed above (ses characiersstion of form-
laticms).

4.4 Spreading capacity

Adter preparniion (7 daved ond nfier 4 mondhs of siorage, the gels were
pressed hetween sequences of weighes (g) 494, G808, 1450, 197.6, 250.3,

a3
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299.8, 348.6, 400.8 respectively, for one minute each, with intervals of
30 s between weights. The spreading areas reached by samples were meas-
ured in millimeters in vertical and the horizontal axes. The results were
expressed in terms of the spreading area as a function of the applied mass
according to the following equation (Eq. (5)) (Miinzel et al. 1959; De Paula
etal. 1998):

Si=— 5

in which S is the spreading area (mm) resulting from the applied mass
i(g), and d is the mean diameter (mm) reached by each sample. The
spreading area was plotted against the plate weights to obtain the spread-
ing profiles.

3.4.5. Stability

The gels were packed in opaque vessels and stored at room temperature
(23 £ 2°C). For each formulation, the parameters previously described
were checked at regular time intervals (after preparation and after 4 months
of storage). Physical stability evaluation of the samples was carried out by
visual inspection, rheological tests and spreadability. Chemical stability
was evaluated by pH and HPLC analyses.

3.5. Statistics

All the results are expressed as the mean =+ the standard deviation of the
mean and statistically analyzed using variance analysis (ANOVA). Results
presenting p < 0.05 were considered statistically different. The compari-
sons among the averages were performed using Tukey’s test.

Acknowledgements: The authors thank FAPERGS, CNPg/Brasilia and
Rede de Nanobiotecnologia CNPg/MCT.
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CAPITULO 2 - Estudos de absorcdo percutanea em formas farmacéuticas plésticas

contendo nanocapsulas, nanoemulsdes e nanoesferas de nimesulida







INTRODUCAO

Atualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de formulacdes
topicas contendo AINES, as quais sdo capazes de liberar o farmaco no sitio de agao,
ou seja, no local inflamado, minimizando efeitos sistémicos adversos, devido a sua
baixa concentragdo plasmatica (Rovensky et al., 2003). Estas formulacdes incluem
cremes, g€is e sistemas transdérmicos mais complexos, empregando uma gama de
farmacos desta classe terapéutica.

Existem muitos estudos sendo realizados, utilizando esta via para administracao
de farmacos de acdo antiinflamatéria (Singh e Roberts, 1994; Santoyo et al., 1995;
Giirol et al., 1995; Huang et al., 1995; Yokomizo e Sagitani, 1996; Pellet et al., 1997a;
Pellet et al., 1997b; Dhaon et al., 1998; Goosen et al., 1998; Jager et al., 1999; Fang et
al., 1999, Beetge et al., 2000; Shin et al., 2000; Alves et al., 2000; Bonina et al., 2001;
Brown et al., 2001; Curdy et al., 2001).

Esta abordagem evita o efeito de primeira-passagem hepatica que ¢ a
responsavel pelas perturbagdes gastrintestinais, as quais podem ocorrer pela
administragdo oral. Considerando que os AINES s3o geralmente administrados por um
periodo prolongado, ¢ desejavel que as reagdes adversas sejam reduzidas (Santoyo et
al., 1995; Goosen et al., 1998).

No caso de AINES, o ideal seria alcancar a dosagem terapéutica do farmaco no
tecido designado, mantendo a concentracdo gastrintestinal tdo baixa quanto possivel.
Obviamente, tal meta s6 poderad ser alcancada se a substancia for administrada por
outra via de administracdo diferente da oral. Por estas razdes, injecdes tdpicas ou
aplicagdes epicutaneas com formulacdes especiais de diclofenaco foram desenvolvidas
e comercializadas. O produto mais conhecido ¢ o Voltaren Emulgel®, especialmente
desenvolvido para a administracdo topica, embora a profundidade de penetra¢do do
diclofenaco a partir do emulgel seja somente de 3-4 mm (Cevc et al., 2001).

Dados previamente descritos por Cordero e colaboradores (1997) afirmam que
a baixa penetragdo atraveés do transporte passivo do piroxicam, outro AINE, reflete a
pequena capacidade de permeagdo intrinseca desta substidncia. Para aumentar o

transporte de piroxicam, através da pele, Pellet e colaboradores (1997b) investigaram



solucoes supersaturadas deste farmaco, tendo observado um aumento do fluxo frente a
solugdes saturadas.

Gupta e colaboradores (1996) testaram a atividade antiinflamatoria de gel
contendo nimesulida aplicado topicamente. Foram empregados diferentes modelos
experimentais em animais para a compara¢do de géis contendo diclofenaco ou
piroxicam e os resultados demonstraram que o gel de nimesulida possui uma atividade
antiinflamatoria mais alta do que os géis de diclofenaco e piroxicam.

Estudos farmacocinéticos de tolerancia e eficacia em animais ¢ humanos foram
realizados com formulagdes de gel contendo nimesulida. Concentracdes plasmaticas
muito baixas de nimesulida foram observadas ap6s aplicacao topica, indicando uma
limitada exposicao sistémica do farmaco. A nimesulida foi detectada no plasma de 6
individuos de um total de 18, entre 1,5 e 24 horas apds a aplicagdo. A concentragdo
plasmatica mais elevada (10 pg/ml) foi observada em apenas 1 individuo nas 24 horas
apo6s a administracao topica (Bernareggi, 1998).

Sengupta e colaboradores (1998) conduziram estudos em humanos,
comparando a eficicia analgésica de formulagdes topicas de nimesulida, diclofenaco,
piroxicam e placebo, em 3 grupos paralelos. A atividade analgésica superior
apresentada pela nimesulida, foi correlacionada com o seu perfil farmacocinético,
indicando que a via topica para a administracdo do farmaco, pode ser uma alternativa
segura ¢ efetiva a via oral e retal usadas atualmente.

Um outro estudo foi realizado para determinar a eficdcia, tolerancia e
aceitabilidade de formulagdes topicas em gel contendo nimesulida (1 %), diclofenaco
(1 %) e piroxicam (0,5 %). Este estudo foi planejado visando a expectativa de limitar a
irritagdo gastrica pelo uso alternativo de formulagdes topicas. Foi realizada uma
avaliagdo comparativa entre os géis, sendo analisados 276 pacientes com danos
musculoesqueléticos, envolvendo sintomas de dor e inflamagdo. Os autores
concluiram que a eficacia e tolerabilidade do tratamento com gel de nimesulida, foi
superior ao gel com diclofenaco e piroxicam. Desta forma, o gel transdérmico
contendo nimesulida, foi considerado o mais util e toleravel, na gama de tratamentos

estabelecidos para danos musculoesqueléticos agudos (Dhaon et al., 2000).
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Kanikkannan e colaboradores (2001) estudaram o potencial de sensibilizagdo da
nimesulida na pele, concluindo que nas condi¢des testadas o farmaco ndo apresentou
poder de sensibilizagao.

O veiculo no qual a substancia ativa ¢ incorporada deve promover nao somente
a solubiliza¢do necessaria, mas um maior contato entre o ativo e a pele (Alvarez-
Roman ef al., 2001). A encapsulagdo de farmacos em sistemas nanoparticulados ¢ uma
estratégia crescentemente implementada para vetorizagdo de ativos. Jenning e
colaboradores (2000a) destacam ainda, o pequeno tamanho das nanoparticulas, as
quais apresentam elevada area superficial, facilitando o contato dos farmacos
encapsulados com o estrato corneo e, conseqiientemente, a quantidade de ativo capaz
de penetrar na pele viadvel (Maia et al., 2000).

Em funcdo da aplica¢do de nanoparticulas na pele ser um tema de investigacao
bastante recente, foi elaborado na presente tese um artigo com objetivo de abordar
aspectos relativos ao uso de preparagdes farmacéuticas e cosméticas contendo estes
sistemas. Esta revisdo descreve ainda, possiveis mecanismos de absor¢do, penetracao
ou interacdo com a pele e mucosas. Este artigo serd submetido a publicagdo e
encontra-se descrito na publicagdo 3, deste capitulo.

Cada formulagdo, juntamente com a substiancia veiculada, apresenta um
mecanismo de acdo de acordo com as interacdes fisico-quimicas apresentadas no
sistema e/ou com a membrana bioldgica. Desta forma, ¢ de fundamental importancia
que estas interagdes sejam analisadas e descritas, através de experimentos in vitro para
os diferentes produtos utilizados.

A interagdo dos constituintes de uma formulacdo topica com a pele € um dos
fatores mais importantes para efetiva liberagdo do veiculo. O efeito pode ser
aumentado por alteragdes na formulacdo, prevendo-se desta forma, uma provavel
penetracdo dos solutos (Cross et al., 2001). A absor¢do percutdnea ¢ um complexo
processo biologico e fisico-quimico e muitos modelos experimentais tém sido
utilizados para elucidar ou predizer a liberacdo e penetragdo transdérmica de farmacos
em animais ¢ humanos (Singhi e Roberts, 1994; Santoyo et al., 1995; Cornwell et al.,
1995; Hadgraft et al., 1996; Yokomizo et al., 1996; Pellet et al., 1997b; Jager et al.,
1999; Venter et al., 2001; Puglia et al., 2001; Wagner et al., 2001).
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De acordo com o que foi referido anteriormente, o objetivo da publicacdo 4 (em
redacdo) foi avaliar a penetracao percutanea in vitro através de pele humana, da
nimesulida veiculada a formulacdes semi-sélidas topicas contendo nanocépsulas,

nanoesferas ou nanoemulsoes.
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SUMMARY

This article presents an overview about the use of the pharmaceutical and cosmetic
topical products containing nanoparticles, nanocapsules or nanoemulsion, describing the
possible absorption mechanisms, penetration or interactions with the skin and the mucous
membranes. These systems containing nanocarriers can modify the activity of the drug
through alterations in the physic-chemical properties, delaying and sustained release the
drugs, as well as, to increase the adhesiveness or the time of permanence in the skin. These
systems represent yet an important resource for the topical formulation of drugs with little

solubility or instability in aqueous medium.

KEY WORDS: nanoparticles, nanocapsules, nanoemulsion, topical formulation.

RESUMO

Este artigo apresenta uma revisdo sobre os aspectos relativos ao uso de preparagdes
farmacéuticas e cosméticas contendo nanoparticulas, nanocapsulas e nanoemulsdes aplicadas
topicamente, descrevendo os possiveis mecanismos de absorc¢do, penetragdo ou interagdes
com tecidos epiteliais como a pele e as mucosas. De acordo com os dados analisados,
verifica-se que estes sistemas podem modificar a atividade do farmaco através de alteragdes
nas propriedades fisico-quimicas, retardar e controlar a liberagdo do ativo, bem como,
aumentar a adesividade ou o tempo de permanéncia na pele. Estes sistemas representam
ainda, um recurso importante para os ativos que possuem pouca solubilidade ou instabilidade

em meio aquoso.

PALAVRAS-CHAVE: nanoparticulas, nanocépsulas, nanoemulsdes, formulagdes topicas.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnologico de novas formas farmacéuticas tem sido a estratégia
mais promissora para aumentar e controlar a penetragdo de farmacos através da pele.
Microemulsdes, lipossomas e nanoparticulas poliméricas tém sido investigadas como opgoes
frente ao uso dos sistemas mais classicos, tais como os promotores quimicos de penetragao.
Neste sentido, a escolha criteriosa dos materiais poliméricos para encapsulagdo de fArmacos e
ativos cosméticos ¢ uma alternativa empregada para modificar as propriedades fisico-
quimicas da substancia encapsulada e oferecer meios para facilitar a penetragio percutinea '.

Atualmente existe um interesse amplo na liberagdo seletiva de farmacos, em vista
disso, sistemas carreadores tém sido bastante estudados com o objetivo de melhorar a
seletividade ¢ efici€ncia das formulag¢des. Os sistemas de liberagao controlada e/ou sustentada
sdo uma resposta a esta tendéncia, uma vez que sdo planejados para proporcionar niveis
adequados do farmaco ou ativo cosmético no local de interesse, por periodos prolongados,
favorecendo o tratamento .

Pode-se definir substancia vetorizada como aquela que ¢ liberada seletivamente em
sitios fisiologicos especificos, 6rgaos, tecidos ou células, onde a atividade farmacoldgica ou
efeito cosmético sdo requeridos ***. Uma liberagio sustentada do farmaco poder4 suprir a pele
por um periodo de tempo mais prolongado. Pode-se considerar, ainda que, a especificidade
dos sistemas vetorizados, propicia um tratamento diretamente no local da inflamagao,
apresentando a possibilidade de reduzir absor¢do sistémica e os efeitos colaterais em sitios
ndo especificos, proporcionando indices terapéuticos mais adequados *°. Os sistemas
carreadores nanoestruturados tém sido extensivamente estudados para administragdo oral e
parenteral, podendo também serem utilizados para liberacdo de vérias substancias através da

pele °.
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As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores que apresentam diametros
inferiores a 1 um e diferem entre si, de acordo com a composigao e organizagado estrutural em
nivel molecular *”®. As nanoparticulas podem consistir de uma matriz polimérica, onde a
substancia ativa pode ficar retida, molecularmente dispersa ou adsorvida, ndo apresentando
0leo na sua composicao (nanoesferas). Por outro lado, as nanocapsulas sdo constituidas por
um involucro polimérico, contendo um sistema reservatorio oleoso, podendo o fairmaco estar
dissolvido ou retido neste niicleo e/ou adsorvido a parede polimérica "*'*!'". As nanoemulsdes
sdo constituidas por uma fase hidrofilica, uma fase lipofilica e tensoativos, sem a presenga do
polimero. Estes sistemas também formados por particulas muito pequenas, na faixa de
nandémetros . Os sistemas carreadores podem, ainda, serem constituidos por lipideos
organizados formando uma matriz lipidica so6lida, que recebem a denominagdo de
nanoparticulas lipidicas solidas .

O estrato corneo ¢ a camada mais externa da pele e oferece a principal resisténcia para
a penetracao de compostos aplicados topicamente. Conseqiientemente, o nimero de farmacos
utilizados para a liberagdo transdérmica é bastante limitado .

Viérias substancias quimicas t€ém sido estudadas e empregadas com o proposito de
aumentar a permeacao percutanea, como exemplo: o dimetilsulfoxido, a dimetilformamida, os
agentes tensoativos, os dissolventes (propilenoglicdis e alcoois), os acidos graxos, entre
outros '*'°. Entretanto, ao lado da fun¢io de aumentar a penetragio cutdnea dos farmacos,
tem-se o inconveniente da toxicidade e irritagio associada a estas substancias '°, as quais
podem causar efeitos indesejaveis, desencadeando muitas vezes processos inflamatorios '*'7.

O veiculo no qual a substancia ativa ¢ incorporada deve promover ndo somente a
solubiliza¢do necessaria, mas um maior contato entre a substancia e a pele '*. A encapsulagéo
de farmacos em sistemas nanoparticulados ¢ uma estratégia crescentemente implementada

e 1921
com estes objetivos 2.
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Considerando o exposto, este artigo propde-se a revisar os aspectos relativos ao uso de
preparagdes farmacéuticas e cosméticas contendo nanoparticulas, nanocapsulas e
nanoemulsdes aplicadas topicamente, descrevendo os possiveis mecanismos de absorg¢ao,

penetracao ou interagdes com tecidos epiteliais como a pele e as mucosas.

1. Via topica

A pele representa uma importante e atrativa via para administracdo de substancias,
sendo considerada como uma rota ndo invasiva e capaz de evitar a degradacdo de varios
farmacos. A pele ndo é s6 uma via para terapia local, mas também, uma via para que farmacos
alcancem efeitos regionais ou sistémicos '**2. A maior limitagio para a administra¢io topica
cutanea ¢ a propria pele, que age como uma barreira, prevenindo a entrada de substancias
estranhas ¢ impedindo a saida de substincias endégenas .

A pele ¢ constituida por trés camadas: epiderme, derme e camada subcutinea ou
hipoderme *°, sendo considerada uma barreira complexa, com organizacio anatdmica e
estrutura quimica especial. Na epiderme, o estrato coérneo é formado por camadas de
cornedcitos organizados e agrupados apresentando de 10-15 camadas com uma espessura
variavel entre 10-20 pum . Os cornedcitos sdo interligados por desmossomas e envolvidos
por lipidios intercelulares. A qualidade, a cristalinidade, bem como a quantidade total de
lipidios no estrato corneo, determinam a eficiéncia da barreira cutanea 28 Assim, o estrato
corneo e sua estrutura compacta, constitui-se o principal obstdculo para penetragdo de
compostos aplicados topicamente na pele 22>,

Mediante a aplicagdo de formulagdes topicas, alguns fatores sdo capazes de governar a

liberagdo de farmacos e ativos cosméticos na pele. Estes fatores incluem a massa molar ¢ a

lipofilia da substancia, o tipo de formulacdo, a presenga de promotores de penetragdo e o
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estado fisico do estrato corneo *°. O grau de hidratacio do estrato corneo ¢ também um fator
bastante importante para determinacdo da taxa de absor¢do percutanea de um determinado
farmaco. O nivel de hidratacao pode ser determinado em fun¢do do gradiente de concentracao
da agua entre a derme e a superficie da pele **. A atividade metabolica da pele também deve
ser considerada, embora a capacidade de biotransformacdo, seja consideravelmente mais
baixa na pele do que no intestino ou figado **.

A pele é um 6rgdo dinamico que tem caracteristicas de permeabilidade dependentes de
varios fatores, tais como, (1) espessura do estrato corneo; (2) integridade do estrato corneo;
(3) hidratagdo do estrato coérneo; (4) coeficiente de particdo da substancia entre veiculo e
estrato corneo; (5) aplicagdo de promotores de permeabilidade. Os fatores 1 e 2 sdo
manifestados em func¢do da idade, do sexo, da raca e da regido corporal. Os fatores 3 e 5 estao
presentes quando a formulagdo ou as condigdes de tratamento sdo alteradas. O fator 4 ¢
decorrente da lipofilia ou solubilidade relativa da substancia entre o estrato corneo e o veiculo
34

O coeficiente de partigdo entre o veiculo e o estrato corneo ¢ de fundamental
importancia para a substdncia a ser permeada, estabelecendo-se uma concentracdo inicial
elevada nas primeiras camadas da pele **. A eficacia de um produto para aplica¢io cutinea
pode ser determinada pela relagdo estabelecida entre os coeficientes de permeabilidade no
estrato corneo ¢ a estrutura caracteristica da substancia a ser absorvida. O grau de absor¢do
através da estrutura cutdnea podera ser conseqiientemente alterado, variando-se as
caracteristicas fisico-quimicas do veiculo e da substancia empregada. Assim, a substincia a
ser absorvida dependera do coeficiente de parti¢do nos lipidios superficiais do estrato corneo,
da difusdo no estrato corneo, da particdo entre o estrato codrneo e a epiderme viavel (mais

hidrofilica), da difusdo pela epiderme e derme; e finalmente, s6 para os fairmacos e ndo para
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cosméticos, da capacidade de alcancgar a circulagdo sistémica, através da microvascularizagao

cutanea >,

2. Sistemas nanoestruturados para administracdo de fArmacos e ativos cosméticos

Considerando que a maioria dos farmacos possui propriedades fisico-quimicas

inadequadas para penetrar efetivamente na pele, foram desenvolvidas ao longo dos anos,
. L. ~ A . 35

diferentes estratégias para aumentar a permeacao de substancias através da mesma . Dentre

. L . . oo . = 36
as diversas estratégias, os sistemas nanoestruturados ja investigados sdo as nanoesferas °° as

21,22 37,38 19,39
b

nanocapsulas as nanoemulsdes , as nanoparticulas lipidicas soélidas 0s

lipossomas®® e os niossomas *°.

Durante a aplicacdo de preparagdes coloidais ndo oclusivas, alteragdes na composi¢ao
das formulacdes tais como, evaporacdo de algum constituinte do veiculo, podem afetar a
solubilidade da substincia ou provocar mudancas no fluxo das mesmas através da pele.
Suspensoes coloidais aplicadas epicutaneamente modulam a difusdo transdérmica, alterando a

atividade da substancia e/ou a parti¢do e a difusdo do mesmo, influenciando a farmacocinética

e a biodistribuicio dos ativos permeantes através da pele **.

2.1. Nanoparticulas Lipidicas Solidas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NPLS) sdo pequenas particulas classificadas em
escala nanométrica (50-1000 nm), as quais foram propostas como sistemas promissores para

41 ~ . , . .
¥41 S3o0 formadas por uma camada simples, ao contrario dos lipossomas

aplicagdo topica
[vesiculas fosfolipidicas em bi-camada(s)], que podem formar estruturas lamelares com uma

o) A . . r 42
ou varias membranas concéntricas, formadas por lipideo-agua ™.
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As nanoparticulas lipidicas sélidas sdo compostas por excipientes bem tolerados pela
pele, sendo que matérias-primas usualmente utilizadas em formulagdes farmacéuticas e
cosméticas podem ser empregadas nestes sistemas . As substincias utilizadas incluem
triglicerideos, glicerideos, dcidos graxos como, por exemplo, o acido estearico e ceras como o
palmitato de cetila. Um novo tipo de nanoparticula lipidica utilizando misturas de lipidios
solidos e liquidos tem sido estudada (carreador lipidico nanoestruturado). A particula lipidica
resultante apresenta uma estrutura nanoparticulada solida com depressdes formadas pelo
lipidio liquido (6leo) '?. Para preparagio destes sistemas sdo utilizadas técnicas com ultrassom
e homogenizadores de alta pressdo (métodos a frio ou quente), emulsificacdo e evaporagdo do
solvente e microemulsificacdo *°.

As NPLS apresentam como vantagens a capacidade de protecdo quimica de
componentes labeis contra decomposi¢do, a possibilidade de liberacdo controlada de
substancias através do estado solido da matriz lipidica, possibilidades de formagdo de um

12,4 . 1 .
A3 Jenning e colaboradores ? destacam, ainda,

filme sobre a pele e propriedades oclusivas
0 pequeno tamanho das nanoparticulas, as quais apresentam grande darea superficial,
facilitando o contato das substancias encapsuladas com o estrato corneo e, conseqiientemente,
a quantidade capaz de penetrar na pele viavel **.

As NPLS apresentam um efeito oclusivo mais intenso, quando comparadas com as
emulsdes convencionais ou microparticulas **. A oclusio é baseada na formacio de um filme,
apos aplicacdo na pele, reduzindo a perda transepidérmica de dgua **. Com o aumento do
conteudo de dgua na pele, os sintomas de eczema atopico podem ser reduzidos, contribuindo
para satde cutdnea *°. Entretanto, o efeito oclusivo in vivo das NPLS ¢ discutivel **. Quando
as bases semi-solidas forem altamente oclusivas, as NPLS adicionadas as formulagdes, nao

conferem efeito oclusivo adicional. Por outro lado, um aumento da oclusividade pode ser

verificado quando as nanoparticulas lipidicas so6lidas sdo adicionadas a emulsdes O/A,
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aumentando, inclusive, o efeito de hidratagio *’. A extensdo das propriedades oclusivas é
ainda dependente de fatores como tamanho da particula e concentragéo lipidica *®.

A estabilidade fisico-quimica das sustancias carreadas pelas nanoparticulas lipidicas
solidas podem ser totalmente diferentes das ndo carreadas. O efeito da formulagdo sobre as
caracteristicas fisico-quimicas da substancia associada as NPLS, deve ser investigado
individualmente, propiciando desta forma, o desenvolvimento de formulagdes adequadas para
cada caso *. Por exemplo, estudos realizados com retinol e coenzima Q10 em NPLS
demonstraram que a incorporacdo destes ativos a matriz solida diminuiu a degradagdo
quimica destas substancias **. Estudos tém demonstrado ainda, que a estabilidade fisica destes
sistemas pode ser mantida, quando incorporados em veiculos adequados para administragdo
topica. Os agentes espessantes, umectantes e tensoativos contribuem para estabilizar as
formulagdes e modular a liberago sustentada de substancias a partir das NPLS **'.

Por outro lado, estudos demonstram que as caracteristicas de penetracdo, as
propriedades do estrato corneo, bem como, os perfis de liberacdo podem ser controlados por
este tipo de sistema. Estudos realizados com a vitamina A (retinol e palmitato de retinol)
encapsulada em NPLS, utilizando células de difusdo tipo Franz, demonstraram a capacidade
de liberagdo destes ativos nas camadas mais superficiais da pele. Os ativos nanoencapsulados
alcangaram rapidamente a epiderme viavel sem, contudo, provocar um aumento paralelo nas
camadas mais profundas da mesma *°. De acordo com os autores, os melhores resultados
referentes a liberagdo controlada foram obtidos quando as NPLS de vitamina A foram
incorporadas na emulsdo O/A, retardando e controlando a liberagéo do ativo *°.

Mei e colaboradores ** estudaram NPLS e microemulsdes contendo triptolida
(antiinflamatorio) para liberagao topica. O fluxo de liberagdo a partir das NPLS foi maior nas
primeiras 6 horas quando comparadas as microemulsdes, podendo este comportamento ser

decorrente da matriz lipidica sélida das nanoparticulas. O farmaco em fungdo da pouca
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solubilidade em &gua apresentou uma atividade termodindmica aumentada, justificando-se
dessa forma, a maior velocidade de difusdao nas primeiras horas. Ap6s o periodo inicial, houve
um aumento na permeacdo do farmaco incorporado na microemulsdo, o que pode ser
explicado, pela presenga de tensoativos na formulagdo, provocando modificagdes na barreira
lipidica da pele.

Devido a redug¢do da camada protetora de ozonio, hd& um aumento crescente na
incidéncia de cancer de pele, do tipo melanoma '***. A aplica¢io de NPLS em cremes
fotoprotetores tem sido uma area recentemente explorada *. NPLS contendo o filtro solar
oxibenzona foram comparadas com uma emulsdo convencional de O/A *’. Nas emulsdes, a
oxibenzona encontra-se dispersa na goticula de 6leo, enquanto que nas NPLS, as moléculas
de oxibenzona estdo incorporadas na matriz cristalina e, conseqiientemente, a mobilidade
(difusdo) encontra-se diminuida. As NPLS contendo oxibenzona diminuiram em 50 % a taxa
de liberacdo (quando comparadas com a emulsdo), promovendo um sistema de liberagao
sustentada, além de permanecerem um maior tempo na superficie cutdnea (adesividade). As
NPLS também atuaram como filtro fisico e a concentragdo do filtro quimico (oxibenzona)
pode ser diminuida mantendo o mesmo fator de protecdo solar *°. As NPLS formaram um
filme sobre a pele, pois logo apos aplicagdo do produto a agua evaporada conduziu a fusdo
das particulas e a formagao do filme lipidico.

Tanto a liberagdo imediata, bem como a liberacdo sustentada t€m sido relatadas para
suspensoes de NPLS. Para as aplicacdes dérmicas, ambas as caracteristicas sdo interessantes,
a liberagdo imediata pode ser util para melhorar a penetracao de uma substancia e a liberagao
sustentada é importante para substincias ativas potencialmente irritantes em concentragdes
elevadas ou que devam suprir a pele por um periodo prolongado de tempo '*”2. As NPLS
possuem outras vantagens as quais incluem a composi¢do (matérias-primas biologicamente

o . 4 y e . ~ g eqe .
aceitaveis) *, o processo rapido e efetivo de producdo, a possibilidade de evitar o uso de

88



solventes organicos e a producdo de suspensdes com altas concentracdes lipidicas '**°.Com
relagdo as desvantagens, deve-se considerar a baixa capacidade de associagdao de substancias,
a presenca de estruturas coloidais alternativas concomitantes (micelas, lipossomas,
nanocristais) e a complexidade do estado fisico do lipidio (possibilidade de fusdo com super
aquecimento). Estes fatores podem vir a causar problemas de estabilidade durante o periodo
de armazenagem ou administracdo, tais como: gelificacdo, aumento do tamanho das particulas

e expulsio do farmaco .

2.2. Nanocépsulas, Nanoesferas e Nanoemulsdes

O tamanho de particula recomendado para o uso em formula¢des farmacéuticas e
cosméticas destinadas a aplicagdo topica deve ser menor do que 600 nm ****. Sistemas
nanométricos apresentam uma grande area superficial, a qual torna tais sistemas muito
satisfatorios para aplicacdo de ativos lipofilicos encapsulados, propiciando uma liberacao
homogénea da substancia encapsulada >*. Shim e colaboradores *° estudaram o mecanismo de
penetracdo do minoxidil encapsulado em nanoparticulas poliméricas preparadas com dibloco
poli(e-caprolactona)-6-poli(etilenoglicol) e os efeitos do diametro das nanoparticulas na
permeagdo na pele. As nanoparticulas (40 a 130 nm) liberaram eficientemente o minoxidil na
pele e o foliculo piloso representou a principal via de penetragdo. As nanoparticulas menores
apresentaram maior penetra¢do do farmaco.

De uma forma geral, estudos relativos a penetragdo na pele por nanoparticulas
poliméricas sdo menos freqlientes do que para lipossomas e NPLS. Por outro lado,
investigagdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade das nanoparticulas
poliméricas sdo mais frequentes °°. Nosso grupo de pesquisa demonstrou através de
microscopia eletronica por criofratura a presenca de nanocapsulas intactas, apds sua

incorporagdo em hidrogés (Carbopol 940). A avaliagdo biologica em ratos demonstrou que
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as nanocapsulas de diclofenaco inibiram a formacdo de tecido granulomatoso de modo
. . . ~ ~ . ~ . ~ 21
significativo em relacao ao grupo-controle, ndo ocasionando lesdo no local de aplicagdo .

Nanoparticulas poliméricas também tém sido propostas como uma nova geragao de

carreadores para filtro solares UV, com o objetivo de prolongar o tempo de resisténcia dos

mesmos no estrato corneo 18’55.

Tanto as suspensdes de nanocapsulas contendo
metoxicinamato de octila como, as nanocapsulas contendo metoxicinamato de octila
incorporadas em gel, apresentaram perfis moderados de liberacdo. Este comportamento pode
ser explicado pela alta hidrofobicidade e cristalinidade do polimero [poli(e-caprolactona)]
usado na preparacdo, ¢ também pela alta lipofilia do ativo que previne a sua difusdo para o
meio receptor. A baixa taxa de difusdo inicial do metoxicinamato octila frente as
nanocépsulas, sugere que o ativo encontra-se inteiramente encapsulado e ndo adsorvido na
superficie externa das nanocapsulas '*. Em um outro experimento realizado por Alvarez-
Roman e colaboradores *°, as nanocapsulas contendo metoxinamato de octila foram
quantificadas utilizando-se pele de porco e técnicas de tape-stripping. Foi observado um
aumento da liberagdo do metoxinamato de octila a partir das nanocapsulas dentro do estrato
corneo, ndo sendo possivel detectar a sua presenca no compartimento receptor, apos 6 horas
de experimento. Com base nestes estudos, infere-se que a eficiéncia das nanocapsulas deve
estar relacionada, com a altera¢do da atividade termodinamica, facilitando a parti¢ao do ativo
dentro da membrana, em comparagdo com as formulagdes em solugdo. Também devem ser
consideradas as caracteristicas fisicas deste tipo de sistema em que uma eclevada area
superficial proporciona um maior contato com o estrato corneo epidérmico °. Estudos
realizados com microscopia confocal mostraram claramente que os sistemas nanoparticulados
(nanoparticulas com poliestireno) acumulam-se preferencialmente no ducto folicular, sendo

os mesmos dependentes do tempo de contato e do tamanho da particula. Quanto menor a
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particula (20 nm) maior o acimulo na regido folicular, sendo as nanoparticulas também
encontradas, nos sulcos epidérmicos .

A atividade bactericida da clorexidina encapsulada em nanocapsulas de poli(epsilon-
caprolactona) foi avaliada in vitro e os resultados demonstraram que a encapsulacao da
clorexidina base manteve a atividade antimicrobiana contra varias bactérias, sugerindo sua
liberacdo sustentada °’. Critérios quantitativos tém sido utilizados para avaliar e interpretar se
as nanoestruturas possuem fun¢do de modular ou carrear o farmaco através da pele.
Investigacdes experimentais estdo sendo realizadas com o objetivo de avaliar os mecanismos
pelos quais estes sistemas (lipossomas, nanoparticulas, nanoemulsdes, vesiculas deformaveis)
liberam os farmacos na pele **. Para aumentar a eficicia terapéutica dos farmacos aplicados
topicamente, torna-se extremamente necessaria a elucidacio das propriedades fisico-quimicas,
tanto da pele como dos ativos utilizados para absor¢do percutinea '°. Todos estes novos
sistemas de liberagdo devem alcancar o equilibrio entre os requisitos fisico-quimicos de
estabilidade entre os componentes ativos e os adjuvantes, liberagdo das moléculas ativas para
a pele e preservag@o contra microorganismos.

Na Tabela 1 encontram-se descritos sistemas nanoestruturados relatados na literatura
com caracteristicas e perfis de liberacdo especificos. De acordo com os dados analisados,
pode-se verificar que estes sistemas podem modificar a atividade do farmaco através de
alteragdes nas propriedades fisico-quimicas, retardar e controlar a liberacdo do ativo, bem

como, aumentar a adesividade ou o tempo de permanéncia na pele.
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Tabela 1. Sistemas para liberagao de farmacos. Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NPLS), Nanocapsulas (NC), Nanoesferas (NS) e nanoemulsao

(NE).

Sistemas de Substancia Tamanho Resultados Referéncia

Liberacao

NC Metoxicinamato de  20-200 nm  Liberagdo moderada e reducdo significativa do eritema com o filtro encapsulado. A localizagdo 1

octila folicular foi favoravel para as particulas com menor tamanho.

NC Metoxicinamato de 255nm A penetracdo do OMC-NP no estrato corneo foi 3,4 vezes maior do que na emulsdo. A liberagdo da 18

NCFluorescente octila 250 nm  fluoresceina nanoparticulada foi maior do que em solugdo de propilenoglicol.

NC/ Hidroggéis Diclofenaco 228 nm  Avaliacdo bioldgica realizada em ratos demonstrou que os grupos tratados inibiram a formacgao de 21
tecido granulomatoso, em relacao ao controle. Presenca de NC intactas nos gel.

NC Minoxidil 40/130 nm  As nanoparticulas podem liberar eficientemente o minoxidil na pele e o foliculo piloso representou 36
a principal via de penetragéo.

NPLS Oxibenzona +200nm  As NPLS com oxibenzona diminuiram em 50% a taxa de liberagdo (quando comparadas com a 47

Emulsdo emulsdo), promovendo um sistema de liberagdo sustentada, além de permanecerem um maior
tempo na superficie cutanea (adesividade).

NPLS Vitamina A 224 nm Os melhores resultados foram obtidos quando as NPLS de vitamina A foram incorporadas no creme 50

Nanoemulsao 186 nm O/A, retardando e controlando a liberag¢ao do ativo.

NPLS Triptolida 123nm  NPLS e microemulsdes podem servir como eficientes promotores de penetracdo da triptolida na 52

Microemulsdo pele.

NC Clorexidina 200-300 nm A encapsulagdo da clorexidina base, manteve a atividade antimicrobiana contra varias bactérias, 57

sugerindo uma liberagdo sustentada da clorexidina
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CONCLUSAO

Os sistemas nanoestruturados, juntamente com a substancia veiculada apresentam
mecanismos de acdo dependentes do tipo e natureza do carreador, do tamanho e das interagdes
fisico-quimicas apresentadas no sistema e/ou com as membranas biologicas. A avaliagdo
bioldgica in vitro tem como, objetivo avaliar a penetracdo, a distribui¢do e o comportamento de
cada farmaco encapsulado na pele.

Os sistemas nanoestruturados podem penetrar no estrato corneo, formando uma camada
superficial, aumentando o tempo de permanéncia na pele e proporcionando uma liberagao
prolongada do ativo. De uma forma geral, estes sistemas sdo bem tolerados por peles sensiveis ou
inflamadas, podendo exercer efeito oclusivo, formando um filme na superficie da epiderme e
reduzindo a perda transepidérmica de agua.

Finalmente, nanoparticulas, nanoesferas, nanocapsulas ¢ nanoemulsdes representam um
recurso importante para a formulagio tdpica de ativos com pouca solubilidade ou instabilidade
em meio aquoso, fatores os quais podem comprometer a eficacia das formulacdes. Deve-se
considerar, ainda, que as substancias altamente lipofilicas t€ém pouca habilidade para penetrar na
pele. A taxa de permeagdo cutdnea, dificilmente pode ser alterada eficientemente pelo uso de
formulacdes galénicas tradicionais. Desta forma, os sistemas nanoestruturados apresentam
possibilidades de liberacdo apropriada da substincia no estrato corneo ou na camada de pele

viavel, tornando-a disponivel para o tecido designado.
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Abstract

The objective of this work was to study the in vitro percutaneous penetration of nimesulide from
semi-solid topical formulations containing nanospheres, nanocapsules or nanoemulsion.
Nanoprecipitation, interfacial deposition and spontaneous emulsification methods were used to
prepare the nanostrutured suspension. The hydrodynamic diameters were 252 nm for the
nanoemulsion, 277 nm for the nanocapsules and 202 nm for the nanospheres containing
nimesulide. The different nanocarrier systems were incorporated in the hydrophilic gels and their
ability of delivering the drug into the human skin were investigated using stripping technique and
Franz-type diffusion cells. The gel containing nanocapsules (GNM-NC) and the gel containing
nanospheres (GNM-NS) released the nimesulide in the same extension into the stratum corneum
(SC). On the other hand, for the gel containing nanoemulsion (GNM-NE), the nimesulide was not
quantified in SC, but it has been directly permeated for the dermis. The penetration of the
nimesulide using the gel containing nanocapsules (GNM-NC) was larger in the deeper skin than
using the gel containing nanospheres (GNM-NS) or the one containing nanoemulsion (GNM-
NE). The gels containing nanocarriers (GNM-NC, GNM-NS and GNM-NE) were able to release
the drug in the viable layer of the skin, comparing to a non-particulated nimesulide-loaded

formulation at the same concentration.

Key Words: nimesulide, nanoemulsion, nanocapsules, nanospheres, topical formulation, skin

penetration
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1. Introduction

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are frequently used for the treatment of acute
and chronic rheumatoid arthritis, osteoarthritis or musculo-skeletal pain (Babar et al., 1990;
Curdy et al., 2001). Although the usual oral dose is well tolerated by patients, several side effects
have been reported including gastrointestinal disturbances, headache and dizziness, as well as
peptic ulcer (Giuliano et al., 2001; Joseph et al., 2002). In order to circumvent this problem
topical formulations of NSAIDs, such as nimesulide, have been reported for the treatment of
various inflammatory diseases (Gupta et al., 1996; Sengupta et al., 1998; Dhaon et al., 2000;
Doliwa et al., 2001; Curdy et al., 2001). Nimesulide (4-nitro-2-phenoxymethanesulfonamide)
selectively inhibits cyclooxygenase-2. It has analgesic activity and it is also widely used for the
treatment of rheumatoid arthritis and inflammatory conditions (Rabasseda, 1997; Bernareggi,
1998). Nimesulide presents a very low solubility in water (0.01 mg/ml), an octanol-water
partition (log P) of 2.60 and a pKa value of 6.46 (Gupta et al., 1996; Piel et al., 1997; Fallavena
and Schapoval, 1997).

As a general rule, the penetration of a topically formulated active compound into the skin
involves two steps: the first is the release of the drug from its vehicle and the second is the
penetration of the drug into stratum corneum (Contreras et al., 2005). The stratum corneum,
especially the queratin, constitutes the main barrier of skin, as well as it is the rate-limiting step
for percutaneous absorption of the drug topically applied (Essa et al., 2002; Blanco et al., 2003;
Ting et al., 2004).

Nanoparticles and microparticles have been increasingly investigated to achieve targeted and
sustained release of drugs. These systems have been extensively studied for oral and parenteral

administration, and they could be useful to deliver several drugs into the skin (Jalon et al.,

103



2001a). Besides, some investigations have shown that the nanoparticles and liposomes present
the tendency to interact with inflamed tissues. This specificity may represent new possibilities of
therapy for several rheumatic diseases (Kreuter 1994) by using the encapsulation of NSAIDs or
antibiotics in nanocarrier systems as a strategy. Additionally, nanometric systems present an
enormous surface area, which makes them suitable for important pharmaceutic and cosmetic
applications, such as topical formulations of lipophilic encapsulated drugs for a homogeneous
release (Bouchemal et al., 2004).

These carriers present some advantages for topical application since sustained release is
important to supply the skin with the drug over a prolonged period of time (Jalon et al., 2001b).
Nanoparticles are studied as drug delivery systems because their small sizes allow them to
permeate through biological barriers (Couvreur et al., 1995). The mechanism of action of
nanoparticles can be attributed to their association with the skin surface. The small particle size
ensures close contact with the stratum corneum. That is why the amount of encapsulated agent
penetrating into the viable skin facilitates drug transport by changing the vehicle/stratum
corneum partition coefficient (Jenning et al., 2000a; Alvarez-Roman, et al., 2004). Studies have
been conducted in order to explain the mechanism in which the nanocarriers are able to increase
the release of some drugs in the skin (Lopez et al., 2000). For instance, vitamin A was released
from solid-lipid-nanoparticles into the upper skin layers, but did not penetrate into the deeper
skin strata (Jenning et al., 2000b). Quantification of octyl methoxycinnamate (OMC) in the skin
using tape-stripping technique has showed that its nanoencapsulation increased 3.4-folds of the
level of OMC into the stratum corneum. However, the use of nanoparticles did not increase the
skin permeation (it was not possible to detect OMC in the receiver compartment). The confocal
images showed that the fluorescence profile observed in the skin after application of Nile Red-

loaded nanoparticles was different from that visualized after application of Nile Red dissolved in
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propylene glycol. The modified distribution of Nile Red-loaded nanoparticles was due, at least in
part, to its altered thermodynamic activity (relative to that in propylene glycol) that resulted in a
partition coefficient in the SC increased (Alvarez-Roman et al., 2004).

Supersaturated formulations or novel vehicle systems (microemulsions, liposomes and polymeric
nanoparticle suspensions) have also been investigated as alternatives to the more “classic”
chemical penetration enhancer systems (Alvarez-Roman et al., 2004). An understanding of the
mechanism(s) of interaction between these novel systems and the skin, as well as the transport
pathways within the membrane are required to establish the feasibility of using such
nanoparticles to optimize the transport process for each drug.

Taking into account these, the objective of this work was to evaluate the penetration of
nimesulide from semisolid topical formulations containing nimesulide-loaded nanocapsules,
nanospheres and nanoemulsion through the skin using Franz diffusion cells and a tape-stripping
technique in order to investigate if these formulations would be able to modify the distribution of
nimesulide in the different strata of the full-thickness human skin. The influence of the
nanocarriers was compared to a similar gel formulation containing the free drug in the absence of
nanocarriers. Additionally, the flux and permeability coefficient of the gel containing nimesulide-

loaded nanocapsules, using heat separated human skin membrane, were also evaluated.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Nimesulide was obtained from Henrifarma and poly(e-caprolactone) (MW= 80,000) from
Aldrich (Strasbourg, France). Caprilic/capric triglyceride, sorbitan monostearate, polysorbate 80,

methylparaben, propylparaben, sorbitol and triethanolamine were supplied by Delaware (Porto
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Alegre, Brazil). Carbopol 940® was adquired from B.F. Goodrich (Sdo Paulo, Brazil). All other

chemicals and solvents used were of pharmaceutical grade. All reagents were used as received.

2.2. Preparation of nanocapsules, nanospheres and nanoemulsion

Formulations containing nimesulide were prepared by nanoprecipitation and interfacial
deposition (nanocapsules and nanospheres respectivity) (Fessi et al., 1988; Schaffazick et al.,
2005; Cruz et al., 2006) and spontaneous emulsification (nanoemulsion). Briefly, the lipophilic
solution consisted of triglycerides (3.1 mL), nimesulide (0.150 g), sorbitan monostearate (0.766
g), poly(e-caprolactone) (1.000 g) and acetone (267.0 mL). The organic phase was added under
moderate magnetic stirring into an aqueous solution containing polysorbate 80 (0.766 g in 533.0
mL of water). Acetone was removed and water was concentrated by evaporation under reduced
pressure and the final formulation was adjusted to 100 mL. Nanosphere suspensions were
prepared omitting the oil and nanoemulsion omitting the poly(e-caprolactone). Formulations were

made in triplicate.

2.3. Characterization of nanocapsules, nanospheres and nanoemulsion

The particle sizes, size distributions and polydispersity were measured using Zetasizer® (Nano
séries, Malvern Instruments). Measurements were made at room temperature (20 °C) using a
Brookheaven Instruments (New York, USA) standard setup (BI-200M goniometer, BI-9000AT
digital correlator and a BI9863 detection system). A coherent Spectra Physics He-Ne laser

(35 mW, 4y = 632.8 nm) was used as light source.
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2.4. Preparation of gels containing nimesulide-loaded nanocapsules, nanospheres,
nanoemulsions, nimesulide or control gel

Carbopol 940® gels containing nimesulide-loaded nanocapsules (GNM-NC), nanospheres
(GNM-NS), and nanoemulsion (GNM-NE) were developed and characterized as previously
descrited (Alves et al., 2005). The gels were constituted of the Carbopol 940° (0.2 g),
methylparaben (0.2 g), propylparaben (0.1 g), sorbitol (5.0 mL) and triethanolamine (0.2 mL). A
similar gel (GC-NM) formulation containing nimesulide (0.13 g), sorbitan monoestearate (0.76 g)
and solissorbate 80 (0.76 g), but using water in the place of the nanocarrier formulation was also
prepared for comparison. In parallel, a gel (GC) with neither nimesulide nor nanocarriers was

also prepared as control. All formulations were prepared in triplicate.

2.4.1. pH determination
The pH values of the suspensions, nanoemulsions and of the gels containing nanocarriers were

determined directly in the samples (Micronal B374 potentiometer).

2.4.2. Quantification of nimesulide in the gels

The content of nimesulide in the gels was determined by HPLC after extraction. Approximately
1.0 g of each formulation was accurately weighed and placed in a 50 mL volumetric flask.
Acetonitrile was added and the flask was heated at 65 °C until the gel has been completely
dissolved. The solution was cooled to room temperature and properly diluted with acetonitrile.
After filtration through a 0.45 pm hydrophilic membrane (Durepore®), the solutions were

injected (10 pL).
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2.5. High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis

The samples were analyzed by HPLC. The system consisted of an SPD-10A Shimadzu detector,
LC-10AD Shimadzu pump, SIL-10A Shimadzu injector and Lichrospher® 100 RP-18 (5um)
column provided by Merck. The mobile phase consisted of acetonitrile/water (55:45 v/v). The
flow-rate was 1.0 mL min™'; the temperature was 20 °C and the detection at 230 nm. The HPLC
method for nimesulide quantification (Nagoji et al., 2002), either in the skin or in the receptor
compartment has been previously validated. The detector response was found to be linear at the
concentration range from 0.8 to 40.0 pg/mL (r>0.999). The nimesulide was detected with a
retention time of 5.2 min. Accuracy and precision values have been calculated and they were
below 2 % (R.S.D.). The limit of quantification of the method was 0.24 pg/mL. The selectivity of
the assay was confirmed by the individual analysis of blank samples from the skin layers and

from the receptor compartment of the diffusion cells (United States Pharmacopoeia, 2006).

2.6. Human skin penetration experiments

2.6.1. Preparation and storage of skin samples

Skin samples were obtained from a female patient, who had undergone abdominal plastic
surgery. Immediately after excision the subcutaneous fatty tissue of the abdominal region was
removed using a scalpel. The skin was wrapped in aluminum foil and stored in polyethylene bags

at — 20 °C until use.

2.6.2. Dermis-epidermis separation

The flux and permeation coefficient of the nimesulide from the gel containing drug-loaded

nanocapsules were determined using heat-separated human skin membrane. Individual portions
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of skin were immersed in water at 60 °C for 55 sec. The epidermis (stratum corneum and viable
epidermis) was carefully removed from the dermis using forceps (Heard et al., 2003).
The flux (Jss) was determined as the angular coefficient of a curve obtained by plotting the
cumulative amount of the permeated drug versus time (Abdulmajed and Heard, 2004). The
permeability coefficient (kp) was calculated using equation 1.

kp = Jss/c (1)

where c is the initial concentration of drug in the vehicle applied to the donor phase.

2.6.3. Diffusion cells preparation

Prior the use, the skin specimens were defrosted and the full-thickness human skin or epidermis
were then placed on Franz-type diffusion cells, with nominal diffusion area of 3.14 cm? and a
receptor volume contained 6 mL of phosphate buffer solution (pH 7.4). An infinite dose of gel
containing nimesulide-loaded nanocapsules (GNM-NC), nimesulide-loaded nanospheres (GNM-
NS), nimesulide-loaded nanoemulsion (GNM-NE), nimesulide gel (GC-NM) or control gel (GC)
were placed with syringe on the skin surface in the donor chamber. At given time intervals (2, 4,
6, 8, 12, and 24 h) aliquots of 500 uL. were collected and the same volume of fresh phosphate
buffer solution (pH 7.4) was replaced. The receptor medium was maintained at 37 + 1 °C and
magnetically stirred. The blank vehicles without either nimesulide or nanocarriers (control gel-
GC) served as reference in the analytical measurements. Five replicates were used for each
formulation.

Additionally, the gel containing nanocapsules (GNM-NC) was tested in heat-separated epidermal
membranes, which were placed upon filter paper supports, mounted in Franz-type diffusion cells.
The receptor phase consisted of phosphate-buffered (pH 7.4) containing 10 % polyethylene

glycol 400 (Babu et al., 2003).
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2.6.4. Horizontal skin sectioning and nimesulide extraction

After 24 h of the permeation experiments, the skin was removed and rinsed with distilled water.
This procedure was repeated three times and the drug content in the donor compartment, stratum
corneum, epidermis/dermis or receptive solution was analyzed according to the procedure

described in 2.5.

2.6.4.1. Determination of nimesulide concentration in the stratum corneum and epidermis/
dermis

The determination of the drug in the stratum corneum and in epidermis/dermis has been carried
out as previously described (Touitou et al., 1998; Lboutounne et al., 2002; Abdulmajed and
Heard, 2004; Verma and Fahr, 2004). Consecutive layers of stratum corneum (SC) were
removed, adhering to an adhesive (Schoth 3M-19 x 40 mm) tape in the exposed area to the
product. The stratum corneum was removed using 15 pieces of adhesive tape for each
formulation. The tapes were weighted before and after the extraction of the layers of the skin and
the amount of active substance kept in the tapes was extracted with acetonitrile at 60 °C for 60
min and vortexed four times for 30 seconds. The remaining tissue was cut into small pieces and
placed in another vial. The drug was extracted with 2 mL of acetonitrile, ultrasonicated for 60
min and vortexed four times for 30 seconds. Samples were filtered through membranes (0.45 pm

Durepore”) and were analyzed according procedure described in 2.5.

2.6.4.2. Determination of the thickness of the SC
For determination of the thickness of the SC, the adhesive tapes were accurately weighed before
and after stripping. The layer thickness was calculated according to the equation 2 (Michel et al.,

1992; Verma et al., 2003Db).
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Where T represents the thickness of SC removed (mm), d is the differences in strip weight
after and before stripping (1g), a denotes the area of the strip (mm?) and p is the density of

the SC ( p =1x10° ug /1x10° pm?),

2.7. Statistical analysis

All the results are expressed as the mean value + the standard deviation of the mean and
statistically analyzed using variance analysis (ANOVA). Results presenting p<0.05 were
considered statistically different. The comparisons among the averages were performed using

Tukey’s test.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of nanocapsules, nanospheres and nanoemulsion

Table 1 shows the physicochemical properties of nanocapsule, nanosphere suspensions and
nanoemulsion containing nimesulide. For all formulations the diameters are in the sub 300 nm
ranges. The diameters are adequate for topical application since the particle sizes recommended
in pharmaceutical and cosmetic formulations are lower than 600 nm (Verma et al. 2003a;
Bouchemal et al., 2004). Vesicles presenting size around 300 nm are able to deliver their contents
in some extension into the deeper layer of the skin (Verma et al. 2003a).

The polydispersity values were below 0.3 (Table 1), which indicates narrow size distributions of
the particles and, consequently, good homogeneity of these systems (Verma et al., 2003a).
However, some differences have been observed among nanocapsules, nanospheres and

nanoelmulsion formulations. The suspension prepared with oil and polymer (nanocapsules)
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presented a lower polydispersity (0.12) compared to the formulations prepared in the absence of
oil (nanospheres; 0.22) or, in absence of polymer (nanemulsion; 0.25). The pH values ranged
from 5.1 to 5.3. Briefly, the results of pH, size, and polydispersity for all formulations were in
agreement with the values previously reported for other NSAIDs associated with nanoparticles
prepared using polyesters or associated with nanoemulsion (Guterres et al., 1995; Calvo et al.,

1996; Miiller et al., 2001; Mildo et al., 2003, Alves et al., 2005).

3.2. Gels containing nimesulide-loaded nanocapsules, nanospheres, nanoemulsions or free
nimesulide

The nimesulide contents in the gels were dependent on the concentration of drug in each
nanocarrier suspension, which was used as aqueous phase in each hydrogel formulation. In this
way, gels presented final nimesulide concentrations of 1300 pg/cm’ (nanocapsules: GNM-NC),
1230 pg/cm’ (nanospheres: GNM-NS) and 1270 pg/cm’ (nanoemulsion: GNM-NE). Similar gel
formulation (GC-NM) containing 1300 pg/cm’ of free nimesulide but using water in the place of
nanocarrier suspension was also prepared for comparison.

Furthermore, all gel formulations presented pH values close to 7.0, which is adequate for the
cutaneous administration. The barrier function of the stratum corneum is unlikely to be
compromised when treated with a vehicle which pH is in the range of 3.5 to 8.5 (Sznitowska et

al., 2001).

3.3. Penetration experiments
The ability of the different drug-loaded nanocarriers incorporated in the hydrophilic gels (GNM-
NC, GNM-NS, GNM-NE) in delivering the drug into the human skin was investigated, using the

skin stripping technique and Franz-type diffusion cells (Franz, 1975). These studies were
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accomplished with the objective of evaluating the influence of the composition and the type of
structure of the different nanocarriers on the nimesulide penetration in human skin.

The drug was detected (p>0.05) in the stratum corneum for the gel containing nimesulide-loaded
nanocapsules (GNM-NC) (1.29 + 0.52 pg/cm?) (Fig. 1) and the gel containing nimesulide-loaded
nanospheres (GNM-NS) (1.18 £+ 0.28 pug/cm?) (Fig. 1). On the other hand, for the gel containing
nimesulide-loaded nanoemulsion (GNM-NE), no drug was detected in this layer. The
formulations prepared with poly(e-caprolactone) (GNM-NC and GNM-NS) were the only that
presented retention in the stratum corneum. This behavior suggests a higher affinity of the
polymeric formulations (GNM-NC and GNM-NS) with the horny layer. The stratum corneum is
considered to be the diffusional barrier of mammalian skin for water and the most solutes
(Verma; Fahr, 2004). This external layer of the skin provides the principal barrier to the
percutaneous permeation of topically applied substances (Maghraby et al., 2000).

The presence of nimesulide in the deeper skin was significantly higher (p<0.05) for the gel
containing drug-loaded nanocapsules (GNM-NC) (5.09 + 1.22 pg/cm?) than for the gels
containing drug-loaded nanospheres (GNM-NS) (2.93 + 0.41 pg/cm?) or drug-loaded
nanoemulsion (GNM-NE) (3.46 + 0.84 pg/cm?) (Fig. 1). For the gels GNM-NE and GNM-NS the
deeper skin presented statistically similar amounts of nimesulide (p>0.05). The gel containing
nanocapsules (GNM-NC) presented a larger penetration of nimesulide in stratum corneum and in
the deeper skin (Table 2). The differences of this formulation in relation to the nanoemulsion and
to the nanospheres are the presence of the polymer in the former and the oil in the latter.

The drug was not detected in the receptor compartment solution for none of the tested
formulations (Fig 1.). This result is in agreement with previous studies, which reported that

particulated drug carriers (microparticles and nanoparticles) improve the drug residence in the
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skin without increasing transdermal transport (Asbill and Michniak, 2000; Lboutounne et al.,
2002; Alvarez-Roman et al., 2004). Additionally, the high specific area of the carrier facilitates
the contact of the encapsulated molecules with the stratum corneum (Jenning et al., 2000b; Maia
et al., 2000; Alvarez-Roman et al., 2004). The function of these particles is to deliver an
ingredient to the upper layer of the skin, and in optimal applications to prolong the time in which
this ingredient remains on the skin (Magdassi, 1997; Jenning et al., 2000b; Barratt 2000; Alvarez-
Roman et al., 2001, Lboutounne et al., 2002).

Table 2 shows the concentration of the drug applied on the surface of the skin (donor
compartment) for each formulation. These formulations were maintained in contact with the skin
for 24 hours, and nimesulide was quantified at the end of the experiments. The concentration of
the nimesulide in the skin surface after 24 h for the gels containing nanocapsules (GNM-NC),
nanospheres (GNM-NS), nanoemulsion (GNM-NE) and gel without nanocarriers (GC-NM) were
347.1pg/em?, 356.1 pg/cm? and 373.2 ng/cm?, and 424.2 pg/cm?, respectively (Table 2).

The results showed that 100 % of the drug was retained in the gel without nanocarriers (GC-
NM), indicating that the nimesulide was not diffused from the vehicle to the skin surface in the
formulation without nanocarriers. The modified distribution of nimesulide when delivered via
nanoparticles is probably due to alterations in the thermodynamic activity, increasing the drug
diffusion through the vehicle. The ability of a drug in a topical formulation to permeate the skin
and to exert its effect depends on two consecutive events. The drug must first diffuse out from the
vehicle to the skin surface and then it must permeate this barrier. When a drug molecule diffuses
from an aqueous donor phase through a lipophilic membrane to a receptor phase it experiences
two types of resistance: the resistance of diffusion in the aqueous phase and the resistance of
diffusion through the membrane. Both steps are dependent upon the physicochemical properties

of the drug, vehicle and barrier (Nishihata et al., 1988; Kriwet and Miiller-Goymann, 1995).
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The apparent partition coefficient (Kscuen) of nimesulide was determined alter successive tape
stripping of the stratum corneum (Table 3). The nimesulide concentration after 24 h of treatment
was calculated for a thickness of approximately 14.8 um of the horny layer. The apparent
partition coefficients (Kgscuen) of nimesulide between stratum corneum and the gel did not show
significant difference (p>0.05) between the GNM-NC (1300 pg/cm?) and the GNM-NS (1230 pg/
cm3).

Since the gel containing nimesulide-loaded poly(e-caprolactone) nanocapsules (GNM-NC)
showed the higher drug penetration in the skin compared to the nanospheres and the
nanoemulsion, it was used for determining the flux and the permeability coefficient of
nimesulide.

The gel containing nimesulide-loaded nanocapsules (GNM-NC) demonstrated favorable skin
penetration characteristics. The flux (Jss) and permeability coefficients (kp) were 0.39 pg/cm?*/h
and 9.42 x 10 cm/h, respectively. The results showed that nimesulide permeated the heat-
separated human skin more easily than the whole skin. The analyses of in vitro skin absorption of
lipophilic compounds, based on receptor fluid levels only, should be treated with extreme
caution. All information on the fate of the drug in the skin is required to demonstrate whether it
remained in the stratum corneum and/or in deeper layers of the skin (Sandt et al., 2004;

Wilkinson, et al., 2006).

4. Conclusions

The gels containing nimesulide-loaded nanocarriers were able to promote the drug penetration in
the stratum corneum and/or in the layer of viable skin compared to a nimesulide-loaded non-
particulated formulation. The encapsulation of the drug in those nanocarriers modified the in

vitro release and the diffusion parameters of nimesulide (relative to those determined for the non

115



particulated formulation), and consequently altered the distribution of the drug in the different
human skin layers. The gel containing nimesulide-loaded nanocapsules (GNM-NC) and the gel
containing nimesulide-loaded nanospheres (GNM-NS) presented significant similar drug
penetration into the stratum corneum. On the other hand, the gel containing nimesulide-loaded
nanoemulsion (GNM-NE) showed no drug in the stratum corneum, but the drug has permeated
directly for the dermis. The gel containing nanocapsules (GNM-NC) showed the higher
penetration of nimesulide in the skin as compared to the nimesulide-loaded nanospheres and
nimesulide-loaded nanoemulsion. Briefly, for the first time, this comparative study demonstrated
the influence of the presence of the polymer and of the type of nanocarrier (matricial, vesicular or

emulsion) on the penetration of a drug through the human skin.
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Table 1: Parameters of nanoemulsion, nanospheres and nanocapsules characterization (Mean +
standard deviation).

Formulations Particle size (nm) Polydispersity index pH

NC 277 +0.00 0.12 52+0.10
NS 202 +3.54 0.22 5.1+0.15
NE 252 +0.35 0.25 53+0.08

NE, nimesulide-loaded nanoemulsion suspension; NC, nimesulide-loaded nanocapsule

suspension; NS, nimesulide-loaded nanosphere suspension.
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Table 2: Amount of nimesulide delivered from different formulations into the strata of human

abdominal skin using a Franz-type diffusion cell in vitro after 24 h (mean = SD n=35).

Formulations Total skin' Drug dose applied ~ Surface skin after 24h
(ng /em?) onto SC (ug /cm®) (ng /em?)
GNM-NC 6.40 + 1.54° 414.0 347.1+29.53
GNM-NS 4.10+0.65° 391.7 356.1+11.35°
GNM-NE 3.46+0.67° 404.4 373.2+30.83°
GC-NM - 414.0 4242 +20.32*

GNM-NC, gel containing nimesulide-loaded nanocapsule; GNM-NS, gel containing nimesulide-loaded nanosphere;
GNM-NE, gel containing nimesulide-loaded nanoemulsion; GC-NM, gel containing nimesulide
'Total skin: Stratum corneum + deeper skin

a-b: the averages signed with different letters (inside of the same column) were considered statistically different in
agreement with Tukey's test (p < 0.05).
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Table 3: Assessment by tape stripping of stratum corneum (SC) for nimesulide penetration into

human skin (Mean +SD n = 5).

Formulations Drug absorbed  Drug concentration Applied drug dose K sc/vehd

by SC* in SC® (pg/cm®) absorbed”® (%)
(ug fem?)
GNM-NC 129 + 0.46 871.6 = 3097 031+0,11 0.67 0,24
GNM-NS 1.18 +0.28 797.3 + 187.,0 0.30 0,07 0.65+0,15
GNM-NE not detected - - -
GC-NM not detected - - -

GNM-NS, gel containing nimesulide-loaded nanosphere; GNM-NE, gel containing nimesulide-loaded nanoemulsion;
GNM-NC, gel containing nimesulide-loaded nanocapsule; GC-NM, gel containing nimesulide

*Amount of drug (nimesulide) absorbed into the SC after 24 h exposure treatment

°Concentration of drug in the SC after 24 h exposure. Calculated as the ratio of the amount of nimesulide (ug/cm?) in
the SC to the SC thickness assumed to be equal to 14.8 [im

¢Applied drug dose absorbed calculated as the ratio of the amount of nimesulide (ug/cm?) in the SC to the nimesulide
dose applied

dPartition coefficient (Ksc.ven) of the nimesulide between the SC and the formulation: calculated as the ratio of the

nimesulide concentration in the SC’ to nimesulide concentration in the vehicle (NC-1300 pg/cm’; NS-1230
pg/cm’)
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B GNM-NC
B GNM-NS
6 OGNM-NE
BGC-NM

Amount Retained
pg/cmz2

SC Epiderm/Dermis Receptor compartment

Fig.1. Distribution of nimesulide in the SC (thickness assumed to be equal to 14.8 pm) and
deeper skin (Epidermis/Dermis) following topical administration of gel containing nimesulide-
loaded nanocapsules (GNM-NC); nanospheres (GNM-NS); nanoemulsion (GNM-NE) and gel
containing nimesulide (GC-NM).
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Os métodos de deposi¢do interfacial e nanodispersdo foram utilizados neste
experimento possibilitando a obten¢do de nanocapsulas (NC), nanoesferas (NS) e
nanoemulsdes (NE) de nimesulida. A andlise das caracteristicas fisico-quimicas dos
sistemas estudados demonstrou que os didmetros obtidos sdo compativeis com os
sistemas nanoestruturados (cerca de 300 nm). As taxas de associac¢ao situam-se
proximas a 99 % e os valores de pH entre 5,1-5,3; também encontram-se de acordo
com os valores observados para fArmacos antiinflamatorios associados a
nanoestruturas (Guterres et al. 1995; Calvo et al., 1996; Miiller et al. 2001; Milao et
al. 2003).

Cabe ressaltar que a concentracdo de nimesulida utilizada nas formas
farmacéuticas avaliadas neste estudo, ficou limitada a concentragdo presente nos
sistemas nanoestruturados € ao volume aquoso das formulacdes. As amostras foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Nagoji ef al., 2002), sendo o
método previamente validado. A faixa de concentragdo testada foi de 0,8 a 40 pg/mL
(r>0,999) e os resultados atendenderam as especificagdes de linearidade, precisdo e
exatiddo (United States Pharmacopoeia, 2006). Desta forma, as preparacdes semi-
solidas apresentaram concentragdo final de 1,30 mg de nimesulida/g de gel contendo
nanoemulsdo; 1,29 mg de nimesulida/g de gel com nanocépsulas e 1,26 mg de
nimesulida/g de gel com nanoesferas.

As formas farmacéuticas plasticas apresentaram caracteristicas organolépticas
satisfatorias apos a incorporagdo das suspensdes. A incorporacdo da nimesulida
diretamente na base do gel, ocasionou uma coloracdo amarelada, o que o diferenciou
das bases onde a nimesulida foi adicionada veiculada as suspensdes nanoestruturadas,
as quais apresentaram-se com uma coloragdo levemente amarelada. Esta mudanca de
caracteristica deve-se provavelmente ao proprio sistema nanoestruturado ao qual o
farmaco foi associado, o que podera contribuir, em hipotese, para que a pele ndo fique
com tom amarelado, quando a nimesulida for utilizada topicamente.

Todas as formulagdes de géis analisadas neste estudo foram caracterizadas
como sistemas nao-newtonianos apresentando comportamento pseudopléstico, sendo
que os reogramas foram ajustados pelo modelo de Ostwald. Experimentalmente,

nenhum fendmeno de tixotropia foi detectado para formulagdes testadas e a
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incorporacao dos nanocarreadores ndo modificou o tipo de fluxo apresentado por estes
sistemas. Apos o periodo de estocagem houve uma diminuicdo do indice de
consisténcia para os géis contendo nanocarreadores comparados ao gel controle e ao
gel com o farmaco livre.

Os diferentes sistemas nanocarreadores incorporados nos géis hidrofilicos, apds
serem desenvolvidos e caracterizados, foram investigados em fun¢do do potencial de
liberagdo do farmaco na pele, usando célula de difusdo tipo Franz e técnica de fape
stripping em pele humana. Todas as formulagdes de géis contendo nanocarreadores
apresentaram valores de pH em torno de 7,0, sendo os mesmos considerados
adequados para administragdo cutanea.

Os experimentos foram realizados ainda, com o objetivo de avaliar a influéncia
da composi¢do e o tipo de estrutura dos diferentes nanocarreadores na penetragdo do
farmaco na pele. O modelo assumido pelos sistemas de liberagdo topica, em relagdo ao
efeito do solvente na penetracdo ¢ na retencdo do soluto, tem sido uns dos aspectos
mais dificeis de ser estimado teoricamente. Experimentos para determinacao destes
efeitos sdo freqiientemente complexos de serem interpretados, devido a natureza do
estrato cérneo ¢ a interagdo com o veiculo (Cross et al., 2001). Além do
desenvolvimento de novas formas farmac€uticas ou da avaliagdo de produtos
farmacéuticos e cosmecéuticos, estes testes também sdao necessarios para obtencdo de
informagdes sobre os efeitos de farmacos e/ou excipientes na funcdo de barreira da
pele (Wagner et al., 2001).

No presente estudo o farmaco foi detectado no estrato cdrneo para o gel
contendo nanocapsulas (1,29 = 0,52 pg/cm?) (GNM-NC) e para o gel contendo
nanoesferas de nimesulida (1,18 + 0,52 pg/cm?) (GNM-NS), ndo havendo diferenca
significativa entre estes dois valores (p>0,05) (Tabela 3, publicacao 4). Por outro lado,
o farmaco nao foi detectado no estrato corneo para o gel contendo nanoemulsdo de
nimesulida. As formulagdes preparadas com o polimero poli(e-caprolactona) (GNM-
NC e GNM-NS) apresentaram retencao do fArmaco no estrato corneo, sugerindo, desta
forma, uma maior afinidade deste tipo de formulagdo com a camada cornea.

A presenga de nimesulida na epiderme/derme foi significativamente maior

(p<0,05) para o gel contendo nanocépsulas (5,09 + 1,22 pg/cm?) do que para o gel

130



contendo nanoesferas (2,93 + 0,41 pg/cm?) ou nanoemulsdo (3,46 = 0,84 pg/cm?) de
nimesulida. Os géis contendo nanoemulsdo ¢ nanoesferas nao apresentaram diferenca
significativa de penetracdo entre eles (p>0,05). O gel contendo nanocapsulas
apresentou uma maior penetracdo do farmaco tanto no estrato cdérneo como na
epiderme/derme. A diferenca desta formulagcdo, em relagdo a nanoemulsdo ¢ o
polimero e, em relagdo as nanoesferas, € a presenc¢a do 6leo na sua constituicao.

Os géis com ou sem nanocarreadores colocados no compartimento doador
(superficie da pele) foram quantificados apds 24 horas de experimento. A
concentragdo de nimesulida no gel sem nanocarreador foi de 424,2 pg/cm?, para o gel
contendo nanocdpsulas, nanoesferas e nanoemulsdo as concentragdes foram
respectivamente 347,1ug/cm?; 356,1 pg/cm? e 373,2 pg/cm? (Tabela 2, publicagao 4).
Os resultados demonstraram que 100 % do farmaco ficou retido no gel sem
nanocarreador, sugerindo que a nimesulida ndo foi difundida do veiculo para
superficie da pele. A alteragdo na distribui¢do da nimesulida, quando liberada via
nanoparticulas, deve-se provavelmente a alteragdes na atividade termodinamica do
farmaco, aumentando desta forma, a difusdo do mesmo através do veiculo.

A nimesulida ndo foi detectada na solugdo do compartimento receptor para
nenhuma das formulagdes testadas. Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios, os quais relatam que carreadores como microparticulas ou nanoparticulas
podem aumentar a resisténcia na pele sem, contudo, aumentar o transporte
transdérmico (Asbill; Michniak, 2000; Lboutounne et al., 2002; Alvarez-Roman et al.,
2004).

Os estudos de permeagao in vitro sao essenciais para avaliar o comportamento
do farmaco na pele e através dela. Efetivamente, trés parametros principais precisam
ser considerados: o tipo de membrana que serd usada para avaliar a permeacao do
farmaco; o modelo matematico que serd utilizado para caracterizar a permeagdo do
farmaco na pele; e o modelo da célula de difusdo que sera adotado para realizagcao do
estudo (Kattan et al., 2000).

Nos estudos in vitro de produtos topicos € importante observar que a
concentragdo de farmaco na solugdo receptora nao reflete por si so, a influéncia da

formulacdo na atividade do produto. Assim, a determinacdo da quantidade de farmaco
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retida na membrana natural leva a dados mais concretos, os quais podem elucidar o
grau de atividade do produto. Este procedimento tem sido empregado por muitos
autores no estudo de penetracdo cutanea de farmacos (Pellet ef al., 1997a; Touitou et
al., 1998; Lopez et al., 2000; Verma et al., 2003; Sandt ef al., 2004; Abdulmajed e
Heard, 2004).

A determinacdo do farmaco dentro da pele requer a remocao do excesso de
formulagdo, seguida por um processo de extracio com um solvente adequado.
Técnicas analiticas apropriadas e sensiveis, tais como Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, Cromatografia Gasosa ou Cintilografia, podem ser empregadas para
quantificacdo do farmaco extraido (Touitou et al., 1998). Estes estudos sdo necessarios
para determinar que tipo de atividade o farmaco sera capaz de exercer, ou seja, se 0
mesmo ira se localizar na pele ou atravessard a mesma, atingindo a corrente
circulatoria. Para sistemas de liberacdo topica, € desejavel que o produto apresente
acimulo de fdrmaco na pele e minima permeagdo, enquanto que para liberagdao
sistémica o oposto serd desejavel (Touitou et al., 1998).

Em funcdo do gel contendo nanocapsulas apresentar uma maior penetragdao da
nimesulida na pele, foram realizados estudos para determinacdo do fluxo e do
coeficiente de permeabilidade do mesmo. O fluxo (Jss) e o coeficiente de
permeabilidade (Kp) foram 0,39 pg/cm*h e 9,42 x 10 cm/h, respectivamente. Os
resultados demonstraram que a nimesulida permeou a pele (estrato coérneo/epiderme)
mais facilmente que a pele integra, ou seja, quando todas as camadas de pele foram

usadas no experimento.

132



CONCLUSOES






As nanocépsulas, nanoesferas e nanoemulsdes de nimesulida podem ser
incorporadas em géis hidrofilicos, resultando em formas farmacéuticas com
caracteristicas organoléptias satisfatérias e adequadas para administra¢ao

topica da nimesulida.

Todas as formulag¢des avaliadas apresentaram comportamento pseudoplastico,
nao ocorrendo alteragdes no comportamento reologico dos géis, apods

incorporac¢ao dos nanocarreadores.

Os géis contendo nimesulida incorporada em nanocarreadores foram capazes de
promover a penetragdo do farmaco no estrato corneo e/ou na camada de pele

viavel.

A incorporagdo do farmaco nos nanocarreadores modificou os parametros de

liberagao e difusao da nimesulida, com relagao ao farmaco livre.

Os géis contendo nanocapsulas e nanoesferas de nimesulida apresentaram
liberagdao do farmaco no estrato cérneo. O gel contendo nanoemulsdao permeou

o farmaco diretamente para derme, nao sendo detectado no estrato corneo.

O gel contendo nanocapsulas propiciou maior penetracdo de nimesulida,
quando comparado ao gel com nanoesferas ou ao gel com nanoemulsao

contendo nimesulida.

Em conjunto, estes estudos demonstraram a influéncia do polimero e do tipo de
nanocarreador (matricial, vesicular ou emulsdo) na penetragdo da nimesulida

em pele humana.
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O trabalho apresentado pela doutoranda teve por objetivo principal o
desenvolvimento, caracterizagao fisico-quimica e da permeacgédo cutanea de
nanoestruturas contendo o antiinflamatério nimesulida, dispersas em formas
farmacéuticas plasticas. O tema abordado é relevante e original, sendo de grande
interesse no campo de desenvolvimento de nanoestruturas de uso topico.

A tese esta dividida em dois diferentes capitulos. Estes estao apresentados
na forma de publicagbes ou artigos em fase de redagado, que tratam desde a
formulagao e caracterizagao fisico-quimica dos sistemas obtidos (capitulo 1) até a
investigacao da permeagao in vitro da nimesulida, utilizando células de difuséo de
Franz (capitulo 2). Os resultados estdo apresentados de forma ordenada e
discutidos com base em uma literatura atual. No seu conjunto, a tese representa
uma relevante contribuicdo ao desenvolvimento de formas farmacéuticas
nanoestruturadas de uso tépico contendo nimesulida.

Face ao exposto, considero a tese aprovada e sou de parecer favoravel a
concessado do titulo de doutor em Ciéncias Farmacéuticas a candidata MARTA
PALMA ALVES.
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Faculdadd de Farmacia/lUFRGS

164




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
_ FACULDADE DE FARMACIA A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Nivel: Doutorado

Area de concentragdo: PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS.

Titulo: Formas farmacéuticas plasticas contendo nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemuisdes de nimesulida: desenvolvimento, caracterizagao e avaliagdo da
permeagao cutanea In vitro.

Doutoranda: MARTA PALMA ALVES

....... onrdis O, 7o)
............................................... IR L2 KA T O
........ 2. nAIRLmuloucy
s /

... Rkt AR SN ot a2 A /\—L(ﬁ 191((1‘&5

s [N eatrcke. Frat. A nde ks, ol farse £
....... Ao dholncs. At tsiole pb. precags do et

&(?/2(?40(9:2‘\9? ) ’ds‘?/‘wLM,MWMjPzM(L ............
AR, RTINS, 72 Q. Lot 2 Ao KO

Sirrore Conelss Cubn. FOM0 AT LRl 22006,

Profa. Dr. Simone Gongalves Cardoso
(Universidade Federal de Santa Maria)

[versao 28JAN2005]

165



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
_ FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Nivel: Doutorado

Area de concentragéo: PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS.

Titulo: Formas farmacéuticas plasticas contendo nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemulsdes de nimesulida: desenvolvimento, caracterizagio e avaliagao da
permeacao cutanea In vitro.

Doutoranda: MARTA PALMA ALVES

PARECER

A tm ..... At memm ..... THAMR... ’mm
M\)‘M ,focma ..... P\SMQ&W“’\Q&Q.\JM

Porto Alegre, 22 ok 1"/“*‘ beo 2006.

ﬁi MJOM

Profa. Dr. Jélange Binotto Hagan
(Centro Universitario Franciscano)

[versdo 28JAN2005}

166






