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RESUMO

O galato de pentila (GP) € um composto fendlicoi-sémietico derivado do
acido galico. Estudos prévios demonstraram umavasete atividade anti-
herpética e sugerem que o GP € um composto pranpigsm o tratamento topico
do herpes labial. Porém, a baixa solubilidade doe@Pmeio aquoso acarreta
dificuldades quanto a sua incorporacdo em formasaeéuticas de uso topico,
problema que pode ser contornado pela sua veialagd nanoemulsdes.
Entretanto, em funcdo da natureza fluida dessésn®ms, agentes gelificantes
costumam ser adicionados com objetivo de ajustarvEcosidade para valores
compativeis com a via de administracdo. Diantexgm&to, a presente tese teve
por objetivo investigar a veiculacdo do GP em namdsbes, com vistas ao
desenvolvimento de uma forma farmacéutica de ysiodd@ara o tratamento do
herpes labial, ainda ndo relatada na literaturigialmente foi desenvolvido e
validado um método analitico para a quantificacddsP e adicionalmente foi
realizada a identificacdo do principal produto dgrddacdo. O método mostrou-
se linear, preciso, exato, especifico, robusto pazale separar o produto de
degradacdo formado, identificado como acido galidosegunda parte do
trabalho descreve o desenvolvimento das formulagde®ndo 5 mg/mL de GP.
Inicialmente foi selecionado o nucleo oleoso da fiaserna das nanoemulsdes,
composto por uma mistura de 6leo de ricino e tegideos de cadeia média. A
influéncia da adicdo de um co-tensoativo (polissr80) e de um antioxidante
(vitamina E) sobre as caracteristicas fisico-guasjiestabilidade e penetracao
cutanea foi avaliada. As nanoemulsdes desenvolhagaesentaram reduzido
didmetro de goticula (<143 nm), baixa polidisper&&®,2), elevado potencial
zeta ¢ -51 mV), teor adequado (entre 90 e 110%) e eletadade associacao
(> 99 %). As formulacdes permaneceram fisicamentvest durante 12 meses.
Estudos de liberacdo demonstraram que as formdagipeesentam uma
liberacdo de até 63 % em 24 horas. A penetraca@neat foi superior na
epiderme para as nanoemulsdes tendo o polissoBBatomo co-tensoativo. A
avaliacdo da atividade anti-herpética demonstraai ayjdiormulacdo contendo o
polissorbato 80 e a vitamina E apresentou resul&nvlar ao GP isolado,

enquanto as outras nanoemulsdes apresentaramadesulde inibicdo da



infeccdo inferiores. A ultima parte da presentee tapresenta a avaliagcdo da
incorporacéo de dois agentes gelificantes (ArigitoAVC” e quitosana) sobre as
caracteristicas da nanoemulsdo mais promissora, algetivo de ajustar a
viscosidade do sistema para a aplicacédo topicarcArporacdo dos polimeros
nas formulacdes néo influenciou no teor inicial@® (entre 94.4 % e 100.3 %).
Foi observado um aumento significativo no tamanbogdticula e indice de
polidispersédo com a incorporacdo da quitosanatajubém levou a inversao dos
valores de potencial zeta; o que ndo foi obsena@ o Aristoflex AVC.
Ambos hidrogéis néo influenciaram a liberacdo docaGRrtir das nanoemulsoes.
Durante o periodo de armazenamento foi observadaumento no tamanho de
goticula e potencial zeta tanto para a quitosamaocpara o Aristoflex AVE:
Considerando os resultados da caracterizacio dosgBis, o Aristoflex AVC
parece ser 0 agente gelificante mais adequadoapaaaoemulsdo proposta, pois
apresentou melhor estabilidade e viscosidade, esupgsenetracdo cutanea

semelhante a da nanoemuls&o sem incorporacao lioe ps.

Palavras-chave: galato de pentila, nanoemulséesude tépico, atividade

antiviral



ABSTRACT

Formulation studies, skin penetration and anti-HSV-activity of Pentyl gallate

nanoemulsions

Penty gallate (PG) is a semi-synthetic phenolic moumd derived from gallic
acid. Previous studies have demonstrated the apétie activity of pentyl
gallate (PG), a-alkyl ester of acid gallic, suggesting that it ltbbe regarded as
a promising candidate for the development of a mlaaeutical dosage form for
topical treatment of human herpes infection causgderpes Simplex Virus
type 1 (HSV-1). Since PG is a poor water solublbssance, nanoemulsions
seem to be an interesting pharmaceutical vehicle HG topical delivery.
However these systems present low viscosity arckéhing agents are used to
overcome this issue, which could hinder nanoemnulgiapical application.
Considering that, the aim of this study is to irigege the feasibility of
developing topical nanoemulsions to deliver PG th® skin with the purpose of
herpes labialis treatment. Firstly, a simple methmddetermination of PG by
High performance liquid chromatography (HPLC) wadidated. The method
was linear, precise, accurate, specific, robustadne to separate the degradation
product formed under alkaline condition, identifiasl gallic acid. These results
indicate that the method is adequate for PG arglysia second part of this
study, the development, characterization,vitro release study, evaluation of
skin distribution and anti-HSV-1 activity of nanoalsions containing 5 mg mt.
of PG were performed. The influence of adding a rapgtilic emulsifier
(polysorbate 80) and vitamin E as antioxidant agesete investigated. The
developed nanoemulsions presented a nanometriclpasize (<143 nm), low
polydispersity index (<0,2), high zeta potentralb1l mV), loading efficiency of
99% and suitable stability during 12 months.vitro release study showed that
all nanoemulsions presented up to 63 % of PG releathin 24h. The presence
of polysorbate 80 promoted an increase of PG retemt epidermis. From all
developed nanoemulsions PG was able to penetredssastratum corneum and
reach deeper into the epidermis and dermis moréciaffly from the

nanoemulsion composed by castor oil and mediunnctiglycerides, soybean



lecithin, polysorbate 80 and vitamin E. Its anti\H$ activity was also
comparable to that of PG as pure compound and eftioeent comparing to the
other developed nanoemulsions. The last part of thork, describes the
development of nanoemulsion-loaded hydrogels. #ffist AVC" and chitosan
were used as thickening agents. The developed fatimiis presented suitable
PG content (from 94.4 % to 100.3 %), it was obsgixe increase of droplet size
and polydispersity index and an inversion of zaiteptial value when chitosan
was incorporated. Both vehicles neither enhanceg®&ttration nor delayed its
release from the nanoemulsion. During the storagyeog, it was observed an
increase of zeta potential and average dropletfeizboth hydrogels. Aristoflex
AVCL seemed to be more interesting geling agent becthesethickened
nanoemulsion presented better intrinsic stabilifgroper viscosity and

spreadability. The skin retention was similar ta+tbickened formulation.

Key-words: Pentyl gallate, antiherpectic activityppical nanoemulsions,

hydrogels
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Uma das principais razdes para a falta de sucessiesenvolvimento de
novos farmacos antivirais €, principalmente, a nea@ dos virus, sendo
totalmente dependentes dos processos metabolichdares para sua
multiplicacdo e sobrevivéncia. Desta forma, agenies inibem ou causam a
morte de virus, exibem também certo grau de toxdedas células hospedeiras.
O compromisso com a especificidade pelas céluli@stadas, a eficacia e um
baixo nivel de toxicidade s&o indispensaveis etedeproblemas, advém a
escassez de medicamentos antivirais (VLIETINCK, 719WAGNER &
HEWLETT, 1999).

Dentre os diversos virus de importancia clinicaest herpesvirus tipo 1
(HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) cuja soroprevaléncia cepende a 60-90% da
populacdo mundial (DE CLERCQ, 2001; BRADY & BERNSNE2004).

O farmaco de escolha para profilaxia e tratamdatinfeccfes causadas
pelos HSV-1 e HSV-2 é o aciclovir. Contudo, a diss®cdo das cepas
resistentes principalmente em pacientes imunocamgtidos, e a decorrente
progressado da doenca fizeram com que as infecgpsétitas se tornassem um
grave problema de saude publica (FIELD, 2001; BRARYBERNSTEIN,
2004). Diante disso, pesquisas para 0 desenvolwnre novas terapias anti-
herpéticas se fazem necessarias, uma vez que iéopedesenvolvimento de

medicamentos que contenham farmacos com diferar@eanismos de acéao.

Nesse contexto, o grupo de pesquisa do Laboratériirologia Aplicada
da Universidade Federal de Santa Catarina avalav@ade anti-herpética de
uma seérie de compostos fendlicos, dentre eles sigaiquil ésteres derivados
do acido galicos, denominados galatos, onde sbedstu uma série de relacdes
estrutura-atividade para estas moléculas, em @lagCao anti-herpética frente
ao HSV-1, assim como a sua acdo antioxidante etgdomade (SAVI et al.,
2005). Um composto em especial se mostrou bastaptaissor, o galato de
pentila, cujo mecanismo de acédo antiherpéticadrantHSV-1 como ao HSV-2

foi elucidado por Kratz e colaboradores (2008a8200
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Embora o galato de pentila seja um composto comdatle antiviral
promissora, a natureza intrinseca de sua moléamdaeeda alguns problemas
biofarmacéuticos, como a baixa solubilidade em raqimoso (cadeia alquilica de
cinco carbonos) e sua suscetibilidade a oxidacéesépca de trés hidroxilas
fedlicas livres). Assim, se faz necessaria a atfio de estratégias
farmacotécnicas para o desenvolvimento de forntasafzéuticas de uso topico
veiculando esse composto, como a sua incorporagamaaoemulsdes, que sao
utilizadas ha mais de 30 anos como veiculos paminéstracdo de farmacos
(YU et al., 1993; NAKANO, 2000; ALMEIDA et al., 2@) MOU et al., 2008a).
As nanoemulsdes podem apresentar caracteristieagagem vantagens para a
administracdo tépica de farmacos, como um aumentoindorporacdo de
farmacos lipofilicos, baixa irritacdo cutanea, potal para hidratacdo da pele,
aumento da permeacado transdérmica e um maior teteppermanéncia do

farmaco na pele (ABOLMAALI et al., 2011).

A baixa viscosidade dos sistemas nanoemulsionadds ger tornar um
inconveniente ao paciente. Esse problema é fregoemie contornado pelo
espessamento das formulacdes com a adicdo de agetifecantes (hidrogéis)
(MOU et al., 2008b; OLIVEIRA et al., 2011; SHARMA al., 2012). Em funcéao
das diferentes caracteristicas dos polimeros emgosgpara essa finalidade, e a
interacdo com os farmacos veiculados, assim comoutr®es componentes da
formulacdo, a escolha do agente gelificante maieq@ado deve ser
cuidadosamente realizada a fim de manter, ou neaifaer caracteristicas iniciais

da formulacéo.

Considerando as caracteristicas fisico-quimicagatiato de pentila e as
potencialidades dos sistemas nanoemulsionadosapadiministracdo topica, o
objetivo da presente tese de doutorado € investigaiculacdo dessa molécula

em uma nanoemulséo visando ao tratamento topitegees labial.

A tese de doutorado a ser apresentada neste miémesta estruturada

em quatro capitulos:
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O primeiro capitulo apresenta a revisdo do temaasaando 0s aspectos
principais tratados ao longo do trabalho. Seraadaums os principais
aspectos relacionados a evolucdo das lesdes lapétios tratamentos
disponiveis, as atividades biolégicas do acidocgak seusn-alquil
ésteres, assim como as principais caracteristicagathto de pentila, a
penetracdo cutanea de farmacos, as caracteriddsasanoemulsdes e dos

hidrogéis;

O segundo capitulo descreve a validacdo de umadoietpa por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) paa quantificacdo do
galato de pentila, assim como a identificacdo dop@cipal produto de

degradacéo;

O terceiro capitulo aborda o desenvolvimento deaaulsdes contendo
galato de pentila, a estabilidade das formulacdesnte 12 meses, estudo
de liberacdo em membrana de didlise, estudos detrpe&io cuténea e

atividade anti-herpética vitro das nanoemulsdes desenvolvidas;

No ultimo capitulo foi investigado o efeito da ingoracéo de diferentes
agentes gelificantes nas caracteristicas reolégiaasormulacdes, assim
como has suas caracteristicas fisico-quimicas ety@&do cutdnea do

galato de pentila.






OBJETIVOS
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Objetivo Geral

A presente tese de doutorado tem por objetivo jp@ahc o
desenvolvimento tecnolégico, a caracterizacdo diag@® a atividade anti-

herpética de formas farmacéuticas nanoemulsioramsndo galato de pentila.

Objetivos Especificos

e Preparar e caracterizar nanoemulsdes pela técracaendulsificacao

espontanea;

e Desenvolver e validar um método de doseamento ahda de
estabilidade do PG por CLAE;

» Auvaliar a estabilidade das formulacdes desenvaodvida

» Investigar o perfil de permeacéo cutaneovitro do galato de pentila a

partir das nanoemulsdes desenvolvidas;

 Avaliar a da atividade anti-herpéticda vitro do galato de pentila

associado as nanoemulsdes, através do ensaiocds fdialise;

* Incorporar a formulacdo considerada mais promissonahidrogéis de

diferentes caracteristicas fisico-quimicas;

« Avaliar a influéncia dos agentes gelificantes emados nas
caracteristicas da nanoemulsdo, na estabilidade penfil de penetracéo

cutanea.






CAPITULO 1
Referencial tedrico
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HERPES SIMPLES

E creditado ao patologista Benjamin Lipschutz asgiras descricdes dos virus
herpes simples, apesar de existirem relatos decdés herpéticas desde a Grécia
Antiga. Somente em 1939, um herpesvirus foi priameénte isolado a partir da saliva

de criancas acometidas por gengivoestomatite heag&@HAFER, 1987).

Existe aproximadamente uma centena de virus dalidamderpesviridae
caracterizados (Tabela 1), sendo oito virus hepetiumanos encontrados em 3 sub-
familias: Alphaherpesviridagque inclui os herpesvirus simples tipos 1 e 2V
HSV-2) e o virus varicela/zoster (VZV); a sub-famBetaherpesviridaeque inclui o
citomegalovirus (CMV), o roseolovirus (HHV-6) e @rpesvirus humano tipo 7
(HHV-7); e a sub-familidGammaherpesviridaeque inclui virus Epstein-Barr (HHV-
4) e o herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) (ROIZMAN KNIPE, 2001; ICTV,
2009).

O HSV-1 é responsavel por lesGes periorais, enquahtSV-2 é caracteristico
de regides genitais. O VZV provoca a varicela, @palmente em criancas, e, por re-
infeccdo, pode ser a causa do surgimento de zddtddHV-4 estd associado a
mononucleose infecciosa, ao linfoma de Burkitt ecaocinoma nasofaringico. O
CMV pode provocar pneunomia, retinite e hepatiter Bua vez, o HHV-6, que
estabelece infeccdo latente em tecido linfoideyqra o exantema subito ou roséola, e
esta associado a esclerose multipla. O HHV-7 nd@esapta nenhuma associacédo a
patologias até o presente momento. O HHV-8 estdcask ao sarcoma de Kaposi,
tumor freqientemente encontrado em pacientes moesd do virus da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (LUPI et al., ZDGBTANBERRY, 2006)



Tabela 1: Classificacdo dos herpesvirus pertens@@amilidHerpesviridae.
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Subfamilia Caracteristicas Género Representantes
Nome comum Nome oficial
Alphaherpesvirinae | Faixa varidvel de hospedeiros, ciclo reprodutivo Herpesvirus simplex tipg
relativamente curto, disseminacdo rapida |em .. : 1 (HSV-1) Herpesvirus humano-1
. Ca . Simplexvirus ; . . .
cultura de células, destruicdo irreversivel das Herpesvirus simplex tipd  Herpesvirus humano-2
células infectadas e capacidade de estabelecer 2 (HSV-2)

infeccdo latente, primariamente, mas I

nao

exclusivamente, em ganglios sensoriais

Varicellovirus

Virus varicela zoster
(\74Y))

Herpesvirus humano-3

Betaherpesvirinae

Infectam uma faixa restrita de hospedeir
possuindo um ciclo reprodutivo longo, e

0s, ,
o Cytomegalovirus

Citomegalovirus (CMV)

Herpesvirus humano-5

progresso da infeccdo em células de cultu
lento. O virus pode permanecer na forma lat
em glandulas secretoras, célu
linforreticulares, rins e outros tecidos

ra é

ante .
Roseolovirus
as

Roseolovirus (HHV-6)
Herpesvirus humano tipg
7 (HHV-7)

D

Herpesvirus humano-6
Herpesvirus humano-7

Gammabherpesvirina

el imitada faixa de hospedeiros e, in vitro, tod
se replicam em células linfoblastoides, se
que alguns causam infec¢cbes com destru

0s

ndgymphocryptovirus
icdo

Epstein-Barr (HHV-4)

Herpesvirus humano-4

irreversivel em certos tipos de célu
fibroblasticas e epitelidides. Os virus de
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Os representantes da famikberpesviridaesdo virus com genomas de
DNA, com cadeia dupla de grandes dimensdes (contgpidamente 60 a 120
genes), sendo que, os diferentes tipos de herpsspartiham uma estrutura
genbmica e uma arquitetura, semelhantes (FiguraE$jruturalmente, as
particulas virais sdo constituidas por nucledidenfhdo essencialmente pelo
genoma e por proteinas) envolvido por um capsidesaédrico (formada pelos
capsOdmeros), tegumento de estrutura amorfa quelicgpsideo ao invélucro e
um envelope lipidico formado pela bicamada lipidd= natureza celular e
glicoproteinas de origem viral (LUPI et al., 2000ADIGAN et al., 2000)

Envelope DNa
lipidico “--______‘_1
Capsideo
icosasdrico
Tegumento

Figura 1. Estrutura geral dos Herpesvirus

A infeccdo primaria ocorre através das superfidas mucosas (oral,
ocular ou genital) e a partir das solucdes de ooittade da pele. Inicia-se com a
juncdo de particulas virais aos receptores de militeinas na superficie da
célula hospedeira na epiderme (Figura 2). Apégagéio do receptor, a fusdo do
envelope viral com a membrana de uma vesicula é@odeva a endocitose
mediada pelo receptor do capsideo. A cadeia desgteleto, incluindo os
componentes da dinaina e dinactina, é usada @anrsptrtar o capsideo para os
poros nucleares (DOHNER et al., 2002). O DNA étage dentro do ndcleo,
enquanto que o capsideo vazio permanece do lattraleO virus sofre, entéo,
replicacdo nas ceélulas situadas na base do sitienttada, podendo ou nao
produzir lesdes vesiculares. Apos, 0 virus disserae para células nervosas
adjacentes. Nos neurbnios, 0 nucleocapsideo € amtaho para o0 nucleo,

iniciando a infeccdo latente onde ndo é detectdehum virus infeccioso. O
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processo de laténcia ndo € ainda completamentereengido(ROIZMAN &
KNIPE, 2001; GOODMANet al., 2008)

attachment release
r---m---din
0 budding O
uncoating O
and transfer of

viral DNA to assembly
host nucleus mr
vinon
viral )
DMNA protein
-—I‘ | synthesis
transcription by host cell

imrﬁ g&% nbusame @
N roteins
synthesis viral P

of viral mRNA \ vlral
DNA \ enzymes
regulamry

pmmlns

Figura 2: Ciclo de replicacéo viral dos herpesvirus (FO®&ODMAN
et al., 2008)
A estratégia de replicacdo destes virus envolve aslaptacdo a respos
imune do hospedeiro, e acre-se que a origem evolutiva destes virus
associada a origem da memoria ne(WAGNER & HEWLETT, 1999

Os herpesvirus estabelecem uma infeccdo primarna sinotomas st-
clinicos, que pode resultar numa resposta imuaitgiiciente que impede ur
nova infeccdo. Contudo, como ha uma infeccdo lateat virus pode st
reativado por varios fatores: como uma excessiva exposicdo adss
ultravioleta, endotoxinas, aglutininas, esteréides-carcinébgenos quimico
outras infeccdes, estresse, febre, traumas e masldr@ymonais(LUPI et al.,
2000; BRADY & BERNSTEIN, 200

O herpes siples € uma dermatose infe-contagiosa crbnica
recorrente, tendo como ages etiolégicos o HSV-lou HS\-2 (LUPI &
PEREIRA JR, 2000)Estime-se que 85% dagpulacdo mundial € portadora

HSV-1 sendo que, cerca de 10% desses pacientes téiestagierecorrentes.
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No Brasil, cerca de 94 % da populacdo adulta &idtinpelo Herpes labial
(SBD, 2011).

As manifestacdes clinicas priméarias e recorrentedeq variar desde
gengivomastites, faringotonsilites e herpes lal@&u genital até querato-
conjuntivites, encefalites e doenca disseminadaH®Y-1 estd associado a
infeccbes orais, enquanto que o HSV-2 a infecc@éegas. Contudo, ambos os
virus podem causar infec¢des clinicamente indigfirgjs em varios locais e
podem permanecer latentes no ganglio sensorialiab mpde ser reativado em
infeccOes recorrentes sintomaticas ou assintonsate@bretudo em individuos
imunocomprometidos. O HSV-2 apresenta uma granu#teia a recorréncia,
superior a observada na infeccéo herpética garatedada pelo HSV-1 (média <
1 episédio/ano). A infeccdo extragenital causada ptSV-1 apresenta mais
episodios de recorréncias do que a causada pelo-ZHEWHITLEY &
ROIZMAN, 2001; BRADY & BERNSTEIN, 2004).

A manifestacdo clinica do herpes simples divideese trés fases:
prodrémica, clinica ativa e reparatoria: A fasedpdonica ocorre até 24 horas
antes da doenga se manifestar e seus sintomad®aocal, edema, prurido e
ardéncia. Frequentemente o local apresenta-sematiso. Os sintomas do
periodo prodromico representam repercussdes dasa@les estruturais e
funcionais dos filetes neurais e das células eggellocais nos primeiros
momentos da replicacdo neural nos seus interibl@dase clinica ativa a pele
peribucal e semimucosa labial apresenta-se eritsianad hipertérmica com o
aparecimento das primeiras papulas, que evolueidarapnte para vesiculas
agrupadas em forma de cachos repletas de um easimdEmatorio seroso.
Como manifestagdes clinicas, ha dor e prurido.ink&ior das vesiculas existem
numerosos leucécitos polimorfonucleares e milh@patticulas virais, além de
células epiteliais individualizadas ou em grupogmao células gigantes
multinucleadas ou células de Tzanck. Durante a faparatéria, as vesiculas
reduzem de volume e o exsudato seroso € reabso@idlacal torna-se seco e

recoberto por escamas e crostas amareladas elmasshlessa fase, as lesbes
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apresentam um numero muito reduzido de virus, maderp ser ainda
contagiosas, especialmente porque aproximadameél®e das pessoas ainda
continuam liberando particulas virais mesmo degdasslesdes resolvidas (LUPI
& PEREIRA JR, 2000; CONSOLARO & CONSOLARO, 2009).

Terapia

O desenvolvimento da terapéutica antiviral congsaH&V iniciou-se na
década de 1960 com a utilizacdo de dois farmacal®@ws de nucleosideos do
DNA: a idoxuridina cujo uso foi limitado a via t@a em funcdo de sua
toxicidade; e a vidarabina, ainda utilizada noatmanto da ceratoconjuntivite
herpética, e responsavel pela gama de farmacodraistique fazem parte da
terapéutica atual no tratamento das infec¢des tiempgLUPI & PEREIRA JR,
2000). Em 1977, com a descoberta do aciclovir (BLI& al., 1977), um
farmaco analogo aciclico do nucleosideo 2’-deoxigsama que carece de uma
3’-hidroxila na cadeia lateral, altamente seletpara os herpesvirus, deu-se
inicio a uma nova fase na pesquisa de farmacowiraigi O aciclovir
apresentou-se como o farmaco mais efetivo e méxatdescoberto até entéo,
0 que fez com que ele se tornasse a base da tardjiarpética (WHITLEY &
ROIZMAN, 2001). Farmacos derivados do aciclovir aior posteriormente
desenvolvidos, dentre eles destacam-se: o valasicl@ penciclovir, o

fanciclovir e o cidofovir.

O aciclovir € administrado sob a forma de um préaf&o inativo com
boa afinidade pelas células. Sua posterior convesisdm derivado fosforilado
(monofosfato de aciclovir) é efetuada por uma enzandificada pelo proprio
virus, a timidina quinase. O monofostato sofre dokfcdo pelas enzimas
celulares, transformando-se, finalmente, na fomastato ativada. O trifosfato
de aciclovir inibe competitivamente as DNA-polimga virais (LUPI &
PEREIRA JR, 2000; BRADY & BERNSTEIN, 2004; GOODMA al., 2008).

O DNA humano tem afinidade dez vezes menor peld@di em comparacao
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com o herpesvirus, fato que também contribui pasgguranca terapéutica e
reducédo de efeitos colaterais (LUPI & PEREIRA JBROQ®

O valaciclovir (éster L-valina do aciclovir) repeega a evolucdo do
aciclovir. Uma vez que sua biodisponibilidade éaete 50%, em relacdo a 15
% encontrada no aciclovir, o valaciclovir pode seministrado com menor
frequéncia, melhorando o esquema terapéutico e@ueqiuéncia a adesao do
paciente ao tratamento. Entretanto, ndo é efetimira infeccdes resistentes ao
aciclovir (BRADY & BERNSTEIN, 2004; DE CLERCQ, 20p4

O trifosfato de penciclovir € cerca de cem vezesaag@otente na inibicéo
da replicacdo viral do que o aciclovir trifosfatadporém atinge maior
concentracao plasmatica e tem maior tempo de nigganas células infectadas
pelo HSV (CIRELLI et al., 1996). O fanciclovir, éstdiacetil do penciclovir, é
bem absorvido no trato gastrointestinal (70%) e samutilizacdo aprovada para

pacientes imunocompetentes e imunodeprimidos (CLREtal., 1996).

Cidofovir € um analogo nucleosideo de citidina catividade contra
cepas resistentes ao aciclovir e com deficiéncialuacdo da timidina quinase.
Ele inibe a sintese do DNA viral ao interromperlongamento da cadeia. O
mecanismo de resisténcia a esse farmaco deve-saitacGles na DNA-
polimerase viral (GOODMAN et al., 2008).

Os analogos dos nucleosideos sdo os farmacos diéaeso tratamento
das infeccbes herpéticas, mas existem outras ngddisaantivirais de uso
corrente, dentre eles destaca-se o foscarnet (&oglonoférmico trissédico),
farmaco inibidor enzimatico, eficaz no tratamente cepas resistentes ao
aciclovir que possuam mutacfes na timidina quin&mém assim como o
cidofovir, ndo é eficaz para cepas portadoras da [Pblimerase, responsavel
por cerca da 10 % das resisténcias comprovadas@dovar (GOODMAN et al.,

2008). A L-lisina também tem se mostrado eficaz @e@wadjuvante no controle
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das recorréncias do herpes simples. Esta efetuiadainibicdo competitiva com

a arginina, aminoacido que € importante na redicagral (LUPPI et al., 2000).

O progressivo aumento da resisténcia dos HSV aeseésdo aciclovir e,
mais recentemente, ao foscarnet em pacientes irnmppometidos, tem

estimulado a pesquisa de novos compostos com wmliésrenecanismos de acao.

Produtos naturais tém sido utilizados como fomteolvos farmacos para
o tratamento de diversas doencas, mas 0 numeraulstdacias com acao
antiviral ainda é escasso (CHATTOPADHYAY & NAIK, Q0).

Uma das estratégias na busca de novos farmacesrastderivados de
produtos naturais é baseada no estudo de extraoplahtas medicinais.
Recentemente, foi introduzido no mercado brasilaiofitoterapico sob forma
de gel-creme contendo extrato de Uncaria tomemasao tratamento do herpes
labial (HERBARIUM, 2011).

Diversos constituintes isolados de diferentes espégegetais tém sido
extensivamente estudados em relacdo ao seu pdtefaita terapéutico contra
infeccbes virais, destacando-se polifenois, terpertaninos e flavonodides
(TAKECHI et al., 1985; KHAN et al., 2005; OKUDA, 28; THOMPSON,
2006; OZCELIK et al., 2011).

GALATOS

O acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdéico —4glra 3a) € um
intermediario do metabolismo vegetal secundariadePser obtido através da
hidrolise acida ou basica de taninos hidrolisaegipor ser um dos principais
componentes destas moléculas, as suas propriedadiégicas e de seus
analogos tém sido amplamente investigada (GRUNDHORE al., 2001;
ZUANAZZI & MONTANHA, 2003).
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A primeira descricdo de uma atividade farmacologiaea o 4cido galico
data de 1953, relatando uma atividade antimal&liEste composto e outras
estruturas quimicas similares (THOMPSON et al.,3)9Dentre as atividades
farmacoldgicas estudadas, foram descritas as acéwetscarcinogénica
(PELLEGRINA et al., 2005; PARK et al., 2008; KAUR &., 2009; LU et al.,
2010), antioxidante (YEN et al., 2002; SAVI et &005; LU et al., 2006; KIM,
2007), despigmentante (KIM, 2007), antialérgicaMKet al., 2006) e antiviral
(SAVI et al., 2005; CHOI et al., 2010; OZCELIK dt,2011)

Em sua funcdo é&cida, o acido galico permite a doitdo dos mais
variados substituintes, possibilitando, desta formaobtencdo de inumeros

analogos ésteres com os mais distintos efeitosafartdgicos.

O termo galatos refere-se avslquil ésteres do acido galico. Alteracdes
quimicas na molécula do acido galico podem modifac® suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, pois alteraul@bilidade, o coeficiente
de particdo (Log P) e o grau de ionizacdo (pKa)nsequentemente, estas
alteracdes podem afetar o efeito biolégico, modifado a afinidade por alvos

celulares e a difusdo através das membranas BgidROSSO et al., 2006).

Os galatos sdo amplamente utilizados como aditardgxidantes em
alimentos (VAN DER HEIJDEN et al., 1986). Além dtivialade antioxidante
(GUNCKEL et al.,, 1998; SAVI et al.,, 2005; ROSSO at, 2006), outras
atividades biologicas ja foram descritas, comofamgica (FUJITA & KUBO,
2002; KUBO et al.,, 2002b; LEAL et al., 2009), aatiteriana (BOYD &
BEVERIDGE, 1981; KUBO et al, 2002a; SHIBATA et ,al2005),
antiinflamatéria (MURASE et al., 1999) e antivir@KANE et al., 1988;
CHAVEZ et al., 2006; UOZAKI et al., 2007). A partilesses estudos, pode-se
observar que o tamanho da cadeia alquilica interfias atividades bioldgicas,

porém nao existe um padrao para tal, sendo ne@easavaliacdo de cada caso.
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O grupo de pesquisa do Laboratério de Virologiaicaph de
Universidade Federal de Santa Catarina avalioivaade antiviral de uma rie
de 16 galatos (SAVkt a., 2005) Dentre os que mostraram boa ativid
antiviral e baixa citotoxicidade, se destaca otgate pentila, cujo mecanisn
de acdo antiherpética (e-HSV-1 e anti-HSV2) foi estudado por Kratz
colaboradores (2008a,kFoi observado que, tanto para o HE\¢omo para o
HSV-2, a atividade do composto é exercida em multipkiagios da replicaci
viral, sobretudo através da reducdo da infectivadarhl e inibicdo da adsorcac
da penetracdo dos virus nas células, memo de acéo diferente do aciclo\
Os autores sugerem que o0 galato de pentila é ummigsor candidato

tratamento topico das infec¢des pelos virus hesipesles

O galato de pentila, também conhecido como gal&tcamhil;, € um
composto fenolico sersintético derivado do acido galico que contém 1
cadeia alquilica de cinco carbonos esterificadaemradical carboxilico. Dent
as caracteristicas fisiguimicas descritas na literatura, -se que o galato ¢
pentila apresentae como um sdlido inlor, de massa molecular 240,25 g/n
com ponto de fusdentre 9:-94 °C (SAVI et al 2005) e Log P é 3,6

HO O
HO OH HO i
HO
OH
HO™ ~0
(a) (b)
Figura 3. Estrutura quimica do acido galico (a) e do gat@entila (k

Embora o galato de peniseja um composto com atividade -herpética
promissora, caracteristicas fis-quimicas, como a baixa solubilidade em n

aguoso (cadeia alquilica de cinco carbonos) e sbeicade a oxidaca
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(presenca de trés hidroxilas), devem ser considsrpdra o desenvolvimento de

uma forma farmacéutica adequada para a administtapia.

PERMEACAO CUTANEA

A penetragcdo cutanea de um farmaco ndo dependeasapdas
propriedades fisico-quimicas deste, mas tambénedl@@mportamento junto ao
veiculo farmacéutico e da condicédo da pele (KREIABD, 2002; ALLEN et
al., 2005).

A pele é 0 mais extenso 6rgao do corpo humanoxapaolamente 5% do
peso total e o principal meio de comunicacao carterior.Constitui um limite
anatébmico e uma barreira de protecdo contra agéistess, quimicos e contra
microorganismos (HADGRAFT, 2001).

A funcédo de barreira da pele é composta por tréntis camadas: o
estrato coérneo, epiderme viavel e derme (CHIEN2L99O estrato cérneo, que €
a camada mais externa da pele, composto por céll@satinizadas e
anucleadas, e por uma camada mais exterba liptdiogosta de acidos graxos,
triglicerideos, ceras, colesterol, esqualeno, sutidrocarbonetos e esteroidés.
estrato corneo apresenta como papel fisiologicmi@tacdo cutdnea e protecéo
(HADGRAFT, 2001). E uma regido complexa e ricalgiuios, composta por
regides hidrofilicas e lipofilicas, tornando-se ringipal barreira na absorcéo
percutanea (GODIN & TOUITOU, 2007).

A penetracdo de farmacos através da pele, nazuliésr camadas, pode
ser descrita pelas leis da difusdo e a particatadonaco na interface formada
entre a formulacdo e a camada coOrnea, sendo estaetenminante fisico
dominante no controle da absor¢do (HADGRAFT & LANREBQS).

A permeacdo percutanea de substancias, em um agigtamsdérmico,
representa o caminho das camadas da pele atéemteolinfatica e sanguinea,

que transportardo a substancia veiculada pardios alvo, de acordo com suas



42

respectivas afinidades. Para preparacdes de usmtd@ue visam apenas um
efeito terapéutico local, embora seja importante gudarmaco penetre além da
superficie, normalmente ndo se deseja que o meditanatinja circulacéo
sistémica (ALLEN et al., 2005).

Como etapa de grande importancia no desenvolvimatdo uma
formulacdo de uso topico e transdérmico estdo Gsi@n de permeacdo e
retencdo cutanea que devem ser cuidadosamenteadesi Embora os modelos
in vivo apresentem vantagens relativas aos estutdosbiodisponibilidade,
também possuem algumas limitacbes e desvantagdiiga¢do de grande
namero de animais vivos, diferencas de permeab#idantre as espécies) o que
tem impulsionado o desenvolvimento de metodologiayivoe in vitro, cujos
resultados possam ser correlacionaveis com dadaosin vivo (RIVIERE &
MONTEIRO-RIVIERE, 1991)

A utilizacdo das células de difusao representaaiteenativa para estudos
de permeacao cutanea de farmacos e outras molépalagpermite a avaliacédo
do metabolismo da pele, quando houver manutencasabddidade da mesma,
como ocorre em model@x vivoou em modelogn vitro através de células de
difusdo de fluxo continuo. O modelo de difusdo nwiado na literatura foi
proposto por Franz (1975) conhecido por modelo éela de Franz, também
chamado de modelo estético, representa uma opcampla aplicabilidade para
estudos de permeacdo vitro. A utilizacdo das células de difusdo também
permite calcular valores de fluxos e coeficientesparticdo e de difusao de
diferentes moléculas, além de se poder melhor a@antras variaveis
experimentais (BARRY, 2001).

Membranas biologicas e sintéticas podem ser udéiganos estudos de
permeacdo cutanea. As membranas biolégicas podeobtigas a partir da pele
animal ou humana, as mais utilizadas sdo provessetd pele de suino, ratos,
camundongos e cobra, sendo que esta Ultima minsiz@nte o estrato cérneo
(RIGG & BARRY, 1990). A pele de suino tem sido aampénte utilizada em
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funcdo da sua similaridade estrutural e funciooah @ pele humana (SEKKAT
et al., 2002; JACOBI et al., 2007). Diversos estuteportam que a permeacgao
de farmacos € bastante similar entre a pele humansuina (SCHMOOK et al.,
2001; CAON et al., 2010; BARTH et al., 2011; DE V@RS et al., 2012; PEPE
et al., 2012).

As membranas obtidas a partir da pele humana genénsao indicadas
para estudos finais, uma vez que apresentam cosvamtagens a dificuldade de
aquisicao, constancia e homogeneidade (HAIGH & SHWJIT994). Dentre as
membranas sintéticas, podem-se citar as membrditaa® a partir de peles
animais liofilizadas (de suinos e camundongos sélosp e as que simulam a
pele humana, obtidas a através de engenharia dogeGraftskin LSE -
equivalente de pele humana viva/(Skinethic HRE epiderme humana
reconstituida). A principal desvantagem das menasrgroduzidas a partir da
engenharia de tecidos é o seu elevado custo, aldatalde que ndo mimetizam

o efeito de barreira da pele humana.

Para a avaliacdo da permeacdo cutanea em célulade (FRANZ,
1975), o doseamento da molécula em estudo é réalinpa compartimento
receptor da célula de difuséo, que € preenchido wman solucdo composta por
tampao fosfato isotbnico adicionado ou ndo de ummaniidade limitada de
solvente organico ou tensoativos. A composicdo deionreceptor deve
demonstrar ser capaz de manter a condsgdoa temperatura de 32 °C (x 0,5)
(FDA, 1997). Para o estudo de retencdo cutanea,gaeparacao das diferentes
camadas da pele devem ser realizados procedimesfecificos: o estrato
corneo pode ser obtido pelo meétodo tape-stripping ou pela digestédo
enzimatica das outras camadas da pele com trigBiAGHIR et al., 2001). A
epiderme geralmente pode ser separada da dermellh@rgo-se a membrana
em agua a 60 °C durante um tempo determinado paaggio das camadas é
feita com auxilio de um bisturi. A derme e a epidertambém podem ser

separadas com a utilizacdo de um dermatdémetro.
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NANOEMULSOES

As emulsdes farmacéuticas geralmente consistemistarende uma fase
aguosa com Oleos e/ou ceras (AULTON, 2007). Naiterogia das emulsées, a
fase dispersa € conhecida como fase interna, ei@ dspersante como fase
externa ou continua. As emulsfes que tém a fasenexhiquosa sao conhecidas
como emulsdes de 0leo em agua (O/A). Em contrapards emulsdes que tém
fase interna aquosa e fase externa oleosa séo eas agua em o6leo (A/O)
(ALLEN et al., 2005).

As nanoemulsfes podem ser definidas como uma d&peranométrica
de goticulas oleosas em uma fase aquosa extetahjlizada por um sistema
tensoativo. Apresentam-se como liquidos de asgetttiso, reduzido diametro
de goticula e baixa viscosidade, sendo que aséndigs veiculadas encontram-
se preferencialmente dissolvidas, ou dispersasadearvidas no nucleo oleoso
(BENITA & LEVY, 1993; BOUCHEMAL et al., 2004).

A formacg&o da nanoemulsdo geralmente envolve aiocaigdo de trés a
cinco componentes, para formar as fases aquosasaoke interfacial inserindo,
guando necessario, um co-tensoativo, cuja fungdimiuir a tensdo interfacial
para valores abaixo dos limites proporcionados pgnte emulsivo primario. E
importante ressaltar que a orientacao para sist@fasu A/O é principalmente
dependente das propriedades fisico-quimicas doatws (CUNHA JUNIOR et
al., 2003).

A selecdo adequada do 6leo utilizado como fasenat@ o primeiro passo
no desenvolvimento de uma nanoemulsdo e a solatddicio farmaco a ser
incorporado é o parametro que rege essa escolbas @into de origem natural
como semi-sintéticos sdo empregados na preparagammbemulsdes de uso
topico, em concentragdes de variam entre 5% e BEMKTA & LEVY, 1993;
JUMAA & MULLER, 1998; 2001).
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Como dito anteriormente, a estabilizacdo da interf@leo/agua é feita
com o emprego de tensoativos. Na selecao do tevsoatprincipal parametro a
ser observado € a toxicidade. As lecitinas sdo ammghte empregadas para esse
fim, em funcdo de sua natureza anfétera e baixmitiaxle. Tensoativos nao
iBnicos como os polissorbatos (TweBne ésteres do polietilenoglicol também
sao utilizados, principalmente como co-tensoatipo$s esses compostos atuam
na estabilizacdo da interfase por impedimentoiest@BENITA & LEVY, 1993;
CUNHA JUNIOR et al., 2003). Abrol e colaborador2e(5) descreveram que o
uso do Tween 80 associado com leticina de soja promove uma maior
estabilizacdo e reducdo do tamanho de goticula manaemulsdo contendo o
flavonadide silimarina.

A preparacdo de nanoemulsdes pode ser realizad#ifprentes meétodos,
e entre 0s mais citados estdo: a homogeneizadée gressao, microfluidizacao,
ultra-sonicacéo e a emulsificacdo espontanea (TABDR(al., 2004; ALMEIDA
et al.,, 2008). As técnicas homogeneizacdo a a#asfo, microfluidizacéo e
ultra-sonicacdo sdo considerados métodos fisiefs,processo de preparo das
nanoemulsfes passa primeiro pela obtencdo de umésdmmgrosseira para
posterior reducdo do tamanho das goticulas daifidésea. Essas técnicado
interessantes para producdo em grande escala, agasrem 0 emprego de

equipamentos especificos.

A emulsificacdo espontanea se tornou interessaata pstudos de
formulacdo, pois € de facil realizacdo em escal@orédorial, ndo requer
equipamentos sofisticados, ndo utiliza altas teatpeas, e leva a formacgao de
goticulas de tamanho reduzido, possibilitando pegpaanoemulsdes com
propriedades similares aquelas obtidas por métdidas (YU et al., 1993;
BOUCHEMAL et al., 2004). Por esse método, a addgioma solucéo solvente-
Oleo na fase aquosa resulta na emulsificacdo dasgaticulas da fase oleosa,
devido uma instabilidade interfacial, originada m@ida difusdo do solvente
atraveés da interface diminuindo a tenséo interfdBQUCHEMAL et al., 2004).



46

Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsGes, cdiametro de
particula e carga de superficie podem exercerénflia na velocidade e extensao

da permeacao na pele e na estabilidade do sistema.

As goticulas da fase interna das nanoemulsdes grosdidmetro meédio
entre 100 e 600 nMSAKULKU et al., 2009; ALVES et al.,, 2007).0
acompanhamento desse parametro € interessante goavarificacdo da
estabilidade do sistema, pois, se existe um aunsmtamanho de goticula ao
longo do tempo, é um indicativo que ha coalescémgifloculacdo no sistema,
demonstrando a instabilidade da formulacédo (TADRO&., 2004).

Os tensoativos estabilizam a interface da emulsim apenas com a
formacdo de uma barreira mecéanica, mas tambémeatidar producdo de uma
carga elétrica de superficie, denominada poteareia, que tem a habilidade de
produzir forcas repulsivas entre as goticulas @® @vitando a coalescéncia
(BENITA & LEVY, 1993; YILMAZ & BORCHERT, 2005). Quato maior a
rede de cargas das goticulas, mais estavel é alltogo. Valores em méddulo
superiores a 30 mV sugerem alto grau de estabditiata (MUELLER, 1996).

Além dos parametros mencionados, existem outrasteaisitcas, como o
teor do farmaco e presenca de produtos de deg@mdatd viscosidade,
eficiéncia de associagcédo e ensaios de liberac@&@os@&m ser observados a fim de

caracterizar o sistema e apresentar correlacdsuaracao na pele.

As nanoemulsdes tém sido consideradas como umgiatasstema para
administracdo de moléculas de reduzida hidrosdaalde (TROTTA, 1999;
BABOOTA et al.,, 2007a; KELMANN et al., 2007; SHAFI@t al., 2007;
SHAKEEL et al., 2007; SHAKEEL et al., 2008a; ARAU&®Dal., 2011).

Nanoemulsdes de uso tépico

As nanoemulsdes como veiculos de administracaoadjs farmacos sao

menos estudadas em relacdo aos lipossomas, nam@saps nanoparticulas
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lipidicas sélidas, porém, diversos estudos in \atia vivo demonstraram que as
nanoemulsfes possuem excelentes propriedades elachio dérmica e até
mesmo transdérmica (KREILGAARD, 2002; BABOOTA et 2007b; SHAFIQ

et al., 2007; SHAKEEL et al.,, 2008a; KONG et ald12). Suas vantagens
podem incluir baixa irritacdo cutdnea e elevadeoriporacdo de farmacos
(SOLANS et al.,, 2003). Também foi demonstrado gsenanoemulsdes sao
capazes de promover uma maior permeacdo de ddésrEirmacos em relacéo as
formas farmacéuticas de uso topico tradicionaisIfTS & NIOPAS, 1998;

TROTTA, 1999), sendo que 0 nucleo destas podegeptar um reservatorio de

liberacdo em suas camadas mais superficiais.

Dentre os farmacos incorporados em nanoemulsdes fioaiidade de
aplicacdo topica e transdérmica podemos destacara¢as antinflamatorios,
como a nimesulida (ALVES et al., 2007), aceclofeng@HAKEEL et al., 2007),
celecoxib (BABOOTA et al.,, 2007b; SHAKEEL et al.0GBb) e naproxeno
(USTUNDAG OKUR et al., 2011); farmacos antitumorait®mo o paclitaxel
(KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2007), tamoxifeno (PATHAN &
SETTY, 2011) e o 5-acido aminovuleico (ZHANG et @011); anestésicos, a
exemplo da tetracaina (IZQUIERDO et al., 2007)joxidantes, como o0 acido
hialurénico (KONG et al., 2011) e farmacos antihipesivos, como o carvedilol
(DIXIT et al.,, 2008; RIZWAN et al., 2010), ramipr{SHAFIQ et al., 2007,
SHAFIQ & SHAKEEL, 2009) e anlodipino (KUMAR et ak009).

A incorporacdo de substancias com atividade hegdambém ja foi
descrita. Como exemplos tém-se a incorporacdo engagiao cutanea de
quercetina e 3-O-metilquercetina (FASOLO et alQ®0e penciclovir (ZHU et
al., 2009). Substancias sob patentes também estédn snvestigados como
potenciais novos medicamentos para o tratamenteedzes simples(RAJPOOT
et al.), nesse contexto destaca-se a NanoBio Catipo, da Universidade de
Michigan, EUA, que desenvolveu um novo medicamesty a forma de
nanoemulsdo, denominado NB-001, para o tratamemto Heérpes Ilabial
(HAMOUDA, 2008; JONES, 2008; 2009). Recentementearn publicados os
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dados do estudo clinico realizado com 482 pacief@tgsautores reportam que o
NB-001 reduz o tempo de cura das lesfes e podesegar um tratamento

topico mais eficaz para o herpes simples (KIRCIklgt2012).

HIDROGEIS

Os hidrogéis sado matrizes poliméricas tridimensgra hidrofilicas,
capazes de incorporar grandes quantidades de aguaqual, porém, eles séo
insoluveis (PEPPAS, 1986). Geralmente, as substéiriormadoras de géis séo
polimeros que quando dispersos em meio aquoso asseonformacgéo doadora
de viscosidade a preparacédo (MAIA CAMPOS et a99)9

A consisténcia dos géis decorre do forte entrelegdonda fase dispersa,
que retém o meio de dispersdo em sua rede. Degidticagrau de atracdo entre
a fase dispersa e 0 meio aquoso essas preparagdesngcem bem uniformes

em repouso, havendo pouca sedimentacao da fasesdiJALLEN et al., 2005).

Como as nanoemulsBes apresentam-se como liquidmsdgeipouco
viscoso, com baixa viscosidade (entre 1.1 a 2.5edR)xo newtoniano, seu uso
topico se torna desfavoravel e pode ser um incoenen ao pacientePara
adequar as formulacbes a essa finalidade, as naigigy® costumam ser
espessadas com polimeros, com vistamdificar suas propriedades reologicas,

resultando em um sistema mais viscoso (MOU e2@08).

Poucos estudos avaliam a influencia da adicéo deteg gelificantes na
estabilidade e na penetracdo cutanea nas formasdauticas. A incorporacao
de nanoemuls6es em hidrogéis € reportada paracalagio de a vitamina A,
associada a 0leos essenciais como o oledealaleuca alternifolia(OLIVEIRA
et al., 2011b) e 6leo de semente de café (OLIVESRAL., 2011a), para farmacos
como a betametasona (SHARMA et al., 2012), nimdaUyALVES et al., 2005),
clobetasol (FONTANA et al., 2009), genisteina (DBERGAS et al., 2012) e a

associacao de canfora, mentol e salicilato de an@iODU et al., 2008).
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Como demonstrado por Alves e cols. (2005), o tipo mblimero
empregado na formulacdo do hidrogel pode influena@a comportamento
reoldgico e na penetracdo cutdnea de um farmacestabilidade fisica do
produto também pode estar relacionada com o aggaiicante empregado
(CORREA et al., 2005).

Os hidrogéis podem ser preparados a partir de podsrsintéticos, como
polimeros vinilicos (copolimeros do acetato delajréopovidona), baseados no
acido acrilico (acrilatos), derivados de éteres adtulose (metilcelulose,
hidroxietilcelulose), polimeros carboxivinilicosa(bdmeros) (ROWE et al.,
2009) ou também podem ser utilizados polimeros ragm natural ou semi-
sintética, como polissacarideos e proteinas. Assiste uma ampla variedade
de matérias-primas disponiveis para a preparacabiditegéis e a selecao
adequada para o desenvolvimento destas formuldy@msa-se nos requisitos
necessarios para a estabilidade, liberacdo e efidacativo que eventualmente

sera incorporado na preparacao.

Diferentes polimeros utilizados no desenvolvimesgohidrogéis podem,
de acordo com as caracteristicas de seus grupEsiatapresentar natureza
ibnica ou n&o-ibnica. Nos hidrogéis n&o-idnicos,feca motriz para o
intumescimento surge a partir da contribuicdo telimmica da mistura agua-
polimero para a energia livre total, associada aom contribuicdo elastica do
polimero. Ja nos géis idnicos, o processo de irdaimento se deve as
mencionadas contribuicbes, e também pelas intesagidgre o polimero
carregado e os ions livres (MARK, 2007). As ionis; dos grupamentos como
acidos carboxilicos e sulfénico, ou grupamentoshantornam o polimero mais
hidrofilico e assim levam a uma elevada captacdagda (PEPPAS & KHARE,
1993).

As propriedades de intumescimento dos hidrogéisa8rsao unicas para
cada composto devido a ionizacdo dos grupamentoxiofuais livres
caracteristicos de cada estrutura (PEPPAS & KHARIR3). Mudangas no pH,
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forca i0Onica, temperatura podem influenciar no gtauntumescimento de cada
polimero, e essa caracteristica pode ser utilimadascolha de um determinado
agente gelificante para aplicacfes especificas FREP& KHARE, 1993). Por

esse motivo, os polimeros idnicos sdo os maigatitis no desenvolvimento de

sistemas de liberacdo de farmacos para uso topico.

As redes idnicas dos hidrogéis podem ser clasdde&m anidnicas, que
contém porc¢des carregadas negativamente e casdomaegadas positivamente
(PEPPAS et al., 2000). E a presenca dos ions go lda cadeia polimérica gera
efeitos distintos nas propriedades tanto em solag#wo no estado soélido das

redes poliméricas.

Novos polimeros com diferentes caracteristicassi@ém estudados como
agentes gelificantes para formas farmacéuticas stetdpico, a exemplo do
Aristoflex AVC" (Figura 4), um co-polimero sintético de &cido &uifo
acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona neutrahddlo com amonia, de
caracteristica anionica. Este é utilizado como gfemmador de gel em sistemas
aguosos, bem como agente espessante em emuls@@agde Os géis
formulados com Aristoflex® AVC sao cristalinos aggatando boas
propriedades sensoriais e compativeis com divessdistancias, incluindo
hidroxiacidos (LOFFLER et al., 2002).

fL”’”“‘I-};{"“\fk

N
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H,C™ “CH,
SO;NH;

Figura 4. Férmula estrutural do Aristoflex AVC
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Também se tem observado um interesse crescente idrongdis
preparados a partir de polissacarideos em funcaondesérie de caracteristic
desses compostos que podem constituir vantagensleeenvolvimento d
hidrogéis, como elevada hidroa, a facilidade através da qual se conse
produzir hidrogéis a partir deles e a biocompatiade (COVIELLO et al.,
2007) A quitosana (Figura 5) € ( polissacarideo obtido pela desacetila
alcalina da quitina, de caracteristica catibnicajo capelo na utilizacdo e
produtos de uso tépico se da pelo fato de queealaneio acido atua como
polieletrolito de elevada densidade de carga pesitieido a protonacao dc
grupos amina em grupos I5*, interagindo deste modo com moléculas de c
negativa(COSTA SILVA et al., 2006) como proteinas e lipidios, encontra
em abundancia nas diferentes camadas da pele. EseqeEncia des:
caracteristicagstudos descrevem que a quitosana pode aumenitsog;@o d¢
farmacos (OZCAN et gl2009;SENYIGIT et al., 2010; SHARet a., 2012).

CH,OH CH,OH CH,OH
- o o 0
o.| (oH o (oH o/ (&M o,
N ) N | NH |
co (|3°
CHs

Figura 5. Férmula estrutural da quitosana

No desenvolvimento de uma nova formulacdo destirsdaisotopico,
avaliacdo do seucomportamento reoldgii (condicdes de fluidez e «
deformacdo da matéri@) necessariaA resisténcia ao fluxo e ao moviment
expressa através da viscosidi{AULTON, 2007) Quanto maior a viscosida
maior sera essa resistén(MARTIN et al., 2011) Além da viscosidade,

reologia abrange outros parametros ligados a defgion da matéria, entre
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guais: extrussibilidade, compressibilidade, esymlidade, elasticidade e fluidez.
Conhecer e controlar essas propriedades sdo impestado s6 como critério de
qualidade técnica, mas também como uma necessilgageeencher parametros
de aceitabilidade por parte do paciente e aspeaes absorcdo e
biodisponibilidade de um farmaco. Esses fatored&minfluenciam a correta
selecdo dos equipamentos utilizados no process@rdducdo (NETZ &
ORTEGA, 2002; MARTIN et al., 2011).

A reologia classifica 0os mateirais em duas categorem sistemas
newtonianos e nao-newtonianos, dependendo daspsapsedades de fluxo
(ALLEN et al., 2005). O fluxo newtoniano apreseutaa viscosidade constante,
independente da forca aplicada para uma dada tetoper O fluxo néo-
newtoniano é caracterizado pela alteracdo da véads com o0 aumento de

forca aplicada.

Os materiais que apresentam um fluxo do tipo n&deareano dividem-se
em trés grupos, de acordo com o tipo de escoantpraoapresentem quando
submetidos a uma determinada forca externa: pi&stipseudo-plasticos e

dilatantes.

O fluxo plastico ndo se inicia até que a forcaesgpondente a um certo
valor seja aplicada. Materiais plasticos tambémcsnecidos como corpos de
Bingham, em homenagem a quem realizou grande gasgerimeiros estudos
com tais materiais. JA os materiais pseudoplastismsentam fluxo quando uma
forca € aplicada. Este tipo de comportamento @ féeiser encontrado em
dispersbes de coldides hidrofilicos, como nos paila®s formadores dos
hidrogéis. Enquanto os materiais dilatantes sdelagujue tem o seu volume
aumentado submetidos ao atrito, e a viscosidadesgancom o aumento da
velocidade cisalhamento (AULTON, 2007).

Alguns fluidos apresentam mudancas na viscosidadiecado do tempo,
sob condi¢cbes constantes de tensdo de corte, stagkificados como fluidos

com tixotropia e o fluidos com reopexidm fluido tixotrépico apresenta uma
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diminuicdo da viscosidade aparente com o tempo elesab, a uma
velocidade/taxa de tensdo constante. No caso dmkodl reopéticos, ocorre o

comportamento contrario.

O fluxo tixotrépico € vantajoso para formas farmaw&s semi-solidas,
uma vez que se observa uma transformacdo gel-setsieel. Quando em
repouso, uma rede de gel se forma, fornecendo uatdzmigida que estabiliza
suspensdes e geis. Quando submetida a uma fofgaafpEcao), a matriz relaxa
e forma um sol que apresenta as caracteristicasnae forma farmacéutica
liguida e de facil administracdo (ALLEN et al., BQQ.EE et al., 2009)
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Introducéo

A validacdo de um método analitico é o processo gedl se estabelece,
por estudos de laboratério, que as caracteristeaslesempenho do método
cumprem requisitos necessarios para a aplicacaitiema que se destina. Desta
forma, a validacdo assegura a credibilidade do doétdfambém € uma
importante parte para o processo de registro denowo farmaco (ERMER,
2001).

Diversas metodologias sdo descritas na literatara p quantificacdo do
acido galico e também para diferentes galatos,npoeinda ndo ha método

analitico descrito para a determinacéo especifiagathto de pentila.

Diante desses fatos, o presente capitulo tem pjatiab apresentar o
desenvolvimento e a validacdo de um método armlitier Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia para a quantificacdogddato de pentila.

Também serd avaliada a estabilidade do compostdefra diversas
condicbes de estresse, considerando a suscetlglida galato de pentila a
hidrolise em funcdo da natureza de sua estrutunaicp (éster). O principal

produto de degradacao formado sera identificado.






A simple HPLC method for determination of pentyl
gallate and identification of alkaline degradant

Artigo publicado no periodico “Latin American Jowhof
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SUMMARY

Pentyl gallate (PG) is a gallic acid n-alkyl estdth a promising antiherpetic topical
activity. No method for PG quantification is debexl in the literature. Therefore, the
objective of this investigation is to develop andlidate a simple method for
determination of PG by High performance liquid chedography (HPLC) considering
its future application in therapy. A nanoemulsioaswproposed as PG delivery system
due to its low solubility that limits its deliverthrough the skin. Chromatographic
separation was achieved on a C18 column with 50:4%, v/v) methanol:water:
trifluoroacetic acid (TFA) as mobile phase at avflate of 1.2 mL min-1; detection at
275 nm. The method was validated for linearity,cien, accuracy, robustness and
specificity. The degradant detected under alkalioendition was structurally
characterized by Time-of-flight mass spectrome@@®k-MS). All results indicate the

method is adequate for PG analysis.

KEY WORDS: HPLC, nanoemulsion, pentyl gallate.
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Introducéo

O desenvolvimento de uma nanoemulséo requer una¢hastriteriosa de
seus componentes. Dentre eles, a escolha adequadzodjue ird compor a fase
interna € de fundamental importancia visando a wumagor incorporacao do
farmaco ou substancia ativa. A escolha do sistemsaoativo adequado tem a
mesma importancia uma vez que, uma baixa tensé@daaial promove a melhor

estabilizacdo do sistema ao longo do tempo.

Quando se objetiva o desenvolvimento de uma forgaolale uso tépico,
por exemplo, para o tratamento do herpes simplgen&tracdo da molécula
ativa, através da pele, deve ser estudada, umgueea mesma precisa vencer a
funcdo de barreira desse 6rgéo, e penetrar atthadeabasal da epiderme, onde

ocorre a replicagdo viral.

A avaliacdo da atividade biolégica do composto ipocado na forma
farmacéutica complementa o estudo da formulacadgu@ a substancia ativa

deve manter ou mesmo ter sua atividade antivir@nuoalizada.

Nesse contexto, 0 presente capitulo tem por objel@screver o processo
de desenvolvimento, caracterizacdo, avaliacdo dwetEado cutanea e da
atividade anti-herpética de nanoemulsbes contendlatoy de pentila, na

concentragao de 5 mg/mL.






Nanoemulsions as vehicles for topical delivery of
pentyl gallate: preparation, skin retention and in

vitro anti-HSV-1 evaluation

Artigo a ser submetido ao periédico “European Jowof

Pharmaceutcs and Biopharmaceutics”
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Nanoemulsions as vehicles for topical delivery ofgmtyl gallate:

preparation, skin retention andin vitro anti-HSV-1 evaluation

Regina Gendzelevski Kelmahmariana Colombt Savia Caldeira de Aradjo
Lopes % Ricardo José Nun&sHelder Ferreira TeixeifaCaroline Rigottd

Claudia Maria Oliveira SimdésLeticia Scherer Koester

Abstract

Herpes labialis is a common infection of the skuhjch causes mucocutaneous
lesions and affects approximately 80% of the pdpmriaworldwide. Current
topical therapy for herpes labialis has limitedicgffy. Previous studies have
demonstrated the antiherpes activity of pentylagal(PG), ar-alkyl ester of acid
gallic, suggesting that it could be regarded asramsing candidate for the
development of a pharmaceutical dosage form fotdpeeal treatment of human
herpes infection caused by Herpes Simplex Virue t¥p(HSV-1). For this
purpose, different oil/water nanoemulsion formwas containing 0.5% PG were
prepared by spontaneous emulsification method. mhaoemulsions were
characterized by measuring particle size and pshgdsity index, zeta potential,
loading efficiency and morphology. Tl vitro PG distribution into porcine ear
skin after topical application of these nanoemulsiovas assessed, and the
vitro antiviral activity against HSV-1 was evaluated. Tiaeveloped
nanoemulsions presented a nanometric particle Bigh, zeta potential, loading
efficiency of 99% and adequate stability during rh2nths. PG skin retention
was higher in stratum corneum layer. All formulasopresented anti- HSV-1
activity. However, from all developed nanoemulsiéts was able to penetrate
across stratum corneum and reach deeper into tin@sdeore efficiently in the
nanoemulsion composed by castor oil and mediumncti@lycerides, soybean
lecithin, polysorbate 80 and vitamin E, and itsi-&8V-1 activity was

comparable to that of PG as pure compound.

Key-words: anti HSV-1, pentyl gallate, nanoemulsion
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Introducéo

Como as nanoemulsfes apresentam-se bastante fluddasmprego de
estratégias destinadas a ajustar sua viscosidaderipdilizar sua aplicacéo topica se
fazem necessarias. A principal forma de aumentasasidade desse tipo de forma
farmacéutica € a incorporacdo de agentes gelidsarque auxiliam no ajuste da
viscosidade com o objetivo de otimizar a espaligdidle e melhorar o tempo de
contato da formulacdo com a pele, fatores que padéuoenciar a acao terapéutica
dos farmacos.

Diferentes agentes doadores de viscosidade podemempregados para
espessar as nanoemulsdes, e em funcdo de sudsristiaas fisico-quimicas, a forma
farmacéutica final seréd influenciada por essascteniaticas, que podem também levar
a alteracdes nos perfis de penetracdo das sulzsainias na pele.

Considerando isso, 0 presente capitulo tem portiebjencorporar diferentes
agentes doadores de viscosidade na nanoemulséinleradsa mais promissora para
veiculacao do galato de pentila e avaliar as canigticas fisico-quimicas, assim como

o perfil de penetracao cutanea dessas formulacgdes.






Nanoemulsion-loaded hydrogels for topical
administration of Pentyl Gallate

Artigo a ser submetido ao periédico “Internationkdurnal of
Pharmaceutics”
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Nanoemulsion-loaded hydrogels for topical administtion of Pentyl

Gallate

Regina G. Kelmar Mariana Colombl Ricardo J. Nune¥ Claudia M. O. Sim&és

Leticia S. Koestér

Abstract

The aim of this study is to describe the develogmei nanoemulsion-loaded
hydrogels to deliver pentyl gallate (PG), a ga#lid n-alkyl ester, through the skin.
PG is known as an antioxidant agent, however imse® be a promising agent for
herpis labialis treatment. Aristoflex AVCand chitosan were used as gelling agents
for the nanoemulsion thickening. The developed tdations presented suitable PG
content (from 94.4 % to 100.3 %), droplet sizesaatometer rage (162 to 297 nm) and
high zeta potentials. They exhibited a non-newtompaeudoplastic behavior. Both
vehicles neither enhanced PG penetration nor deélaye release from the
nanoemulsion. NE-loaded hydrogels remained phygiciable during 3 months of

storage.
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DISCUSSAO GERAL

Os farmacos utilizados atualmente na terapéutisairfaccdes herpéticas
nao apresentam total eficacia para a eliminacdovitos. O aparecimento de
cepas resistentes aos medicamentos disponiveisutanherpes simples um
problema de saude publica, que estimula estuddsisea de novos compostos,
com diferentes mecanismos de agdo que possam gg &rnarem novos

farmacos antivirais.

Dentre uma série de compostos derivados do acidicogavaliados
recentemente pelo grupo de pesquisa do Laboradérivirologia aplicada da
Universidade Federal de Santa Catarina, o galajpedéla (GP) parece ser um
promissor candidato para o tratamento topico dieegdes herpéticas (KRATZ
et al, 2008a; KRATZ et al, 2008b). Diante desse contexto, o estudo da
veiculacdo desta molécula em uma forma farmacéuwbequada para sua

finalidade terapéutica se tornou necessario.

Dentre as diferentes formas farmacéuticas a sersindadas, as
nanoemulsdes parecem interessantes pelo fato deesjas sistemas podem
incorporar uma elevada quantidade de farmaco e gqwemuma maior

penetracdo deste nas camadas da pele (ABOLMAARI, 2011).

Como ponto de partida para o desenvolvimento denanaemulséo, esta a
avaliacdo da solubilidade do composto a ser incadmem diferentes 6leos que
possam vir a compor o nucleo oleoso da formulagédsolubilidade do GP
mostrou-se bastante elevada nos 6leos testados)onEma o0 Oleo de soja, em
que foi menos soluavel (49,0 mg/g), comparada a osuticompostos
farmacologicamente ativos avaliados em outros estutbmo o diazepam (27,0
mg/g) (GAJEWSKA et al, 2001), tetrazepam (45,0 mg/g) (JUMAA &
MULLER, 2001) e carbamazepina (8,0 mg/g) (KELMANNal, 2007).

Alguns autores reportam que a mistura de Oleos pag®entar a
solubilidade de farmacos (JUMAA & MULLER, 1998; 200 Esse efeito foi

observado para o galato de pentila, que teve sldéisdade aumentada na
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mistura (1:1) dos 6leos nos quais foi mais soluwedleo de ricino e o TCM.
Desta forma, o ndcleo oleoso selecionado para conago nanoemulsdes
correspondeu a uma mistura desses dois 6leos,rqoeoyeu uma solubilidade
de 150 mg de GP/g. Baseado nessa solubilidadedaleparém sem atingir o
limite de saturacdo do nucleo oleoso, a quantidéeleGP proposta para a
incorporacao nas nanoemulsdes foi e 5 mg/mL. Non@iade essa concentracao
ndo é alcancada com facilidade na incorporacdo at@asv substancias em
sistemas nanoemulsionados: como a fisetina (RAGEL&E al, 2012),
clorambucil (GANTA et al, 2008), carbamazepina (KELMANHt al, 2007),
diazepam (SZNITOWSKAet al, 2001), paclitaxel (KANet al, 1999), entre

outros.

Para a estabilizacdo da nanoemulséo, o tensoaiwo@ado foi a lecitina
de soja, amplamente utilizada em sistemas nanoEmatios ha muitos anos
(BENITA & LEVY, 1993; SANTOS-MAGALHAESet al, 2000; DE CAMPOS
et al, 2012). Com a finalidade de se observar a ne@aisida adicdo de um co-
tensoativo, o polissorbato 80 foi adicionado aneéaimento experimental, assim
como a vitamina E, que foi incluida com o objetiloverificar a necessidade da
adicdo de um componente antioxidante na formulag&a, vez que o GP é um
n-alquil éster susceptivel a hidrolise e oxidacamsif, o0 delineamento
experimental foi composto de quatro diferentes tdagdes, que foram

preparadas pela técnica de emulsificacdo espontanea

Para a analise do teor e da eficiéncia de associgdSP nas diferentes
formulacbes durante o decorrer do trabalho, um deétmalitico por CLAE foi
desenvolvido e validado conforme as diretrizes @ I(ICH, 2005). O
desenvolvimento desta metodologia analitica pemmida avaliacdo do
comportamento do galato de pentila frente & coegige estresse, onde foi
observado que o composto € instavel em meios bsaé oxidativos, e também
permitiu a identificacdo do principal produto dg@elacao do GP, caracterizado
como o acido galico.
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Como ndo had nenhuma forma farmacéutica contendadi§fonivel no
mercado, foi escolhido o limite de doseamento prizedlo por compéndio
oficial para a maioria das formas farmacéuticam &, entre 90 e 110%
(BRASIL, 1988). Todas as formulacfes apresentaemmes entre essa faixa. Em
relacédo a eficiéncia de associacao, todas as fage$ demonstraram que mais
de 99% do composto esta associado ao nucleo olesesdp esse resultado

esperado, em funcdo da elevada solubilidade do@stmpo nucleo oleoso.

Em relacdo as caracteristicas fisicas, tamanho otieuta e indice de
polidispersidade, todas as formulacdes possuenzickdiametro (<143 nm) e
baixa polidispersdo (<0,2). A avaliacdo morfologidas formulacdes por
microscopia eletrénica de transmisséo corrobora esmesultados de tamanho

encontrados pela espectroscopia de correlacadatesfo

O potencial zeta apresentou-se elevado (em modein) todas as
nanoemulsdes desenvolvidas, principalmente em &unga presenca de
fosfolipideos presentes na lecitina de soja, ge@mta estabilidade do sistema
(BENITA & LEVY, 1993). Nas formulacbes houve umdedenca significativa
entre os valores de potencial zeta entre aquekaggssuem o polissorbato 80
em sua composicdo e as que possuem apenas laitgtisaja. Essa diferenca
porém, ndo é indicativo de instabilidade pois, tepoial zeta ainda se mantém
elevado (-51 mV) e sabe-se que o polissorbato 88 tmbém inibindo o

agregamento das goticulas por impedimento est@ritb& KIM, 2002).

A estabilidade das nanoemulstes desenvolvidasctonpanhada durante
12 meses, sob refrigeracdo (4 °C). As formulac@snaneceram fisicamente
estaveis durante todo o periodo de estudo, isteefificado pela manutencdo do
tamanho de goticula e diminuicdo do indice de mpafrsidade, apesar de uma
significativa diminuicdo nos valores de potencellaz que ainda se mantiveram
elevados (-40 mV). Foi observada uma reducdo doda® nanoemulsbes para

valores um pouco abaixo dos limites estabelecidos.

Estudos de liberacéim vitro tém como objetivo verificar a liberacdo do

farmaco a partir da forma farmacéutica, uma vez guermulacdo deve ser
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estavel, porém, deve permitir que o farmaco sk@dido para se difundir através
da pele (DOHet al, 2012). Em 24 h, a liberacdo maxima do GP fotelea de
63 %, e esse resultado provavelmente esta relalworam a alta afinidade do

composto pelo nucleo oleoso.

Os farmacos anti-herpéticos devem atingir a cantedal da epiderme,
local onde o virus se propaga (VISAL&t al, 1997). Devido a este fato, estudos
de penetracdo cutdnea se fazem necessarios. Paraamsemulsdes
desenvolvidas, os estudos de penetracdo cutandaneidram que a solugcao
utilizada como controle, assim como as formulagfies sem a presenca do
polissorbato 80, apresentaram uma maior retencaGRlono estrato cérneo,
enquanto as nanoemulsdes contendo o0 co-tensoapveseataram maior
penetracdo na epiderme, camada de interesse, aquaittidade de GP retida na

derme também pode estar relacionada com a prederpgaissorbato 80.

Na avaliagdo da atividade antiviral, as formulacdel, F2 e F3
apresentaram uma {glestatisticamente semelhante e, para a F4, o adeuibi
estatisticamente semelhante ao composto puro.amdicque a formulacéo F4 &
a mais promissora neste aspecto. Cabe ressaltdomuoualacoes preparadas sem
a adicdo do galato de pentila ndo inibiram a irdiecgiral em nenhuma das

concentracdes testadas.

Diante dos resultados encontrados, pode-se obsguwara adicdo da
vitamina E ndo promoveu melhor estabilizacdo deémdé nas formulacdes. A
presenca do polissorbato 80 promoveu uma maior tee@® do GP na
epiderme, e que com a associacdo da vitamina & pesetracao foi ainda mais
pronunciada. Assim, a formulacdo que reuniu as onethcaracteristicas tanto
fisico-quimicas, de estabilidade e atividade arativié a nanoemulsdo F4,
composta, além do nucleo oleoso, pela lecitina di@ somo tensoativo,

polissorbato 80 como co-tensoativo e a vitaminafaaadjuvante.

Como as nanoemulsfes sao sistemas de baixa visdesica sua
incorporacdo em um veiculo carreador que promova uiscosidade e uma

espalhabilidade adequadas, foi estudada no Ultapituto da presente tese. Para
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tal, foi investigada a incorporagcdao da nanoemulBd8oem dois diferentes

hidrogéis de caracteristica idnica. A escolha dehidrogel como veiculo se da
pelo fato de que o GP nado deve apresentar maiadadie pelo veiculo do que a
pele, e a incorporacdo da nanoemulsdo em uma ldedillta, tende a evitar

esse tipo de situacao (ALVES al, 2005; MOUet al, 2008).

Os polimeros utilizados neste estudo, AristoflexGA\Ve quitosana, foram
selecionados em funcdo de suas caracteristica-fjsimicas. Ambos sado
agentes formadores de hidrogéis idnicos, carregaegativamente, no caso do

Aristoflex AVC”, e positivamente, no que se refere a quitosana.

A incorporacdo dos polimeros nas formulacdes n@laeimciou no teor
inicial do PG na nanoemulsdo, que se manteve dedtr® parametros
estipulados. Entretanto, foi observado um aumeigtafgativo no tamanho de
goticula com a incorporacdo da quitosana. Esse rdonp@de ser resultado da
agregacao das particulas facilitada durante aséwede cargas na superficie da
goticula, que inicialmente era negativa e foi modda pela carga positiva dos
grupamentos amino do polimero (SOU&Cal, 2004). Cabe ressaltar que apesar
do aumento do tamanho de goticula, o indice delippkrsdo se manteve ainda
proximo de valores aceitaveis (0.3), poréem demandty certa agregacao das
goticulas da fase interna. Quando utilizado o Afisk AVC” como agente
gelificante, inicialmente ndo se observou alteraefito no tamanho de goticula
como no indice de polidispersao. Apesar das dif@®mbservadas, em ambos

hidrogéis o tamanho das goticulas ainda se maptevescala nanométrica.

Como mencionado anteriormente, a adicdo da quiotevou a uma
inversdo dos valores de potencial zeta, enquasmitigiio do Aristoflex AVE,
de caracteristica anidnica, ndo influenciou essa&npetro que foi semelhante ao

valor inicial da nanoemulsao.

O pH das formulac¢des diminuiu com a incorporaca@méos polimeros,
porém os valores sdo compativeis com o estrateoqrH[15.5) e adequados
para a estabilidade do GP (pH < 7,0).
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O comportamento reoldgico das formulacfes foi estaduma vez que a
viscosidade pode influenciar na liberacdo do GRrérpla forma farmacéutica.
As caracteristicas e a concentracdo de cada poliptemoveram hidrogéis de
viscosidades diferentes, porém com mesmo compontanreolégico, ambos
apresentaram-se como fluidos ndo-newtonianos etirdiwopicos, apesar das

viscosidades variarem de acordo com a forca ajglisalire eles.

Foi observado que a presenca da nanoemulsdo nogéidcontendo
Aristoflex AVC" ndo influenciou a viscosidade do sistema, enquamtaidrogel
composto por quitosana, a nanoemulsdo promoveuwmerao da viscosidade

em comparacao ao hidrogel controle.

A espalhabilidade do hidrogel composto por quitasate viscosidade
menor, foi maior do que o observado para as forgpdels contendo Aristoflex
AVC", demonstrando a relacdo inversa entre esses doBMmetros nas
condi¢cOes utilizadas no presente estudo. Em com@araom 0s respectivos
controles, isto €, hidrogéis preparados sem a adigghanoemulsédo, ndo foram
observadas diferencas de espalhabilidade, o qumigde a presenca do sistema

nanoemulsionado nao influencia nesta caracteristica

A estabilidade intrinseca dos dois hidrogéis foaliada durante 24 h.
Nenhum sinal de instabilidade fisica foi observada. realizacdo do teste de
centrifugacao, observou-se um leve sinal de ingdabie relacionado com uma
leve separacdo de fases. Apesar disso, durante9Wa@o se observou nenhum

indicativo de instabilidade em ambas as formulacbes

Em relagcdo aos parametros fisico-quimicos, ndo énatiferencas nos
teores de GP. Porém, foi observado um significaiumento do tamanho de
goticula. Acredita-se que esse aumento aparenteméntesta relacionado com
o efeito de Ostwald rippenig, uma vez que o indiegolidispersdo se manteve
constante, indicando que o aumento no diametrogdtisulas ndo se da pela
diferenca de densidade das goticulas da fase itenue os glébulos menores

tém seu conteudo envolvido pelos maiores (TADRDS&, 2004).
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A penetracdo cutdnea do galato de pentila nao rfilueinciada pela
presenca dos polimeros. No hidrogel composto pelistoflex AVC" foi
observada uma maior retencdo do GP no estrato g;époeém ndo existiram
diferencas na derme e na epiderme tanto para gshilfiogéis como para a
nanoemulsdo utilizada como controle. Assim, a d¢aristica catibnica da
quitosana ndo promoveu uma maior penetracdo do t@Wéa da pele e a

diferenca na viscosidade das formulacdes tambémapdiesentou influéncia.






CONCLUSOES
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A partir do conjunto de resultados obtidos, podeeseluir que:

« Um método por CLAE indicativo de estabilidade foeésdnvolvido
visando a determinacédo do galato de pentila nasulacdes. O método
mostrou ser especifico, linear, exato, precisonsigel para quantificacao
do galato de pentila (GP). Este também é adequado g separacao do

composto de seu principal produto de degradacaoido galico;

 Testes de degradacédo forcada identificaram que od&jfPada-se em

meios alcalino e oxidativo;

» A elevada solubilidade do GP no nucleo oleoso gglado, uma mistura
de dleo de ricino e triglicerideos de cadeia méukamitiu uma elevada

incorporacao do composto (5 mg/mL) nas hanoemuld@ssnvolvidas;

* A preparacdo das nanoemulsdes contendo galatordiéapselo método

de emulsificacdo espontanea mostrou-se viavel,

« Foram obtidas nanoemulsdo com reduzido tamanho alicyla,
monodispersas, com elevada carga de superficidiveegaficiéncia de

encapsulagcéo superior a 99% e estaveis fisicarpente2 meses;

» Aliberacdo do GP a partir das hanoemulsées debeda&s segue cinética
que corresponde ao modelo de Higuchi e atinge lbeemtao maxima em
24h de cerca de 63 %;

 Estudos de penetracam vitro evidenciaram que a utilizagdo do
polissorbato 80 e da vitamina E em conjunto promaouvena maior

penetracdo do galato de pentila na epiderme, esempca do polissorbato
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80 nas formulagbes promoveu uma maior penetracaalddo de pentila

na derme;

A atividade anti-HSV-1 revelou que somente a fdag@o F4, composta
por lecitina de soja, polissorbato 80 e vitaminap&ssuiu atividade
estatisticamente equivalente a do composto purta Esmulacao foi
selecionada para a incorporacdo dos polimeros gaios para espessar

as nanoemulsoes;

A utilizacdo de dois tipos de polimeros idnicos igfaflex ACV e
quitosana) ndo influenciou no teor das nanoemulgii@em a utilizacédo
da quitosana alterou o tamanho de goticula e onpiale zeta das

formulacoes;
Ambas formulagdes de hidrogéis permaneceram estpueid0 dias;

As diferentes caracteristicas dos polimeros nam@veram alteracdes na
penetracdo do GP na epiderme e derme, apesar dmldgBo com
Aristoflex AVC" apresentar uma maior quantidade de GP retidatrai@s

corneo;

Por fim, a formulacdo que se apresentou mais psamas para a
veiculacdo do GP é a que contem a nanoemulsaosasigesom 2,0% de
Aristoflex AVC".



PERSPECTIVAS
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O conjunto de resultados obtidos abre perspectpaaa a realizacao de
trabalhos futuros que virdo a complementar o questdizado até entdo. Dentre

0 que pode ser realizado, destaca-se:

 Realizar estudos de microscopia confocal para aamcédo da
penetracdo cutanea nas nanoemulsdes, que serdadaspoom vermelho
do Nilo;

 Realizar a avaliacdo histologica para observarragfees nas células

epiteliais em o contato com as nanoemulsoes;

* Avaliar a toxicidade dérmica do galato de pentildaeformulacdo mais
promissora, conforme os parametros preconizadas e OECD 402.
O projeto foi enviado ao Comité de Etica em PesgdésURI- Campus de

Erechim;

« Avaliar a atividade antivirah vivoda formulacéo selecionada;

* Investigar a viabilidade de producdo das nanoerasigila técnica de
homogeneizacéo a alta pressao, e otimizar os pa@ue processo, uma

vez que esta técnica possui grande aplicabilidadiestrial;

* Realizar otimizac¢des da formulagdo com vistas aemelvimento de um
medicamento de uso topico, tais como a adicdo dseceantes e outros

adjuvantes que influenciam na estabilidade e agpsensoriais;

 Avaliar a estabilidade de longa duracdo da fornéidacle hidrogel

otimizada.
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