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RESUMO

Psoriase ¢ uma doenga de pele imunomediada, com cerca de 4% de prevaléncia global,
caracterizada por hiperproliferagao dos queratinécitos, responsavel por ativar os linfocitos T.
Tacrolimus (Tac) ¢ um farmaco imunossupressor que inibe o fator transcrigao das células T. O
oleo de andiroba (OA) possui diversas atividades farmacologicas com uma alta capacidade de
inibir a migragdo de eosinodfilos e a ativagdao de linfocitos T. Entretanto, o OA apresenta
limitagdes sensoriais para aplicagdo topica in natura. Desta forma, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) preparados com OA podem funcionar como sistema de liberagao do
Tac, melhorar a distribui¢c@o na pele, potencializar seu efeito e mascarar seu odor. Este trabalho
teve o objetivo desenvolver CLN com OA contendo Tac para o tratamento da psoriase usando
uma abordagem racional de desenho experimental. Estudos de pré-formulagao foram realizados
e a otimizacdo dos CLN foi obtido usando o desenho fatorial do tipo Box-Behnken (BB). As
variaveis independentes foram o OA, diestearato de glicerila (Pre), tensoativos polisorbato 80
(PS80) e Lipoid® E80 (LE80). Os CLN foram obtidos pela técnica de emulsificacdo (9500
rpm, 70 = 10°C e 3 min) e microfluidiza¢ao (1000 bar e 5 ciclos). Tamanho de particula (D),
indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (PZ) foram as variaveis dependentes. As
respostas geradas foram tratadas estatisticamente. Tac foi encapsulado nos CLN e os sistemas
foram caracterizados pela calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX), D, PDI, PZ,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e eficiéncia de encapsulagao do Tac (EE%). CLN
foram veiculados em biohidrogel e sua estabilidade avaliada. A permeacao, retencao cutanea e
distribuicao dos CLN foram estudadas usando a pele da orelha de porco em células de Franz.
A formulagdo adequada apresentou 9% de OA, 6% de Pre, 3% de surfactantes e 82% de agua,
com valores aproximados de D (140 nm), PZ (-27 mV) e EE (99%). Analises de DSC, FTIR e
DRX ndo constataram nenhuma incompatibilidade fisica ou fisico-quimica entre os
componentes da formulacdo e as mesmas mostraram-se estaveis a 4 e 25°C durante 90 dias. A
MEYV evidenciou CLN esféricos e bem individualizados. O Tac encapsulado apresentou maior
retencdo no estrato corneo (20 pg.cm-2) e na pele remanescente (13 pg.cm-2) que as demais
formulacdes. O biohidrogel favoreceu a retencao do Tac na pele. Portanto, CLN a base de OA
contendo Tac e veiculados em biohidrogel podem ser utilizados como promissores

nanossistemas lipidicos de liberacdo controlada com potencial para terapia da psoriase.

Palavras-chave: Nanossistema. Hiperqueratose. Lipideos. Imunossupressao. Gel hibrido.



ABSTRACT

Psoriasis is an immunomediated skin disease with about 4% global prevalence, characterized
by keratinocytes hyperproliferation, responsible for activating T lymphocytes. Tacrolimus
(Tac) is an immunosuppressive drug that inhibits T cells transcription factor. Andiroba oil (AO)
has several pharmacological activities with a capacity to inhibit eosinophils migration and T
lymphocytes activation. However, AO has sensory limitations for topical application in natura.
In this way, nanostructured lipid carriers (NLC) prepared with AO can function as a Tac release
system, improve skin distribution, enhance its effect and mask its odor. The goals of this work
was to develop Tac-loaded NLC with AO for treatment of psoriasis using a rational approach
to experimental design. Pre-formulation studies were performed and the NLC optimization was
obtained using the Box-Behnken (BB) factorial design. Independent variables were AO,
glyceryl distearate (Pre) and surfactants polysorbate 80 (PS80) and Lipoid™ E80 (LE80). NLC
were obtained by emulsification technique (9500 rpm, 70 £ 10°C and 3 min) and
microfluidization (1000 bar and 5 cycles). Particle size (D), polydispersity index (PDI) and zeta
potential (ZP) were the dependent variables. The generated responses were treated statistically.
Tac-loaded NLC was characterized by differential scanning calorimetry (DSC), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), scanning electron
microscopy (SEM) and drug entrapment efficiency (EE%). Tac-loaded NLC was carried on
biohydrogel and the stability evaluated. Permeation, cutaneous retention and Tac-NLC
distribution were studied using pig ear skin through the Franz cells. The appropriate formulation
presented 9% AO, 6% Pre, 3% surfactants and 82% water, with approximate values of D (140
nm), PZ (-27 mV) and EE (99%). DSC, FTIR and XRD analyze found no physical or
physicochemical incompatibility between the formulation components and they were stable at
4 and 25°C for 90 days. SEM showed spherical well individualized NLC. Encapsulated Tac
showed greater retention in the stratum corneum (20 pg.cm-2) and remaining skin (13 pg.cm-
2) than the other formulations. Biohydrogel favored the retention of Tac in the skin. Therefore,
AO-based NLC Tac-loaded and delivered in biohydrogel can be offered as promising controlled

release lipid nanosystems with increased potential for psoriasis therapy.

Key words: Nanosystem. Hyperkeratosis. Lipids. Immunosuppression. Hybrid gel.
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1 INTRODUCAO

Psoriase ¢ uma desordem inflamatoria cronica, recidivante, imunomediada, com
envolvimento priméario da pele e uma forte predisposi¢ao genética, nao transmissivel, dolorosa,
desfigurante e incapacitante para a qual nao ha cura, e com grande impacto negativo sobre a
qualidade de vida dos pacientes (LONNBERG et al., 2014). A prevaléncia da psoriase ¢
variavel entre 0,09% e 11,4%, o que torna a psoriase um problema global sério. No Brasil, a
estimativa da prevaléncia chega a 1,3% da populacao (WHO, 2016).

Um repertério de tratamento topico e sist€émico esta disponivel para a remissdao da
psoriase, tais como os analogos da vitamina D3, corticosteroides, alcatrao, ditranol, fototerapia,
metotrexato, ciclosporina, retinoides sistémicos, imunossupressores como os inibidores de
calcineurina (tacrolimus e pimecrolimus) e produtos imunobiologicos (etanercepte,
adalimumabe, infliximabe, golimumabe, ustequinumabe e o secuquinumabe) (BOEHNCKE;
SCHON, 2015).

Tacrolimus ¢ um macrolideo imunossupressor, isolado a partir do caldo de fermentacao
de Streptomyces tsukubaensis, eficaz em terapia de emergéncia ou imunossupressao primaria e
para as condi¢des imunoinflamatodrias topica, incluindo dermatite atopica e psoriase. Ele inibe
a ativacdo das células T no inicio de transcri¢do do gene, através do bloqueio da fosfatase
(calcineurina) (POPLE; SINGH, 2010).

O veiculo convencional para aplicacao tdpica do tacrolimus, embora seja eficaz, ¢ uma
forma farmacéutica semissolida lipofilica, de elevada viscosidade, pegajosa e quando aplicada
sobre a pele apresenta um sensorial que causa pouca adesdo ao tratamento. Nao assegura a
liberacao topica adequada do farmaco ao local alvo. A maioria dos estudos com pomada de
tacrolimus tem relatado uma baixa penetracdo nas camadas da pele. Além disso, apresenta
alguns efeitos colaterais, como irritagdo (ardor, queimacao e prurido) (POPLE et al., 2010). A
redu¢do completa da psoriase ndo ¢ obtida usando este tipo de tratamento, portanto, varias
estratégias nanotecnoldgicas sdo consideradas pelos pesquisadores para minimizar o quadro
patologico desta doenga (GARG; RATH; GOYAL, 2016).

Carapa guianensis Aublet ¢ uma arvore conhecida popularmente no Brasil como
andiroba, pertencente a familia das Meliaceae, rica em limonoides, responsaveis pelas agdes
farmacologicas. Os usos etnofarmacoldgicos do 6leo de andiroba incluem o tratamento de dores
artriticas, infecgdes de ouvido e doengas da pele, incluindo psoriase. Estudos demonstraram
que o Oleo possui atividades anti-inflamatoria, analgésica, antialérgica e imunomoduladora

(COSTA-SILVA et al., 2007, 2008; FERRARIS et al., 2011, 2012; HENRIQUES; JESUS et
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al., 2017; PENIDO, 2014; PENIDO et al., 2005). O uso do 6leo de andiroba vem despertando
grande interesse da industria farmacéutica e cosmética, por ser fazer parte da biodiversidade e
sustentabilidade de comunidades da Amazonia Legal. O 6leo pode funcionar como componente
da forma farmacéutica, ja sendo utilizado na producdo de microparticulas poliméricas,
emulsdes, emulsdes com cristais liquidos e nanoemulsdes, assim como atuar como principio
ativo, sendo apontado como um promissor produto para diversas aplicagdes tecnologicas e
farmacologicas (BALDISSERA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2011,
SENHORINI et al., 2012).

No desenvolvimento de medicamentos destinados a via topica, a taxa de penetracao ¢
fator importante para determinar o seu regime e dosagem. A diminui¢do da concentragcdo pode
contribuir para reduzir os efeitos adversos, mas reduz a sua acdo. Neste contexto, o uso de
nanoparticulas lipidicas obtidas com o o6leo de andiroba, um produto natural, seguro,
biodegradavel, eficaz tem sido investigada como um potencial sistema para transporte de
farmacos através da pele (NAM; JI; PARK, 2011).

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) desperta grande interesse para a
aplica¢do cutanea por controlar a liberagdo de ativos, incluir lipideos naturais ou sintéticos
biodegradaveis, possuir excelente tolerabilidade e boa resposta farmacologica. Seu tamanho
esta dentro da escala nanométrica (40 a 1000 nm), ndao requer o uso de solventes organicos, seu
desenvolvimento pode ser realizado a um custo menor e sdo facilmente transpostos para escalas
maiores de producio (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). As vantagens dos carreadores
lipidicos nanoestruturados incluem a protecao de compostos quimicamente labeis, aumento da
capacidade de incorporagdo de principios ativos, uma quantidade inferior no teor de dgua na
suspensao de particulas, baixa expulsao do farmaco durante o armazenamento e, devido o seu
tamanho, assegura um maior contato com o estrato corneo aumentando a penetragao do farmaco
na pele (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

A encapsulagdo do tacrolimus em carreadores lipidicos nanoestruturados de o6leo de
andiroba pode ser um promissora tecnologia para superar algumas limitacdes da forma
farmacéutica usual deste farmaco no tratamento da psoriase, melhorando a penetragdo cutanea
e aumentando os niveis do ativo em camadas profundas da pele, assim como a reducdo de
efeitos secundarios da pomada (DADWAL; MISHRA; NARANG, 2018; PROW et al., 2011;
PURI et al., 2009).

O proposito deste trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados de
oleo de andiroba contendo tacrolimus e dispersos em um biohidrogel como estratégia de dupla

encapsulagdo para tratamento topico da psoriase. A inovagdo deste trabalho est4 na utilizagao
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do ¢6leo de andiroba, um produto natural com propriedades anti-inflamatéria, antialérgica,
imunomoduladora e atdxico, como matéria-prima para a formac¢ao de CLN. Assim como um
possivel potencializador dos efeitos farmacoldgicos do tacrolimus, inibindo a migragdo de
linfocitos T e reducao do ardor e prurido intensos deste fArmaco, quando aplicado na forma de
pomada, inibindo as vias de sinalizacao inflamatoria e alérgica. Além disso, espera-se que este
produto dermatolédgico seja estavel e com propriedades especificas para superar a baixa taxa de
penetracao do Tac na pele, realizando a sua liberacdo na juncao dermoepidérmica, chegando

aos linfocitos T, células dendriticas e mastocitos, melhorando a sua eficacia terapé€utica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisao esta dividida em itens e subitens que abordardo temas relevantes para a
compreensdo do estado da arte do objetivo central, que sdo os carreadores lipidicos
nanoestruturados a base de lipideos naturais para o uso topico no tratamento da psoriase.

Inicialmente sera apresentada uma breve descricio da pele e os aspectos
histofisioldgicos, passando para os estudos de permeagao cutanea in vitro e a técnica de tape
stripping. Subsequentemente, a psoriase serd retratada através dos seus aspectos
imunohistopatolédgicos e os diversos tratamentos utilizados para esta patologia, dando énfase
ao farmaco imunossupressor tacrolimus.

Nos itens seguintes, serdo abordados os sistemas nanotecnologicos para aplicagdo topica
e a apresentacdo de nanosistemas inovadores descritos na literatura, culminando com os
carreadores lipidicos nanoestruturados, os nanosistemas contendo o farmaco tacrolimus e
finalizando este item com a revisdo sistematica dos nanosistemas veiculando tacrolimus, mais
especificamente para o tratamento da psoriase. Seguindo a linha de raciocinio, seré feita uma
breve descrigdo das técnicas de preparagdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

Posteriormente as abordagens fisiopatologicas, farmacologicas e tecnologicas que
envolvem a psoriase, um topico de revisao explorara a espécie Carapa guianensis Aublet
(andiroba), o seu 6leo, seus constituintes quimicos e seus usos terapéuticos. A revisao finalizara

com a abordagem tedrica sobre biohidrogéis usados como veiculos para nanosistemas.

2.1 PELE

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano correspondendo a cerca de 5% do seu peso
total. Entre as multiplas fungdes complexas da pele, um de seus papéis principais € o de evitar
a invasao de agentes externos, agindo como uma barreira defensiva as ameacas do ambiente
exterior (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

A pele possui mecanismos de defesa que lhe conferem barreiras de protecdo fisica,
imunologica e metabdlica, mas também pode ser utilizada como uma porta de entrada para
substancias terapéuticas, tais como farmacos e vacinas, se 0s mecanismos que conferem as
propriedades de barreira forem entendidos e explorados (PROW et al., 2011; BARBIERI;
WANAT; SEYKORA, 2014; GARCES et al., 2018).

De acordo com a figura 1, a pele humana ¢ estruturada histologicamente em duas

camadas: a epiderme (EP), mais externa e de origem ectodérmica; a derme (DE), mais interna
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e de origem mesodérmica, ¢ logo abaixo da derme existe um tecido de sustentacao formado por
tecido adiposo chamado hipoderme ou camada subcutanea (CZAJKOWSKA-KOSNIK;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Figura 1 - Estrutura esquematica da pele.
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Fonte: Adaptado de https://bit.ly/31MNtVs.

A epiderme ¢ um tecido em constante renovagdo, constituido por um epitélio
estratificado pavimentoso dividido em varias camadas conhecidas como estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo (figura 2) (CZAJKOWSKA-KOSNIK;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Na camada epidérmica, os queratinocitos se encontram em constante divisao e migram

para a superficie da pele, sucessivamente, para formarem as camadas mais externas, perdem o
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nucleo e sofrem alteragdo na sua composi¢do lipidica (PROW et al., 2011). Essa alteragao
confere ao estrato corneo permeabilidade a agua 1000 vezes menor que a maioria das
membranas biologicas. Essa impermeabilidade ¢ considerada um problema para os usos de
produtos cutaneos, pois se estima que apenas uma pequena porcentagem de material ativo
permeie através da pele quando aplicado topicamente (PROW et al., 2011; BARBIERI;
WANAT; SEYKORA, 2014).

Figura 2 - Estrutura esquematica das camadas da epiderme.
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Fonte: Adaptado de Zhai; Zhai, 2014.

A camada mais superficial da EP, a cornea ou EC, ¢ a principal barreira de protecao da
pele e também para o transporte de farmacos (PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008;
CEVC; VIERL, 2010). E composta por células mortas (cornedcitos) repletas de queratina,
substancia cerosa (colesterol, aminoacidos, polipeptideos e derivados lipidicos) (PROKSCH;
BRANDNER; JENSEN, 2008; CEVC; VIERL, 2010).

Depois que uma molécula ativa atravessa o EC (espessura de 75 a 150 um), nao ha outra
barreira a difusdo nas outras camadas da pele se a molécula nao ficar retida ou metabolizada no
caminho (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Todavia, a pele exerce fungdo barreira através do EC a qual influencia a taxa de

absor¢ao/penetracao de substancias, juntamente com outros fatores como darea de contato,
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duragdo da exposi¢do, integridade do EC e espessura da EP; ainda ha aqueles fatores
relacionados a molécula como lipofilicidade/hidrofilicidade, peso molecular, concentragao e
finalmente, tipo da formulacdo que veicula a molécula (KARADZOVSKA et al., 2013;
CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

A permeacdo de substancias através da pele pode ocorrer por difusdo da substancia ativa
através da EP intacta ou através dos apéndices da pele, como os foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas. Esses caminhos pelos quais as moléculas podem atravessar o EC sdo: intracelular
(figura 3-A), intercelular (figura 3-B) e folicular (figura 3-C) (ANSEL; POPOVICH; ALLEN,
2000; HARDGRAFT, 2001; CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Figura 3 - Rotas intracelular (A), intercelular (B) e folicular (C) de absor¢do de moléculas através da
pele.
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Fonte: Adaptado de Khezri; Sacedi; Dizaj, 2018.

A via intercelular se da pelas lamelas lipidicas que rodeiam os corneocitos. A via
folicular acontece através de foliculos pilosos associados as glandulas sebaceas, os quais

servem como via de acesso rapido de curto prazo, assim como as glandulas sudoriparas para a
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DE profunda. A via intracelular ocorre pelos cornedcitos preenchidos de queratina e lamelas
lipidicas compostas de ceramidas, colesterol e acidos graxos livres.

Encontrado exclusivamente no EC, o NMF (Natural Moisturinzing Factor), conhecido
como fator natural de hidratacdo, consiste principalmente de aminoacidos e seus derivados,
como o acido pirrolidocarboxilico e outros componentes, como acido urocanico, acido lactico,
ureia, citrato e acucares (SEGRE, 2006). NMF encontra-se em maior concentragao nos
corneocitos, por isso conseguem reter maior quantidade de 4gua (SEGRE, 2006). Em estados
patoldgicos cutineos, constata-se a auséncia de NMF em conjunto com anormalidades
associadas ao EC. Nos casos de psoriase, ha auséncia de NMF e as manifestacdes sdo
diferenciagdo anormal dos queratindcitos, provocando rachaduras severas e escamacao da pele
(SEGRE, 2006; BARBIERI; WANAT; SEYKORA, 2014).

A homeostasia do EC ¢ responsavel pela restri¢do na perda de dgua para o ambiente
externo. A locomogao normal da agua através do EC para a atmosfera ¢ conhecida como perda
transepidérmica de agua (PTEA) (SEGRE, 2006; BARBIERI; WANAT; SEYKORA, 2014).
O comprometimento do EC eleva a perda de 4gua podendo aumentar o risco de lesdes na pele,
induzir a liberagdo de citocinas e com isso resultar em processo inflamatorio e eczema (SEGRE,

2006; BARBIERI; WANAT; SEYKORA, 2014).

2.1.1 Estudo de permeacio cutanea in vitro

Hé um grande esfor¢o da comunidade cientifica no desenvolvimento e aprimoramento
de ensaios in vitro que permitam boas comparagdes e correlagdes com o desempenho de
farmacos e perfis do sistema de liberacao in vivo na pele humana. Eles sdo importantes nao so6
para avaliagdo da eficicia dos produtos, mas principalmente por uma questdo de seguranca
(LEMOS et al., 2018).

O uso de ensaios in vitro permite que um grande numero de diferentes formulagdes seja
avaliado em tempo e custo razoaveis. Por meio deles ¢ possivel alcangar uma boa
reprodutibilidade dos resultados e controle de parametros especificos; compostos toxicos
podem ser avaliados ¢ nao ha necessidade de aprovacao ética (BARTOSOVA; BAJGAR,
2012). Vale citar também a importancia dos ensaios de retengdo e permeacao cutanea in vitro
para atendimento ao Regulamento Europeu (RE) numero 1223/2009 (REGULATION EC,
2009). No caso de substancias cujos dados de exposicao sistémica nao estejam disponiveis, faz-
se fundamental a conducao destes ensaios para evidenciar a ndo permeacao do ingrediente em

questao para a circulagdo sisttmica (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012).
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A permeagdo cutinea tem sido conceituada como a passagem de ingredientes de
formulacdes aplicadas na pele através da camada cérnea. Na maioria das vezes, a permeacao
cutanea nao pode ser evitada, entretanto pode ser modificada pelos ingredientes da formulagao,
por se tratar de uma interacdo fisico-quimica entre dois sistemas (produto e membrana de
absor¢ao) modulados por uma barreira (camada cornea) (MARWAH et al., 2016).

A presenga de adjuvantes na formulagdo como promotores de absor¢do cutianea
(alteradores da permeabilidade cutanea) e veiculacdo de ativos em sistemas de liberagao
(lipossomas, nanoparticulas, nano e microemulsdes, etc.) influenciam o grau de
penetracao/permeacao cutanea do ingrediente ativo (LEMOS et al., 2018). Além destes fatores,
a penetracao/permeacao cutanea dependera do tempo de contato do produto com a pele, da
concentracdo dos ingredientes estudados e da area de contato, conforme descrito pela Lei de
Fick. Como modelo experimental in vitro e in vivo de penetragcao/permeacao para formulacdes
cosméticas, os estudos devem ser realizados em modelo de pele integra (ANVISA, 2012;
LEMOS et al., 2018).

A literatura cientifica descreve métodos in vitro que mimetizam o processo de liberagao
e penetracao transdérmica in vivo com e sem membranas. Diferentes tipos de células de difusao,
das quais a c¢lula de difusdo vertical do tipo Franz (figura 4) em sistema estatico e fluxo
continuo, tem sido a mais empregada no desenvolvimento farmacotécnico, caracterizagao
biofarmacéutica e controle de qualidade, tanto para adesivos transdérmicos como para formas
farmacéuticas semissolidas, bem como cosméticos, pesticidas e oftalmicos (BENSON;
WATKINSON, 2012). Conforme o Food and Drug Administration (FDA), Guideline SUPAC
SS, este sistema ¢ ideal para controle de qualidade de preparacdes topicas (FDA, 1997; OECD,
2004a).

O sistema consiste em um compartimento doador e um compartimento receptor, que sao
separados por uma membrana sintética ou pele. A pele dermatomizada da orelha do porco ¢ a
mais amplamente utilizada devido a semelhanca com a estrutura da pele humana (JACOBI et
al., 2007). Esse ensaio ¢ internacionalmente validado e aceito (BARTOSOVA; BAJGAR,
2012; CERQUEIRA-COUTINHO et al., 2016).

A célula de difusdo vertical de Franz, nome em homenagem ao seu inventor, ¢ um
dispositivo de vidro, usado para avaliar a liberagdo, retengdo e permeacgao de fArmacos através
da pele. Uma quantidade de formulacdo a ser estudada ¢ aplicada sobre a membrana,
mimetizando as condigdes in vivo. O volume do compartimento receptor € relativamente grande
para garantir solucdo homogénea e diluicdo da substdncia permeada (BARTOSOVA;

BAJGAR, 2012; FRANZ, 1978; LEMOS et al., 2018).
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Figura 4 - Célula de difusdo vertical de Franz.
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Fonte: https://files.hansonresearch.com/wp-content/uploads/2015/03/VDC-Callouts-Title-
e1440705223957.png.

O fluido receptor, que deve ter uma capacidade adequada para solubilizar o farmaco no
ensaio, ¢ mantido em contato com o lado de baixo da pele/membrana desde o momento da
aplicacgdo até o final da coleta do fluido receptor. O controle da temperatura do fluido receptor
¢ crucial durante todo o experimento. A temperatura da superficie da pele na célula de difusao
deve ser mantida na mesma temperatura da pele in vivo (32 £ 1°C) (SCHMOOK;
MEINGASSNER; BILLICH, 2001).

Geralmente, para moléculas hidrofilicas, utiliza-se tampao fosfato como solucao
receptora, ja para moléculas lipofilicas utiliza-se solu¢des com tensoativos em quantidades que
ndo devem interferir com a integridade da membrana. Como regra geral, a solucao receptora
deve ter um pH fisiolégico. Com o intuito de obedecer a condicdo sink, a quantidade de
substancia perfundida no fluido receptor nao deve exceder 10% do seu nivel de saturacdo a
qualquer momento, a fim de minimizar a interferéncia com o processo de difusdo livre que
poderia produzir uma subestimacgao da absor¢ao dérmica (BARTOSOVA; BAJGAR, 2012).

A difusdo do farmaco ocorre por gradiente de concentracdo, através da membrana ou
pele, para uma solucdo receptora onde sera realizada a determinagdo analitica do contetido de
farmaco permeado ao longo do tempo. Os resultados obtidos podem ser considerados para o
estudo dos mecanismos de alergia e irritacdo cutanea. Do mesmo modo, efeitos toxicologicos
sistémicos estdo intimamente ligados ao grau de penetragao/permeacao cutanea (ANVISA,

2012).
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A avaliagdo da penetragdo de farmacos na pele ¢ importante no desenvolvimento de
formulagdes topicas, pois o efeito esperado ¢ direcionado para as camadas superficiais da pele.
As concentragdes de farmaco nas camadas da pele podem ser determinadas por ensaios in vitro
e in vivo, tais como através da realizacao de estudos de retencao cutanea utilizando a técnica de

tape stripping (PLANZ; LEHR; WINDBERGS, 2016).

2.1.2 Tape stripping

O tape stripping ¢ um método simples e eficiente bem estabelecido para investigar a
penetracdo de substancias aplicadas topicamente e dessa forma a eficacia de formulagdes

cosméticas e dermatoldgicas (figura 5) (KLANG et al., 2012; MAHRHAUSER et al., 2015).

Figura 5 - Método de tape stripping (a) aplicacdo da formulagdo na area marcada da pele; (b)
distribui¢do homogénea; (c) a fita adesiva é pressionada com um rolo na pele, uma folha vazia de
papel evita a transferéncia da formulagdo para o lado de tras da fita; (d) remogao da fita.

Fonte: LADEMANN et al., 2009.

Apos aplicacdo do produto e penetracdo das formulagdes, as camadas de células
superficiais do EC sdo sucessivamente removidas da mesma 4rea da pele com fitas adesivas,
que sdo subsequentemente analisadas quanto ao contetido de farmacos por métodos analiticos

classicos. Assim, a quantidade de farmaco penetrado e a profundidade de penetragdao na pele
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podem ser determinadas. Em experimentos de fita adesiva, a orelha suina mostrou ser um

substituto adequado da pele humana (KLANG et al., 2012).

2.2 DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS: PSORIASE

Psoriase (do grego psora, que significa: prurido, coceira) ¢ uma desordem inflamatéria
cronica, imunomediada, que se manifesta na pele e/ou articulagdes, considerada como uma das
doencas mais comuns na pele humana e com peca chave em bases genéticas importantes
(LONNBERG et al.,, 2014; PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013; RAYCHAUDHURI;
MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014). Na pele, caracteriza-se por prurido, vermelhidao,
placas eritematosas de coloracdo cinza a branca (figura 6), queratinocitos hiperproliferados e
com diferenciacdo anormal, levando a hiperplasia da EP, infiltragdo de linfécitos T ativados e
dilatagdo dos capilares sanguineos. O turnover celular dos queratinocitos ¢ de 28 a 30 dias e na
psoriase € de 3 a 5 dias, fazendo com que ocorra uma descamacao prematura do EC (GEUSENS

et al., 2009; JAKOBSEN et al., 2009).

Figura 6 - Placas de psoriase.

Fonte: Spring 2017, NIH MedlinePlus.

Existem duas idades de pico de inicio da psoriase: entre 15 e 30 anos e 50 € 60 anos. O
fendtipo clinico mais comum da psoriase € a psoriase vulgar (que afeta 85% a 90% dos
pacientes), caracterizada por placas eritematosas e descamativas. A maioria das pesquisas até

o momento explora o inicio precoce (antes dos 40 anos) da forma dessa doenga chamada
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psoriase tipo 1. Outros subtipos incluem psoriase tipo 2 (inicio ap6s os 40 anos), psoriase gutata,
psoriase ungueal e variantes pustulares (MAHIL; CAPON; BARKER, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a psoriase ocorre em média em 4,6%
da populacdo mundial, mas com prevaléncia diferenciada entre determinadas populacdes,
regides geograficas e grupos étnicos, € esta associada com significantes comorbidades, que
incluem a poliartrite inflamatoria, doengas cardiovasculares, doencas metabolicas, doenga de
Crohn, linfoma e desordens psiquiatricas, como ansiedade, depressdo, as quais afetam a
qualidade de vida dos pacientes devido ao desconforto fisico, imagem negativa do corpo,
limitagdes nas atividades diarias, contatos sociais € de trabalho (LI; ARMSTRONG, 2012;
WHO, 2016).

O diagnostico da psoriase ¢ baseado na apresentacdo clinica, necessitando
eventualmente de biopsia da pele para confirmagdo. As alteracdes relevantes que sao
observadas na EP incluem a acantose (aumento do nimero de queratindcitos e espessamento
da camada espinhosa), perda da camada granular, paracetose (disfuncdo do processo de
cornificagdo que mantém queratindcitos nucleados na camada cérnea) e hiperceratose

(espessamento da camada cornea) (figura 7) (GREB et al., 2016; SATHE et al., 2019).

Figura 7 - Imagem histopatologica de uma pele normal (A) e uma pele com psoriase (B). Epiderme
psoriatica mostra acentuada acantose epidérmica, hiperqueratose e alongamento das cristas.
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Fonte: https://www.sec.gov/Archives/edgar/data/1157602/000110465915080063/al15-
23637 2ex99d1.htm.

Outra caracteristica histopatologica ¢ o aumento da quantidade e a dilatagdo de vasos
sanguineos na DE, que permitem a maior migragao de células imunolodgicas aos locais afetados
mantendo o ciclo da doenga ativo (figura 7) (BOEHNCKE; SCHON, 2015; KRUEGER;
BOWCOCK, 2005; SCHON; BOEHNCKE, 2005).
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A psoriase ¢ mediada pelos linfocitos T e se caracteriza por lesdes eritematoescamosas
que podem comprometer apenas os joelhos e cotovelos, mas podem também envolver as faces
extensoras dos membros, o tronco € o couro cabeludo, comprometendo também as unhas e as
articulagcdes (GREB et al., 2016). A triade formada pela diferenciacao epidérmica anormal com
hiperproliferacdo queratinocitica, a inflamacdo imunoldgica mediada por linfocitos T e um
ambiente genético com heranga poligénica promovem as alteragdes que caracterizam a
patogénese da psoriase (figura 8) (DAUDEN, et al., 2012; MAK; HUNDHAUSEN; NESTLE,
2009; RAHMAN et al., 2015).

Figura 8 - Patogénese da psoriase.
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Fonte: Adaptado de Rahman et al., 2015.

Atualmente estdo identificados dez segmentos, /oci ou genes, associados com a
susceptibilidade a psoriase. Dentre essas regides, denominadas PSORS (psoriasis
susceptibility), estd a regido PSORSI, localizada no cromossomo 6p21, considerada o maior

determinante genético da psoriase (MAHIL; CAPON; BARKER, 2015). Essa regido
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corresponde ao Complexo de Histocompatibilidade Principal (CHP), onde estdo os genes que
codificam os Antigenos Leucocitarios Humanos (ALH) (FELETAR et al., 2008; NESTLE;
KAPLAN; BARKER, 2009; PUIG; JULIA; MARSAL, 2014). Estudos com gémeos mostraram
que as taxas de concordancia sao muito mais altas em gémeos monozigdticos do que em gémeos
dizigbticos. Fatores genéticos explicam 68% da variagdo na suscetibilidade a psoriase. O
PSORS]1 inclui o alelo ALH-Cw6, que tem o maior efeito genético em caucasianos. Estudos de
associacao gendmica ampla da psoriase identificaram 36 locos génicos associados a psoriase.
Esses genes estdo envolvidos na fun¢do de barreira cutinea (LCE3A, LCE3C e LCE3D),
sinalizagdo de células T (IL2, IL21, IL12B IL13, IL23A, IL23R, RNF114 (anteriormente
ZNF313), NFKB, NFKBIA, TYK2, TNFAIP3, TNIP1 e TRAF3IP2) e apresentacdo antigénica
(ERAP1 e HLA-C) (LONNBERG; ZACHARIAE; SKOV, 2014, MAHIL; CAPON;
BARKER, 2015).

A psoriase trata-se de uma doenca etioldgica multifatorial, na qual fatores genéticos e
influéncias ambientais levam a uma disfungdo imunocelular, responsavel pelo quadro
inflamatorio caracteristico, no qual citocinas € quimiocinas possuem um papel importante no
recrutamento de linfécitos e na manutengio do processo inflamatério (SCHON; BOEHNCKE,
2005; SARRA et al., 2011).

A complexa imunopatogénese da psoriase envolve alteragdes tanto do sistema
imunologico inato (queratinocitos, células dendriticas, macrofagos, mastdcitos, neutréfilos e
células endoteliais), quando do sistema imunologico adquirido (linfocitos T), mediado por
citocinas, e inclui varias etapas pelas quais a pele pré-psoriatica ¢ convertida em uma placa
psoridtica apos a ativacao imunocitica (CONRAD; GILLIET, 2018).

A formacao das lesdes € caracteristica da psoriase e incluem uma resposta do tecido
angiogénico; recrutamento e acumulo de células inflamatorias na derme, envolvendo grande
populagdo de células apresentadoras de antigeno e células T; e a liberagcdo de citocinas pro-
inflamatorias que contribuem para um ciclo vicioso de inflamacdo no interior das lesoes
cutaneas (GREB et al., 2016). Esses eventos culminam na remodelagao da EP, com proliferagao
e diferenciacdo alterada de queratindcitos (CONRAD; GILLIET, 2018; GREB et al., 2016;
NICKOLOFF, 2007).

O evento inicial da psoriase envolve um gatilho, resultante de uma acao entre fatores
genéticos e o estilo de vida, como trauma, uso de medicamentos, infec¢do, alcool, tabagismo e
estresse, que desencadeiam uma cascata inflamatoria e imunoldgica (SALA; ELAISSARI;
FESSI, 2016). Queratinocitos liberam fatores que ativam as células dendriticas dérmicas, que

por sua vez ativam as c€lulas T nos nddulos linfaticos. As células T, em seguida, diferenciam-
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se em células T helper tipo 1 (Thl, produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-2) e T helper tipo 17
(Th17, produtoras de IL-17, TNF-a, IL-6; IL-22) e migram de volta para a DE ¢ EP, através de
quimiocinas e moléculas de adesao (SALA; ELAISSARI; FESSI, 2016). Em seguida, as cé¢lulas
T ativadas ativam os macrofagos a liberarem diversas citocinas inflamatoérias, incluindo TNF-
a, IFN-y, IL-17, IL-12 e IL-23 que facilitam a proliferacdao de linfécitos Th1/Th17 e também
levam a ativacdo e hiperproliferagdo de queratindcitos, manifestando-se clinicamente como
placas psoriaticas (BOEHNCKE; SCHON, 2015; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009;
NICKOLOFF, 2007).

Tanto no inicio quanto na exacerbacdo do quadro inflamatorio da psoriase, as células
dendriticas ativadas produzem entre outros mediadores o TNF-a, citocina pro-inflamatoria
capaz de ampliar a inflamacao através de varias vias de sinalizagdo (DADWAL; MISHRA;
NARANG, 2018). O TNF-a pode ser produzido por uma grande variedade de tipos celulares
incluindo macréfagos, linfocitos, queratindcitos e células endoteliais, e exerce sua atividade
induzindo a producdo de mediadores secundarios e moléculas de adesdo que facilitam a
interagio e migracdo de células T em dire¢io a EP (BOEHNCKE; SCHON, 2015; SCHON;
BOEHNCKE, 2005).

2.3 TRATAMENTO DA PSORIASE

O tratamento da psoriase ainda ¢ baseado no controle dos sintomas. Terapias topicas e
sistémicas, bem como fototerapia, estdo disponiveis. Na pratica, uma combinagdo desses
métodos € frequentemente usada. Até agora nao ha terapia que daria esperanca para uma cura
completa da psoriase. Além disso, o atendimento de pacientes com psoriase requer ndo apenas
tratar lesoes de pele e envolvimento articular, mas também ¢ muito importante identificar e
tratar comorbidades comuns que ja existem ou pode desenvolver, incluindo doengas
cardiovasculares e metabodlicas, bem como condi¢des psicologicas (WHO, 2016).

A escolha terapéutica para o tratamento da psoriase ¢ realizada com base na gravidade
da doenga. Aproximadamente 70-80% dos pacientes utilizam a terapia topica como os andlogos
da vitamina D3 e retinoicos em associacdo aos corticosteroides. Nos casos de psoriase
moderada a severa, recomenda-se a terapia sistémica com agentes imunossupressores e
quimioterapicos (ciclosporina, metotrexato e retinoides), associada a terapia topica e fototerapia
(BERTH-JONES, 2013; BOEHNCKE; SCHON, 2015; SCHON; BOEHNCKE, 2005). Embora

a maioria dos regimes terapéuticos estabelecidos seja razoavelmente eficaz como terapia de
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curto prazo para psoriase, devido ao perfil de seguranga desses farmacos, seu uso por um longo
prazo é limitado, o que dificulta o controle da doenga (SCHON; BOEHNCKE, 2005).

Os recentes avancos nos estudos da psoriase forneceram subsidios para a concepgao de
novos agentes bioldgicos modificadores da resposta imunoinflamatdria através da sua acdo nos
mecanismos-chave da patogénese da psoriase. Dentre os bioldgicos € outros novos agentes
aprovados para o tratamento da psoriase nos Estados Unidos, destacam-se os anticorpos
monoclonais antagonistas de TNF-a (adalimumabe, infliximabe, certolizumabe, etanercepte,
infliximabe) e moduladores da diferenciagdo de linfocitos mediado por IL-17 (ixekizumabe,
secukinumabe, brodalumabe), 1L-12, IL23 p40 (ustecinumabe), IL23 p19 (guselkumabe e
tildrakizumabe), PDE4 (apremilaste) e JAK (tofacinitibe) (CONRAD; GILLIET, 2018).
Porém, apresentam desvantagens que incluem a via de administragdo, propriedades
imunossupressoras e elevado custo, sendo atualmente utilizados somente em casos graves e
quando os demais tratamentos nao sao adequados (CHI; WANG, 2014; RAHMAN et al., 2015).

Quanto ao tratamento tdpico, principalmente para psoriase leve ou moderada, inclui
pomadas (por exemplo, calcipotriol, inibidores de calcineurina, tretinoina, glicocorticoide),
banho medicamentoso com diastase ou extratos de ervas e fototerapia. A fototerapia ¢ um
tratamento eficaz, seguro e acessivel, sem incorrer em efeitos colaterais sistémicos, em
contraste com agentes bioldgicos ou outros medicamentos, especialmente para a psoriase em
placas estavel. Além disso, a fototerapia pode ser combinada com agentes biologicos para o
tratamento da psoriase grave (ZHANG; WU, 2018).

A radiacdo ultravioleta atua através de varios mecanismos e alteracoes no ciclo celular,
alteragdes nas citocinas e supressdo das células T, resultando em seu efeito terap€utico. A
terapia que utiliza a radiagdo ultravioleta B de banda larga e substancias/compostos fotoativos
¢ a mais utilizada por ser mais eficaz contra a psoriase (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO,
2019; ZHANG; WU, 2018). A aplicagao de alcatrao de carvao e a radiacdo UV-B subsequente
foi o primeiro regime de fototerapia, conhecido como “regime de Goeckermann”, mas foi
abandonado devido ao potencial carcinogénico das preparagdes de alcatrdo de carvao, bem
como as limitagdes de tempo da terapia (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO, 2019; CHOI,
ADELZADEH; WU, 2015).

Extratos de plantas contendo psoralenos (furocumarinas) também foram utilizados para
o tratamento de doencas da pele juntamente com a fototerapia. A administragdao oral de 8-
metoxipsoraleno obtida do género Heracleum (Apiaceae), seguida pela irradiagdo da luz
ultravioleta (faixa de 320 a 400 nm), mostrou-se eficaz no tratamento da psoriase, iniciando um

novo campo de fototerapia. Nesse caso, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos atuam como



35

sensibilizadores, realizando um efeito fotodinamico (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO,
2019).

Diversos tipos de fototerapia foram desenvolvidos ¢ podem ser empregados para o
tratamento da psoriase, entre eles, a luz ultravioleta B de banda larga (BL-UVB, 290-320 nm)
foi desenvolvida pela primeira vez, mas mais tarde foi substituida pelo ultravioleta de banda
estreita B (BE-UVB, 311 nm), pois o tltimo ¢ mais eficaz que o primeiro. O laser de excimero/
de 308 nm usado como fonte monocromatica de UVB para tratamento de psoriase. A vantagem
de usar o laser de excimero ¢ sua capacidade de direcionamento, que pode poupar a pele nao
afetada e, ao mesmo tempo, fornecer altas doses a pele psoriatica (ZHANG; WU, 2018).

Uma fotoquimioterapia convencional usando UV ¢ chamada psoraleno ultravioleta A
(PUVA), que combina um farmaco fotossensibilizador e radiagdo ultravioleta. O PUVA pode
ser PUVA sistémico (oral, injecdo) ou banho/creme - ambos utilizados no tratamento da
psoriase em placas na fase estacionaria (ZHANG; WU, 2018). Fotoquimioterapia combinando
agentes fotossensibilizadores e a irradiagdo subsequente pode ser usada em muitos campos
clinicos. A fototerapia baseia-se na modificacdo da expressdo de citocinas, apoptose de
linfocitos € imunossupressao cutanea.

No entanto, a fototerapia tem sido relacionada a alto risco de cancer de pele nao
melanoma e outras doengas malignas. Como dermatose inflamatdria, a psoriase ¢ uma doenca
benigna com risco aumentado de melanoma maligno, para o qual o tratamento com UV-A nao
¢ indicado. Uma maneira possivel de reduzir esse risco carcinogénico ¢ pela aplicacao topica
dos fotossensibilizadores em vez da administracao sistémica (ZHANG; WU, 2018).

Nesse sentido, a terapia fotodinamica pode ser uma boa op¢ao para a terapia de psoriase,
principalmente devido a auséncia de efeito carcinogénico. A aplicagdo topica da terapia
fotodinamica tem sido amplamente utilizada em tumores cutaneos, e esse tipo de administragao
evita a fotossensibilizagdo duradoura e também efeitos imunossupressores sist€émicos. Além
disso, a terapia fotodindmica ¢ capaz de induzir muitos efeitos, como modificar as
caracteristicas funcional do sistema imunoldgico da pele, sendo um tratamento relevante para
a psoriase (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO, 2019).

A terapia fotodindmica ¢ uma técnica que envolve a liberacio de um agente
fotossensivel a areas especificas da pele, levando a morte celular seletiva apds irradiagdo com
luz visivel (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO, 2019). A terapia fotodindmica ¢ um tratamento
de luz que envolve a aplicacdo sistémica ou local de um composto fotossensibilizante, que se
deposita preferencialmente nas células-alvo, e ¢ seguida pela iluminacao seletiva da lesdo com

luz visivel (CHOI; ADELZADEH; WU, 2015). Além disso, a terapia fotodinamica pode
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melhorar a remodelagdao dérmica (producao de fibras coldgenas tipo I e II) e resolver a
inflamacao cronica (BRUSCHI; DA SILVA; ROSSETO, 2019).

A terapia fotodinamica ¢ uma modalidade terapéutica que utiliza um produto quimico
nao toxico (fotossensibilizador) para criar preferencialmente dano oxidativo no tecido quando
exposto a luz. Existem quatro componentes principais na terapia fotodinamica:
fotossensibilizador, fonte de luz, oxigénio e o alvo celular; cada um desses fatores pode ser
manipulado para melhorar a seletividade do tratamento. A combinacdo desses quatros
componentes, que sdo elementos ndo toxicos individualmente, ¢ responsavel pela morte de
células patologicas mediada pela terapia fotodinamica (MAYTIN et al., 2012; TANDON;
YANG; BARON, 2008;).

Durante a terapia fotodinamica, na presenca de oxigénio, o0 composto ndo toxico ativado
pode reagir com moléculas vizinhas, gerando espécies reativas do oxigénio que podem induzir
as c€lulas a se tornarem inviaveis ou promover a destruicao seletiva das células alvo. No
entanto, para obter respostas clinicas satisfatorias na psoriase, apenas a inducdo de alteragdes
funcionais nos tipos de células alvo ja pode ser boa (CHOI; ADELZADEH; WU, 2015).

Portanto, a limitacdo mais comum descrita na terapia fotodindmica em todos os estudos,
¢ a sensacdo de queimagao, que reduz a adesao do paciente ao tratamento. No entanto, os efeitos
adversos dependem da concentracdo dos fotossensibilizadores e da energia aplicada. Além
disso, pode ocorrer fotossensibilidade cutanea nos pacientes, que devem evitar se expor a luz
intensa até 24 horas apoOs a aplicacdo, devido a possibilidade de formagdao de bolhas e
hiperpigmentacao A maioria dos casos de psoriase ¢ leve e pode ser tratada com a terapia topica.
A terapia de segunda linha da psoriase utiliza fototerapia ou terapia sist€émica (BRUSCHI; DA
SILVA; ROSSETO, 2019).

Os tratamentos farmacologicos atuais para a psoriase sdo frequentemente associados a
eficacia limitada e problemas relacionados a toxicidade, imunossupressao, dentre outros. Novas
estratégias empregadas no tratamento da psoriase buscam melhorar a relagdo risco-beneficio
dos corticoides e dos farmacos tradicionalmente utilizados (AGRAWAL; PETKAR,;
SAWANT, 2010). Esfor¢os estdo sendo feitos no desenvolvimento de nanoparticulas para
aplicagcdes dermatoldgicas, como proposito de proporcionar uma liberacdo sustentada dos
farmacos por um tempo maior, reduzir a toxicidade e aumentar a adesdo do paciente ao
tratamento (AGRAWAL; PETKAR; SAWANT, 2010; PINTO et al., 2014; PRADHAN;
SINGH; SINGH, 2013).
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Dentre as propostas terapéuticas para a psoriase, produtos biologicos como os inibidores
de calcineurina (tacrolimus e pimecrolimus) t€ém demonstrado melhoras no fendtipo da doenca

(BOEHNCKE; SCHON, 2015).

2.3.1 Tacrolimus

Tacrolimus (Tac) ou FK506 ou Fujimicina (figura 9) foi extraido pela primeira vez do
caldo de fermentacao de Streptomyces tsukubaensis, um microbio do solo encontrado em
Tsukuba, Japao. O nome tacrolimus ¢ derivado a partir do ¢ para Tsukuba, 0 nome da montanha
onde a amostra foi extraida, acrol para macrolideo e imus para imunossupressores (GUPTA;
ADAMIAK; CHOW, 2002).

Tacrolimus tem efeito inibitorio seletivo sobre os linfocitos T e ¢ um imunossupressor
amplamente utilizado no transplante de 6rgaos. Este farmaco foi descrito pela primeira vez por
Tanaka e grupo em 1990, e depois grande nimero de derivados e analogos foram descobertos
por outros grupos de pesquisadores (DHEER et al., 2018).

Tacrolimus € um antibiotico lactonico da classe dos macrolideos, hidrofébico, com peso
molecular de 822,05 e praticamente insoliivel em agua (4-12pg mL"), apresentando elevada
lipofilicidade (log P= 6,09) (YAMANAKA et al., 2014). Tacrolimus possui baixa solubilidade
em agua e boa permeabilidade em todo o trato gastrointestinal; tem um baixo indice terap€utico
e foi classificado no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BSC) como classe II

(MERCURI et al., 2016; YU et al., 2018).

Figura 9 - Estrutura molecular do tacrolimus.

HOy,,

Fonte: https://www.drugbank.ca/drugs/DB00864.
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Tem sido relatado também para este firmaco uma baixa biodisponibilidade oral, pois ¢
extensamente metabolizado pelas isoenzimas gastrointestinal e hepatica do citocromo P450
(CYP) 3A (principalmente CYP3AS, com CYP3A4 tendo uma eficiéncia catalitica mais baixa)
e ¢ um substrato para o transportador de efluxo da glicoproteina-P / multirresisténcia a firmacos
1 (PgP/MDR1) (MERCURI et al., 2016; YU et al., 2018).

Inicialmente o Tac foi usado para a imunossupressao sist€émica de pacientes que haviam
sido submetidos a transplantes de aloenxerto impedindo-os de rejeitar seus novos enxertos
(BENSON et al., 2008; SCHUTTE-NUTGEN et al., 2018). Porém, devido a casualidade da
ciéncia, notou-se que o Tac poderia produzir resultados favoraveis em doengas de pele em
alguns dos pacientes transplantados (LANDY et al., 2013).

Desde 1990 houve uma quantidade significativa de pesquisas conduzidas nao apenas
com relacdo as indicagdes licenciadas para o uso do Tac, mas também em indicacdes fora de
licenga, como no caso da psoriase (MALECIC; YOUNG, 2016). Tac para uso topico foi
introduzido pela primeira vez no Japao no ano de 1999, seguido pelos Estados Unidos em 2000
e pela Europa em 2001, para o tratamento da dermatite atopica moderada a grave (SEHGAL,;
SRIVASTAVA; DOGRA, 2008a). O FDA recomenda que o Tac seja usado apenas como
agente de segunda linha para a dermatite atopica, porém ¢ perfeitamente aceitavel, no entanto,
que médicos prescrevam um determinado medicamento para tratar outra condigdo, isso €
chamado de “uso off-label”, podendo ser extremamente 1til para algumas pessoas que tém
psoriase (MALECIC; YOUNG, 2016). Em 10 de margo de 2005, o FDA emitiu um alerta para
os profissionais de satde, aconselhando-os a usar o tacrolimus e o pimecrolimus apenas
conforme indicado e somente apds a falha de outros tratamentos, devido a um possivel risco de
cancer (SEHGAL; SRIVASTAVA; DOGRA, 2008a)

Tac ¢ eficaz em terapia de emergéncia ou imunossupressao primaria e para as condigdes
imunoinflamatorias topicas, incluindo dermatite atopica e psoriase (DHEER et al., 2018).
Disponiveis comercialmente, pomada de Tac e creme de pimecrolimus, sao aprovados para o
tratamento da dermatite atopica em adultos e criangas com 2 anos ou mais, que nao respondem
ou sdo intolerantes a terapia com corticosteroides topicos de primeira linha (GUENTHER;
LYNDE; POULIN, 2019; LIN, 2010; SEHGAL; SRIVASTAVA; DOGRA, 2008b).

Tac apresenta uma classe importante na terapia topica para uma ampla gama de
disturbios da pele cuja patogénese envolve inflamacdo e/ou desregulacdo das respostas
imunocelulares (LIN, 2010). No entanto, durante a década passada, seu uso foi estendido a
varios distarbios dermatoldgicos inflamatorios com um grau variavel de sucesso, como o uso

no liquen plano oral, vitiligo, dermatite seborreica, rosacea, dermatite de contato, lapus
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eritematoso cutaneo, dermatite peitoral, liquen escleroso, morfeia/esclerodermia localizada,
sindrome de Netherton, alopecia aerata, pioderma gangrenoso, ictiose linear circunflexa
(GUENTHER; LYNDE; POULIN, 2019; LIN, 2010; SEHGAL; SRIVASTAVA; DOGRA,
2008ab).

O Tac tem sido descrito para uso também em colite ulcerativa, oftalmologia, artrite
reumatoide (sobretudo quando utilizado com metotrexato), dermatite atopica severa e uveite
refrataria grave apés transplante de medula 6ssea (BIDDLE, K.; AHMED, S. H., 2019;
HOSSAIN et al., 2015; MALECIC; YOUNG, 2016; SCHUTTE-NUTGEN, K. et al.; 2018).

Tac inibe a ativacdo das células T, no inicio de transcricdo do gene, bloqueando a
transcrigdo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), os quais resultam da inibicdo da
fosfatase (calcineurina), consequentemente modulando a produgdo de citocinas e a ativacao
celular (DHEER et al., 2018; POPLE; SINGH, 2010).

A calcineurina é uma serina-treonina fosfatase Ca*" dependente, também conhecida
como proteina fosfatase 2B. E responsavel por ativar a transcri¢do da IL-2, que estimula o
crescimento e a diferenciagdo da resposta das células T (BIDDLE; AHMED, 2019; RAHMAN;
ZIDAN; KHAN, 2013). Um substrato da calcineurina, um componente citoplasmatico do
NFAT (NFATc), passa do citoplasma para o nucleo depois da desfosforilagdo. Ao associar-se
a outros componentes nucleares da NFAT (NFATn), este substrato da calcineurina regula a
transcri¢do de muitos genes, incluindo aqueles que codificam a IL-2, o fator estimulador de
colonias de granulocitos, macréfagos (GM-CsF), TNF-a, IFN-a e outras interleucinas (SALA;
ELAISSARI; FESSI, 2016).

Tac reduz a atividade da peptidil-prolil-isomerase ligando-se a imunofilina FKBP-12
(proteina de ligacdo do FK506) criando um novo complexo. Este complexo FKBP12-FK506
interage e inibe a calcineurina impedindo a desfosforilacdo do fator nuclear (NFATn) e do fator
de transcricao das células T ativadas e, portanto, hd uma atividade reprimida dos genes que
codificam a IL-2 no nucleo, evitando assim a transdu¢ao do sinal dos linfocitos T e a transcrigao
da IL-2 (figura 10) (VICARI-CHRISTENSEN et al., 2009).

Tac também causa diminui¢do da transcri¢ao ¢ liberagao de outras citocinas derivadas
de células T, incluindo IL-3, IL-4, IL-8, TNF-a, INF-y e fator estimulante de coldnias de
granulocitos e macrofagos; também foi descoberto que a exocitose de células T citotoxicas €
inibida pelo farmaco. Pesquisas in vitro revelaram que os niveis de p53 (gene regulador do ciclo
celular) na pele psoridtica também estdo diminuidos e que hd um aumento da expressao do gene
p53 pelo tratamento com Tac, resultando em uma taxa reduzida de hiperproliferagdo epidérmica

(MALECIC; YOUNG, 2016).
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Figura 10 - Mecanismo de agfo do tacrolimus.
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Fonte: Proprio autor.

Embora tenha mostrado eficacia notavel, os efeitos colaterais mais comumente
observados com o0 seu uso topico sdo sensacdo de queimagdo e coceira no local da aplicacao.
Também foi relatado que tem potencial para aumentar o risco de infec¢des cutaneas alterando
as respostas imunes cutaneas locais e pode aumentar a gravidade de infec¢des virais por herpes
zoster ou poliomavirus. Ha relatos mostrando as incidéncias no aparecimento de doenca
linfoproliferativa apos exposicao prolongada ao tacrolimus. Além de apresentar risco de
malignidade, também possui um indice terapéutico restrito e potencial para sérias interacoes
medicamentosas (POPLE; SINGH, 2011).

O veiculo convencional disponivel no mercado farmacéutico para aplicagdo topica do
Tac, embora seja eficaz, ¢ uma forma farmacéutica semissolida, contendo em sua composi¢ao
as vaselinas solida e liquida, cera branca e parafina solida, de elevada viscosidade, lipofilica e

que quando aplicada sobre a pele apresenta um sensorial desagradavel (POPLE et al., 2010).
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O veiculo da apresentacao farmacéutica do tacrolimus ndo assegura a liberagdo tdpica
adequada do farmaco, o que tem demonstrado baixa penetracao e flutuagdes nas concentragdes
nas camadas da pele (POPLE et al., 2010).

Além do mais, os compostos com massa molecular superior a 500 g/mol tém dificuldade
em penetrar na pele, o que dificulta a disponibilidade do farmaco no seu sitio de a¢ao (BOS;
MEINARDI, 2000).

Avancos recentes em varios sistemas de administracdo de farmacos foram investigados
para o Tac. A questdo da baixa solubilidade aquosa tem sido bem estudada por meio de varias
técnicas, incluindo dispersdes solidas, complexos de inclusdo, sistemas de liberacdo de
medicamentos auto-microemulsiondveis supersaturaveis, bem como muitos outros (DHEER et
al., 2018).

Por conseguinte, ¢ um desafio superar a baixa taxa de penetracdo do Tac através da pele
e, a0 mesmo tempo, conseguir a liberagdo especifica no local para melhora da eficicia
terap€utica com o minimo de efeitos toxicos. Dessa forma, estudos estdo sendo conduzidos no
desenvolvimento de novas estratégias, buscando melhorar a relagdo risco-beneficio dos
corticoides e dos farmacos tradicionalmente empregados no tratamento da psoriase.

Portanto, esforgos estdo sendo feitos no desenvolvimento de nanoparticulas para
aplicagcdes dermatologicas, com o proposito de proporcionar uma liberacdo sustentada dos
farmacos por um tempo maior, reduzir a toxicidade e aumentar a adesdo do paciente ao
tratamento (AGRAWAL; PETKAR; SAWANT, 2010; PINTO et al.,, 2014; PRADHAN;
SINGH; SINGH, 2013).

2.4 SISTEMAS NANOTECNOLOGICOS PARA APLICACAO TOPICA

Os nanocarreadores sao sistemas de liberagdo de farmacos com tamanho na faixa
nanométrica. Esses sistemas fornecem um direcionamento mais efetivo de fArmacos para seus
locais de agdo, resultando na melhoria da eficécia terapé€utica. Eles podem induzir uma redugao
na dose de principios ativos e, consequentemente, os efeitos colaterais (GUPTA; AGRAWAL,;
VYAS, 2012).

Muitos estudos tém sido empregados no desenvolvimento de tecnologias para sistemas
de liberagao modificada na pele e sdo realizados com o objetivo de promover a liberagao de
farmacos através do EC. Entre eles, destacam-se o desenvolvimento de lipossomas,
nanoparticulas poliméricas, metalicas ¢ NLS, CLN, micelas, nanoemulsdes, dendrimeros

(CEVC; VIERL, 2010).
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Esses sistemas foram criados para superar as restri¢cdes fisico-quimicas de ativos, tais
como a baixa solubilidade, baixa penetragdo, alto peso molecular, meia-vida curta, reacdes
adversas e toxicidade, os quais sdo usados para aumentar a permeagdo ou a penetracao de
farmaco pelas camadas da pele, solubilizar farmacos lipofilicos, melhorar a estabilidade fisica
e quimica de agentes terapéuticos (SCHWARZ et al., 2012). As vantagens dos novos
transportadores de farmacos sobre um sistema convencional de uso topico sdo mostradas na

figura 11.

Figura 11 - Vantagens dos nanocarreadores em relacdo aos sistemas convencionais.
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Fonte: Adaptado de Dadwa; Mishra; Narang, 2019.

Para a utilizagdo eficaz dessas possibilidades, a passagem de farmaco depende
totalmente de sua capacidade em atravessar algumas barreiras, controlando a liberagdo e a
estabilidade da substancia ativa no estado nanométrico (DADWAL; MISHRA; NARANG,
2018).

Esses sistemas de base nanotecnoldgica para aplicagdo topica envolvendo a psoriase
vem crescendo devido as suas caracteristicas Unicas de interagdo com a pele e por modificar a
sua propriedade de barreira (GUNGOR; REZIGUE, 2017; RAHMAN et al., 2015; SANTOS
et al., 2013).

De acordo com Murphy et al., (2019), os sistemas coloidais sdo classificados

genericamente em trés classes amplas: carreadores vesiculares, que geralmente encapsulam
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ativos em um nucleo aquoso, incluindo nesta classe os lipossomas, niosomas, polimerosomas;
carreadores micelares, que tipicamente encapsulam farmacos em um nucleo hidrofébico, como
as nanoemulsodes, NLS, CLN e os emulsomas; e os carreadores em fase solida, que encapsulam
farmacos em uma matriz s6lida ou possuem farmacos diretamente conjugadas a elas, incluindo
neste grupo as nanoparticulas de ouro, as nanoparticulas poliméricas € os nanoggis.

A selecdo dos nanocarreadores depende do local de acdo, tipo de farmaco a ser
encapsulado, barreiras fisioldgicas durante a administracdo do medicamento, estabilidade e
solubilidade dos nanocarreadores. As estruturas das diferentes formas de nanocarreadores,

baseados na defini¢do de Murphy, Schaffter e Friedman (2019), sdo apresentadas na figura 12.

Figura 12 - Estrutura dos nanocarreadores organizados em carreadores vesiculares, carreadores
solidos, carreadores micelares.
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Fonte: Adaptado de Murphy; Schaffter; Friedman, 2019.

Pradhan, Singh e Singh (2013) classificam os novos sistemas coloidais de liberacao de
farmacos com base no principal componente da formulagdo em veiculos coloidais a base de
lipideos, subclassificados em carreadores vesiculares, como os transferosomas, niosomas,
lipossomas e etosomas; carreadores particulados, incluidos neste grupo as NLS e os CLN; e os
carreadores baseados em emulsdo, como as microemulsdes e nanoemulsdes. A segunda classe
de sistemas de liberagdo sao os veiculos coloidais poliméricos automontados, como as micelas
poliméricas, os dendrimeros e os nanogéis. Na terceira classe estdo os carreadores particulados
poliméricos, estando dentro desta categoria as nanoesferas poliméricas. Uma quarta categoria

de classificagdo sdo os carreadores capsulares, incluindo as nanocapsulas.
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Para Chamundeeswari, Jeslin ¢ Verma (2018), os nanocarreadores com alta relacao
superficie-volume, formam principalmente trés tipos: nanocarreadores organicos, que incluem
nanoparticulas como as NLS, lipossomas, dendrimeros, nanocarreadores poliméricos, micelas
e nanocarreadores virais; nanocarreadores inorganicos, incluem as nanoparticulas de ouro,
nanocarreadores magnéticos, nanotubos de carbono, quantum dots € mesoporos de silica; e
nanocarreadores hibridos, que combinam dois ou mais nanocarreadores organicos € inorganicos
juntos ou individualmente. Inclui multicomponentes orgéanicos-inorganicos € inorganicos-
inorganicos. Alguns dos exemplos para nanocarreadores hibridos sao um hibrido lipideo-
polimero e hibrido de polimero-ceramico, que incorporando duas nanoparticulas juntas

possuird a natureza dupla de ambas as nanoparticulas, melhorando suas propriedades.

2.4.1 Nanosistemas inovadores

O objetivo méximo de selecionar nanocarreadores adequados para a administragcdo de
farmacos ¢ aumentar a disponibilidade do agente terapéutico com efeitos colaterais minimos ou
nulos (CHAMUNDEESWARI: JESLIN; VERMA, 2018). A seguir serdo apresentados os
principais nanosistemas e alguns mais recentemente desenvolvidos com finalidade para

aplicacao topica.

2.4.1.1 Lipossomas

Os lipossomas sao estruturas vesiculares fosfolipidicas em duas camadas que encerram
um volume aquoso. A bicamada pode diferencia-la em vesicula unilamelar (uma bicamada) ou
vesicula multilamelar (mais de uma bicamada) (CHAMUNDEESWARI; JESLIN; VERMA,
2018).

Os lipossomas sao adequados para transportar farmacos hidrofilicos (no nucleo aquoso)
e lipofilicos (na bicamada lipidica) devido a sua natureza anfifilica. Esse recurso diferenciado
de liberagdo dupla permite a liberacdo simultdnea de farmacos de solubilidades opostas na
aplicagio a pele, com efeito terapéutico aprimorado e desejado (GUNGOR; REZIGUE, 2017).

A administragdo dérmica de farmacos através dos lipossomas ¢ favorecida por seu
pequeno tamanho, propriedades lamelares, elasticas e fluidas. A liberacdo do farmaco dos
lipossomas ¢ regulada pela composicdo da bicamada lipidica, organiza¢do da membrana e

lipofilicidade do farmaco. Os lipossomas ganharam iniimeras aplicagdes na administracao de
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medicamentos antipsoriaticos (PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013; SHIRSATH; GOSWAMI,
2019).

2.4.1.2 Transferosomas

Transferosomas sao lipossomas com propriedades especiais (elasticos ou ultra
flexiveis), capazes de atravessar o EC e penetrar profundamente na pele. Numerosos estudos
mostraram a superioridade desse sistema em relacdo aos lipossomos e até mesmo aos etosomos
(SALA et al., 2018).

Os transferosomas sdo compostos por varias bicamadas de fosfolipideos com um
componente adicional, isto ¢, o ativador de membrana. Sua peculiaridade se deve as
interessantes propriedades elasticas obtidas quando o ativador de membrana ¢ adicionado. Os
ativadores de membrana mais usados sdo colato de sodio, desoxicolato, span® 60, span® 65,
span® 80, tween® 20, tween® 60, tween® 80 e glicirrizinato dipotassio (LEI et al., 2013).

Os transferosomas penetram facilmente pela regido intercelular do estrato cdérneo
transpassando os lipideos lamelares. Isso se deve a alta deformabilidade da vesicula, que
permite a entrada devido ao estresse mecanico do entorno, de maneira auto adaptavel
(PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013).

Os transferosomas atravessam a pele por processo de difusdo sem romper a vesicula
devido as suas membranas altamente flexiveis. Foi relatado que este sistema ¢ altamente
recomendado para doengas de pele como psoriase do que formulagdes convencionais devido a

sua especificidade e seguranga (PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013; SALA et al., 2018).

2.4.1.3 Proglicosomas

Proglicosomas s3o lipossomas deformaveis obtidos pela adicdo do propilenoglicol
como ativador de borda. Eles foram desenvolvidos a partir de uma abordagem na modulagao
de composicdes de vesiculas de fosfolipideos, resultando no delineamento de novos
transportadores vesiculares deformaveis (elasticos). Estudos sugerem que a presenca de
ativadores de borda, como surfactantes e etanol, desestabiliza as bicamadas lipidicas e aumenta
a deformabilidade das vesiculas. Com base nessas consideragdes, os proglicosomas foram
desenvolvidos para modificar os lipossomas incluindo o propilenoglicol como ativador de

borda, inicialmente para uso ocular. Neste caso, o propilenoglicol foi selecionado devido a sua
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boa tolerabilidade ocular, presenca de grupo hidroxila e efeito plastificante conhecido (GARG

et al., 2017).

2.4.1.4 Etosomas

Etosomas sao vesiculas lipidicas compostas por fosfolipideos (fosfatidilcolina, acido
fosfatidico, fosfatidilserina) e uma grande quantidade de 4gua e etanol (20-45%) (GUNGOR;
REZIGUE, 2017; SALA et al., 2018). A caracteristica do etosoma ¢ devido a sua alta
concentracdo de etanol, responsavel por perturbar a organizagao da bicamada lipidica da pele.
Assim, essas vesiculas a base de etanol penetram facilmente no estrato corneo e sao relatadas
como seguras para uso farmacéutico e cosmético (PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013).

Os etosomas sao adequados para sistema de liberagao de farmaco de uso topico, pois
permanecem confinados a camada superior do estrato corneo. Devido a alta concentracdo de
etanol, ele aumenta a capacidade da vesicula de se infiltrar no estrato cérneo, causando uma
influéncia perturbadora na bicamada lipidica da pele. Eles também foram utilizados para a
liberacao dérmica e transdérmica de diversos farmacos para o tratamento de varias doengas de

pele, como alopecia, dermatite e psoriase (SALA et al., 2018).

2.4.1.5 Niosomas

Niosomas sdo vesiculas preparadas por surfactantes ou vesiculas de surfactantes nao-
10nicos. Os niosomas sao semelhantes, em termos de estrutura e propriedades fisicas, aos
lipossomas. Eles também sdo preparados, como vesiculas unilamelares ou multilamelares,
seguindo os mesmos procedimentos ¢ sob a mesma variedade de condi¢des (MARIANECCI et
al., 2014).

Existem dois principais componentes utilizados para a preparacdo de niosomas:
compostos lipidicos (colesterol ou fosfatidilcolina) e surfactantes nao i6nicos. Os compostos
lipidicos sdo utilizados para fornecer natureza inflexivel, forma apropriada e adaptacao para os
niosomas. Os surfactantes assumem a parte principal no desenvolvimento dos niosomas. Os
surfactantes ndo 16nicos que acompanham a maior parte para o arranjo de niosomas sao 0s
spans® (60, 40, 20, 85 e 80), tweens® (20, 40, 60 e 80) e brij® (30, 35, 52, 58, 72 ¢ 76). Os
niosomas sao classificados de acordo com trés fatores: a funcdo basica do tamanho dos
niosomas; o método de preparacdao; com base no tamanho da vesicula. Portanto, os niosomas

podem ser separados em trés grupos, incluindo pequenas vesiculas unilamelares (SUVs,
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tamanho = 0,025-0,05 um), vesiculas multilamelares (MLVs, tamanho > 0,05 um) e grandes
vesiculas unilamelares (LUVs, tamanho > 0,10 um) (GHARBAVI et al., 2018).

Os niosomas sdo capazes de superar algumas desvantagens associadas aos lipossomas,
pois os surfactantes sdo facilmente derivatizados e conferem uma maior versatilidade a
estrutura vesicular e, além disso, tém custos mais baixos que os fosfolipideos. Ao contrario
das vesiculas fosfolipidicas, os niosomas sao altamente resistentes a oxidagdo (DADWAL;
MISHRA; NARANG, 2018).

Os niosomas sdo sistemas vesiculares preparados pela hidratacdo de surfactantes nao
10nicos sintéticos, com ou sem colesterol ou outros lipideos (MARIANECCO et al., 2014). Sua
natureza ¢ anfifilica, podendo encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos. Os niosomas sdo
caracterizados por tamanho, forma e quimica de superficie que sdo capazes de aprimorar a
farmacocinética intrinseca dos farmacos e fornecer melhor direcionamento aos locais de acao.
As formulagdes niossdmicas reduzem a absor¢ao sist€émica, aumentando o tempo de
permanéncia dos principios ativos no estrato corneo e na camada epidérmica. Além disso, eles
diminuem a perda de &gua transepidermal, aumentando a hidratacdo e aprimorando as
propriedades da camada cornea (GUNGOR; REZIGUE, 2017).

Os niosomas foram utilizados com sucesso no tratamento da psoriase com efeitos
colaterais reduzidos e melhor adesdao de pacientes (PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013;
SHIRSATH; GOSWAMI, 2019).

2.4.1.6 Novasomas

Novasomas sao as formas modificadas de lipossomas ou uma variedade de niosomas
organizados a partir da mistura de monoéster de acidos graxos de polioxietileno, colesterol e
acido graxos livres na propor¢do 74:22:4 e t€m 0,1 a 1,0 um de didmetro. Eles podem ser
definidos como as vesiculas paucilamelares ndo fosfolipidicas de 0,1-1,0 micrometro de
diametro (SINGH; MALVIYA; SHARMA, 2011).

Novasomas consistem em membranas de duas a sete camadas que circundam um espago
ndo estruturado ocupado por um grande nicleo amorfo de materiais hidrofilicos ou hidrofobicos
(DADWAL; MISHRA; NARANG, 2018).

Pode-se dizer que novasomas sao estruturas melhoradas de lipossomas (vesiculas
esféricas com uma membrana composta por uma bicamada fosfolipidica e colesterol) ou
niosomas (vesiculas de surfactantes ndao i6nicos formadas em meios aquosos com ou sem a

presenca de colesterol ou outros lipideos). O novasomas também podem encapsular moléculas
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de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos com melhor atividade intrinseca devido a presenca de

moléculas de surfactantes ndo idnicos (WAGHMARE; PATIL; PATIL, 2016).

2.4.1.7 Emulsomas

Emulsomas sdo sistemas vesiculares nanométricos compostos de nticleo lipidico s6lido
ou semissoOlido encerrado em varias bicamadas de fosfolipideos que proporcionam estabilidade
na forma de emulsdo O/A (6leo em 4gua) (GUNGOR; REZIGUE, 2017).

Os emulsomas sdo mais estaveis que os lipossomas ou outros sistemas vesiculares de
liberacao de farmacos, impedem a agregacdo e baixa suscetibilidade a hidrolise e oxidacao
(JOS; KRISHNAKUMAR; DINESHKUMAR, 2019).

Embora as emulsdes tenham um nucleo fluido, os emulsomas possuem um ntcleo de
lipideo so6lido que fornece liberagao prolongada dos principios ativos encapsulados € uma maior
eficiéncia de encapsulacdo para compostos lipofilicos. Emulsomas também possuem uma
composi¢do de membranas comparavel com os lipossomas, com vantagens de direcionar
farmacos e proporcionar a sua liberagdo prolongada (JOS; KRISHNAKUMAR;
DINESHKUMAR, 2019).

As formulagdes emulsomais sdo estabilizadas por colesterol e lecitina de soja. Pode
encapsular farmacos soliiveis em agua nos compartimentos aquosos das camadas externas
fosfolipidicas, enquanto seus nucleos podem ser carregados com altos niveis de drogas
hidrofobicas. Assim, os emulsomas aumentam a solubilidade e melhoram a biodisponibilidade
dos farmacos lipofilicos e facilitam a liberacio sustentada e controlada (GUNGOR; REZIGUE,
2017; JOS; KRISHNAKUMAR; DINESHKUMAR, 2019).

2.4.1.8 Bilosomas

Bilosomas consistem em sais biliares incorporados na membrana dos niossomas,
representando uma nova forma de sistema de liberagao de farmacos (EL-NABARAWTI et al.,
2019). Os sais biliares sdo surfactantes endogenos amplamente empregados como
intensificadores de absorcao para melhorar o transporte de principios ativos nas membranas
bioldgicas, através do aprimoramento da solubilidade de moléculas hidrofobicas e do aumento
da fluidez das membranas (EL-NABARAWTI et al., 2019).

Essa estrutura vesicular baseada em lipossomas e enriquecida com surfactantes nao

10nicos e sais biliares foi desenvolvida inicialmente para a administracdo oral de vacina
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(CONACHER; ALEXANDER; BREWER, 2001). Normalmente, os bilosomas sao vesiculas
fechadas em duas camadas de anfifilico ndo i6nicos semelhantes aos niossomas, mas que
integram sais biliares (AL-MAHALLAWI; ABDELBARY; ABURAHMA, 2015). Os
bilosomas diferem dos lipossomos e niossomas em termos de composi¢ao, estabilidade quimica
e condi¢des de armazenamento (AZIZ; ABDELBARY; ELASSASY, 2019).

A aplicacdo de bilosomas tem sido investigada com sucesso na administragao
transdérmica/cutdnea de farmacos como a dapsona, diacereina e tenoxicam (AL-
MAHALLAWI; ABDELBARY; ABURAHMA, 2015; AZIZ; ABDELBARY; ELASSASY,
2019; EL-NABARAWI et al., 2019).

2.4.1.9 Eritrosoma

Eritrosoma ¢ uma abordagem aplicada a liberacdo de farmacos tendo como sistema
transportador os eritrocitos (DEY et al., 2019). Os eritrocitos como sistema de liberagcdo de
farmacos sdo preparados simplesmente coletando amostras de sangue do organismo de
interesse, separando os eritrocitos do plasma, lizando as células por métodos quimicos ou
fisicos, encapsulando o farmaco nos eritrocitos e selando novamente o portador celular
resultante (HIRLEKAR et al., 2008).

Quando a maior parte da hemoglobina dos eritrocitos e outros conteudos celulares sao
retidos, as c€lulas na nova vedacdo perdem algumas das propriedades dos eritrdcitos normais e
sdo chamadas de ‘“‘eritrocitos manipulados” ou “eritrocitos resselados” (HAMIDI;
TAJERZADEH, 2003).

Os eritrosomas apresentam muitas vantagens como um sistema de liberagao de farmacos
que inclui: biocompatibilidade; biodegradabilidade; incorporagdo de grande variedade de
agentes bioativos; circulacdo por todo o sistema circulatorio; encapsulamento de grande
quantidade de farmaco no pequeno volume de células; especificidade direcionada no sistema
reticuloendotelial; protecdo contra a degradagdo; inativacao e excrecdo de proteinas e enzimas,
atividade sist€émica prolongada pelo longo tempo de permanéncia no corpo (HAMIDI,
TAJERZADEH, 2003).

Dentre as desvantagens, pode-se citar: sdo removidos pelo sistema reticuloendotelial,
limitando a vida qtil, podendo representar problemas toxicoldgicos; possibilidade de
aglomeracdo de células e liberagdo de uma dose elevada; rapida liberacao de certas substancias
encapsuladas nos eritrdcitos; moléculas podem alterar a fisiologia do eritrocito; por serem de

origem bioldgica, os eritrocitos encapsulados podem apresentar maior variabilidade e menor
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padronizagdo em sua preparagdo, em comparagdo com outros sistemas portadores (HAMIDI;

TAJERZADEH, 2003; HIRLEKAR et al., 2008).

2.4.1.10 Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas sao sistemas de liberacdo de farmacos que consistem,
geralmente, em um nucleo magnético. A propriedade exclusiva da nanoparticula magnética
permite que ela seja utilizada para terapia medicamentosa e genética direcionadas. Oxidos de
ferro superparamagnéticos também sdo usados para atingir células cancerigenas por meio de
direcionamento passivo (LIU et al., 2019).

Exemplos de nanoparticulas magnéticas sdao a hematita, maghemita, nanoferritos e
magnetita. No entanto, existe um problema na penetra¢ao profunda do campo magnético nos
modelos animais, fornecendo, portanto, uma desvantagem em usar nanocarreadores magnéticos
apenas nos alvos proximos ao corpo (CHAMUNDEESWARI; JESLIN; VERMA, 2018).

O uso efetivo de nanoparticulas magnéticas para aplicagdes biomédicas, como a
administracao direcionada de farmacos depende de varios fatores relacionados ao tamanho e
magnetismo das nanoparticulas biocompativeis. Parametros como as propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas magnéticas carregados com farmacos, for¢a e geometria do campo,
profundidade do tecido alvo, taxa de fluxo sanguineo e suprimento vascular, todos
desempenham um papel na determinacdo da eficacia desse método de administragdo de
medicamentos (CHOMOUCKA et al., 2010).

As nanoparticulas magnéticas exibem uma grande variedade de atributos, o que os torna
sistema de liberacao de farmacos altamente promissores. Em particular, sdo eles: manipulagao
facil com o auxilio de um campo magnético externo, possibilidade de usar estratégias passivas
e ativas de administragdo de farmacos, capacidade de visualizagdo (as nanoparticulas
magnéticas sdo usadas na ressonancia magnética) e captacdo aprimorada pelo tecido alvo,

resultam em tratamento eficaz nas doses terapeuticamente ideais (WILCZEWSKA et al., 2012).

2.4.1.11 Nanoggéis

Nanogéis sdo definidos como nanoparticulas de hidrogel com faixa de tamanho
ajustavel entre 100 a 1000 nm, formado por redes de polimeros hidrofilicos reticulados, seja
por processo quimico (covalente) ou fisico (Van der Waals e ligagao eletrostatica). Os nanogéis

podem intumescer em meio hidrofilico e tém a capacidade de reter grande quantidade de agua
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e moléculas de farmacos (DADWAL; MISHRA; NARANG, 2018; DILNAWAZ; ACHARYA;
SAHOOQ, 2018). A rede reticulada do nanogel permite a encapsulagdao de farmacos, proteinas,
DNA e fornece uma grande area de superficie para bioconjugagdo multivariada de moléculas
(QURESHI; KHATOON, 2019).

Essas biomoléculas sdo absorvidas através de pontes salinas, ligacdes de hidrogénio e
forgas hidrofilicas-hidrofobicas de cadeias de polimeros. Eles podem ter uma estrutura quimica
ajustavel para permitir o controle da captacdo de 4gua, resisténcia mecéanica e
biocompatibilidade (MOYA-ORTEGA et al., 2012).

Os nanogéis sao capazes de mostrar uma resposta mais rapida a estimulos externos,
como exposicao a luz, pH, for¢a idnica, temperatura e campos magnéticos por uma alteragao
no volume, captagdo de dgua, indice de refragao, hidrofilicidade e hidrofobicidade (QURESHI;
KHATOON, 2019).

A funcionalidade dos nanogéis pode ser feita através de alteragdes na polimerizacao das

redes reticuladas ou adicionando outra molécula na superficie do nanogel, o que pode tornar o
nanogel sensivel aos estimulos desejados (QURESHI; KHATOON, 2019). O nanogéis também
mostram propriedades distintas como: atravessar as barreiras biologicas, rede interior
hidrofilica para encapsulamento e liberacdo de farmacos (ECKMANN et al., 2014).
Os nanogéis exibem varias vantagens na liberagao de farmacos quando comparados a outros
sistemas, i1sso inclui a capacidade de reduzir efeitos fora do local, prolongar o tempo de
circulacao do farmaco devido a alta estabilidade em comparagdo com as micelas, controlar a
liberacao do farmaco, direcionar o farmaco para tecidos especificos através da conjugacao da
superficie do nanogel com ligantes de afinidade, fornecer prote¢do para a moléculas
encapsuladas contra répida degradacdo e facilitar a passagem por barreiras teciduais
(ECKMANN et al., 2014; QURESHI; KHATOON, 2019).

Devido a sua estrutura fisico-quimica unica, os nanogéis também podem ser
desenvolvidos para possuir uma série de caracteristicas especiais, como (i) deformabilidade
para melhorar a ligagdo e retengdo no tecido alvo; (i1) maior estabilidade através de sua estrutura
reticulada para prolongar seu tempo de circulacdo na corrente sanguinea; (iii) uma estrutura
nucleo-involucro com uma rede interior hidrofilica, que permite a encapsulagdo de farmacos
com moléculas pequenas ou biomacromoléculas e a protegao de compostos hidrofilicos; e (iv)
perfis modulares de encapsulacio e liberagdo de farmacos, que podem melhorar
significativamente a eficiéncia de encapsulacdo, bem como biodisponibilidade, reduzindo
assim a toxicidade e efeitos colaterais do farmaco (ECKMANN et al., 2014; QURESHI;
KHATOON, 2019).
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2.4.1.12 Nanoparticulas lipidicas sélidas

Inspirado pelas propriedades de nanocarreadores como NLS, CLN, lipossomas,
niosomas, etosomas, transferosomas, microemulsdes, emulsionantes, dendrimeros e micelas,
varios estudos vém sendo realizados na encapsulagdao de f&rmacos com atividade nas doencas
hiperproliferativas, especialmente a psoriase (GUNGOR; REZIGUE, 2017; SANTOS et al.,
2013).

Dentre os carreadores coloidais lipidicos, as NLS destacam-se visto que apresentam
vantagens em relagdo aos outros carreadores de farmacos para aplicagdo sobra a pele, como:
alta estabilidade, sdo estruturados a base de lipideos biodegradaveis, biocompativeis;
apresentam menor citotoxicidade, ndo usam solventes organicos no processo de producao,
formam filmes lipidicos, tém alta capacidade de carrear farmacos lipofilicos com controle da
sua liberagcdo, amplo espectro de aplicagdo potencial (oral, dérmico, intravenoso, etc.), boa
escalabilidade de produgdo tornando-os atraentes para as industrias farmacéutica e cosmética
(BATTAGLIA; GALLARATE, 2012; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MULLER et al.,
2007NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015; GARCES et al., 2018)

Na década de 1990, Miiller e colaboradores desenvolveram a primeira geragcdo de
nanoparticulas lipidicas, chamada de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), utilizadas como
sistemas de liberacdo alternativos aos veiculos coloidais tradicionais, tais como emulsoes,
lipossomas, micro e nanoparticulas poliméricas. Nas NLS, o 6leo da emulsao foi substituido
por um lipideo s6lido ou uma mistura de lipideos solidos, tornando assim a matriz lipidica da
NLS solida a temperatura ambiente e corporal, e estabilizada por tensoativos. NLS sao
compostos de 0,1-30% (m/m) de lipideos dispersos numa solucao aquosa contendo 0,5-5%
(m/m) de tensoativos como agente estabilizante (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA;
SCHWARZ et al., 1994; WEBER; ZIMMER; PARDEIKE, 2014; CZAJKOWSKA-KOSNIK;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Os lipideos utilizados na preparacdo de NLS sao triglicerideos, mistura de glicerideos ou
ceras. As NLS podem ser preparadas por diferentes técnicas como, por exemplo,
microemulsificacdo a quente, emulsificagdo e evaporacao de solvente, difusdo de solvente,
nanospray-drying e homogeneizacio a alta pressio (GARCES et al., 2018; MARCATO, 2009).

O diametro médio das NLS varia de aproximadamente 40 a 1000 nm e combinam
vantagens dos sistemas tradicionais, mas evitam algumas de suas desvantagens principais. NLS
proporcionam as seguintes caracteristicas: estabilidade fisica, facilidade no preparo, protegao

do farmaco contra degradacao, liberacdo controlada e baixa citotoxicidade, se utilizados
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excipientes bem tolerados (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019;
YADAV; KHATAK; SARA, 2013).

Além disso, a produgao de NLS pode ser realizada sem solvente organico e pode ser
facilmente escalonada, por exemplo, por homogeneizacao a alta pressao. A maior desvantagem
da NLS ¢ a expulsdo do farmaco durante o armazenamento (MEHNERT; MADER, 2012).

No periodo de estocagem, o lipideo que compde as nanoparticulas pode sofrer uma
transformagdo em sua estrutura cristalina, caracterizada pela transi¢ao da forma cristalina o ou
> (menos organizada) de alta energia termodinamica, para a forma cristalina [ (mais

organizada) (figura 13) (MUCHOW; MAINCENT; MULLER, 2008).

Figura 13 - Representacao esquematica do arranjo molecular de polimorfos comuns dos triglicerideos.

R

s A

Fonte: Adaptado de Bunjes; Unruh, 2007; Tran; Rousseau, 2016.

a

Esta mudanga na estrutura cristalina do lipideo ocorre, pois, a forma [ € energeticamente
mais estavel (termodinamicamente estavel). Com o tempo, este aumento da transicdo para a
forma P resulta na formagao de uma estrutura mais cristalina cujo nimero de imperfeigdes ¢
menor e, consequentemente, o espaco para acomodar o farmaco ¢ reduzido, o que leva a
expulsdo do ativo. Cristais lipidicos perfeitos podem ser formados quando as moléculas
lipidicas sdo quimicamente idénticas (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA;
WINNICKA, 2019; WEBER; ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

2.4.1.13 Carreadores lipidicos nanoestruturados
Para superar os problemas relacionados a expulsdo do farmaco nas NLS, desenvolveu-

se a segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas, os carreadores lipidicos nanoestruturados

(CLN). Estes nanossistemas lipidicos foram introduzidos na literatura por Miiller e



54

colaboradores no final da década de 90 e ¢ um dos nanocarreadores com menor tempo entre
invengao e introdu¢dao no mercado (BELOQUI et al., 2016).

O primeiro uso de um CLN foi descrito para encapsulagdo do retinol, substancia
degradada por agentes oxidantes e luz (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). Outros
estudos foram realizados confirmando a aplicabilidade dos CLN como sistema de liberacao
para muitos farmacos (BELOQUI et al., 2016).

As moléculas de ativos também podem ser encapsuladas dentro de um CLN para
diferentes vias de administracdo: oral (etoposideo, fenofibrato, lovastatina, espironolactona)
(BELOQUI et al., 2014; CHEN et al., 2010; TRAN et al., 2014; ZHANG et al., 2011);
intravenosa (artemeter, bufadienolidos, f-elemeno) (LI et al., 2010; SHI et al., 2013); pulmonar
(celocoxibe, dexametasona, itraconazol, montelucaste) (PARDEIKE et al., 2011 PATIL-
GADHE; POKHARKAR, 2014; PATLOLLA et al., 2010; ZHAO et al., 2013); ocular
(ciclosporina A, flurbiprofeno, ibuprofeno, ofloxacina) (GONZALEZ-MIRA et al., 2012; LI et
al., 2008; SHEN et al., 2009; SHEN et al., 2010; TIAN et al., 2012; USTUNDAG-OKUR et
al., 2014).

Os CLN possuem uma matriz lipidica solida a temperatura ambiente e corporal que
consiste numa mistura entre lipideo solido e lipideo liquido, preferivelmente numa proporgao
de 70:30 até uma razdo de 99,9:0,1. Através da mistura de diferentes tipos de lipideos, uma
matriz lipidica menos ordenada com mais espagos para compostos ativos ¢ alcangada (WEBER,;
ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

O tamanho médio de particula dos CLN assim como nas NLS esta na faixa de 40 a
1000nm. Os CLN apresentam muitas vantagens comuns as NLS como sistema transportador
para aplicagdo dérmica, tais como a composicao de lipideos biodegradaveis bem tolerados,
propriedades oclusivas sem aparéncia brilhante da pele, estabilidade de compostos ativos
sensiveis a luz, oxidagao ou hidrdlise, perfis de liberagdo controlada, aumento da penetracao de
compostos ativos na pele, bem como direcionamento de farmacos na pele ou mesmo em
subestruturas (PARDEIKE; SCHWABE; MULLER, 2010).

A vantagem da tecnologia de segunda geragdao de nanoparticulas lipidicas ¢ a aumento
da encapsulacdo de ativos em comparagao com o NLS e inclusdo mais firme do farmaco dentro
da matriz de particulas durante a vida atil (MULLER et al., 2007).

Ao preparar as particulas a partir de um lipidio solido, especialmente lipideos s6lidos
altamente purificados, como ¢ o caso das NLS, a matriz de particulas tende a formar uma
estrutura cristalina relativamente perfeita, deixando espago limitado para acomodar o ativo. Isso

limita a capacidade de encapsulagdo e pode levar a expulsao de ativos da matriz lipidica durante
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o armazenamento. Por outro lado, o uso de uma mistura lipidica com moléculas muito
estruturadas (de tamanho) distorce a formagao de um cristal perfeito, o que ¢ observado nos
CLN. A matriz de particulas contém muitas imperfei¢cdes, proporcionando espago para
acomodar os ativos na forma molecular ou como aglomerados amorfos (MULLER et al., 2007;
PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). Miiller et al., (2007) afirmam que “a perfei¢io”
do sistema CLN ¢ sua “imperfei¢cao” em sua estrutura cristalina.

Os CLN sao divididos em trés diferentes tipos (figura 14) (CZAJKOWSKA-KOSNIK;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019; KAUR et al., 2015; MARCATO, 2009):

CLN imperfeito: consiste na mistura de lipideos com tamanhos e formas diferentes,
compostos por diferentes acidos graxos. Imperfeicdes na matriz lipidica, devido a diferentes
cadeias de acidos graxos, geram mais espaco para acomodar mais ativo aumentando, desta
maneira, a eficiéncia de encapsulagao.

CLN amorfo: Este tipo de CLN ¢ conseguido misturando lipideos s6lidos com lipideos
liquidos. Dessa forma, a expulsao do farmaco durante o armazenamento ¢ impedida pela
estrutura especial da matriz lipidica uma vez que os CLN estao sélidos num estado amorfo, mas
nao cristalino.

CLN multiplo: Neste modelo, a solubilidade das moléculas de 6leo no lipideo solido ¢
excedida levando a uma separacao de fase e formagao de nanocompartimentos de 6leo dentro

da matriz lipidica sélida.

Figura 14 - Esquematizagdo estrutural dos CLN: (A) imperfeito, (B) amorfo, (C) multiplo.
CLN imperfeito CLN amorfo CLN multiplo

A B 5 C @

® Farmaco

Lipideo sdlido cristalino Lipideo solido amorfo  Nanocompartimento oleoso

Fonte: Adaptado de Czajkowska-Kosnik; Szekalska; Winnicka, 2019.

A penetracao de fArmaco ap0s aplicagdo topica de um CLN ¢ condicionada por muitos
fatores, tais como o tipo e concentragao de lipideos e surfactantes, localizagdao do farmaco e o

método de produgdo (SALA et al., 2018).
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O CLN altera o empacotamento intercelular como resultado de uma redugdo do
rearranjo de corneocitos e de extensdo dos intersticios inter-corneocitos (SALA et al., 2018). O
mecanismo de liberagdo do farmaco a partir de um CLN consiste na difusdo e degradacao das
particulas lipidicas na pele. Apos a fixagdo e adesividade dos CLN a superficie da pele, os CLN
podem perturbar o EC através de diferentes mecanismos, tais como trocas lipidicas ou
desorganizacdo da estrutura lipidica intercelular, alteracdo da polaridade, fluidizacdo do EC
ap6s um aumento da hidratacao (ZHAI; ZHAI, 2014).

O perfil de liberagdo do farmaco a partir de nanoparticulas lipidicas pode ser
modificado de acordo com a composi¢ao da matriz lipidica, concentragdo de tensoativo e
parametros de producdo (tempo, pressdo, temperatura) (CZAJKOWSKA-KOSNIK;
SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

O uso cutaneo de nanoparticulas lipidicas apresenta varias vantagens, como a protecao
quimica das substancias incorporadas, permitindo a aplica¢do na pele de moléculas labeis de
dificil transporte em formulacdes semissolidas tradicionais; disponibilidade topica de farmacos
melhorada, relacionada com a possibilidade de modular a liberagao de moléculas, promovendo
a sua penetragdo e retengdo na pele (GARCES et al., 2018).

Essas propriedades estao relacionadas a composic¢ao lipidica fisioldgica das NLS e dos
CLN que podem interagir com o EC. Além disso, o tamanho pequeno das nanoparticulas
também contribui para aumentar sua adesividade e superficie de contato, promovendo o influxo
de farmaco na pele (BELOQUI et al., 2016). Nao obstante, ¢ importante ter em mente que as
propriedades fisico-quimicas das moléculas também desempenham um papel importante da
penetragdo na pele (BELOQUI et al., 2016; GARCES et al., 2018; KIM et al., 2017; SALA et
al., 2018) (figura 15).

Miiller e colaboradores sugeriram que a aplicacao cutdnea de nanossistemas lipidicos
promove a hidratacdo da pele por dois mecanismos (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002;
MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011):

1) formagdo de um filme oclusivo na superficie do EC que evita a perda de agua
(evaporagdo), evitando a perda de dgua transepidérmica;

i1) refor¢o da barreira do filme lipidico da pele pela adesdo de nanoparticulas ao EC.

Além disso, o alto tamanho das nanoparticulas na faixa nanométrica (>100 nm) também
poderia contribuir para a retengéio das moléculas da pele (GARCES et al., 2018).

Porém, para alcancar a absor¢ao sist€émica através da pele, os nanossistemas devem ter
tamanhos pequenos (<100 nm) ou estar associados a métodos de penetragdo na pele que

superem a barreira do EC (GARCES et al., 2018).
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Figura 15 - Efeito das nanoparticulas na pele.
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Fonte: Adaptado de Roberts et al., 2017.

Os CLN tém a capacidade de imobilizar fortemente o farmaco encapsulado, assim como
impedir que as particulas se coalesgam em virtude da matriz s6lida quando em comparacdo com
as emulsdes (LOPEZ-GARCIA; GANEM-RONDERO, 2015). Além disso, as gotas de lipideo
liquido na matriz s6lida aumentam a capacidade de encapsulacdo do farmaco em comparagao
com as NLS (IQBAL et al., 2012).

Recentemente, os CLN tém sido intensamente estudados como portadores de
administracao de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos. Os CLN foram desenvolvidos com uma
perspectiva para atender as necessidades industriais em termos de qualificagdo e validacao,
escalonamento, tecnologia simples e baixo custo (NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-
MILANI, 2015).

Em adicdo, os CLN se mostraram uma alternativa viavel para o tratamento de afec¢des
da pele, por via tdpica, pois sdo mais eficazes na entrega e prote¢ao do farmaco, especialmente
os lipofilicos, aumento da retengdo e permeagao cutanea, por causar oclusao do EC (JAISWAL,;
GIDWAVI; VYAS, 2016), além de reduzir efeitos colaterais relacionados a toxicidade dos
diversos ativos (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

2.4.2 Sistema nanotecnologicos veiculando tacrolimus
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O Tac tem sido amplamente explorado em problemas de pele e relacionados a pele.
Muitos grupos de pesquisa estdo trabalhando nessa éarea, principalmente no uso de sistemas de
liberacao (DHEER et al., 2018).

Lapteva et al., em 2014 formularam o Tac em micelas poliméricas que incorporam o
copolimero de dibloco PLA substituido por mPEG-dihexil. Os pesquisadores investigaram
ainda mais sua perspectiva de liberagdo através da camada da derme. Experimentos de
administracdo de farmacos usando pele humana demonstraram que essa formulagao (1,50 +
0,59 ug/cm?) observou maior deposi¢do do Tac na camada dérmica em comparagdo com a
pomada comercializada Protopic® (Tac a 0,1% p/p) (0,47 + 0,20 pg/cm?).

Patel et al., (2010) desenvolveram lipossoma contendo Tac e veiculados em gel para
dermatite atdpica. Tac lipossdmico topico com radiomarcadores foi testado em modelo murino
in vivo, foi observado que as concentragdes dérmicas eram aumentadas do Tac em comparagao
com a farmaco livre e provam ser um sistema de liberagdao benéfico para a psoriase.

Em 2012 foi realizado um estudo comparativo para formulagdes lipossdmicas classicas
e agora etossomicas contendo Tac como um farmaco lipofilico para verificar a permeacao de
ativos para administracdo topica. De acordo com a literatura, o etanol tem um papel
predominante nos sistemas etossomicos, ja que o etanol em sistemas lipossomicos
convencionais produz vesiculas sensiveis, compactas e transformaveis. Pioneira no conceito,
observou-se que a presenga de etanol no compartimento aquoso das vesiculas favoreceu o
encapsulamento do Tac (LI et al., 2012).

Tac foi encaspulado em transferosomos que foram investigados para melhorar a
penetragdo na pele, consequentemente, melhorando o efeito farmacologico in vivo na dermatite
atopica comparado com a pomada comercial protopic® e um gel lipossomal contendo Tac. Os
autores usaram diferentes tipos de surfactantes para preparar os tranferosomas, como o colato
de sodio, tween® 80 e span® 80. O tranferosoma obtido com o tween® 80 foi o tensoativo
ideal devido a melhor deformabilidade ¢ as maiores retencdes de farmaco. Os tranferosomas
otimizados foram veiculas em gel (TFs-gel) e a liberacao in vitro apds 24h foi maior que a
pomada comercial. A liberagdo cumulativa do Tac a partir de TFs-gel apos 12h in vitro foi de
37,6%. O TFs-gel otimizado apresentou retengdes cutaneas do Tac notavelmente mais altas
quando comparadas com lipossomas-gel € pomada comercial em experimentos de retengdo de
pele in vivo. As quantidades de Tac na epiderme e derme dos TFs-gel foram 3,8 e 4,2 vezes,
respectivamente, comparado com a pomada comercial. Enquanto os lipossomas-gel foram de

apenas 1,7 e 1,4 vezes, respectivamente, em comparagdo com a pomada. A aplicagdo topica de
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TFs-gel apresentou o melhor efeito terapéutico na dermatite atopica de camundongos induzida
pela aplicagdo topica repetida de 2,4-dinitrofluorobenzeno (LEI et al., 2013).

Miiller et al., (2017) desenvolveram nanoparticulas a partir de ramnolipideos, um bio-
surfactante biodegradavel, secretado pela bactéria Pseudomonas aeruginosa que permitem que
o microrganismo produtor possa solubilizar e absorver moléculas hidrofobicas como
hidrocarbonetos, utilizando-as eficientemente como fonte de carbono. As nanoparticulas de
ramnolipideos contendo Tac foram produzidas através da ultra-sonicacdo e filtragdo. O
tamanho das nanoparticulas contendo Tac ficou na faixa de 40 a 60 nm. A eficiéncia de
encapsulagdo do tacrolimus nas nanoparticulas de ramnolipideos foi de até 30% p/p. A
liberacao do Tac em modelo de pele usando o vermelho do Nilo usando amostras de pele
humana na célula Franz, seguida por microscopia de fluorescéncia em cortes histologicos
mostrou que o corante fluorescente corou intensamente o estrato corneo, € que uma menor
concentracdo do Tac penetrou na epiderme. O efeito toxico dos ramnolipideos em fibroblastos
humanos, através de observagdes experimentais de proliferagao celular com ramnolipideos em
concentragdes superiores aos valores da concentragdao micelar critica dos biossurfactantes, nao
demonstraram efeitos toxicos.

Um sistema hibrido baseado em nicotinamida (NIC) e nanoparticulas (NPs) que
encapsulam o Tac, como o FK506-NPs-NIC, foi desenvolvido para facilitar a entrega
percutanea do farmaco, explorando as propriedades do NIC e do NP para obter um efeito
sinérgico. Foram realizados estudos de solubilidade e permeagdo percutanea. Os resultados
mostraram que a NIC poderia aumentar a solubilidade e a permeabilidade do Tac e que a NIC
a 20% (p/v) apresentava maior permeabilidade ao farmaco e, portanto, foi escolhido como a
solucdo hidrotrdpica para solubiliza-lo e preparar o FK506-NPs-NIC. O acido hialurénico (HA)
foi quimicamente conjugado com colesterol (Chol) para obter o conjugado anfifilico de HA-
Chol, que montou NPs em solucao NIC a 20% contendo Tac. O trabalho demonstrou que a
solubilizacao hidrotropica de Tac foi prontamente encapsulado em NPs com uma eficiéncia de
encapsulamento mais alta de 79,2% =+ 4,2%, e a combinagdo de NPs com NIC exibiu um efeito
sinérgico significativo na deposi¢do do Tac na pele (2,39 + 0,53 ng/cm?) e penetragio na pele
(13,38 £ 2,26 ng/cm?). O efeito da combinagio de NPs com NIC na permeagio do farmaco foi
visualizado pelo microscopio confocal de varredura a laser através de estudos de permeacao in
vivo, e os resultados confirmaram que o NPs-NIC aumentou sinergicamente a permeacao do
farmaco na pele. A captacgao celular realizada nas células HaCaT apresentou um efeito promotor
de NPs na captacao celular. O estudo demonstrou que o HA-Chol-NPs-NIC pode melhorar

sinergicamente a entrega percutanea do Tac, e ¢ uma nova estratégia potencial baseada em
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sistemas de liberacdo de farmacos de tamanho nanométrico para tratar doencas de pele (PAN
et al., 2016).

Gabriel et al., (2016) veicularam nanoparticulas contendo Tac a base de metoxi poli
(etilenoglicol) hexil substituidos por poli (4cido lactico) (mPEGhexPLA) em hidrogel a base
de carbopol®. As nanoparticulas contendo Tac veiculadas no hidrogel foram projetadas para
ter propriedades superiores a formulagdo farmacéutica atualmente disponiveis com base em
parafina. As formulacdes compostas de hidrogel apresentaram boa tolerancia local e nao
mostraram sinais de toxicidade imediata apds administragdo tdpica repetida em camundongos
saudaveis. Verificou-se que a distribui¢do cutanea de hidrogel composto por nanoparticula
contendo Tac em um modelo de camundongo com psoriase induzida por imiquimode era duas
vezes maior que a formulagdo comercial Protopic®, usada como referéncia. O hidrogel mostrou
melhora significativa nas caracteristicas in vivo e histopatoldgicas do modelo de psoriase
induzida por imiquimode.

Em outro estudo, foram preparadas formulacdes topicas de hidrogel contendo Tac
compostas de carbomero, carnosina, transcutol® P (éter dietilenoglicol monoetilico) e
umectante. Para comparagdo, também foram preparadas formulacdes topicas do tipo creme
contendo Tac e a pomada comercialmente disponivel (protopic®), usada como referéncia. O
estudo de liberacao de farmacos in vitro revelou que a quantidade total de Tac liberada a partir
de hidrogéis por 24 h era aproximadamente 30 vezes maior que a da formulagdo de referéncia.
Comparadas as pomadas e cremes de referéncia, as formulacdes de gel de carbomero mostraram
maior permeacdo e retencdo de Tac na pele (significativamente diferentes em p<0,05),
especialmente aqueles com mais de 10% de transcutol® P. Os autores concluiram que as
formulagdes de gel de carbomero com niveis suficientes de transcutol® P sdo boas candidatas
a administragdo cutanea de Tac e tém potencial como agentes terapéuticos para o tratamento de
dermatite atopica ou distirbios imunologicos da pele (LEE et al., 2016).

Jain et al.,, (2016) desenvolveram liposferas contendo uma combinacdo de Tac e
curcumina (Cur) com um tamanho de particula de quase 50 nm e incorporadas a um gel para
aplicagdo topica. O gel de liposfera mostrou liberagao lenta de ambos os farmacos, 55% do Tac
e 20% da curcumina foram liberados da formulagao gel Tac-Cur liposferas em 24h. O gel Tac-
Cur apresentou comportamento pseudopléstico por cisalhamento, que ¢ propriedade desejavel
da formulagao topica. Além disso, o estudo da distribuicao dérmica usando formulagdo marcada
com corante sugeriu a penetracao do corante nas camadas da pele. A eficacia terapéutica do gel
de liposfera carregada com Tac e curcumina foi avaliada no modelo de placa psoriatica induzida

por imiquimode, ¢ o nivel de expressao de marcadores bioquimicos psoriaticos foi avaliado
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usando o ensaio de imunoabsor¢do enzimatico (ELISA). Os resultados indicaram melhora nas
caracteristicas fenotipicas e histopatologicas da pele psoridtica tratada com gel de liposfera
contendo Tac e curcumina. Houve redu¢do no nivel de TNF-q, IL-17 e IL-22 em comparacao
ao grupo imiquimode. Os autores concluiram que os resultados corroboram a premissa de que
o gel de liposfera contendo combinagao de Tac e curcumina pode ser uma estratégia eficaz para
o tratamento da psoriase.

Pople e Singh (2010) desenvolveram NLS contendo Tac (NLS-T) incorporado em géis
de Carbopol® 980. Estudos de liberagdo in vitro mostraram que o NLS-T teve uma liberagao
inicial imediata (até 8 horas) seguida de liberacdo prolongada por até 48 horas. A pomada
comercial teve uma liberagdo muito menor e muito lenta ao longo do periodo. Os estudos de
permeacao in vitro mostraram que a penetragao do Tac na pele da orelha do porco do NLS-T
foi de 16 a 21 vezes maior que a da pomada comercial, um efeito que pode ser atribuido ao
aumento da liberagdao do farmaco. Estudos de retengdo in vivo foram realizados para determinar
a localizagao do Tac nas diferentes camadas da pele. Observou-se que os niveis de Tac do gel
contendo NLS-T no EC, EP e DE foram 3,36, 30,81 e 28,68 vezes maiores, respectivamente,
do que a pomada comercial. Estudos de irritacdo da pele usando coelhos mostraram sinais de
irritagdo com a pomada comercial, tanto na pele intacta quanto na pele irritada. Porém, o NLS-
T veiculado no gel ndo causou eritema ou edema na pele intacta e irritada (POPLE; SINGH,
2010). Segundo os autores, a encapsulagdo do Tac em NLS pode ser uma forma de reduzir a
irritagdo da pele causada pelo farmaco na pomada comercial.

Nam e colaboradores (2011) encapsularam o Tac em CLN e NLS. Os autores
desenvolveram e caracterizaram as nanoparticulas baseada em lipideos carreando Tac pela
técnica de homogeneizacdo a quente e sonicagdo para aplicacdo topica. Os estudos foram
conduzidos para avaliar a eficacia desses nanossistemas em melhorar a taxa de penetragdao na
pele de camundongos hairless. Os CLN e as NLS, respectivamente, apresentaram um tamanho
médio de 123,4 £ 0,3 nme 126,7 + 1,6 nm, PZ de -24,3 £ 6,2 mV e -27,5 £ 5,3 mV e uma EE
de 50% e 45%. A EE% foi bem abaixo do esperado para farmacos lipofilicos. Os testes de
penetracao in vitro foram realizados apenas com os CLN, pois a taxa de liberacdo do Tac nas
NLS foi bem elevada. Os dados revelaram que os CLN carregados com Tac apresentaram uma
taxa de penetracdo 1,64 vezes maior do que a pomada Protopic®, que ¢ uma pomada dérmica
comercial contendo Tac. Os autores concluiram que os CLN carregados com Tac foram
totalmente preparados por um método simples de sonicagdo. A taxa de penetragao desses CLN

através da pele de um camundongo sem pelo foi maior do que o Protopic®. Os resultados
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sugerem que os CLN carregados com Tac t€ém um potencial significativo para utilizacdo como
uma formulacao tdpica alternativa para o farmaco.

Pople e Singh (2011) melhoraram a baixa solubilidade do Tac e subsequente baixa
biodisponibilidade in vivo pela formulagdo de um carreador nanolipidico modificado (CNLM)
usando monocaprilato de propilenoglicol e trimiristato de glicerila. A modificacdo lipidica
resultou em alta eficiéncia de encapsulagdo do Tac (96,66%) e uma redugdo na concentragao
lipidica total na estabilidade do CNLM. Uma liberacdo de farmaco in vitro consideravelmente
maior, permeacdo percutdnea maior com menos irritacdo cutanea foi obtida com os CNLM
veiculados em géis em comparacdo com o controle. Utilizando a cintilografia gama em ratos,
confirmou-se o efeito de aumento de penetragdo in vivo desse transportador, uma vez que a
radioatividade penetrada registrada na pele foi de 41,13% apos 4h de aplicacdo em comparagao
com a pomada referéncia (23,72%). Concluiu-se que o CNLM carregado com Tac formado
com solubilizadores lipofilicos aumentou a eficiéncia de encapsulacao dos nanotransportadores
lipidicos com melhora significativa da estabilidade e localizag¢do da pele.

Tac foi encapsulado em nanoparticulas liquidas cristalinas (NPLC) por Thapa et al.,
(2013) para uso na psoriase como nova abordagem no campo de administragdo controlada de
farmaco. Os autores prepararam as NPLC usando monoleina, dgua destilada e diferentes
proporcdes do tensoativo poloxamer® 407. As NPLC foram caracterizadas, incluindo imagens
de microscopia eletronica de transmissdo (MET), tamanho de particula e eficiéncia de
encapsulagdo. As andlises sugeriram a formagdo de cubossomos com um tamanho de particula
variando de 140 a 155 nm e nivel de aprisionamento de Tac de até 99% ou mais. Estudos de
liberacao in vitro revelaram uma liberacao sustentada de Tac por 2 semanas, com um alto perfil
de estabilidade das NPLC e a encapsulacdo do farmaco durante o periodo de armazenamento.
Os autores concluiram que as propriedades das NPLC desenvolvida contendo Tac podem ser
promissoras para o desenvolvimento de formulagdes para a liberacao intradérmica em doencgas
autoimunes como a psoriase, de modo que a frequéncia de dosagem e os efeitos adversos
possam ser subsequentemente minimizados.

Em trabalho mais recente, Jain et al., (2019) relatam o desenvolvimento, otimizagao e
caracterizacdo de NPLC, NLS, CLN e lipossomas carregados com Tac, todas os sistemas para
uso topico. Os pesquisadores desenvolveram diferentes nanoformulagdes apos triagem de
lipideos e surfactantes adequados. As nanoformulagdes foram otimizadas (para alcancar maior
eficacia de encapsulagdo, menor D, PDI e PZ), caracterizadas e veiculadas no gel de carbopol®
ultrez 10 NF. Os géis com nanoformulacdes também foram caracterizados, através da reologia

e da viscosidade; concomitantemente, foram analisados quanto a liberagdo in vitro do Tac,



63

estudos de permeacdo cutanea, estudos de eficacia in vivo e estudos de irritagdo dérmica. As
nanoformulagdes desenvolvidas mostraram tamanho de particula (<200 nm), indice de
polidispersdo (<0,3), potencial zeta (> — 10 mV) e eficiéncia de encapsulacdao (> 85%). As
nanoformulagdes apresentaram maior penetracdo de Tac na pele em comparacao a pomada
comercial (Tacroz® forte) e o Tac livre no gel. Os géis contendo NPLC-Tac, NLS-Tac, CLN-
Tac e lipossomas-Tac apresentaram incremento de 14, 11,5, 12,5 e 3,7 vezes na
biodisponibilidade dérmica, respectivamente, em comparagao com Tac livre no gel e 2,5, 2 e
= 2 vezes aumento na biodisponibilidade dérmica, respectivamente, em comparagdo com o
Tacroz® forte. No caso dos lipossomas-Tac, a biodisponibilidade dérmica foi menor em
comparagdo com a formulagdo comercializada. Apesar do aumento da biodisponibilidade na
pele, os autores ressaltaram que as nanoformulagdes desenvolvidas ndo mostraram nenhuma
irritagdo cutanea significativa. Segundo os pesquisadores, as nanoformulagdes mencionadas
foram capazes de alcancar uma maior penetragao de Tac na pele em comparagdao com a pomada

Tacroz® forte.

2.4.3 Sistemas nanotecnoldgicos contendo tacrolimus para tratamento da psoriase

A aplicacao topica de terapias para a psoriase com nanocarreadores cria uma fina
pelicula na pele; a inclusdo de farmacos dentro de nanossistemas previne a agregacdo do
principio ativo dentro desse filme, o que ¢ comum com o farmaco livre, resultando em
penetragdo limitada através do EC. Os nanocarreadores dentro do filme criam um alto gradiente
de concentracdo de farmaco na superficie da pele, que impulsiona a difusdo sustentada do
farmaco. Os nanotransportadores também podem se alojar dentro da matriz lipidica do EC,
resultando na liberagdo lenta e sustentada do farmaco incorporado, bem como na sua retengao
na pele por periodos prolongados, em comparagdo com o farmaco livre (MURPHY;
SCHAFFTER; FRIEDMAN, 2019). Além disso, os farmacos encapsulados nos
nanocarreadores sdo protegidos da degradagao e sua meia-vida ativa ¢ aumentada (DADWAL;
MISHRA; NARANG, 2018).

A liberacao sustentada de farmacos e a meia-vida prolongada podem reduzir as doses
de farmacos usados em nanocarreadores e o numero de aplicacdes necessarias em comparagao
com os ativos livres, diminuindo os efeitos colaterais cutaneos ¢ aumentando ainda mais a
eficacia. A maior retencao do farmaco oferecida com nanocarreadores também limita os efeitos
colaterais sist€émicos, porque o ativo permanece na pele ao invés de ser absorvido no sangue

(MURPHY; SCHAFFTER; FRIEDMAN, 2019).
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Essas novas estruturas de transportadores sdo distintas em sua composicdo €
construgdes, incluindo seu desenho exterior e interior quando comparadas aos sistemas
convencionais, como pomadas, cremes e géis (GUNGOR; REZIGUE, 2017).

Fazem parte destes nanossistemas, as nanoparticulas, os lipossomas, etosomas,
niosomas, transferosomas, polimerosomas, nanoemulsdes e nanoemulsomas, microemulsoes,
nanosuspensoes, micelas. Com a inven¢do de novas tecnologias, muitos sistemas
transportadores de farmacos estdo se desenvolvendo e a demanda por entrega direcionada,
como etosomas, emulsomas, eritrosomas, nanoparticulas magnéticas, novasomas, nanogel e
bilosomas estdo aumentando (DADWAL; MISHRA; NARANG, 2018; MURPHY;
SCHAFFTER; FRIEDMAN, 2019).

Lee e colaboradores (2016) desenvolveram hidrogéis contendo o promotor de
permeacao cutanea Transcutol® P para veiculacdo do Tac e obtiveram 6timo resultado de
penetracdo e retengdo cutdnea do ativo quando comparado ao creme desenvolvido pelos
pesquisadores € também quanto comparado a pomada j& disponivel comercialmente,
demonstrando assim o potencial do hidrogel desenvolvido.

Sistemas automicroemulsionaveis (SMEDDS) contendo 6leo de arroz para liberagao do
Tac foram desenvolvidos para uso oral por Pawar ¢ Vavia (2012). Porém, como estabilizante
foi utilizado o Cremophor® EL, composto esse conhecido na literatura por sua toxicidade.
Assim, os autores concluiram que os SMEDDS enriquecido com o 6leo de arroz pode atuar
como um potencial excipiente multifuncional para formulacdes lipidicas.

Lapteva e colaboradores (2014a) desenvolveram micelas poliméricas com polimeros
biocompativeis e biodegradaveis substitutas ao copolimero do 4cido polilatico para liberagao
cutinea do Tac para tratamento de psoriase. Porém, foi demonstrado por microscopia confocal
que esses nanocarreadores, apesar do didmetro pequeno (aproximadamente 50 nm), ndo foram
capazes de atravessar o EC, depositando-se nos foliculos pilosos.

Thapa et al., (2012) desenvolveram e caracterizaram NPLC contendo monoleina e acido
oleico para liberagdao do Tac na pele. Os autores obtiveram uma alta eficiéncia de encapsulagao
(99%), porém as NPLC apresentaram baixa estabilidade.

Seguindo a mesma linha de trabalho, Thapa et al.,, (2013) desenvolveram e
caracterizaram NPLC contendo monoleina e poloxamer® 407, e avaliaram a liberagao de Tac,
obtendo altas taxas de encapsulacdo do farmaco e evidéncias de estabilidade das nanoparticulas
em termos de evolugdo do tamanho durante o periodo de armazenamento.

Thapa e Yoo (2014) avaliaram o efeito de NPLC contendo Tac em modelos de psoriase.

Os autores verificaram que as nanoparticulas apresentaram altas taxas de encapsulacao (>99%),
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a permeacgdo cutanea representou um aumento de seis vezes em relagdo ao controle. Os
coeficientes de fluxo e a permeacao no estado estaciondrio também foram aprimorados mais de
dez vezes. Mais de 65% do farmaco foi retido na pele e os nanossistemas contendo Tac foram
mais eficazes no tratamento da pele psoridtica em comparacao com o controle.

Goebel, Neubert ¢ Wohlrab (2011) desenvolveram trés microemulsdes como sistemas
carreadores coloidais em busca do aumento da permeacao do Tac na pele de psoriaticos e foi
demonstrado em estudos de permeacdo cutdnea que as microemulsdes desenvolvidas
conseguiram atingir camadas profundas da pele quando em comparacdo com a pomada ja
existente para esse farmaco. Os estudos de penetragdo demonstraram que, em comparagao com
a pomada veiculo padrdo, todos as trés microemulsdes resultaram em maiores concentragdes
de Tac nas camadas mais profundas da pele, independentemente do tempo de incubagao. Os
autores concluiram que a porcentagem da quantidade biodisponivel de Tac (soma da quantidade
encontrada na derme e no compartimento receptor da célula de Franz) das microemulsdes
chegaram a concentracdes de até 20,95 + 12,03% apos 1000 minutos de tempo de incubagao,
diferindo significativamente (p<0,01), quando comparada com a pomada comercial, que
produziu uma concentragao de 6,41 + 0,57%.

Tac encapsulado em lipossomas foram desenvolvidos para serem avaliados em modelo
murino para tratamento de doencas de pele imunomediadas. O nanocarreador foi desenvolvido
e pareceu ser promissor, porém, lipossomas sao sistemas de dificil escalonamento industrial e
apresentaram baixa estabilidade (ERDOGAN; WRIGHT; MCALISTER, 2002).

Nanocarreadores lipidicos modificados utilizando solubilizantes lipidicos foram
desenvolvidos por Pople e Singh (2011) para liberagao de Tac na pele. Verificou-se que a
presenca do solubilizante aumentou a eficiéncia de encapsulacdo do ativo com melhora de
performance em termos de estabilidade e localizagdo na pele.

Liposferas (com didmetro médio de 50 nm) contendo uma combinagdo de Tac e
curcumina foram desenvolvidas e incorporadas em um gel para aplicagdo topica desses ativos
para tratamento da psoriase. Esse gel demonstrou uma 6tima liberacdo dos dois ativos assim
como uma potencial penetracao dos farmacos nas camadas da pele. Em modelo de psoriase
induzida por imiquimode, o tratamento promoveu uma reducdo de citocinas pro-inflamatorias
demonstrando o potencial efeito para tratamento da psoriase do gel desenvolvido (JAIN et al.,
2016).

Com a mesma ideia de um efeito sinérgico de ativos, Andrade e colaboradores (2017)
desenvolveram CLN revestidos ou ndo com quitosana carregado com Tac e/ou clobetasol para

uso topico com EE de 90%. Por meio dos resultados encontrados, as nanoparticulas
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apresentaram-se como promissoras para veicular esses ativos, € o clobetasol influenciou
diretamente na penetragdo do Tac, conferindo, portanto, um efeito sinérgico.

Patel et al., (2010) propuseram que, quando o Tac era encapsulado em lipossomas em
formulacdes topicas aumentava sua penetracao através da pele. Relatos com diferentes modelos
de estudos de toxicidade evidenciaram que o Tac lipossomal seja menos toxico que o Tac livre,
quando estes sdo introduzidos no sistema circulatorio. Assim, os pacientes que requerem
maiores concentracoes de pomada em grandes areas da pele podem usar o Tac lipossdmico em
vez de livre.

Enquanto as terapias topicas continuam a servir como primeira linha para o tratamento
da psoriase, o arsenal terapéutico atual possui limitacdes, pois t€m o potencial de causar efeitos
colaterais cutaneos, como eritema, queimadura e prurido. Embora a pele seja o alvo desejado
das terapias topicas, ela também ¢ uma barreira para a penetracdo e absor¢do eficazes dos
farmacos, e a hiperproliferacdo dos queratindcitos associada a psoriase fortalece ainda mais
essa barreira (MURPHY; SCHAFFTER; FRIEDMAN, 2019; RAHMAN et al., 2015).

Uma rota promissora para abordar essas questdes ¢ através da utilizacdo da
nanotecnologia, que fornece mecanismos para aumentar a penetracdo e diminuir a toxicidade
dos farmacos. A tabela 1 apresenta as principais publicagdes realizadas nos ultimos 20 anos

com farmacos utilizados na terapia da psoriase que foram veiculados em nanossistemas.

Tabela 1 - Lista de nanocarreadores contendo tacrolimus.

(continua)
Nanocarreador Referéncia
Ciclodextrina (ARIMA et al., 2001); (GAO et al., 2012).
CLN (NAM; JI; PARK, 2011); (POPLE; SINGH, 2011);

(KHAN et al., 2016); (ANDRADE et al., 2017);
(DANTAS etal., 2018); (JAIN et al., 2019); (KHAN

et al., 2019).
Etosomas (LI etal., 2012).
Liposferas (JAIN et al., 2016)

(ERDOGAN; WRIGHT; MCcALISTER, 2002);
(CHOUGULE; PADHI; MISRA, 2007); (PATEL et
al., 2010); (ZHU et al., 2013); (OKUDA et al.,
2016); (JAIN et al., 2019).

Lipossomas
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Tabela 1 - Lista de nanocarreadores contendo tacrolimus.

(conclusdo)

Nanocarreador

Referéncia

Micelas Poliméricas

Microemulsdo

Microesferas
Nanocapsulas
Nanoemulsao
Nanogel

Nanoparticula de Cristais Liquidos

NLS

Nanoparticulas Sélidas Poliméricas

Nanosoma
Niosomas
Proglicosomas
Sistema  Hibrido  Nanoparticula-
Nicotinamida
Sistema Auto-Emulsionado
Supersaturado
Sistema Microemulsionado

Automontado

Transferosomas

(DANE et al, 2011); (WANG et al, 2011);
(LAPTEVA et 2014); (ALI; FARAH;
BINKHATHLAN, 2016); (CONG et al., 2017);
(LIU et al., 2019); (YAMAMOTO et al., 2019).
(GOEBEL; NEUBERT; WOHLRAB, 2011);
(SAVIC et al., 2017); (WAN et al., 2017).
(ESHITA et al., 2005); (LAMPRECHT et al., 2005).
(NASSAR et al., 2009); (FRIEDRICH et al., 2014)
(GARG et al., 2013); (SAHU et al., 2018).

(LIMON et al., 2019); (RANCAN et al., 2019).
(THAPA etal., 2012, 2013); (THAPA; YOO, 2014);
(JAIN et al., 2019).

(POPLE; SINGH, 2010); (WANG et al., 2012);
(DANTAS et al., 2018); (JAIN et al., 2019).
(ZHAO etal., 2015); (GABRIEL et al., 2016); (SEO
et al., 2016); (THAO et al.,, 2016); (KALAM;
ALSHAMSAN, 2017); (ZHUO; ABOUREHAB;
HUSSAIN, 2018).

(ALI et al., 2010).

(ZENG et al., 2016).

(GARG et al., 2017).

(PAN et al., 2016).

al.,

(LEE et al., 2016).

(VIVEK; HEMA; DARSHANA, 2008); (WANG et
al.,2011); (PAWAR; VAVIA, 2012); (PATEL et al.,
2013); (VON SUESSKIND-SCHWENDI et al.,
2013); (PATEL; MEHTA; PANCHAL, 2014).

(LEI et al., 2013).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.4.4 Preparacao das nanoparticulas lipidicas

Existem diversos métodos para produg¢do de nanoparticulas lipidicas, que sao
classificadas em trés grupos: métodos baseados em alta energia (homogeneizacao a alta pressao,
ultrasonicacdo, micro-ondas, fluido supercritico), métodos baseados em baixa energia
(microemulsdo, emulsdo multipla, temperatura de inversao de fases, passagem por membranas)
e métodos baseados em solventes organicos (emulsificagdo e evaporagdao do solvente,
emulsificacdo e difusdo do solvente e injecao do solvente) (GORDILLO-GALEANO; MORA-
HUERTAS, 2018). Porém, os comumente usados para a preparagao desses nanocarreadores sao
a homogeneizacao a alta pressao a temperaturas elevadas ou baixas (incluindo homogeneizagao
a quente e homogeneizacao a frio); emulsificacdo, evaporacgao ou difusdo de solvente; ultrassom
ou homogeneizagdo sob alto cisalhamento; microfluidizacdo e ainda secagem por aspersao

(BELOQUI et al., 2016, 2017).

2.4.4.1 Homogeneizagao a alta pressdao

A tecnologia de Homogeneizagao a Alta Pressao (HAP) tem surgido como uma técnica
estabelecida e potente para a produ¢do de nanoparticulas lipidicas. Em contraste com outras
técnicas, ¢ um método que pode ser usado para producdo de NLS e CLN em larga escala, ou
seja, escalonavel. Aqui, a dispersdo de particulas ¢ impulsionada com alta pressao (100-2000
bar) através de uma cavidade estreita (poucos micrometros), € acelerada em uma curta distancia,
com alta velocidade (cerca de 100 km/h) ao encontro de uma barreira. A colisdo com a barreira
possibilita a formagdo de nanoparticulas com reduzido didmetro (MEHNERT; MADER, 2012;
GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).

A HAP pode acontecer por dois processos: homogeneizacdo a quente ou
homogeneizagao a frio. O ativo farmacéutico € dissolvido ou disperso no lipideo fundido antes
de homogeneizar, em ambos os processos. A homogeneizacao tem varias vantagens, incluindo
producdo em grande escala, auséncia de solvente organico, melhor estabilidade do produto e
melhor encapsulagdo de ativos. Entretanto, a alta temperatura no processo pode aumentar a
velocidade de degradagdo e/ou modificagdo do ativo e do carreador, enquanto a alta pressao

pode ocasionar a coalescéncia das particulas (BELOQUI et al., 2017).

2.4.4.2 Emulsificagdo e evaporagao de solvente
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Neste método, o lipideo ¢ dissolvido num solvente organico imiscivel em agua. Em
seguida, forma-se uma emulsdo em uma fase aquosa contendo tensoativo. Para remover o
solvente da emulsdo, utiliza-se a evaporacao sob pressdo reduzida. A evaporagdo leva a
dispersdo de nanoparticulas na fase aquosa (usando o processo de precipitacdo lipidica na fase
aquosa). Uma das vantagens deste método € o encapsulacao de ativos termosensiveis, pois neste
método ndo ¢ utilizado aquecimento na producdo das particulas. Entretanto, apresenta
desvantagens como, por exemplo, solvente residual na dispersao final e o fato de as dispersoes
serem muito diluidas, devido a limitada solubilidade do lipidio no solvente organico (NASERI
et al., 2015). Outra desvantagem ¢ a producdo de microparticulas lipidicas e nao de
nanoparticulas, o que pode ser revertido utilizando homogeneizacao a alta pressao ou ultrassom

(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).

2.4.4.3 Ultrasonicagdo ou homogeneizagao a alto cisalhamento

A homogeneizacao da fase aquosa com a fase lipidica também pode ser obtida utilizando
um processador ultrassonico (sonicador de ponta). Nesta técnica, o ultrassom propaga ondas
sonoras na dispersao gerando tensao mecanica suficiente para quebrar as particulas. Esta quebra
ocorre pelo processo de cavitacio (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). As
ondas de choque propagadas pela ruptura das microbolhas exercem um efeito cortante,
quebrando as particulas e, consequentemente, reduzindo o didmetro das mesmas. A frequéncia
e a poténcia utilizadas durante o processo influenciam nas propriedades fisicas das particulas
(ex., diametro e PDI) e no efeito térmico que ¢ resultante da energia dissipada na forma de
calor. Este efeito térmico ocasiona o aumento da temperatura do sistema e pode gerar deposi¢ao
de metais provenientes da haste do sonicador (BELOQUI et al., 2016; SINGH, et al., 2017).

Este método divide-se em duas partes. A primeira parte corresponde a formagao de uma
emulsdo quente. Nesta etapa utiliza-se duas fases imisciveis, uma aquosa, contendo agua e
tensoativo e uma oleosa contendo lipideo. Se o lipideo € solido a temperatura ambiente (25°C),
as duas fases devem ser aquecidas até completa solubilizacao ou fusdo dos componentes. Em
seguida, a fase aquosa ¢ vertida na oleosa sob agitacdo formando uma emulsdo 6leo em agua
(O/A). A agitagdo precisa ser alta (= 10.000 a 25.000 rpm) para obtencao de particulas com
diametro sub-micrométrico e com baixo PDI. A alta agitagdo pode ser obtida utilizando um
agitador do tipo Ultra-turrax®. Neste equipamento, o eixo externo cisalha a dispersao através
da alta rotagdo da hélice interna produzindo um fluxo turbulento que gera a ruptura das

particulas (BELOQUI et al., 2016).
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Nos utltimos processos, a pré-emulsdo obtida ¢ sonicada. A nanoemulsdo obtida (O/A)
¢ forgada a passar através de uma membrana de 0,45 pum (ultrafiltrardao) para remover as
impurezas geradas durante a ultrasonicagdo. Esta técnica ¢ simples, facil de manusear e eficaz
para produzem nanoparticulas lipidicas sem solventes organicos, mas também tem a limitacao
de uma etapa extra de filtracdo da emulsdo formada, a fim de remover materiais de impureza
(por exemplo, metal) produzidos durante a ultrasonicacdo e ¢ frequentemente comprometida

pela presenca de microparticulas (PARHI; SURESH, 2012)

2.4.4.4 Secagem por aspersao

Nanoparticulas lipidicas podem ser produzidas pelo processo de secagem por aspersao
(spray-drying) que consiste na dissolug¢do do lipideo e do ativo em um solvente organico como,
por exemplo, cloroférmio. Em seguida, a solugdo ¢ aspergida em um aparelho (spray-drier), no
qual um fluxo continuo de ar quente evapora rapidamente o solvente das gotas aspergidas
obtendo particulas secas. Para evitar a agregagao das particulas e para aumentar a propriedade
de fluxo do produto pulverizado, utiliza-se, por exemplo, lecitina juntamente com o lipideo. A
rapida evaporagdo do solvente pode influenciar e modificar a estrutura cristalina das
substancias. Por este motivo foi desenvolvido o congelamento por aspersdo (spray-congealing)
que consiste em aspergir o lipideo fundido no spray-drier a temperatura ambiente, solidificando
e formando as nanoparticulas lipidicas. O uso de diferentes velocidades de resfriamento pode
ocasionar a cristaliza¢do do lipideo em diferentes formas polimorficas (BELOQUI et al., 2016;

GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).

2.4.4.5 Microfluidizagao

A microfluidizagdo ¢ outra tecnologia relatada em diversos estudos. Ela utiliza alta
pressao para orientar o fluxo de uma pré-emulsdo para uma area de choque. A area/camara de
choque/interacao consiste em um sistema de canais em um bloco de cerdmica que divide a pré-
mistura em dois fluxos, que sdo a seguir recombinados, ocorrendo cavitagdo juntamente com
cisalhamento e impacto, o que provoca redugdo do tamanho de goticula da emulsdo. A
eficiéncia de emulsificagdo por este método ¢ determinada pelo desenho dos microcanais dentro
da camara de interagdo; pela pressao liberada, e pelo tempo de processamento (numero de ciclos

de passagem pela camara) (CHEN et al., 2013; SINGH et al., 2017).
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A camara de interagdo do microfluidizador possui um formato de Y ou Z, onde o fluxo
do produto pressurizado entra nesta cavidade e passa através de microcanais (cada um com
aproximadamente 75 um de didmetro) geometricamente fixos, fazendo com que ele acelere a
velocidades muito altas. E nesta cdmera de interagdo que o fluxo de produto ¢ influenciado por
duas forcas primarias, que trazem os resultados desejados: cisalhamento - deformagao do fluxo
do produto, ocorrendo a partir do contato com as paredes do canal em alta velocidade; impacto
— colisdo, ocorrendo quando o fluxo de produto de alta velocidade colide sobre si mesmo
(CHEN et al., 2013; KENTISH et al., 2008; LEE et al., 2014).

A regido do impacto ou camara de interagdo ¢ caracterizada por sua rapida dissipacao
de energia cinética turbulenta. A quebra de goticulas ocorre durante a dissipacao de energia dos
jatos que entram criando forcas de alto cisalhamento para deformacdo e quebra de goticulas
(SINGH et al., 2017).

Lee e Norton (2013) investigaram a goticula de separacdo em um microfluidizador € um
HAP para a producdo de nanoemulsdes O/A. Os pesquisadores mostraram que o
microfluidizador produziu tamanhos de goticulas semelhantes ao HAP, no entanto, o HAP
exigiu varias passagens para atingir o tamanho final das gotas. Entao, foi sugerido pelos autores
que o jato for¢ado no microfluidizador cria grandes tensdes de cisalhamento dentro da regido
de impacto altamente turbulenta, criando deformacdo e quebra de goticulas na primeira
passagem.

Outra vantagem do microfluidizador € a presenga de fluxo elongacional (aquele no qual
o material sofre uma aceleracao na direcdo do fluxo) subsequente ao impacto, o que aumenta o
tempo de adsor¢cdo do emulsionante e as distribuicdes de tamanhos de goticulas produzidas
(redugao do PDI), demonstrando com isso evidéncias minimas de coalescéncia e,
consequentemente, aumento da estabilidade, enquanto que a geometria do HAP pode causar
desestabilizacao das goticulas por coalescéncia (LEE et al., 2014) .

De forma semelhante a HAP, quanto maior o niimero de ciclos aos quais a emulsdo ¢
submetida, maior sera a redu¢ao do tamanho de goticula, até um determinado limite onde o
excesso de energia oferecida ocasiona coalescéncia das goticulas. Além disso, o aumento da
pressao de operacao do equipamento, assim como um aumento de temperatura, proveniente da
energia dissipada na forma de calor, que pode ser observado durante da microfluidizacdo,
também levam a uma reducao no tamanho de goticula da emulsio (MUCHOW; MAINCENT;
MULLER, 2008).

A maior vantagem deste processo altamente escaldvel ¢ a contaminagdo zero do material

de alimentagdo, uma vez que a reducdo ¢ efetuada pelo proprio material de origem. Muito
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embora a microfluidizacdo seja uma técnica adequada para a obtencdo de emulsdes
monodispersas de tamanho nanométrico, hd algumas desvantagens em seu uso, como
dificuldades para operagdo, limpeza (¢ dificil detectar quando a camara de interagdo esta
contaminada ou deteriorada) e escalonamento (devido ao alto custo do equipamento) (SINGH,
et al., 2017).

Uma das tendéncias do mercado cosmético e dermatoldgico ¢ o desenvolvimento de
produtos com o maior numero de componentes de origem natural, especialmente os de origem
vegetal, explorando de forma racional a biodiversidade brasileira (FRANQUILINO, 2006).

A incorporacdo de ativos naturais em produtos de uso topico tem sido uma pratica
corrente, pois ha grande interesse tanto do mercado nacional quanto do internacional,
principalmente se a matéria-prima apresenta estudos cientificos comprovando a seguranga e
eficacia, além do comprometimento com o desenvolvimento sustentavel (FRANQUILINO,
2006).

Os compostos naturais sao amplamente reconhecidos pela sua grande diversidade
estrutural, bem como pela sua vasta gama de atividades farmacéuticas. Cabe destacar também
que o consumidor esta cada vez mais critico e exigente, optando pelo uso de dermocosméticos
que sejam de origem natural, com qualidade cientificamente comprovada.

Neste contexto, a busca por novas fontes de moléculas farmacologicamente ativas ou
produtos oriundos dos recursos naturais tém crescido ao longo dos anos, levando o governo
brasileiro destacar a Carapa guianensis Aublet como uma de suas espécies prioritarias para o
desenvolvimento sustentavel, assim também sendo recomendado pelo Programa das Nacgdes
Unidas para o Desenvolvimento com potencial farmacéutico (HAMMER; JOHNS, 1993;
KLIMAS; KAINER; DE OLIVEIRA, 2012).

2.5 Carapa guianensis Aublet — ANDIROBA

O termo andiroba provem da lingua indigena (“/andi”=6leo e “rob”=amargo) e
denominam as arvores do género Carapa que ¢ composto por duas espécies, C. procera ¢ C.
guianensis, que pertencem a mesma familia que o mogno (Meliaceae) (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIO, 2003). A primeira espécie ocorre na Africa e América do Sul (Guiana Francesa,
Suriname e Brasil), enquanto que a segunda, C. guianensis ocorre da América Central até o
norte da América do Sul (Venezuela, Equador, Colombia, Peru e Brasil) (FERRAZ;
CAMARGO; SAMPAIO, 2002).
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Popularmente esta arvore ¢ conhecida como andiroba, andirobinha, andiroba branca,
andiroba-do-iguap0, carape, jandiroba, penaiba (Brasil), roba-mahogany (Estados Unidos);
karapa, bristish-guiana-mahogany (Guiana), bois-caille, carape-blanc, carape-rouge, andiroba-
carapa (Guiana Francesa), crabwood (Inglaterra); cedro-bateo (Panama), andiroba (Paraguai e
Peru), krappa (Suriname) (FISCH; FERRAZ; RODRIGUES, 1995).

A espécie Carapa guianensis Aublet ¢ uma arvore pertencente a familia meliadcea e
apresenta extensa faixa de disposi¢ao geografica, sendo uma espécie de origem nativa no Brasil,
amplamente utilizada na medicina popular e em outros paises que abrangem a floresta
amazonica (PENIDO et al., 2005).

Carapa guianensis Aublet encontra-se distribuida na América Central até o Norte da
América do Sul, como Guiana Britanica e Francesa, Trinidade ao longo da costa do Caribe,
Venezuela, Equador, Colombia, Peru, Suriname, Paraguai e Brasil; Oeste da ndia e Sul da
Africa. No Brasil, sua distribui¢do geogréfica situa-se em toda a bacia amazonica, nas regides
Norte (Acre, Amazonas, Amapa e Pard) e Nordeste (Maranhdo), preferencialmente nas varzeas
e areas alagaveis ao longo dos igapos (HENRIQUES; PENIDO, 2014).

A arvore de C. guianensis (figura 16) ¢ de grande porte, possui uma copa de tamanho
médio, densa e composta por ramos eretos ou com uma leve curvatura, proporcionando uma

sombra intensa (HAMMER; JOHNS, 1993; HENRIQUES; PENIDO, 2014).

Figura 16 - [lustragdo da arvore de C. guianensis.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wii/File:Andirobaamazonica.jpg.
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A casca da arvore de andiroba ¢ grossa e amarga e apresenta uma coloracao
avermelhada, mas pode ser também acinzentada. A casca se desprende facilmente em grandes
placas. C. guianensis ¢ uma arvore perene ou caducifolia e pode atingir até¢ 55 metros de altura,
comumente atinge 25-35 metros, apresenta flores com odor e sabor caracteristicos € possui
multiplos usos, sendo a madeira valiosa na fabricacdo de mdveis, na construcao civil, em
laminas e compensados (HAMMER; JOHNS, 1993; HENRIQUES; PENIDO, 2014).

A castanha da arvore da andiroba (figura 17) contém cerca de 4 a 12 sementes de
coloragdao marrom com alto teor de 6leo amarelo palido, que as comunidades indigenas extraem
para usarem como repelente de insetos e como remédio para varios problemas de saude. O 6leo
extraido das suas sementes ¢ considerado um dos mais importantes materiais vegetais
medicinais utilizados pelos povos indigenas e moradores tradicionais da regido amazonica
(MENDONCA; FERRAZ, 2007). A planta inicia a frutificacdo 10 anos ap6s o plantio, durante
os meses de marco a abril. Uma arvore de andiroba ¢ capaz de produzir de 180 a 200 kg/ano de
sementes que contem aproximadamente 60% de 6leo em massa (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIQO, 2002).

Figura 17 - Fruto da arvore de C. guianensis de onde se extrai o 6leo das sementes.

Fonte: FERRAZ et al., 2003.

As sementes da Carapa sdo muito oleaginosas € o 6leo ¢ de grande interesse na area
farmacéutica e cosmética, sendo empregado no tratamento de varias dermatoses, fabricagao de
sabonetes e velas. A espécie Carapa guianensis Aublet ¢ utilizada por algumas populagdes

juntamente com a espécie Carapa procera D. C. no processo de obtencao do o6leo de suas
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sementes (TAPPIN et al., 2008). O 6leo de andiroba (OA) € rico em acidos graxos como acido
oleico (cerca de 52%), palmitico (cerca de 28%), estearico e linoleico, e 2-5% do oleo ¢
constituida por limonoides (figura 18) (AMBROZIN et al., 2006; CABRAL et al., 2013;
MORIKAWA et al., 2018).

Figura 18 - Limonoides constituintes d6 6leo de andiroba.

(:)Ac

Carapanolido C Carapanolido R
Fonte: Adaptado de Morikawa et al., 2018.
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Todas as partes da arvore de C. guianensis um grupo quimico chamado limonoides ou
tetranortriperpenoides, que sdo os metabolitos secundarios, em particular, eles caracterizam
membros da familia Meliaceae (AMBROZIN et al., 2006; MORIKAWA et al., 2018).

Os componentes quimicos de sementes e¢ madeira de C. guianensis tém sido
extensivamente estudados ao longo dos anos, sendo os limonoides as substancias com
comprovada acao fago repelente, sendo, portanto, as provaveis responsaveis pelas acdes
repelente e farmacologica. Além disso, diversos componentes da Carapa guianensis foram
1solados como terpenoides, esteroides, cumarinas, flavonoides e glicerideos (AMBROZIN et
al., 2006; MORIKAWA et al., 2018).

O dleo que ¢ extraido das sementes possui cor amarelo-claro (figura 19), solidifica em
temperaturas inferiores a 25°C com consisténcia parecida com a da vaselina, tem sabor amargo,
e rancifica rapidamente apos extracdo das sementes (MENDONCA; FERRAZ, 2007). A
extragdo do Oleo pode ser realizada por 2 métodos distintos (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIO, 2003; MENDONCA; FERRAZ, 2007): M¢étodo artesanal, cujo rendimento ¢

estimado em 4%; e método industrial, rendimento estimado em 8%.

Figura 19 - Oleo cru das sementes de andiroba.

Fonte: Proprio autor.

O OA tem apresentado grande interesse pelas industrias farmacéutica e cosmética.

Dentre suas propriedades destacam-se a agao anti-inflamatdria (PENIDO et al., 2006), repelente
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de inseto, efeito larvicida (MIOT et al., 2004, 2011; MENDONCA et al., 2005) e também foram
descritas as agdes antialérgica e analgésica (PENIDO et al., 2005). Os usos terapéuticos como
produto topico e a fonte natural do OA, assim como a segurancga toxicologica permitem varios
estudos tecnologicos.

Devido a grande quantidade de acidos graxos, esse 0leo pode sofrer facilmente reagdes
de oxidagdo, resultando em produtos alergénicos e/ou produtos com menor atividade bioldgica
(CABRAL et al., 2013). A nanoencapsulacao desses Oleos em sistemas de liberagdo de
farmacos tem sido proposta devido a capacidade de melhorar a solubilidade, estabilidade e
eficacia de formulacdes baseadas nesses compostos.

Baldisseia e colaboradores investigaram a susceptibilidade in vitro do Trypanosoma
evansi aos Oleos de andiroba (Carapa guianensis) e Aroeira (Schinus molle), na sua forma
convencional e na forma de NE. Seus resultados indicaram que os 6leos nas duas formas
(convencional e nanoemulsionado) tiveram alta atividade contra o 7. evansi in vitro, sugerindo
que esses 0leos podem ser utilizados como uma alternativa para tratamento contra esse parasita
(BALDISSERA et al., 2013).

Devido a ja conhecida atividade inseticida e propriedades medicinais do OA, Senhorini
e colaboradores desenvolveram e caracterizaram com sucesso microparticulas poliméricas por
emulsificacdo com evaporacao do solvente, encapsulando o 6leo de interesse (SENHORINI et
al., 2012).

Milhomem-Paixao e colaboradores avaliaram um estudo comparativo de citotoxicidade,
genotoxicidade e hematoxicidade do OA e sua nanoemulsdo. Foi observado in vitro que quando
maiores as concentracoes do OA e nanoemulsdo maior era a morte celular e a nanoemulsao
demonstrou ser menos citotoxico que OA. Citotoxicidade, genotoxicidade e hematotoxicidade
ndo foram observadas in vivo (MILHOMEM-PAIXAO et al., 2017).

E de grande importancia aumentar o conhecimento sobre os efeitos adversos e/ou
protetores dos produtos naturais, como o OA. Além dos ja reconhecidos efeitos farmacoldgicos
do OA, assim como auséncia de toxicidade, Melo e colaboradores (2018), em mais recente
trabalho, determinaram o potencial genotoxico e antigenotoxico do OA. Além disso, testaram
uma nanoemulsdo produzida com OA e compararam os efeitos. Os autores usaram o teste do
cometa e o teste do micronicleo. Os resultados ndo mostraram citotoxicidade ou
genotoxicidade nos camundongos tratados tanto com o AO quanto com a NE. No entanto,
houve uma reducgao significativa nos nimeros de eritrdcitos policroméaticos em todos os grupos
tratados com doxorrubicina, incluindo aqueles pré-tratados com OA e nanoemulsdo. Assim, as

amostras testadas nao protegeram contra a doxorrubicina. Por outro lado, os resultados
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mostraram um grande aumento na forma¢ao de micronucleos quando os camundongos foram
tratados apenas com doxorrubicina; estes nimeros foram reduzidos quando os animais foram
pré-tratados com OA e nanoemulsdo. Os resultados indicam um efeito protetor do OA na
formacdo de micronucleos ¢ ndo mostram evidéncias de genotoxicidade em camundongos

(MELO et al., 2018).

2.6 HIDROGEIS COMO VEICULO PARA NANOSSISTEMAS

Veiculos semissolidos sdo caracterizados como materiais que retenha sua forma quando
nao estiverem confinados, mas flua ou deforme quando for aplicada uma forca externa (SOUTO
et al., 2004). Sao utilizados com o intuito de atingir viscosidade desejavel e textura para
aplicacdo tdpica. Dentre os veiculos utilizados para aplicagdo de ativos hidrofébicos, os
hidrogéis aparecem como os mais interessantes, uma vez que veiculos oleosos, como as
pomadas, ha alta afinidade entre o firmaco e a base de formulacdo comprometendo uma
transferéncia de fArmaco eficiente para a pele (GABRIEL et al., 2016).

Por defini¢do, os hidrogéis sdo redes poliméricas com configuragdo tridimensional
capazes de absorver grandes quantidades de agua ou fluidos biologicos. Sua capacidade e
afinidade em absorver agua ¢ atribuida a presenga de grupos hidrofilicos como -OH, -CONH-,
-CONH- e -SO3H na molécula dos polimeros, formando estruturas de hidrogel. Devido a
contribuicdo destes grupos e dominios nas redes hidrofilicas tridimensionais reticuladas, os
polimeros exibem boas propriedades de intumescimento capazes de reter grandes volumes de
agua (tipicamente de 30 a 90% em peso), dependendo da natureza do ambiente aquoso e da
composi¢ao do polimero. A estrutura altamente porosa dessas redes de hidrogel facilita o
encapsulagdo de varias moléculas bioativas e estdo sendo amplamente explorados em sistemas
de liberagdo de farmacos (HOARE; KOHANE, 2008; KULKARNI et al., 2015;
NARAYANASWAMY; TORCHILIN, 2019).

As propriedades fisicas unicas dos hidrogéis geram particular interesse em sistemas de
liberacdo de farmacos. Sua estrutura altamente porosa pode ser facilmente ajustada
controlando-se a densidade de ligagdes cruzadas na matriz do gel e a afinidade dos hidrogéis
pelo meio aquoso em que estdo intumescidos. Sua porosidade também permite o
aprisionamento de ativos na matriz do gel e a liberagcdo subsequente do farmaco a uma taxa
dependente do coeficiente de difusdo da molécula (pequena ou macromolécula) através da sua

rede tridimensional (KULKARNI et al., 2015; NARAYANASWAMY; TORCHILIN, 2019).
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Os beneficios dos hidrogéis para a liberacao de farmacos podem ser em grande parte
farmacocinéticos e especificamente porque uma formulacao de depdsito ¢ criada a partir da
qual os farmacos lentamente eluem, mantendo uma alta concentragdo local de principio ativo
nos tecidos circunvizinhos durante um periodo prolongado, embora também possam ser usado
para entrega sistétmica (HOARE; KOHANE, 2008; NARAYANASWAMY; TORCHILIN,
2019).

Os biohidrogéis sdo capazes também de proteger o seu conteudo (farmacos,
nanossistemas) de ambientes hostis, além disso, os hidrogéis podem regular a liberagdo do
farmaco, modificando a estrutura do gel em resposta a um estimulo especifico, como
temperatura, pH e forca i6nica (CHAI; JIAO; YU, 2017, NARAYANASWAMY;
TORCHILIN, 2019). Os hidrogéis também sdo geralmente altamente atoxicos, biodegradaveis
e biocompativeis, promovido pelo alto teor de agua e a similaridade fisico-quimica com a matriz
extracelular, tanto composicionalmente (particularmente no caso de hidrogéis a base de
carboidratos) quanto mecanicamente (KULKARNI et al., 2015).

A biodegradabilidade ou dissolucdo dos hidrogéis como sistema de liberacao de
farmacos no local desejado pode ser desenvolvida via caminhos enzimatico, hidrolitico ou
ambiental (por exemplo, pH, temperatura, ou campo elétrico). No entanto, a degradagdo nem
sempre ¢ desejavel, dependendo da escala de tempo e da localizacao do dispositivo de entrega
do farmaco (NARAYANASWAMY; TORCHILIN, 2019). Os hidrogéis também sao
relativamente deforméveis e podem se adaptar a forma da superficie a qual sdo aplicados. Neste
ultimo contexto, as propriedades muco ou bio-adesivas de alguns hidrogéis podem ser
vantajosas em imobiliza-las no local de aplicagdo ou em aplica-las em superficies que ndo sao
horizontais (HOARE; KOHANE, 2008).

Desenvolver formulagdes adequadas compostas de nanoparticulas lipidicas para
administracdo topica, dérmica e transdérmica, normalmente ¢ necessario um veiculo
semissolido para dispersar as formula¢des de sistemas coloidais (DESFRANCOIS; AUZELY;
TEXIER, 2018; DOKTOROVOVA; SOUTO, 2009).

Em recente trabalho, Jain et al., (2019) desenvolveram, otimizaram e caracterizaram
nanoformulagdes baseadas em lipideos (NPLC, NLS, CLN e Lipossomas) com o Tac
encapsulado e veiculadas em gel de Carbopol® ultrez 10 NF para uso na psoriase. Os autores
evidenciaram um aumento significante da viscosidade dos nanossistemas, permitindo a
retencdo das formulagdes na pele por mais tempo, concluindo que a matriz de gel também
assegura a liberacao sustentada do Tac, podendo ajudar a reduzir os efeitos toxicos e manter o

gradiente de concentracdo do farmaco na pele.
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As atrativas propriedades fisicas dos hidrogéis, especialmente a sua porosidade,
oferecem enormes vantagens em aplicacdes na distribuicao de farmacos, tais como a libertagao
sustentada de ativos encapsulados em nanosistemas. Uma concentragao local elevada do
farmaco pode ser retido durante um longo periodo de tempo e, através de um mecanismo de
liberacao adequado, controlado por difusdo, intumescimento, quimico ou com base em alguns
estimulos ambientais, o firmaco ¢ liberado, possibilitando controlar com precisao a sua cinética
de liberacdo, espacial e temporalmente, o que tornam esses sistemas hibridos versateis,
sintonizaveis ¢ adequados para uma ampla gama de aplicacdbes (NARAYANASWAMY;
TORCHILIN, 2019).

Os sistemas semissolidos baseado em hidrogel compreendem um veiculo onde o
nanossistema contendo um farmaco ¢ disperso e retido na rede polimérica, podendo ser
vantajosamente combinados para fornecer uma estratégia de dupla encapsulagdo para a
liberacao controlada de farmacos lipofilicos (DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 201 8). Os
farmacos lipofilicos podem ser eficientemente encapsulados em nanoparticulas lipidicas para
as quais o nucleo lipidico proporciona uma matriz adequada, sendo a propria nanoparticula

encapsulada no interior do suporte do hidrogel (figura 20).

Figura 20 - Combinagdo do hidrogel hibrido com nanoparticula lipidica e sua liberagdo da matriz
polimérica.

CLN Rede Polimérica Hibrida Complexo CLN-Gel Liberagao dos CLN da matriz do Gel

Fonte: Adaptado de Dannert; Stokke; Dias, 2019 e Harrison; Spada, 2018.

De acordo com Desfrancois e colaboradores (2018), nos tltimos vinte anos, diferentes
tipos de polimeros foram desenvolvidos para criar estruturas de hidrogel, de polimeros
sintéticos a polissacarideos naturais, todos eles exibem propriedades uteis. Os autores relatam
que a grande maioria dos sistemas de administracdo de farmacos a base de hidrogel e
nanoparticulas utiliza formulagdes baratas, comercialmente disponiveis e prontas para uso,

como ¢ o caso do acidos poli (acrilicos) (comumente denominados Carbopol®), representando
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26% dos trabalhos revisados quando associados a nanoparticulas lipidicas. O segundo material
mais empregado para construcao de sistemas de aprisionamento de nanoparticulas lipidicas sdo
os polissacarideos (24% de ocorréncia), pelas suas propriedades biologicas, especialmente sua
alta biocompatibilidade.

Dentre estes biopolimeros, os trés polissacarideos mais utilizados em combinagdo com
nanoparticulas lipidicas podem ser destacados: quitosana (27% de ocorréncia), celulose (23%),
xantana (27%), dextrano (10%) e alginato (10%) (DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER,
2018). Além disso, esses polissacarideos podem ser combinados para melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis, como ¢ o caso do sistema hibrido a base de
hidroxietilcelulose (HEC) e o biopolimero obtido da fermentacao da cana-de-agucar (ZBP), que
¢ uma dispersdo polimérica obtida por hidratacdo da celulose microcristalina bacteriana da
espécie Zoogloea sp na propor¢ao de 0,8% de celulose em 99,2% de agua e esterilizado por
raios gama (COELHO JUNIOR et al., 2015).

A celulose bacteriana ou simplesmente biopolimero de cana, um subproduto do
processo de produgdo da cana-de-agucar, ¢ um exopolissacarideo natural obtido pela acdo de
bactérias da espécie Zoogloea sp cultivada em melago; sua estrutura quimica consiste em
acucares polimerizados estdveis obtido por flotagcdo na forma de uma matriz gelatinosa,
composta por diferentes monossacarideos: glicose 87,57%, xilose 8,58%, ribose 1,68%, acido
glicurdnico 0,83%, manose 0,82%, arabinose 0,37%, galactose 0,13%, ramnose 0,01% e fucose
0,01%. Devido a sua composi¢do quimica e propriedades fisicas, o ZBP ¢ um biomaterial
promissor para muitos usos médicos e biologicos (ALBUQUERQUE et al., 2011; PINTO et
al., 2016).

Diante do contexto apresentado, verifica-se que CLN melhoram a eficiéncia de
encapsulagdo de farmacos e minimizam a expulsdo de principios ativos ao longo do tempo de
armazenagem. Esse sistema ¢ vantajoso para aplicagao topica, porque formam filmes oclusivos,
existe um perfil de liberagdo controlada e a formulagdo ¢ biodegradavel e relativamente nao
toxica. Além disso, o pequeno tamanho das duas particulas garante o contato com o estrato
corneo, facilitando o aumento da penetracao do farmaco na pele.

Verifica-se também que a forma farmacéutica comercial do tacrolimus, constitui na sua
férmula hidrocarbonetos derivados do petroleo, de composi¢do bastante complexa, como o
petrolato branco, petrolato liquido, cera branca e parafina so6lida, e ainda o solvente organico
carbonato de propileno. Essas substancias apresentam um certo grau de toxicidade cutanea,
aumentando o risco de dermatites, além de um impacto ambiental consideravel, pois sdo obtidos

de fontes ndo-renovaveis e nao sao biodegradaveis. Considera-se também a textura e o sensorial
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da pomada que ¢ um tanto desagradavel quando aplicada sobre a pele. Ademais, a pomada de
tacrolimus apresenta reagdes adversas como sensagdo de queimacao, ardéncia, dor ou prurido
na pele, e suscetibilidade as infec¢des superficiais da pele, como pode estar associado a um
risco aumentado de infecg¢do pelo virus varicela zoster (varicela ou cascalho), infeccao pelo
virus herpes simplex ou eczema herpético (MALECIC; YOUNG, 2016). Essas caracteristicas
da apresentacdo comercial do tacrolimus representam um problema para a nao adesao dos
pacientes ao tratamento.

Novos desafios no desenvolvimento de sistemas de administracdo de medicamentos
baseados em nanotecnologia incluem: a viabilidade de processos de expansdo que trazem
rapidamente técnicas terapéuticas inovadoras ao mercado e a possibilidade de obter sistemas
multifuncionais para atender a varios requisitos biolodgicos e terapé€uticos, que incluem
investigar a eficiéncia de direcionamento de nanoparticulas e satisfazer os padrdes
internacionais por sua toxicologia e biocompatibilidade (TAPADIYA; KALE; SABOO, 2017).

Hoje, uma das tendéncias do mercado farmacéutico, cosmético e alimenticio ¢ o
desenvolvimento de produtos com o maior nimero de componentes de origem natural,
principalmente os de origem vegetal, explorando racionalmente a biodiversidade brasileira
(AMARAL; FIERRO, 2013).

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade de plantas do planeta, considerada
megabiodiversidade, e quase 13% dos estimados 1,9 milhdo de espécies de plantas conhecidas
hoje sdo encontradas no Brasil. A Amazdnia representa 7% da superficie do planeta e abriga
cerca de 50% da biodiversidade global, com mais de 55.000 espécies de plantas, o que equivale
a 22% de todas as espécies ja catalogadas em todo o mundo (AMARAL; FIERRO, 2013).

O interesse nos usos tradicionais de plantas e seus produtos no Brasil tem aumentado
gradualmente nos ultimos anos, resultando em um conjunto significativo de publicagdes nessa
area. No entanto, hd pouco incentivo das institui¢des para promover a conversao dos resultados
da pesquisa em patentes e em produtos, o que pode levar a uma perda de oportunidades para a
exploracdo comercial e econdmica da biodiversidade (BRANDAO et al., 2008).

Em vista do crescente interesse € do potencial uso de plantas medicinais, incluindo a
andiroba, juntamente com o grande numero de informagdes sobre novas tecnologias que podem
ser encontradas e utilizadas no desenvolvimento de novos produtos, a estratégia de aplicacao
da nanotecnologia em extratos vegetais tem sido amplamente citada na literatura, porque os
sistemas nanoestruturados podem potencializar a acdo dos extratos vegetais, promover a
libera¢dao sustentada de constituintes ativos, reduzir a dose necessaria, diminuir os efeitos

colaterais ¢ melhorar a atividade de farmacos que apresentam problemas fisico-quimicos,
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farmacologicos e de toxicidade, como € o caso do tacrolimus (TAPADIYA; KALE; SABOO,
2017).

O oleo de andiroba, assim como outras plantas medicinais, esta incluida na Lista de
Plantas Medicinais de Interesse do Ministério da Saude, ¢ um dos produtos mais vendidos na
Amazonia, com demanda internacional, sendo exportado para a Europa e para os Estados
Unidos. No entanto, ndo existem grandes areas de cultivo e a extracdo de oleo ¢ feita por
pequenos grupos de familias que colhem os frutos, contribuindo para a sustentabilidade local
(AMARAL; FIERRO, 2013; BRANDAO et al., 2008).

Os CLN de 6leo de andiroba contendo Tac e veiculado em um biohidrogel representa
um sistema interessante para a terapia da psoriase, devido as suas caracteristicas positivas como
sistemas de liberagdo: mais recente geracdo de nanoparticulas lipidicas, demonstracao de
propriedades aprimoradas como ajuste do perfil de liberacdo, eficiéncia de encapsulacio,
estabilidade, biocompatibilidade e efic4cia na entrega e protecao do farmaco, especialmente os
lipofilicos; aumento da retengdo e penetragdao cutanea, por causar oclusdo do estrato corneo,
além de reduzir efeitos colaterais relacionados.

Ademais, este sistema de liberagdo pode aumentar a solubilidade do Tac, sua
internalizacao em células epidérmicas e sua eficacia farmacologica com o minimo de efeitos
toxicos, associado a composicao do OA, que pode melhorar as ag¢des terapéuticas do farmaco e
diminui¢do dos efeitos adversos. Atrelado a isso, existe ainda a veiculagdo das nanoparticulas
em um biohidrogel que representa uma apresentagdo farmacéutica com um sensorial mais
aceitavel e possibilita a formagao de um filme polimérico na superficie cutdnea, aumentando a
retencdo dos CLN na pele e a hidratagdao do estrato corneo, contribuindo para penetragao do
tacrolimus até as células-alvo que estdo envolvidas nos mecanismos da fisiopatologia da
psoriase.

Cabe ressaltar que até o presente momento nao hé na literatura estudos sobre a utilizagao
de CLN com OA, que além de funcionar como um constituinte do nanossistema na formagao
das nanoestruturas, como fase oleosa para solubilizar o fArmaco, pode atuar como um bioativo
na terapia da psoriase. A incorporagdo dos nanocarreadores contendo tacrolimus ao biohidrogel
como veiculo para uso topico, pode otimizar o perfil de liberagdo, permeagdo/penetragao e
retencdo cutanea, além da potencializacao das acdes farmacolodgicas do tacrolimus e do 6leo de
andiroba, o que configura o cardter inovador do presente trabalho, contribuindo para o
desenvolvimento de habilidades tecnologicas e oportunidades de trabalho e exploragao

comercial da area.
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3 OBJETIVOS

A seguir, os objetivos gerais e especificos que nortearam o desenvolvimento desta tese.

3.1 GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar um sistema inovador
na forma de carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba (Carapa guianensis
Aublet) contendo tacrolimus (Tac-CLN) veiculados em biohidrogel (Tac-CLN/ZBP-HEC),

visando uma futura avalia¢do da eficacia no tratamento da psoriase.

3.2 ESPECIFICOS

& Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados a base do o6leo de andiroba
contendo tacrolimus, através do estudo de pré-formulagdo e otimizagdo pelo

planejamento experimental Box-Behnken;

& Avaliar a estabilidade preliminar e acelerada dos CLN e dos CLN veiculados no

biohidrogel ZBP-HEC;

& Caracterizar Tac-CLN quanto ao tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulagao

do farmaco, cristalinidade, estabilidade e morfologia;

& Analisar a penetragdo e/ou permeagdo cutanea, assim como quantificar a distribuigao
do tacrolimus nas camadas da pele de orelha de porco contido nas formulagdes de CLN,
no biohidrogel e nos CLN veiculados no biohidrogel, utilizando células de Franz e a

técnica de tape stripping.
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4 MATERIAIS E METODO

Os itens a seguir apresentardo os materiais, equipamentos e reagentes que foram

utilizados no desenvolvimento deste trabalho, assim como as suas metodologias.

4.1 MATERIAIS

Diestearato de glicerila (Precirol® ATOS; Gattefossé, Saint-Priest, Franga); Oleo de
andiroba (Carapa guianensis Aublet; Amazon Oil, Par4, Brasil); Polioxietileno (80) monoleato
de sorbitano (Polisorbato 80, Tween® 80; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Lecitina da gema
do ovo com 80% de fosfatidilcolina (Lipoid® E80; Lipid®, Ribeirdo Preto, Brasil);
Fosfatidilcolina de soja (Lipoid® S100; Lipid®, Ribeirdo Preto, Brasil); Orelha de porco
(matadouro de Paulista, Pernambuco, Brasil); BF3-MeOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA);
Metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Agua ultrapurificada (Mili-Q® A-10; Merk
Millipore, Darmstadt, Alemanha); Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA);
Acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Hidroxietilcelulose (Natrosol®,
Pharmanostra, Sao Paulo Brasil), Gel do biopolimero da cana-de-Actcar (Centro de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE, Pernambuco, Brasil); Tacrolimus monohidatado
(Pharmanostra, lote n. 170101, wval. 18/01/2021, Sao Paulo, Brasil); Polioxietileno-
polioxipropileno (Pluronic® F68, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA); Acetato de etila (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA); Fita adesiva Scotch-Brite® 3M (Sumaré¢, Sao Paulo, Brasil); Fita
adesiva dupla face de carbono (Hatfield, Pensilvania, Estados Unidos); Dodecil sulfato de sodio
(GE healthcare, Bélgica); Filtros (Millex® de 0,22 pum, Merck Milipore, Alemanha);
Metilparabeno e Propilparabeno (Nipagin® e Nipasol®; Fagron, Sao Paulo, Brasil);
Propilenoglicol (Synth, Sdo Paulo, Brasil); Etanol (Synth, Sdo Paulo, Brasil); Baloes
volumétricos; Vials; Espatulas de metal; Balanca de precisdao; Banho de Ultrassom; Pipetas

automaticas; Pinga cirurgica; Bisturi e suporte;

4.2 CARACTERIZACAO DOS ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE ANDIROBA

Os acidos graxos livres do 6leo cru das sementes de andiroba foram tipificados e

quantificados via hidrolise dos tiacilglicerideos, previamente derivatizados por metilagao
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usando trifluoreto de boro (BF3) em metanol, e posteriormente analisados por cromatografia

gasosa com detector de massas (CG-EM).

4.2.1 Derivatizacao do o6leo de andiroba

Para reacdo de derivatizacao por esterificacdo dos acidos graxos através da metilacdo
do OA, cerca de 50 mg do 6leo cru das améndoas de andiroba foram pesados em via/ de vidro
e 1,5 mL de metanol foi adicionado. O tubo foi fechado e agitado vigorosamente em vortex.
Logo apos a agitagdao, 200 pL. de BF3;-MeOH foram adicionados e a solucdo foi levada ao
banho-maria a 60°C por 60 min. Apds a reagdo, esperou-se o excesso de metanol evaporar sob
fluxo de ar, em capela de exaustdao, e 1,0 mL de acetato de etila foi adicionado e agitado em
vortex. Em seguida, 10 pL da mistura anterior foram adicionados em via/ com 1,0 mL de acetato

de etila. Apo6s diluicdo, a mistura foi levada imediatamente para analise no CG-EM.

4.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Apos derivatizagao do dleo bruto das améndoas de andiroba, usando o BF3-MeOH, a
identificacao e quantificagdo dos constituintes foram realizadas no cromatografo a gas de alta
resolucao acoplado com um sistema de deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM). O
cromatdgrafo a gas, Trace® 1300 Mainframe (Waltham, Massachusetts, EUA), foi equipado
com uma coluna capilar de silica fundida Agilent® J&W DB-5ms Ultra Inert (Agilent® J&W
Technologies, Santa Clara, EUA) medindo 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum de espessura do filme.
O CG-EM foi equipado com um detector seletivo de espectrometria de massa ISQ® QD
quadrupolo simples (Waters, Milford Massachusetts, USA), operado a 70 eV e a ionizagdo foi
realizada por impacto eletronico (IE).

O forno do CG-EM foi operado a uma temperatura inicial de 110°C até 260°C com uma
taxa de aquecimento de 5°C/min, o tempo final de espera foi de 26 min a 280°C, utilizando o
hélio como gas de arraste com um fluxo de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi fixada em
250°C e 1,0 pL da amostra foi injetada no CG através de um auto injetor Thermo Scientific®
AI/AS-1310 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

O espectrometro de massa foi operado no modo scan, iniciando apds 3 min, com faixa
de massa de 40-800 u.a.m a 1 scan por segundo. A deteccao e detalhamento dos compostos
presentes na amostra foi obtida por espectrometria de massa, através da relagdo entre

massa/carga dos compostos separados. Os componentes do OA foram identificados pela
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comparagao dos seus espectros de massa com os do banco de dados da biblioteca de lipideos
do sistema de espectrometria de massa Thermo® Xcalibur®.

A concentracdo de acidos graxos livres (AGL) foi determinada pelo céalculo da
normalizac¢do da area do pico através da equagdo 1 (MELO et al., 2018). Onde Ai ¢ a area do
pico normalizada identificada e £At ¢ a soma das areas de todos os picos obtidos. Anélises

realizadas do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

Ai
YA¢

AGL(%) = =+x100 (D)

4.3 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO DE CLN

Os estudos de pré-formulagao foram realizados para avaliar as concentragdes ideais de
lipideos so6lido e liquido, constituintes da matriz dos nanocarreadores, € observar possiveis

interacoes fisico-quimicas e cristalinidades dos lipideos.

4.3.1 Efeito da mistura fisica dos lipideos

Misturas Binarias (MB) entre o 6leo de andiroba (OA) e o diestearato de glicerila (Pre)
em diferentes proporcdes (OA:Pre; 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20,
90:10) foram preparadas a fim de estudar a melhor interacdo entre as matrizes lipidicas solida

e liquida.

4.3.1.1 Analise térmica

O analisador termogravimétrico simultineo TGA/DSC 2 STAR® (Mettler-Toledo®,
Suica) foi utilizado para avaliar as variagdes das propriedades fisicas e os produtos de reagao
das amostras. O equipamento foi operado a uma taxa de aquecimento de 10°C/min e faixa de
temperatura de 25 a 400°C. O ensaio foi conduzido sob atmosfera de nitrogénio com um fluxo
de gas de 50 mL/min. Um cadinho de aluminio vazio foi usado como referéncia. O sistema
calorimétrico foi calibrado em temperatura de transicdo ¢ mudangas de entalpia, seguindo o
procedimento do equipamento, utilizando indium como padrdo. Cerca de 10 mg de cada
amostra foram colocados nos cadinhos de aluminio, fechados hermeticamente e submetidos as

analises.
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Os dados obtidos de DSC foram tratados a partir das areas dos picos usando o programa
Mettler STAR® versdo 16.0. A cristalinidade ou indice de recristalinizacdo para as MB foi
calculado de acordo com a equacdo 2 (BHADRA et al., 2017, HAN et al., 2008;
KALAYCIOGLU; AYDOGAN, 2016): onde 0 AHamostra € a entalpia de fusdo da mistura
binaria (OA:Pre), AHguik ¢ a entalpia de fusdo do lipideo solido (Pre). Andlises realizadas no

Laboratorio de Polimeros e Nanoestruturas da UFPE.

IC = Yamostre v )
AHpyik

4.3.1.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Para a obtencdo dos espectros de FTIR as amostras foram analisadas utilizando o
espectrofotometro no infravermelho com transformada de Fourier 4600 séries (Jasco, Easton,
EUA), equipado com o sistema de reflectancia total atenuada (ATR) (ATR-PRO ONE, Jasco,
Easton, EUA) com placa de cristal de seleneto de zinco (ZnSe) (7,2 x 1,0 cm?), 4rea de contato
de 2,5 mm, angulo de incidéncia de 45°. As amostras foram colocadas no dispositivo ATR sem
tratamento prévio e 32 varreduras foram realizadas para cada espectro, com resolugdo de 4 cm-
!¢ velocidade de varredura de 2 mm/s. Os espectros foram coletados entre 4000 e 600 cm™' e
as analises foram tratadas através do programa Spectra Manager®. Anélises realizadas no

Laboratorio de Polimeros e Nanoestruturas da UFPE.
4.3.2 Efeito dos constituintes da formulac¢io

Diferentes tipos e concentragdes de lipideos e tensoativos foram usados no estudo de
pré-formulacao dos CLN. Neste estudo, dois lipideos foram usados: O 6leo bruto da améndoa
da andiroba (Carapa guianensis Aublet), como lipideo liquido, no intervalo de 3 a 10%
(ANDRADE et al., 2007; BALDISSERA et al., 2013; COSTA-SILVA et al., 2007, 2008;
FERREIRA et al., 2010; HENRIQUES; PENIDO, 2014; OLIVEIRA et al., 2013; SENHORINI
et al., 2012; VAUCHER et al., 2015), e o diestearato de glicerila (Precirol® ATO 5), como o
lipideo s6lido, na concentragdo maxima de 10 %. Os surfactantes hidrofilicos (Pluronic® F68,
Tween® 80) e lipofilicos (Lipoid® S100, Lipoid® E80) foram usados a 3%, com equilibrio
hidrofilico-lipofilico (EHL) de 12 (FERREIRA et al., 2010; JESUS et al., 2017).
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As formulacdes foram preparadas pela técnica de emulsificagdo a quente, onde as fases
oleosa e aquosa foram pesadas separadamente e aquecidas (70 £ 10°C) em banho-maria até
fusdo dos lipideos. Em seguida, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa e a agitagdao da
pré-emulsdo (9500 rpm) em dispersor ultra-turrax® T25 (Janke&Kunkel GmbH and Co. KG,
Staufen, Alemanha) foi mantida por 3 min. Apds tempo previsto de agitagdo, as formulagdes
foram levadas ao microfluidizador M110P (Microfluidizer®, Microfluidics, Newton, Estados
Unidos da América) a pressao de 1000 bar (CHEN et al., 2013; SONG et al., 2014). As
formulacdes que apresentaram aspecto macroscopico ideal como, leitosas, fluidas e
homogéneas, foram analisadas pela técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS)
(Zetasizer® nano ZS90, Malvern instrumentos, Sdo Paulo, Brasil) através dos parametros

tamanho e PDI.

4.3.3 Efeito do processo de producao

Temperatura de producao (70 = 10°C) e a agitagdo da pré-emulsdo (9500 rpm), foram
definidos através de estudos baseados nos trabalhos de Chen et al., (2013) e Song et al., (2014).
A formulagdo selecionada para este estudo foi a que se apresentou mais estavel
macroscopicamente no estudo do item 4.3.2. O efeito do nimero de ciclos (1-16) e pressao (100
a 1000 bar) no microfluidizador foram avaliados através dos parametros de D e PDI pela técnica

de DLS usando o Zetasizer® nano ZS90.

4.4 PREPARACAO DE CLN CONTENDO OLEO DE ANDIROBA

Os CLN foram preparados pela técnica de microfluidizagdo com modificacdes (CHEN
et al., 2013). Inicialmente, a fase oleosa contendo 1,5-10 % de Pre, 10 % de OA ¢ 0,3 ou 0,75%
de surfactante lipofilico (Lipoid® S100 ou Lipoid® E80) foi pesada em béquer de vidro. A fase
aquosa contendo dgua purificada e 2,03 ou 2,4% de surfactante hidrofilico (Pluronic® F68 ou
Tween® 80) foi pesada separadamente em outro béquer. Ambas as fases foram levadas para o
banho-maria e aquecidas a 70 + 10°C até fusao dos lipideos.

Posteriormente, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa sob agitacdo constante em
dispersor ultra-turrax® T25 a 9500 rpm por 3 min. Em seguida, a emulsdo pré-formada foi
levada ao microfluidizador equipado com uma camera de interacao F12Y tipo Y de diamante
(Microfluidizer®, Microfluidics, Newton, Estados Unidos da América) a pressdao de 100 a 1000

bar, por 1-16 ciclos consecutivos. Apos passagem pelo microfluidizador, os carreadores
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lipidicos pré-formados foram resfriados em temperatura ambiente para promover a
recristalizacao dos lipideos. A dispersdo coloidal obtida foi armazenada a 4°C em frasco de
vidro até realizagdo das caracterizacdes fisico-quimicas (figura 21) (CHEN et al., 2013; SONG
et al., 2014).

Figura 21 - Diagrama da preparagdo de CLN por microfluidizagao.

Verter B sobre A
o 9500 rpm / 3 min

Fase Oleosa - A Fase Aquosa - B
o Precirol®ATOS o Agua
o Oleo de Andiroba o Tensoativo

Microfluidizacao
o 100 a 1000 bar
o 1a16 ciclos

o Tensoativo Lipofilico Hidrofilico \\\‘
\

Resfriamento

Aquecimento

70 + 10°C —)
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Fonte: Adaptado de Miiller et al., 2002.

4.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL BOX-BEHNKEN PARA OTIMIZACAO DA
PRODUCAO DE CLN

O planejamento experimental do tipo Box-Behnken foi selecionado para otimizar a
producdo de CLN contendo OA. CLN foram produzidos conforme descrito na sessao 4.4
usando tween® 80 (PS80), lipoid® E80 (LES80), temperatura de producdo de 70 + 10°C,
agitacdo no ultra-turrax® da pré-emulsdo de 9500 rpm, pressao de 1000 bar e 5 ciclos no
microfluidizador. As concentragdes de lipideo total (LT) (10, 15 e 20%), lipideo liquido (LL)
(20, 40 e 60%) e surfactante (SF) LE80:PS80 (25:75) de 1, 3 e 5%, foram usadas como variavel
independente. Enquanto que, D, PDI e PZ foram trabalhados como varidveis dependentes
(tabela 2).

O objetivo da otimizag@o foi produzir CLN com os menores diametros (D) na escala
nanométrica, baixo indice de polidispersao (PDI) e elevado potencial zeta (PZ). Assim, 15
experimentos aleatorizados foram realizados (tabela 3).

Os efeitos das varidveis estudadas foram interpretados grafica e estatisticamente
utilizando o programa Statistica® (versao 7.0, StatSoft® Inc., EUA). Graficos de superficie de
resposta foram gerados para visualizar o efeito simultaneo de cada variavel em cada parametro

de resposta.
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Tabela 2 - Codificagdo das variaveis e dos niveis no estudo da metodologia de superficie de resposta
do planejamento experimental Box-Behnken.

Niveis

Variaveis Independentes

-1 0 +1
Concentragao de OA 20 40 60
Concentragdo de LT (Pre e OA) 10 15 20
Concentragao de SF (25:75) 1 3 5
Variaveis Dependentes Limites
D (nm) Minimo
PDI Minimo
PZ (mV) Maximo

Fonte: Elaborada pelo autor.
Onde: OA (6leo de andiroba), LT (lipideo total), Pre (diestearato de glicerila), SF (surfactantes), D
(diametro), PDI (indice de polidispersdo), PZ (potencial zeta).

Tabela 3 - Formulag0es aleatorizadas utilizadas para producdo de CLN através do planejamento
experimental do tipo Box-Behnken.

Variaveis Independentes

Formulagao
LL LT SF
F1 40(0) 20(+1) 5(+1)
F2 20(-1) 20(+1) 3(0)
F3 20(-1) 15(0) 5(+1)
F4 20(-1) 15(0) 1(-1)
F5 60(+1) 10(-1) 3(0)
F6 40(0) 10(-1) 1(-1)
F7 60(+1) 15(0) 5(+1)
F8 40(0) 20(0) 3(0)
F9 40(0) 20(+1) 1(-1)
F10 40(0) 10(-1) 5(+1)
F11 40(0) 15(0) 3(0)
F12 60(+1) 20(+1) 3(0)
F13 40(0) 15(0) 3(0)
F14 60(+1) 15(0) 1(-1)
F15 20(-1) 10(-1) 3(0)

Fonte: Elaborada pelo autor.
Onde: (-1), (0) e (+1) sdo os niveis minimo, central e maximo, respectivamente para as variaveis

independentes. LL (Lipideo Liquido), LT (Lipideo Total) ¢ SF (Surfactantes).
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4.6 FORMULACOES DE CLN

Posteriormente aos estudos de pré-formulagdo e ao planejamento experimental Box-
Behnken, formulagdes de CLN contendo tacrolimus e a producao do biohidrogel, com posterior

veiculagdo do CLN foram elaboradas de acordo com os topicos a seguir.

4.6.1 Incorporacio de tacrolimus em CLN

A concentracgao final de Tac para a encapsulacao nos CLN foi definida baseando-se nos
resultados obtidos nos estudos de solubilidade maxima aparente no 6leo de andiroba (30
mg/mL), assim como na da dose usual recomendada, que ¢ de 1,0 mg/g para tratamento da
psoriase. A quantidade estipulada de tacrolimus para produgdo dos nanossistemas neste estudo
foi estabelecida em 2,0 mg/mL o que corresponde a uma concentragdo de 0,2% de Tac na

formulacao total de CLN correspondendo a 100 mL da dispersao (tabela 4).

Tabela 4 - Formulagdo de CLN de OA contendo 2 mg/mL ou 11,11 mg/g Fonte:
(massa anidra) de Tac.

Componentes Concentragao (%)

Fase Oleosa

OA 9,0

Pre 6,0

LESO 0,75 x fc(1,25) = 0,94

Tac H,O 0,2 x fc(1,022) = 0,2044
Fase Aquosa

PS80 2,25

Agua Purificada (q.s.p) 100,00

Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde: OA (6leo de andiroba), Pre (diestearato de glicerila), LE80 (Lipoid® E80), Tac H,O
(tacrolimus monohidratado, PS80 (polisorbato 80), fc (fator de corre¢do), q.s.p (quantidade
suficiente para).

A dispersao contém um contetido lipidico total de 15% (m/v), estabilizado por 3% (m/v)
de surfactante (polisorbato 80:lecitina, razao 3:1). A propor¢ao 6leo de andiroba:diestearato de
glicerila no CLN foi de 1,5:1, enquanto o volume final da dispersdo foi de 100 mL. O Tac na
formulacdo contém 1,11% (m/m) do conteido anidro (lipideos mais surfactantes),

correspondendo a uma concentragao de 11,11 mg/g de tacrolimus na massa anidra.
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CLN contendo Tac (Tac-CLN) foram preparados aquecendo a fase oleosa, exceto o Tac,
e a fase aquosa, separadamente a 70 £ 10°C, até fusdo dos lipideos. Logo apds a fusdao dos
lipideos, Tac foi adicionado na fase oleosa até sua completa solubilizacao.

Posteriormente, a fase aquosa foi vertida sobre fase oleosa sob agitacio em ultra-
turrax® a 9500 rpm por 3 min. Imediatamente ap6s o tempo previsto de agitacao, a emulsao
formada foi levada ao microfluidizador a 1000 bar por 5 ciclos, para reduzir o tamanho das
goticulas. A nanoemulsdo obtida foi recolhida em frasco de vidro neutro e resfriada em
temperatura ambiente, para solidifica¢do dos lipideos e formagao dos Tac-CLN. Decorridas 24

h da sua manipulagdo, a formulacao foi armazenada sob refrigeracao a 4°C para caracterizagao.

4.6.2 Producio do biohidrogel hibrido contendo Tac-CLN

O veiculo selecionado para incorporar os Tac-CLN foi composto por uma mistura do
polissacarideo semissintético derivado da celulose, a hidroxietilcelulose (HEC) (Natrosol®,
Pharmanostra, Sao Paulo, Brasil) com o biopolimero da cana-de-actcar, obtido pela a¢ao de
bactérias da espécie Zoogloea sp (ZBP), gentilmente cedido pelo Centro de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE, Pernambuco, Brasil, através do professor Jos¢ Lamartine A.

Aguiar. Os componentes da formulacao do biohidrogel hibrido (ZBP-HEC) estdo descritos na

tabela 5.
Tabela 5 - Composicdo do biohidrogel hibrido ZBP-HEC.

Componentes Concentragao (%)
HEC 1,0
Nipagin 0,2
Nipasol 0,02
Propilenoglicol 10,0
Etanol qg.s

ZBP (q.s.p) 100

Fonte: Elaborada pelo autor.
Onde: HEC (hidroxietilcelulose), ZBP (biopolimero da Zoogloea sp), q.s (quantidade
suficiente), q.s.p (quantidade suficiente para).

O ZBP-HEC foi preparado solubilizando o nipagin e nipasol em q.s de alcool absoluto

em béquer de 100 mL com posterior adi¢do do propilenoglicol. A HEC foi dispersa na mistura
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anterior sob agitacdo manual com bastao de vidro, onde posteriormente foi-se adicionado o
ZBP. A dispersao polimérica hibrida foi deixada em repouso durante 24 h para intumescimento
da HEC, protegida do calor, luz e umidade.

Apo6s o tempo previsto, a formulagdo foi levada ao banho-maria a 60°C sob agitacio
constante até completa homogeneizacao e aumento da viscosidade. O biohidrogel hibrido ZBP-
HEC formado foi acondicionado em frasco de vidro, fechado hermeticamente e armazenado
sob refrigeragao.

Os Tac-CLN foram incorporados no biohidrogel na proporg¢ao de 1:1 (m/m), sobre lenta
e constante homogeneizacao com o objetivo de se produzir uma formulagdo farmacéutica com
concentracdo final de Tac de 1,0 mg/g de biohidrogel (Tac-CLN/ZBP-HEC). Para estudos de
permeacao cutanea, formulagdes de biohidrogéis contendo Tac a 0,1 % (1 mg/g, Tac/ZBP-HEC
ou 5,55 mg/g de Tac na massa anidra) e contendo apenas Tac-CLN (1 mg/g) foram
desenvolvidas seguindo o protocolo anterior. Todos os géis produzidos foram acondicionados

em frasco de vidro, fechado hermeticamente e armazenado sob refrigeragao.

4.7 CARACTERIZACAO DE CLN

CLN contendo ou ndo tacrolimus, veiculados ou ndo no biohidrogel foram
caracterizados por andlise térmica, espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier, espalhamento de luz dinamico, potencial eletrocinético, difragdo de raios X,

microscopia eletronica de varredura e a determinacao da eficiéncia de encapsulacao do farmaco.

4.7.1 Analise térmica

O analisador termogravimétrico simultineo TGA/DSC 2 STAR® (Mettler-Toledo,
Suica) foi utilizado para avaliar as variagdes das propriedades fisicas e os produtos de reagao
das amostras. O equipamento foi operado a uma taxa de aquecimento de 10°C/min e faixa de
temperatura de 25 a 400°C. O ensaio foi conduzido sob atmosfera de nitrogénio com um fluxo
de gas de 50 mL/min. Um cadinho de aluminio vazio foi usado como referéncia. O sistema
calorimétrico foi calibrado em temperatura de transicdo ¢ mudancgas de entalpia, seguindo o
procedimento do equipamento, utilizando indium como padrdo. Aproximadamente 10 mg de
cada amostra foram colocados nos cadinhos de aluminio, fechados hermeticamente e

submetidos as analises.
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Os dados obtidos nas analises térmicas foram tratados a partir das areas dos picos usando
o programa Mettler STAR® versdo 16.0.

As medigdes de TG/DSC foram realizadas para as seguintes amostras: 6leo de andiroba
(OA); diestearato de glicerila (Pre); lipoid® E80 (LE80); polisorbato 80 (PS80); mistura fisica
dos componentes da formulagdo (MF); tacrolimus (Tac); carreadores lipidicos
nanoestruturados de 6leo de andiroba (CLN); carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de
andiroba contendo tacrolimus (Tac-CLN); biohidrogel hibrido (ZBP-HEC); carreadores
lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba veiculados no biohidrogel hibrido (CLN/ZBP-
HEC); carreadores lipidicos nanoestruturados de o6leo de andiroba contendo tacrolimus e
veiculados no biohidrogel hibrido (Tac-CLN/ZBP-HEC).

Para o calculo do IC dos CLN contendo ou nao Tac e incorporados ao ZBP-HEC, a
equagao 3 foi utilizada, onde AHamostra € @ entalpia de fusdo dos CLN com ou sem Tac e
incorporados ou ndo de ZBP-HEC, AHBguik Lipidico € @ entalpia de fusdo da MB de OA:Pre (60:40)
€ a Crase Lipidica ¢ @ concentracdo de Pre na formulacdo. Andlises realizadas no Laboratorio de

Polimeros e Nanoestruturas da UFPE.

IC — AH Amostra xloo (3)

AHpyik LipidicoXCFase Lipidica

4.7.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Para a obtencdo dos espectros de FTIR as amostras foram analisadas utilizando o
espectrofotometro no infravermelho com transformada de Fourier 4600 séries, equipado com o
sistema de RTA (ATR-PRO ONE, Jasco, Easton, EUA) com placa de cristal de ZnSe (7,2 x 1,0
cm?), area de contato de 2,5 mm, angulo de incidéncia de 45°. As amostras foram colocadas no
dispositivo RTA sem tratamento prévio e 32 varreduras foram realizadas para cada espectro,
com resolu¢do de 4 cm™! ¢ velocidade de varredura de 2 mm/s.

Os espectros foram coletados entre 4000 € 600 cm™ e as analises foram tratadas através
do programa Spectra Manager®. Andlises realizadas no Laboratério de Polimeros e
Nanoestruturas da UFPE.

As medi¢des de FTIR foram realizadas para as seguintes amostras: 6leo de andiroba
(OA); diestearato de glicerila (Pre); lipoid® E80 (LE80); polisorbato 80 (PS80); mistura fisica
dos componentes da formulagdo (MF); tacrolimus (Tac); carreadores lipidicos

nanoestruturados de 6leo de andiroba (CLN); carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de
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andiroba contendo tacrolimus (Tac-CLN); biohidrogel hibrido (ZBP-HEC); carreadores
lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba veiculados no biohidrogel hibrido (CLN/ZBP-

HEC); carreadores lipidicos nanoestruturados de o6leo de andiroba contendo tacrolimus e

veiculados no biohidrogel hibrido (Tac-CLN/ZBP-HEC).

4.7.3 Determinac¢ao do tamanho, indice de polidispersiao e potencial zeta

Ap6s 24 h de producdo dos CLN, o tamanho e o indice de polidispersdo foram
determinados utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), através do
Zetasizer® nano ZS90 (Malvern instrumentos, Sao Paulo, Brasil), equipado com um raio laser
de 633 nm, com espalhamento dptico fixo a 90°, utilizando cubeta descartavel de poliestireno
de 10 mm. Amostras foram diluidas a uma razao de 1:100 utilizando agua ultra purificada e 3
medicoes foram realizadas a 25°C. Os resultados foram expressos como média & desvio padrao
(VARENNE et al., 2016).

Para determina¢do do potencial eletrocinético ou PZ, os CLN foram diluidos em uma
solucdo de cloreto de sodio 1 mM (VARENNE et al., 2015) na proporcao de 1:100 e inserida
em cubeta descartavel de policarbonato DTS 1060C. Foram feitas 3 determinacdes para cada

analise. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

4.7.4 Difracao de raios X

DRX foi utilizada para investigar a estrutura cristalina dos nanossistemas. Os padrdes
de DRX foram registados a temperatura ambiente (20-25°C). O material foi montado em um
suporte de amostras de vidro e os padroes de DRX foram registrados usando um sistema de
difratdmetro de Bruker AXS D8 Advance (Karlsruhe, Alemanha) equipado com um
goniometro teta/teta configurado na geometria Bragg Brentano com um suporte de amostra
fixo, usando uma fonte de radiagdo CuKa (A=0,15419 nm) e um detector LynxEye. A tensdo e
a corrente elétrica aplicadas foram de 40 kV e 40 mA, respectivamente. A largura da fenda
usada para o feixe incidente na amostra foi de 0,6 mm. As amostras foram digitalizadas entre
(20) 2-80 ° em um modo de varredura por etapas (tamanho do passo 0,01 € 5 s).

As amostras estudadas foram os carreadores lipidicos nanoestruturados de oleo de
andiroba (CLN) e carreadores lipidicos nanoestruturados de o6leo de andiroba contendo
tacrolimus (Tac-CLN). Estudo realizado no departamento de fisica da Universidade Federal do

Ceara.
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4.7.5 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia dos carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba (CLN) e
carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba contendo tacrolimus (Tac-CLN) foi
observada usando a MEV (TESCAN MIRA3, Republica Tcheca). As amostras foram diluidas
na propor¢ao de 1:100 em agua ultrapurificada e 10 uL da diluicdo foram espalhados na
superficie da fita adesiva dupla face de carbono (Hatfield, Pensilvania, Estados Unidos),
montadas em suportes de aluminio. As amostras foram entdo armazenadas em dessecador por
24 h para evaporacao da agua. Apos secas, as amostras foram levadas para o metalizador Q150T
ES (Quoru, Ashford, Inglaterra) e submetidos a uma atmosfera de argdénio com ouro sob vacuo.
A metalizacao foi realizada com uma corrente de 20 mA por 5 min. O microscopio eletronico
de varredura foi operado sob vacuo em uma voltagem de aceleragdo de 10 kV. Analises

realizadas no departamento de fisica da UFPE.

4.7.6 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao de Tac-CLN

Para quantificagdo do Tac encapsulado nos carreadores lipidicos nanoestruturados de
6leo de andiroba, as amostras foram analisadas pelo método descrito por Nam et al., (2011) e
Lapteva et al., (2014a), com algumas modificacdes, usando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccao no espectro do ultravioleta (UV). O sistema cromatografico
(Aliance 2695, Waters, Milford Massachusetts, USA), acoplado ao detector de arranjos de
fotodiodos (DAD) 2998 (Waters, Milford Massachusetts, USA) foi operado a um comprimento
de onda em 210 nm. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm, X
Bridge® Waters) protegida por uma pré-coluna com mesma composi¢ao (20 mm x 4,6 mm). A
separacao do Tac foi realizada em modo isocratico a 40°C. A fase mével foi constituida de uma
mistura de acetonitrila e d4gua acidificada com 4cido trifluoracético a 0,05% na proporc¢ao de
80:20 (v/v). A taxa de fluxo foi estabelecida em 1,2 mL.min"!' e o volume de inje¢do no sistema
de 50 pL. O pico de Tac foi obtido em aproximadamente 5,2 min e um tempo de corrida de 10
min. O programa Waters Empower® 3 foi utilizado para integracao e analise dos dados.

Trés curvas analiticas autenticas para doseamento do Tac foram preparadas nas
concentragdes de 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 20,0 e 40 pg/mL em acetonitrila. As diluigdes foram
injetadas no CLAE e as areas das curvas foram integradas. Posteriormente, estabeleceu-se
correlagdo linear entre concentragdo, considerada variavel independente (x), e relacdo entre as

areas dos picos cromatograficos do farmaco e do padrdo interno, considerada variavel
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dependente (y). A linearidade foi avaliada através de andlise de regressao linear, utilizando
ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.

A quantificagdo do Tac nos CLN foi determinada adicionando 100 pL de Tac-CLN (2,0
mg/mL) correspondendo a 20 pug de Tac em 100 uL de formulagdo (1,11 pg/pug de Tac na massa
anidra) em baldo volumétrico de 10,0 ml contendo acetonitrila. O baldo foi levado ao vortex
por 2 min. A dispersao foi transferida para tubo de centrifugacdo com tampa de rosca e levado
ao banho de ultrassom a 50°C durante 30 min. Posteriormente, o tubo foi entdo submetido a
centrifugacdo a 10.000 rpm (~ 12298 g) por 10 min. O sobrenadante foi coletado e filtrado
usando filtro de 0,22 pum de porosidade. A solucao foi injetada no CLAE utilizando as condi¢des
cromatograficas descritas anteriormente. As areas dos picos foram integradas e a concentragao
de Tac encapsulado no CLN foi calculada através da equagdo da reta previamente obtida.

A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi calculada pela determinagao da quantidade de
farmaco livre no Tac-CLN usando a tecnologia de ultrafiltragdao (YU etal., 2016). Trés amostras
de 500 pL da dispersdo de Tac-CLN (correspondendo a 2,0 mg/mL ou 1,11 ug/ug de Tac na
massa anidra) foram adicionadas na cadmara superior da c€lula de ultrafiltragao (Amicon ultra,
Millipore, MWCO 10 kDa) e levadas para a microcentrifuga (Tomy, TX-160, Jacarta,
Indonésia) a 5.000 (~ 4192 g) durante 30 min. Apos centrifugacao, 50 puL do filtrado foram
diluidos em acetonitrila e analisados por CLAE.

A quantidade de farmaco nao encapsulado foi calculada através da integragao das areas
dos picos utilizando a equacao da reta obtida. Apos calculo da concentracdo de farmaco
encontrada, a EE% foi determinada através da equacdo 4, onde: Tacrowl € a concentragao de
farmaco encontrado no doseamento do Tac-CLN e TacLive € a concentragdo de Tac quantificada

no filtrado.

EE% — Tacrotal—TaCLivre x100 (4)

Tacrotal

4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

Para se avaliar a estabilidade das formulagdes elaboradas, 2,0 mL de cada formulagao
de carreadores lipidicos nanoestruturados de o6leo de andiroba e carreadores lipidicos
nanoestruturados de 6leo de andiroba veiculados no biohidrogel hibrido (CLN e CLN/ZBP-
HEC) foram submetidos a centrifugagdo, a fim de verificar a agdo da forca centrifuga na

sedimentacdo e/ou separacdo de fases das amostras. O ensaio foi conduzido em uma
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ultracentrifuga (Kubota, KR-20000T, Japao) a 3.000 rpm (~ 1106 g) durante 30 min.
Posteriormente ao teste de centrifugacao, aproximadamente 15,0 mL das formulacdes foram
acondicionadas em tubos de vidro neutro, deixando um espago vazio (headspace) para possiveis
trocas gasosas. Além disso, recipientes contendo as amostras foram fechados hermeticamente
e armazenados sob refrigeracdo a 4, 25 e 40°C. As amostras foram avaliadas através dos
parametros de D, PDI, PZ e pH. Os estudos foram realizados nos tempos de 24 h, 7, 15, 30, 60

e 90 dias de armazenamento.

4.9 PERMEACAO/PENETRACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO DE TAC-CLN

Para avaliar as possiveis interferéncias do método de extracdo, identificagdo e
quantificagdo do tacrolimus por HPLC, foi realizado um estudo de seletividade usando
diferentes matrizes. Posteriormente a validagao do método analitico de seletividade, o ensaio
de permeagdo/penetragao foi conduzido usando células e Franz e orelhas de porco como

membrana.

4.9.1 Seletividade do método de extracio e doseamento do tacrolimus frente a

interferentes da formulacio e da matriz bioldgica

Orelhas de suinos foram adquiridas do matadouro no municipio de Paulista
(Pernambuco, Brasil), recolhidas imediatamente apds o abate do animal, armazenadas e
transportas em caixa térmica com gelo. No mesmo dia do abate, as orelhas foram tratadas
lavando-as em dgua corrente para retirada dos residuos e dispostas sobre uma superficie limpa;
com auxilio de pinca e bisturi a pele foi seccionada longitudinalmente separando a cartilagem.
O tecido adiposo subjacente a pele foi excisado e os pelos foram cuidadosamente aparados com
auxilio de tesoura cirurgica. A pele tratada foi entdo cortada em discos de aproximadamente
3,0 cm de diametro, acondicionadas em filme pléstico transparente de PVC e armazenadas em
freezer com temperatura de -20°C por no maximo de 30 dias até o experimento.

A seletividade do método bioanalitico foi conduzido seguindo as diretrizes da
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) n° 428 e o documento
correspondente de orientagdo técnica n° 28 (OECD, 2004a, 2004b). Esta diretriz ¢ aceita por
muitos orgaos reguladores e esta de acordo com o objetivo de reduzir os testes em animais

(GUTH et al., 2015).
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Seis amostras distintas oriundas da matriz dos carreadores lipidicos nanoestruturados de
6leo de andiroba (CLN), biohidrogel hibrido (ZBP-HEC), estrato corneo (EC), pele
remanescente (PR) e a fita adesiva, foram utilizadas para realizacdo do ensaio de seletividade.
Inicialmente foi preparada uma solugao volumétrica de Tac em acetonitrila (1 mg/mL). Em
tubo de extracdo conico de 15,0 mL foram adicionados 100 mg da matriz contaminante (CLN
e ZBP-HEC), em seguida foi-se adicionado 100 pL da solu¢do contendo o Tac e seu volume
ajustado para 5,0 mL com acetonitrila, correspondendo a uma concentragao teodrica de 20
pg/mL de Tac. Os tubos foram fechados e homogeneizados em vortex por 3 min e logo apos
levados ao banho de ultrassom a 50°C por 30 min. Em seguida, as amostras foram submetidas
a centrifugagdo a 10.000 rpm (~ 12298 g) por 10 min. Os sobrenadantes foram entdo filtrados
e levados ao CLAE utilizando metodologia ja anteriormente descrita. Todas as amostras foram
realizadas em sextuplicatas.

A seletividade do método frente a fita adesiva Scotch-Brite® 3M (Sumaré, Sao Paulo,
Brasil), foi realizada inicialmente adicionando 20 fragmentos de fita adesiva, com
aproximadamente 2,0 cm de comprimento, em tubos cdnicos de extragao de 15,0 mL. Em
seguida foi-se adicionado 100 pL da solugdo de Tac (1 mg/mL) e 4,9 mL de acetonitrila, que
correspondeu a uma concentragao final de 20 ug/mL de Tac.

Para se avaliar a seletividade do Tac no EC e na PR, seis amostras de pele foram cortadas
com tamanho e formato da area doadora de dosagem da célula vertical de difusdo de Franz
(1,76 cm?), dispostas sobre uma superficie de vidro e o EC foi removido pela técnica de tape
stripping, onde 20 fitas de aproximadamente 3,0 cm de comprimento foram empregadas.
Individualmente as fitas foram aplicadas na superficie da pele fazendo leve pressao e puxando-
a de forma abrupta para retirada do EC (PRACA et al., 2018).

As fitas foram entdo colocadas dentro dos tubos de extracdo, em cada recipiente foi
adicionado 100 pL da solugdo de Tac a 1,0 mg/mL e 4,9 mL de acetonitrila, que correspondeu
a uma concentracdo final de 20 pug/mL de Tac. As peles remanescentes foram entdo
fragmentadas com auxilio de tesoura cirurgica e colocadas em tubos de extragcao de 15,0 mL.
Em seguida, 100 pL da solugdo de Tac (1,0 mg/mL) e 4,9 mL de acetonitrila foram adicionados
nos tubos, correspondendo também a concentragdo final de 20 pg/mL de Tac.

Os tubos contendo as amostras com as fitas adesivas, as fitas adesivas do tape stripping
e a PR foram fechados e homogeneizados vigorosamente em vortex por 3 min.
Subsequentemente, os tubos foram submetidos ao banho de ultrassom a 50°C por 30 min e,

entdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm (~ 12298 g) por 10 min. Os sobrenadantes



101

foram coletados e filtrados diretamente em vials, levados ao CLAE e as analises

cromatograficas foram realizadas de acordo com os parametros previamente estabelecidos.

4.9.2 Avaliaciao permeacio/penetracio de Tac-CLN nas camadas da pele

O estudo de penetragdo cutanea em modelo de orelha de porco foi realizado utilizando
a c€lula vertical de Franz, conforme preconizados pelo Food and Drug Administration (FDA),
através do Guidance for Industry, Scale-Up and Postapproval Dosage Forms (SUPAC SS) e
pela OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), descrito no
Guidance Document for the Conduct os Skin Absorption Studies (FDA, 1997; OECD, 2004b).

A pele utilizada para este estudo foi inicialmente preparada conforme descrito no item
4.9.1. O ensaio foi conduzido utilizando as cé€lulas verticais de Franz (n=5), possuindo uma
area difusional de 1,76 cm? e com um volume no compartimento receptor de 7,0 mL. Os
experimentos de permeacdo cutanea foram realizados utilizando o sistema Vision® Microette®
plus (Hanson Research Corporation, California, EUA) formado por um grupo de cinco células
verticais de difusdo, banho de circulacdo de 4gua com aquecimento programado (AP007,
Polyscience, EUA) com preenchimento e coletor automatico. O meio receptor foi mantido sob
agitacdo magnética de 350 rpm a 32 + 0,5°C.

As células de difusdo de Franz foram preenchidas com a solucdo receptora de dodecil
sulfato de sddio (GE healthcare, Bélgica) a 0,5% e as peles ja tratadas foram cortadas em forma
de discos, com aproximadamente 3,0 cm de diametro. Os discos de pele foram dispostos sobre
a superficie das células de difusdao com o estrato corneo (EC) voltado para cima e a derme (DE)
em contato com o meio receptor. Os acessorios do equipamento foram posteriormente
acoplados e a temperatura do banho de circulagdo de dgua foi ajustada.

Apos o sistema Vision® Microette® plus atingir a temperatura programada, 200 mg das
formulacdes de carreadores lipidicos nanoestruturados de oleo de andiroba contendo
tacrolimus veiculados no biohidrogel hibrido (Tac-CLN/ZBP-HEC), tacrolimus veiculado no
biohidrogel hibrido (Tac/ZBP-HEC) e uma pomada comercial de tacrolimus a 0,1% (1mg/g)
(Tarfic®; Libbs Farmacéutica, Sao Paulo, Brasil) foram aplicados na superficie da pele com
auxilio de pipeta automatica Multipette® plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e 200 uL
dos carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de andiroba contendo tacrolimus (Tac-
CLN), seguindo o principio da dose infinita, onde permaneceram em contato com a membrana.
A quantidade de formulagdo aplicada em cada amostra corresponde a uma dose de 200 pg de

tacrolimus (11,11 pg/pg de Tac na massa anidra) ou 113,64 ng/cm? de pele de orelha de porco.
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O equipamento foi programado para coletar 1,5 mL do meio receptor no tempo de 24 h. As
amostras coletadas foram filtradas (Millex® de 0,22 um, Merck Milipore, Alemanha) e a
concentracdo de Tac difundida para o meio receptor foi determinada por CLAE, utilizando

metodologia pré-definida.

4.9.3 Quantificacao do tacrolimus no estrato cérneo

A técnica de tape stripping foi usada para remover a camada de EC e determinar
quantidade de Tac retido nesta camada da epiderme (EP) (KLANG et al., 2012). As amostras
de pele foram retiradas das células de Franz, apds o periodo de 24 h de experimento, fixadas
com fita adesiva sobre uma superficie lisa e com o EC voltado para cima, deixando exposta a
area em contato com a formulagdo. Fitas adesivas Scotch-Brite® 3M (Sumaré, Sao Paulo,
Brasil) foram cortadas em pedagos de aproximadamente 2,0 cm, aplicadas sobre a pele onde
fez-se uma leve e constante pressdo. A fita adesiva foi puxada de forma abrupta para retirada
do EC, desprezando sempre a primeira fita de cada amostra. Esse procedimento foi repetido por
20 vezes (20 fitas) (LADEMANN et al., 2009).

As fitas foram entdo colocadas em tubo conico de 15 mL contendo 5,0 mL de
acetonitrila. Os tubos foram levados para o banho de ultrassom a 32°C por um periodo de 1 h.
Posteriormente, foram homogeneizados a 150 rpm em incubadora shaker (Bio-Shaker BR-
300LF, Taitec, Japao) em temperatura constante de 32,0 + 0,5°C por um periodo de 24 h e logo
apos foram agitados em vortex por 2 min. O sobrenadante foi coletado, filtrado e analisado em

CLAE utilizando metodologia pré-definida.

4.9.4 Quantificacdo do tacrolimus na epiderme e derme

A extensao da penetracao cutanea foi avaliada pela quantificacao do Tac retido tanto na
EP quanto na DE, ap0s a realizagdo da técnica do tape stripping. Apos a remogao do EC, a DE
e a EP foram separadas colocando-se a pele em 5,0 mL de dgua ultrapurificada aquecida a 60°C
por 2 min. Apods este procedimento, a EP foi removida com auxilio de bisturi e, entdo, a DE e
EP foram cortadas em pequenos pedacgos que foram colocados em diferentes tubos contendo
1,0 mL de acetonitrila e submetidos ao vortex por 2 min (VENTURINI et al., 2015).
Posteriormente, os tubos foram levados ao banho de ultrassom aquecido a 32°C durante 1 hora

e agitados a 150 rpm em incubadora shaker (Bio-Shaker BR-300LF, Taitec, Japao) em
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temperatura constante de 32,0 + 0,5°C por um periodo de 24 h. Cada amostra foi filtrada (filtro

de 0,22 pm) diretamente em vial antes da injecdo no CLAE.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como a média
(£ desvio padrdo). As andlises estatisticas foram realizadas através de testes de estatistica
descritiva (média e desvio padrao) e inferencial (ANOVA e teste de Tukey) para determinagao
de diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os tratamentos aplicados, utilizando

o programa GraphPad® Prism7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os topicos a seguir apresentardo os resultados obtidos durante o desenvolvimento desta
tese, assim como as argumentacoes para os dados obtidos usando comparativamente artigos

publicados em periddicos cientificos indexados.

5.1 CARACTERIZACAO DOS ACIDO GRAXOS DO OLEO DE ANDIROBA

A tipificagdo dos acidos graxos livres (AGL) do 6leo de andiroba (OA) foi realizada por
metilacdo dos tiacilglicerois, apds exaustiva derivatizagdio com BF3; em metanol, e
subsequentemente analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM).

5.1.1 Derivatizac¢ao do Oleo de Andiroba

A derivatizacdo anterior a analise por CG-EM ¢ uma técnica processual que modifica
essencialmente uma funcionalidade do analito de modo a permitir separagdes cromatograficas
mais robustas. Ela aumenta ou diminui a volatilidade do composto de interesse, reduz a
adsor¢ao do analito no sistema CG-EM, melhora a resposta do detector e a separagdo dos picos
simetricamente (ORATA, 2012).

Alquilagao, acilagdo e sililagao sdo as trés reacdes realizadas na derivatizacdo, onde
materiais altamente polares sdo tornados adequados para analise por CG, tornando-os
suficientes volateis (EDER, 1995; ORATA, 2012).

A alquilagdo ¢ normalmente usada como o primeiro passo para posterior derivatizagao
ou como um método de protecao de certos atomos de hidrogénio ativos em uma molécula de
amostra. Ela representa a substituicdo de hidrogénio ativo por um grupo alifatico ou alifatico-
aromatico (por exemplo, benzilo) no grupo, processo designado por esterificagao. O principio
desta reacdo ¢ a conversao dos acidos organicos em ésteres, em especial ésteres metilicos que
produzem melhores cromatogramas do que os acidos livres. Em geral, os produtos de alquilagao
sa0 menos polares do que os materiais de partida porque o hidrogénio ativo foi substituido por
um grupo alquilo. Os ésteres de alquilo formado oferecem uma excelente estabilidade e podem
ser isolados e armazenados durante periodos prolongados se necessario (EDER, 1995; ORATA,

2012).



105

Na esterifica¢do, um acido reage com um alcool para formar um éster. Na rea¢dao, um
catalisador ¢ recomendado como um acido inorganico (acido cloridrico ou cloreto de tionilo),
por exemplo, na transesterificacdo de gorduras ou 6leos (EDER, 1995; ORATA, 2012).

Reagentes de derivatizacdo comuns para reagdes de alquilacao sdo: dialquilo acetais,
diazoalcanos, brometo de pentafluorobenzilo, brometo de benzilo, trifluoreto de boro (BF3) em
metanol ou butanol e de hidroxido de tetrabutilamonio, entre outros. O trifluoreto de boro (BF3)
em metanol ou n-butanol, formula geral F3:B:HO-CnHn + 1, onde (n = 1 ou 4), € um reagente
usado para um método conveniente e barato para a formagao de ésteres (EDER, 1995; ORATA,
2012).

OA ¢ composto principalmente de triglicerideos, com altos niveis de acido graxos
insaturados, principalmente os acidos oleico (51,81%), palmitico (25,76%), estedrico (9,08%)
e linoleico (8,3%) (CABRAL et al., 2013). Seu contetido insaponificavel varia de 2 a 5% e ¢
formado por triterpenos, esteroides, cumarinas, flavonoides e limonoides, que incluem os
tetranortriterpenoides (TNTP): 17B-hydroxyazadiradione; gedunin; 6a-acetoxy-gedunin; 7-
deacetoxy-7-oxogedunin; 1,2-dihydro-3B-hydroxy-7-deacetoxy-7-oxogedunin;
methylangolensate e xyloccensink, estes responsaveis pelas propriedades farmacologicas
(HENRIQUES; PENIDO, 2014).

Tradicionalmente, a tipificacdo e pureza de 6leos vegetais sdo com base na medicao da
composi¢do de AGL, assim como de mono-(MAGQG), di-(DAQG) e triacilglicerois (TAG). AGL
sdo obtidos através da hidrolise dos TAG e muitas vezes sdo derivatizados por esterificagao
antes da analise cromatografica. Tanto os AGL derivatizado e os TAG sdo subsequentemente
analisados por CG geralmente com um detector de ionizagdao de chama (FID) ou por meio de
CG acoplada a espectrometria de massa (BATAGLION et al., 2014; CABRAL et al., 2013;
MILHOMEM-PAIXAO et al., 2017).

5.1.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas

A CG-EM foi usada para tipificacao dos acidos graxos do OA usado nesta tese. Esta
caracterizacdo permitiu a identificagdo dos compostos graxos que foram inicialmente
derivatizados por metilagdao para permitir sua leitura pelo CG-EM. Os acidos graxos ja foram
tipificados em outros trabalhos, porém ¢ de grande importancia realizar essas analises em 6leos
vegetais, pois os produtos naturais apresentam grande variabilidade composicional. Essa

identificacdo e quantificagdo também permitiu determinar qual a melhor propor¢ao do OA nos
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CLN, devido a sua constituigdo em acidos graxos na matriz lipidica dos nanosistemas,

favorecendo as imperfei¢des na matriz, conferindo maiores taxas de encapsulacao do farmaco.

A figura 22 apresenta o cromatograma total ap6s analises do OA por CG-EM, revelando

a presenga de trés picos principais.

Figura 22 - Cromatograma do OA por CG-EM.
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O pico 1 apresentou o menor tempo de retengdo em 28,47 min, representando ions

moleculares (M") de 74 (m/z), identificado como acido palmitico (C16:0) pela biblioteca de

lipideos (figura 23).

Figura 23 - Fragmentos de massa do pico em 28,47 min do OA obtido por IE.
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O pico 2 foi identificado como sendo o acido oleico (C18:1), apresentando 31,79 min

de tempo de retencdo ¢ com M* de 55 (m/z) (figura 24).

Figura 24 - Fragmentos de massa do pico em 31,79 min do OA obtido por IE.
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O pico 3 com 35,34 min de retengdo e M* de 55 e 71 (m/z) foi identificado como acido

estearico (18:0) (figura 25).

Figura 25 - Fragmentos de massa do pico em 35,34 min do OA obtido por IE.
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Estes compostos identificados na amostra ja foram previamente relatados na literatura
como os maiores constituintes do OA (JESUS et al., 2017). As quantidades relativas calculadas,
de acordo com as areas dos picos, foram de 29,2% para o acido palmitico, 45,72% para o acido
oleico e 10,94% para o acido estedrico (tabela 6), valores estes bem proximos descritos em

outros estudos com o 6leo de andiroba (CABRAL et al., 2013; MELO et al., 2018).
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Tabela 6 - Composicdo dos acidos graxos presentes no OA obtidos por CG-EM.

Acidos graxos (Cag:DL)* Nome do acido graxo Concentragao (%)**
5:0 Acido Valérico 0,3
16:0 Acido palmitico 29,2
16:1n9 Acido Palmitoleico 0,6
18:0 Acido Estearico 10,9
18:1n6 Acido Linoleico 7,6
18:1n9 Acido Oleico 45,7
19:0 Acido Nonadecanoico 1,2
22:0 Acido Behénico 0,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Onde: * - (Cag) Numero de atomos de carbono da cadeia do acido graxo: (DL) Numero de duplas
ligagdes.

nX - Numero de atomos de carbono para a primeira ligagdo dupla contados a partir da extremidade da
cadeia de acido graxo.

** Resultados expressos com concentragdes superiores a 0,17%.

Saraiva et al., (2009) tipificaram diversos 0leos vegetais amazonicos por espectrometria
de massas (EM) com fonte de ioniza¢ao e dessorcao a laser assistida por matriz de analisador
de tempo-de-voo (MALDI-TOF-MS), e concluiram que o OA da amostra analisada apresentou
porcentagens relativas maiores de acidos palmitico e oleico.

Simas et al., (2010) também relataram que a caracteristica mais distintiva dos perfis de
TAG do OA foi a maior porcentagem de acido palmitico, observado pela maior intensidade do
ion na EM ambiente com ionizagdo por aspersao supersonico (EASI-MS).

Cabral et al., (2013) reportaram que a amostra do OA analisada revelou concentragdes
de 4cido oleico (51,81%), palmitico (25,76%) e estedrico (9,08%), utilizando a técnica de
EASI-MS para tipificar e determinar a pureza de 0leos vegetais.

Bataglion et al., (2014) realizaram uma caracterizacdo abrangente de Oleos vegetais
amazonicos por técnicas de CG-EM e EASI-MS, confirmando os dados ja publicados sobre o
OA que os componentes majoritarios sdo os acidos palmitico, oleico e linoleico.

Milhomem-Paixao et al., (2016) também realizaram estudos prévios para investigar a
hematoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e as propriedades antioxidantes e lipidoma
do OA. Os autores avaliaram duas amostras de OA obtidas de regides distintas do estado do
Para (Brasil) por CG-EM e verificaram concentragdes de 55 e 42% de 4cido oleico, 38 e 32%

para o acido palmitico e 0,03 e 14,53% para o 4cido estedrico nas diferentes amostra estudadas.
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Jesus et al., (2017) realizaram andlise na amostra de OA por CG-EM utilizada para
producdo de uma nanoemulsdo. Os autores confirmaram a presenga dos acidos palmitico e
oleico como TAG majoritarios.

Trabalho de Oliveira et al., (2018), com o OA e suas fragdes, para verificar a atividade
leishmanicida destes compostos, determinaram a composi¢ao de acidos graxos usando a técnica
de EM de ionizagdo por eletroaspersao (ESI-MS). Os autores revelaram que os constituintes
majoritarios de AGL eram representados em maiores proporgdes pelos acidos oleico, palmitico
e estearico, respectivamente.

A tipificagdo de AGL presentes em uma amostra de OA através da CG-EM com EI foi
realizada por Melo e colaboradores (2018) em seu trabalho para verificar a genotoxicidade e
atigenotoxicidade do OA e uma nanoemulsdo obtida com esse 0leo. Os autores constataram
que as trés substancias predominantes na composi¢do do OA foram o 4cido oleico (39,13%),
acido palmitico (33,22%) e 4cido linoleico (16,86%).

Os dados observados nos diversos trabalhos aqui apresentados mostram que,
dependendo da origem, técnica de extragdo, purificacdo e método analitico empregado, o OA
pode apresentar variacdes nas concentragcdoes de AGL, porém, observa-se um certo padrao entre
todos os estudos, indicando que o OA possui os acidos oleico e palmitico como os componentes
de maiores proporcoes.

Esses achados foram muito semelhantes aos encontrados nesta pesquisa, indicando que
o OA aqui estudado apresenta caracteristicas quimicas ja descrita na literatura cientifica, o que

favorece a elaboracao de sistemas emulsionados adequados para o estudo proposto.

5.2 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO DE CLN

Os estudos de pré-formulagao foram realizados para verificar a melhor proporgao de
constituintes da formulagdo, assim como as interagdes fisico-quimicas. A seguir serdo
apresentados os resultados e as discussdes que foram observados para se estudar os constituintes

da formulacao de CLN através de estudos de pré-formulacao.
5.2.1 Efeito da mistura fisica dos lipideos
Misturas binarias do 6leo de andiroba e o diestearato de glicerila foram preparadas e

analisadas por termogravimetia e infravermelho com transformada de Fourier para verificar

interacoes e compatibilidades entre os constituintes da formulacao de CLN.
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5.2.1.1 Analise térmica

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os parametros de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) do diestearato de glicerila (Pre) e das misturas binarias (MB) e
seus indices de cristalizagao (IC), e a figura 26 apresenta os seus respectivos termogramas.
Inicialmente, através da MB proporcional entre o OA e o Pre, verificou-se, apos a adi¢cao do
OA, a redugdo da cristalinidade do material através do IC.

A determinacao do IC ¢ util para comparagdo da cristalinidade entre as formulacdes
desenvolvidas, assim como o desempenho dos CLN, avaliando a percentagem da matriz lipidica
que recristalizou durante o tempo de armazenamento.

A caracterizacdo do grau de cristalinidade e da modificacao lipidica sdo parametros
importantes, pois estdo correlacionados com as taxas de incorporagdo e liberacdo do farmaco

na matriz lipidica (XIA et al., 2007).

Tabela 7 - Resultados de DSC do bulk lipidico e propor¢des da MB entre o OA ¢ o Pre, com aumento
da quantidade de OA de 10 a 90%, correspondendo a quantidades diminuidas de Pre de 90 a 10%.

Taxa de mistura Pre 10:90 20:80 30:70 40:60 50:50 60:40 70:30 80:20 90:10
OA:Pre

Entalpia de fusdo - -148 -120 -123  -88 -95 -97 -61 -35 -16
Jd.gh 152

Inicio (°C) (ponto 57 44 45 44 42 41 37 37 36 35
médio)

Pico maximo (°C) 66 63 62 61 60 59 58 55 54 49
IC (%) 100 97 79 81 58 62 64 40 23 10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Sdo dadas a entalpia de fusdo, inicio da fusdo, pico maximo de fusdo e IC. O IC foi calculado
levando em consideragdo apenas o Pre como sendo o bulk lipidico. Onde: OA (6leo de andiroba) e Pre
(diestearato de glicerila).

Como pode-se observar (figura 26), o Pre puro apresentou um evento endotérmico em
66°C, enquanto que nas MB entre o OA e o Pre esses picos foram decrescendo de acordo com
a adicdo do OA, passando de 66°C a 48°C e o IC (%) reduziu de 100% para 10% na ltima
proporcao. A adicdo do OA na matriz lipidica pode resultar no aumento no niumero de defeitos
na rede cristalina lipidica, causado reducgdes no IC (%) e no ponto de fusdo do Pre. MB
apresentam pureza reduzida de cada componente, consequentemente, essas misturas podem

apresentar reduzida entalpia (DANTAS et al., 2018).
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Uma estrutura cristalina menos ordenada prevé uma maior capacidade de encapsulacao
na matriz lipidica de nanocarreadores baseados em lipideos s6lidos. Uma mistura lipidica
composta de moléculas estruturadas de maneira muito diferente impedira a formagao de um
cristal perfeito, proporcionando espacos para acomodar o firmaco na forma molecular ou como

aglomerados amorfos, resultando em uma maior taxa de encapsulagio (MULLER et al., 2007).

Figura 26 - Termogramas de DSC do 6leo de andiroba (OA), diestearato de glicerila (Pre) e mistura

binaria (MB).

—OA
- —Pre
= o 10:90
E 8 ——20:80
5 g 30:70
S o) —— 40:60
0 3 50:50
T 5 ——60:40
9 ——70:30
= ——80:20
w 90:10

f |
b /__/
~—66

58—

T T T T T T T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Temperatura (°C)

Fonte: Proprio autor.

A partir dos resultados de DSC das MB entre o OA e o Pre, foi selecionada a proporcao
60:40 para formagao dos CLN e a encapsulacdo do Tac. Estas proporg¢des justificam-se, pois
haveria maior quantidade de OA na matriz lipidica e, consequentemente uma provavel maior
taxa de encapsulagcdo do farmaco. Com um evento endotérmico inicial em 37°C, temperatura
proxima a temperatura externa da pele, o que promoveria a retengdo € penetragao cutanea, com
posterior fusdo dos CLN e liberagdo do farmaco em camadas mais profundas da pele.

(GARCES et al., 2018).
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5.2.1.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do diestearato de
glicerila (Pre), do 6leo de andiroba (OA) e as misturas binarias (MB) entre OA e o Pre foram
estudados para estimar quaisquer possiveis interagoes quimicas (figura 27). Pre apresentou fina
e forte vibragdo de alongamento C-H em 2912 cm™! € 2848 cm’!, indicando as caracteristicas

hidrofobicas das longas cadeias alquilicas (KIM; PARK, 2011).

Figura 27 - Espectros de FTIR-RTA do diestearato de glicerila (Pre), 6leo de andiroba (OA) e
misturas binarias (MB).
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Fonte: Proprio autor.

Também foram registados picos de absor¢do finos e fortes em 1729 cm!, indicando
estiramento C=0. Uma deformagio angular CH, em 1470 ¢cm™!, uma banda de absor¢do em
1178 cm! caracteristico de deformagio de C-N alifaticos foram observados, e uma deformagio
angular de cadeia em (CH>), para n>3 em 716 cm™' (KUMBHAR; POKHARKAR, 2013).

A andlise por FTIR do 6leo vegetal cru das sementes de andiroba (figura 27) mostrou
algumas bandas principais com caracteristicas referentes aos grupos funcionais presentes no

extrato vegetal, como a deformagdo axial simétrica em que as ligagdes de -CH3 se estendem e
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contraem em fase em 2920 cm', a deformacdo axial simétrica de —CH, em 2852 c¢cm, a
deformagdo axial de -C=0 de ésteres alifaticos saturados em 1743 cm’!, a deformagdo angular
assimétrica de -C-H em 1463 cm™!, a deformagdo correspondente aos —C-O-C- de ésteres
saturados entre 1160 cm™! e também uma deformagdo angular de cadeia em (CHa), para n > 3
em 722 cm™' (SENHORINI et al., 2012).

As bandas de absor¢do do infravermelho de ésteres alifaticos saturados (-C=0) das MB
aparecem nos mesmos numeros dos comprimentos de onda dos espectros do Pre e do OA, sem
quaisquer novos picos, apresentando apenas um discreto desvio na absor¢do em 1729 cm™ para
1737 cm™. Esse deslocamento pode ter ocorrido pelo aquecimento e fusdo da mistura OA:Pre,
porém ainda nas bandas de absor¢ao de compostos carbonilicos.

As MB resultantes entre o Pre ¢ o OA (figura 27) mostraram bandas resultantes da
sobreposicao dos dados observados nos espectros de infravermelho do lipideo solido e do 6leo
vegetal.

Os resultados da andlise de infravermelho sugerem que ndo houve interagdes
intermoleculares entre as MB dos lipideos que serdo constituintes das formulacdes de CLN,
apenas interagdes fisicas, o que torna favoravel para o desenvolvimento dos nanossistemas
lipidicos, o que ja mostra compatibilidade entre eles e, também, ndo havendo modificacdes nas
formas cristalinas dos lipideos, o que poderia impactar na formagdo dos nanocarreadores ou

expulsio do formaco quando encapsulado (MULLER et al., 2007).

5.2.2 Efeito dos constituintes da formulac¢ao

A tabela 8 apresenta as concentragdes das substancias utilizadas no delineamento das
formulacdes. Na primeira etapa do estudo de pré-formulagdo, a agitacdo em ultra-turrax®,
utilizando o surfactante pluronic® F68, promoveu a formagdo de abundante espuma,
dificultando a passagem de algumas formulagdes pelo microfluidizador (F1-F6).

A formulacao F1 apresentou elevada consisténcia, ndo sendo possivel sua passagem
pelo equipamento. Apoés resfriamento, as formulagdes F2, F3, F5, F6, F7 e F8 apresentaram-se
muito viscosas, impossibilitando a diluicdo para determinagdo do tamanho por DLS. Apenas a
formulacao F4 foi possivel avaliar o D e PDI.

Os surfactantes copolimeros em bloco, como ¢ o caso do Pluronic® F-68, quando em
solucdo aquosa € com o aquecimento apresentam propriedades termorreversiveis, cujo
fenomeno € o de termogelificacdo reversivel, caracterizado pela temperatura de transicao do

sol-gel o que torna as formulagdes semissolidas pelo agregado micelar com o aumento da
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temperatura, devido a desidratacdo das cadeias hidrofobicas do ¢6xido de propileno e o
empacotamento ordenado das micelas, o que justifica o aumento da viscosidade nas
formulagdes (DUMORTIER et al., 2006).

O uso do Pre nos CLN também aumenta a viscosidade nestes sistemas, estando
relacionada com a forga da pelicula interfacial provocada pelos tensoativos (FANG et al.,
2008). Abaixo de 70°C a viscosidade do Pre aumenta rapidamente (HUANG et al., 2008) e,
atrelado a esses fenomenos, o carater lipofilico pronunciado do Pre, expresso por um baixo
EHL de 2, podem ter contribuido para este resultado, sendo uma quantidade elevada necessaria
de emulsificantes para um nucleo lipidico com alta lipofilicidade ou porcentagem em sistemas

oleo-em-agua (FANG et al., 2008).

Tabela 8 - Triagem dos componentes da formulacio de CLN.

Formulagao
Componentes (%)

Fl1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
OA 10,0 10,0 10,0 7,5 10,0 10,0 3,5 7,0
Pre 10,0 5,0 2,5 7,5 5,0 5,0 1,5 3,0
Lipoid® S100 1,7 1,7 1,5 1,7 2,0 1,5 0,3 1,0
Pluronic® F-68 1,3 1,3 1,5 1,3 1,5 0,5 1,0
Agua Purificada

100 100 100 100 100 100 100 100
(9..p)
D 398.,4
PDI 0,3

Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde: OA (6leo de andiroba), Pre (diestearato de glicerila), q.s.p (quantidade suficiente para), D
(tamanho de particula), PDI (indice de polidispersdo).
--- ndo possivel analisar/ ndo determinado.

Diante destes fendmenos fisicos, o sistema emulsificante Pluronic® F68 foi substituido
pelo Tween® 80, um surfactante com um EHL mais baixo, proximo ao do OA,
consequentemente menos hidrofilico e formador de pouca espuma, facilitando o uso a altas
taxas de cisalhamento (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013; HAN et al., 2008).

A tabela 9 apresenta os resultados de D e PDI das formulagdes utilizadas na segunda
etapa de selecdo das substancias, onde o Pluronic® F68 foi substituido pelo PS80 e o Lipoid®
S100 pelo LE80, de acordo com os valores de EHL do OA.
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Tabela 9 - Resultados de tamanho (D) e indice de polidispersdo (PDI) apos segunda triagem da

formulagdo de CLN.
Formulacgao
Componentes (%)

F9 F10 F11 F12
OA 3,0 7,0 7,0 8,0
Pre 7,0 7,0 7,0 12,0
LESO 0,3 0,3 0,67 0,75
PS80 24 24 2,03 2,25
Agua Purificada (q.s.p) 100 100 100 100
D (nm) 188,2+1,5 173,0 £3,0 153,0+1,1 188,2+1,5
PDI 0,32 +0,0 0,33+0,0 0,3+0,0 0,32 +0,0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde: OA (6leo de andiroba), Pre (diestearato de glicerila), LES0 (Lipoid® E80) PS80 (polisorbato 80),
g.s.p (quantidade suficiente para), D (tamanho de particula) e PDI (indice de polidispersdo).
Resultados expressos como média + DP, n=3.

Todas as formulacdes testadas neste segundo estudo de otimizagdo dos componentes
apresentaram caracteristicas coloidais, liquidas, leitosas e de aspecto homogéneo,

demonstrando que houve a formacao dos CLN (figura 28).

Figura 28 - Fotografia de CLN apds segunda triagem da formulago.

Fonte: Proprio autor.
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Ap0s substituicao do Lipoid® S100 pelo LE80O nao houve mudangas significativas no
tamanho das particulas dos CLN, que por disponibilidade e motivos econdmicos resolvemos

trabalhar com este agente co-tensoativo para contribuir com a formacao e estabilidade de CLN.

5.2.3 Efeito do processo de producao

Através da variagdo de pressio e do numero de passagens da emulsdo pelo
microfluidizador foram observadas uma reducao acentuada no tamanho (D) dos CLN (figuras
29 e 30). Estes resultados corroboram com estudos anteriores ja publicados, pontuando o efeito
do niimero de ciclos e o aumento da pressao em equipamentos como microfluidizador ou
homogeneizagao a alta pressao (HAP) na redugdo das estruturas de sistemas lipidicos (CHEN
etal., 2013; LEE et al., 2014; LIM et al., 2017; QIAN; MCCLEMENTS, 2011). O tamanho dos
CLN reduziu de 800 nm para 600 nm quando a pressao foi de 200 para 400 bar (figura 29).
Esses valores de D foram progressivamente diminuindo a medida que a pressao do equipamento
foi aumentando, mantendo-se constante em aproximadamente 150 nm quando a pressao atingiu
900 e 1000 bar.

Conduzindo o experimento através do numero de passagens da formulacdo pelo
microfluidizador, pode-se observar que o tamanho dos CLN reduziu de 800 nm para cerca de
300 nm ja na primeira passagem pelo equipamento. A partir do segundo ciclo os CLN
mantiveram tamanhos constantes em cerca de 150 nm até 16 passagens pelo microfluidizador

(figura 30).

Figura 29 - Efeito da pressdo do microfluidizador no tamanho de CLN (n=3).
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 30 - Efeito do nimero de ciclos do microfluidizador no tamanho de CLN (n=3).
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Fonte: Proprio autor.

Trabalho semelhante foi realizado por Chen et al., (2013) quando da otimizagdo do
processo no microfluidizador, desenvolvendo CLN contendo coenzima Q10. Os autores
variaram pressao e ciclos no equipamento, e verificaram que o tamanho das particulas diminuia
quando da mudanga desses parametros, porém quando a pressao variava de 1200 para 1600 bar
e acima de 3 ciclos ndo observaram mudancas significativas nos tamanhos.

Estudos com nanoemulsdo, usando a técnica de microfluidiza¢ao, foram conduzidos por
Quian e McClements (2011) onde os autores constataram que a média do diametro da goticula
diminuia de 1130 nm antes da homogeneizagao para 231, 214, 180, 177, 168 ¢ 165 nm apds
uma unica passagem pelo microfluidizador a pressdes de 4, 6, 8, 10, 12 e 14 kbar,
respectivamente. Isto demonstrou que o microfluidizador ¢ particularmente eficiente na
formacao de pequenos tamanhos de goticulas de emulsdes.

Lima et al., (2017) otimizando a preparacao de nanoparticulas contendo griseofulvina
em HAP verificaram também que, alterando a pressdao de 500 a 1500 bar com 3 passagens, o
tamanho de particula variava de 175 para 131 nm. Eles também verificaram que a 1500 bar e
variando o niumero de passagens pelo HAP de 1 a 5 vezes, os valores de tamanho de particula
também alteravam de 214 para 112 nm.

Assim, 1000 bar e 5 ciclos foram selecionados como condigdo ideal para producao de
CLN por microfluidizacdo, pois pressao mais elevada e quantidades maiores de nimeros de
ciclos ndo influenciaram na diminui¢ao do didmetro. O tempo de producao dos CLN foi curto
e a microfluidizagdo de alta pressao pode produzir CLN em larga escala, o que ¢ adequado para

a producao industrial.



118

5.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL BOX-BEHNKEN PARA OTIMIZACAO DA
PRODUCAO DE CLN

Otimizacdo da produg¢do de CLN foi realizada usando o planejamento experimental
Box-Behnken com o objetivo de produzir sistemas com pequenos tamanhos de particula (D),
baixos indices de polidispersao (PDI) e elevado potencial zeta (PZ). Apds as definigdes dos
parametros ciclos (5 x), pressao (1000 bar), propor¢ao e concentracdes minimas € maximas de
surfactantes (SF) Lipoid® E80 e polisorbato 80 (LE80 e PS80) concentracdes minimas e
maximas de lipideo total (LT), concentragdes minimas e maximas de lipideo liquido (LL),
velocidade de agitacdo da emulsdo (9500 rpm), tempo de agitacdo da emulsdo (3 min) e
temperatura do banho-maria (70 = 10°C), a otimizagdo das formulagdes foi delineada pelo
planejamento fatorial Box-Behnken através da superficie de resposta.

As variaveis independentes mais criticas foram selecionadas baseadas na literatura e nos
estudos de pré-formulagao, cujos fatores podem influenciar nos parametros fisico-quimicos dos
nanossistemas.

Os parametros finais que afetaram a natureza dos CLN mais relevantes foram o par de
surfactantes (polisorbato 80 e Lipoid® E80) e o lipideo liquido (6leo de andiroba). O desenho
de Box-Behnken produziu 15 formulacgdes diferentes, para as quais as respostas estao resumidas

na figura 31 e tabela 10.

Figura 31 - Fotografia das 15 formulagGes obtidas no planejamento experimental Box-Behnken.

Fonte: Proprio autor.

Os valores das variaveis dependentes das 15 formulagdes para o tamanho de particula
ficaram entre 118,2+ 1,95 2 699,4 + 16,58 nm; para o parametro PDI, os valores variaram entre
0,20+0,01 20,85 £0,05 eentre -11,83 £ 0,15 a -21,37 + 0,57 para os resultados de PZ (tabela
10).
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Tabela 10 - Respostas observadas no desenho Box-Behnken para desenvolvimento e otimizaggo das

formula¢des de CLN com os valores preditos gerados pelo programa Statistica® 7.0.

Variaveis Variaveis Dependentes
Formulagdes Independentes Respostas Observadas Respostas Preditas
Xl X2 X3 Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0 1 1 141,23 £ 0,67 0,25+0,00 -16,86+0,31 141,23 0,25  -16,86
2 -1 1 0 202,33+£5,28  0,84+0,05 -16,80+0,70 202,30 0,84 -16,80
3 -1 0 1 174,90 + 1,75 0,39+ 0,01 -1420+0,26 174,90 0,39  -14,20
4 -1 0 -1 69943+16,58 0,59+0,09 -18,70+044 699,43 0,59 -18,70
5 1 -1 0 249,60+ 1,45  0,52+£0,02 -20,93+0,47 249,60 0,52 -2093
6 0 -1 -1 328,16 +18,22 0,79+0,17 -21,36+0,57 328,16 0,79 -21,36
7 1 0 1 149,90 + 2,07 0,40 £ 0,01 -16,10+ 0,46 149,90 0,40 -16,10
8 0 0 0 164,90 + 2,70 0,30 + 0,01 -15,13+0,21 157,27 0,30 -14,94
9 0 1 -1 262,50+ 1,28  0,42+0,05 -18,60+0,56 262,50 0,42 -18,60
10 0 -1 1 118,23+ 1,95 0,24 + 0,01 -15,40+0,79 118,23 0,24  -15,40
11 0 0 0 138,20 + 1,48 0,20 £ 0,01 -12,76 £ 0,23 157,27 0,30 -14,94
12 1 1 0 138,66+1,72  0,35+0,04 -1573+£0,55 138,66 0,35 -15,73
13 0 0 0 168,73£2,06  0,39+0,03 -16,93+0,31 157,27 0,30 -14,94
14 1 0 -1 141,63 +£2,85  0,49+0,02 -18,86+0,38 141,63 0,49 -18,86
15 -1 -] 0 175,13 £ 1,81 0,35+0,04 -11,83+0,15 17513 035 -11,83

Fonte: Elaborado pelo autor.

Onde: X1=LL, X2=LT, X3 =SF; Y1 =D (nm), Y2 =PDI, Y3 =PZ (mV).

Os efeitos das interagdes individuais dos fatores para cada resposta (D, PDI e PZ) foram

analisados por graficos de Pareto. A significincia estatistica dos fatores e suas interagcdes foram

também exploradas usando um grafico de Pareto, como complemento desta analise, com o qual

¢ possivel medir quantitativa e qualitativamente as contribui¢des de cada fator para as respostas

estudadas (figura

32).

O comprimento de cada barra no grafico corresponde ao efeito padronizado das

variaveis independentes e suas interacdes na resposta. As ultimas barras restantes dentro da

linha de referéncia, que correspondem a p < 0,05, representam os fatores menos contribuintes

que nao sao significativos para a resposta final.
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Figura 32 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para as respostas: a) tamanho (D), b) indice
polidispersdo (PDI) e ¢) potencial zeta (PZ) para o delineamento experimental Box-Behnken de CLN.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: O comprimento de cada barra é proporcional ao valor absoluto do coeficiente de regressdo
associado ou efeito estimado. Os efeitos de todos os pardmetros foram padronizados (cada efeito foi
dividido pelo seu erro padrdo). A sequéncia na qual as barras sdo exibidas corresponde a ordem de
importancia do efeito. Quando a linha vertical cruza uma barra de efeito no grafico, indica que este
efeito ¢ estatisticamente significativo com 95% de confiabilidade (p = 0,05). Onde, SF (surfactantes),
LL (lipideo liquido), LT (lipideo total); L (modelo linear) e Q (modelo quadratico).

A anélise do tamanho das particulas, através do grafico de Pareto (figura 32a) demonstra
que a concentragao individual de surfactante e do lipideo liquido sdo os fatores que mais afetam
essa resposta. O tamanho das particulas parece ser negativamente influenciado pelas
concentragdes de lipideo liquido e de surfactante, ambos no modelo linear (1 = -145,7, p =
0,0032; B3 = -82,8, p = 0,0099, respectivamente) o que significa que um aumento nas
concentracgdes de surfactante e lipideo liquido leva a uma diminui¢do no tamanho das particulas.
Porém, ha um nivel 6timo de concentracao de surfactante que resulta em uma reducao da tensao
superficial entre as fases lipidica e aquosa, levando a particulas com tamanhos menores e,

consequentemente, a um aumento na area superficial. No entanto, quando esse nivel 6timo de
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concentracdo de surfactante ¢ superado, ha saturacao, que pode ser atribuida ao acimulo de
excesso de moléculas de surfactante na superficie dos CLN, impedindo novas reducdes no
tamanho das particulas (PINTO et al., 2019). Por outro lado, o tamanho das particulas ¢
positivamente influenciado pelas concentracdes de surfactante e lipideo liquido no modelo
quadratico (B1=56,6, p=0,0226 e 3=77,642, p=0,0128).

Através do grafico de Pareto e analise multivariada foi possivel perceber que o efeito
individual da quantidade de surfactante foi considerado o fator mais significativo, assim como
a interagdo entre o lipideo liquido com o lipideo total. Ambos fatores tiveram um impacto
negativo no tamanho dos CLN, o que indica que os melhores resultados devem ser obtidos
quando esses fatores sdo ajustados ao seu nivel mais alto (+1). Outro fator que gera impacto no
tamanho das particulas ¢ a intera¢dao entre o lipideo liquido com o surfactante, porém esta
interacao gera uma resposta positiva nos CLN, ou seja, aumento de tamanho (figura 32a). Para
as respostas do PDI e PZ, os fatores selecionados nos intervalos ndo foram estatisticamente
significativos (figura 32b, c).

A figura 33 compara quantitativamente os valores experimentais resultantes das
respostas com os valores previstos. As respostas apuradas foram geradas para 15 corridas, o
modelo de melhor ajuste gerado pelo programa, para todas as variaveis dependentes, foi
observado como modelo quadratico com coeficiente de correlagdo quase igual a 1. O valor do
coeficiente de correlagdo R? para tamanho de particula foi de 0,998 com R? ajustado de 0,9980,
indicando bom ajuste ao modelo.

Equacdo polinomial quadratica foi gerada, representando as interagdes linear e
quadratica para a resposta tamanho de particula, com base nos dados experimentais obtidos, e
a significancia de cada coeficiente de regressdo foi avaliada estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA). Os efeitos quantitativos das variaveis independentes e suas interagdes

lineares e quadraticas no tamanho das particulas sdo representados pela equacao 5.

Y, = 157,3 — 145,7X, + 56,5X? — 82,8X; + 77,6X2 + 148,4X,X? + 133,2X,X;  (5)

A expressao matematica de equagdes polinomiais ou tem valor positivo, que indica que
estes efeitos favorecem a resposta final, ou os valores sdo expressos em termo negativo na
equagdo, que infere relacdo inversa do fator independente para a resposta final. A equagao
apresentada refere-se ao fator dependente tamanho de particula (Y1). Para as duas respostas

também avaliadas, PDI (Y2) e potencial zeta (Y3), as equagdes polinomiais ndo foram
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construidas porque nenhuma varidvel independente foi estatisticamente significante no modelo

de planejamento gerado.

Figura 33 - Graficos de correlagdo linear entre os valores observados e previstos, correspondentes as

diversas respostas: a) tamanho (D), b) indice de polidispersdao (PDI) e ¢) potencial zeta (PZ).
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Essa equacao ¢ um modelo ajustado para o qual foram utilizados apenas os coeficientes
relacionados as variaveis independentes com valores de p significativos (p < 0,05). Uma
variavel independente que mostra um valor p mais baixo tem um efeito significativo mais alto
na resposta. Para esta resposta tamanho de particula (Y1), a equagdo de regressdo obtida ¢
estatisticamente significante (R?> = 0,9981) e revelou que duas variaveis da formulacido
selecionadas influenciam significativamente no tamanho das particulas, o surfactante e o
lipideo liquido.

O primeiro argumento da equacao (157,3) refere-se a média do tamanho das particulas
que foi obtida nos 15 experimentos realizados. Os valores positivos antes de um fator (equagao

5) t€ém um efeito sinérgico na resposta, o que indica que esses fatores favorecem a resposta final
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e, pelo contrario, valores negativos agem de maneira antagonica, inferindo uma relagao inversa
da variavel independente com a resposta final.

Graficos tridimensionais de metodologia de superficie para a resposta tamanho de
particula (Y1) foram elaborados para identificar as condi¢des ideais para cada varidvel

dependente (figura 34).

Figura 34 - Graficos de superficie de resposta 3D mostrando o efeito das variaveis independentes no
tamanho (D) de CLN. LT (Lipideo Total), LL (Lipideo Liquido) e SF (Surfactante).
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Fonte: Proprio autor.

Sabe-se que essas parcelas estudam os efeitos de interacao dos fatores nas respostas,
bem como sdo uteis para estudar os efeitos de dois fatores na resposta de uma sé vez. Como as
demais respostas, PDI e PZ, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes, os
graficos de superficie de resposta para estes parametros nao serao apresentados.

O efeito da concentracdo do surfactante teve impacto negativo no tamanho das
particulas assim como o lipideo liquido. Além disso, o efeito combinado da concentracao do
lipideo liquido com a concentragao do lipideo total impacta também no tamanho das particulas,

com efeito positivo na resposta Y 1, assim como a interagdo entre a concentracao lipideo liquido
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com a concentracdo do surfactante. Esses resultados estdo de acordo com os graficos da
superficie de resposta (figura 34) e de Pareto (figura 32).

A relacdo matematica entre os fatores e suas interagdes sobre o tamanho das particulas
sdo elucidadas nos graficos de superficie de resposta (figura 34), mostrando os efeitos das
interacoes dos fatores com maior influéncia no tamanho das particulas. O efeito de X1
(concentracao de lipideo liquido) e X2 (concentragao de lipideo total) e sua interacdo, X1X2
quando X3 ¢ mantido constante ¢ mostrado na figura 34a.

Ao aumentar simultaneamente as concentragcdes de lipideo liquido e lipideo total,
observou-se um aumento no tamanho das particulas, justificando o resultado positivo
(B12=+148.,4, p=0,0062) dessa interacdo na resposta. Aumentar o conteudo lipidico solido
aumentara a viscosidade e a tensdo superficial, formando particulas maiores. Em uma
microemulsdo, a viscosidade da fase interna ¢ diretamente proporcional ao tamanho da
particula. Além disso, a estabilizagdo estérica resultante do surfactante ¢ menos eficaz, gerando
maior aproximagao das goticulas com consequente coalescéncia (PINTO et al., 2019).

O efeito de X1 e X3 (lipideo liquido e surfactante) e sua interagdo X1X3, e o efeito de
X2 (concentragdo de lipideo total) e X3 (concentragao de surfactante) e sua interacdo X2X3 sao
mostrados na figura 34b e 34c, respectivamente. Além disso, ha um efeito positivo de X1X3
no tamanho das particulas (13 =+133,2, p=0,0038) (figura 34b). Isso significa que aumentar a
quantidade de lipideo liquido e a concentracdo de surfactante leva a um aumento no tamanho
das particulas. Nesse caso, o efeito de maior viscosidade na matriz de nanoparticulas lipidicas
¢ também evidente que promovera um aumento no tamanho das particulas.

A inclinagdo do diagrama na figura 34-a indica que o menor tamanho de particula ¢
alcancado com uma concentracao de lipideo total de 15% (m/m), relacionado com o nivel médio
(0) no planejamento e uma concentragao de lipideo liquido de 60% (m/m), correspondendo ao
nivel mais alto (+1). A concentracdo de surfactante também ¢ significativa na figura 34-b,
ilustrando que os menores tamanhos de particula resultam no nivel médio (0) da variavel
surfactante, ou seja, uma concentracao correspondente a 3,0% (m/m).

Conclusao desenhada para o projeto experimental, conforme examinado pelo programa
Statistica® 7.0, apresentou informagdes notaveis e estabeleceu o valor do projeto estatistico
para a realizacdo de experimentos com o diestearato de glicerila, 6leo de andiroba, polisorbato
80 e o Lipoid® E80 para desenvolvimento de CLN.

Variaveis independentes selecionadas, tais como a razdo de 6leo de andiroba e

diestearato de glicerila, para concentracao de lipideo total, concentragdo de 6leo de andiroba
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para lipideo liquido e razdo de PS80 e LE80 para concentragdo de surfactantes, influenciaram
notavelmente as respostas observadas para tamanho de particulas.

O programa Statistica® 7.0 estabeleceu uma equacao polinomial que mostra os
principais efeitos e fatores de interacdo entre as variaveis. Além disso, a validagcdo da equacao
polinomial foi determinada pela técnica ANOVA, acessivel no programa. O grafico de
superficie de resposta 3D foi representado para mostrar a influéncia de varidveis dependentes

nas respostas medidas (tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta).

5.4 PREPARACAO DE CLN CONTENDO OLEO DE ANDIROBA

CLN foram preparados empregando a técnica de microfluidizagio com boa
reprodutibilidade. Este método utiliza uma bomba para for¢ar uma pré-mistura de uma emulsao
a quente em uma camara de interagdo sob alta pressdo, para reduzir o tamanho da goticula. Em
comparagao com outras técnicas, a microfluidizacao apresenta como vantagem a preparacao de
nanossistemas lipidicos com baixo tamanho (D) e indice de polidispersao (PDI) (CHEN et al.,
2013; OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017; SONG et al., 2014; ZHAO et al., 2014).

Diestearato de glicerila (Pre), produto dentro da categoria Geralmente Reconhecido
como Seguro (GRAS) pelo FDA, ¢ o 6leo de andiroba (OA) foram escolhidos como LS e LL,
respectivamente, porque eles apresentaram boa solubilidade do Tac e, quando homogeneizados
e resfriados, a temperatura de fusdo da mistura binaria (MB), através dos estudos de pré-
formulacao, ficou compativel com a temperatura da pele, facilitando a liberagdo do ativo por
mecanismo de fusdo dos CLN.

Os CLN foram produzidos pela técnica de emulsificagdo a quente e posterior
microfluidizagdo. ApoOs os testes de pré-formulagdo, a temperatura de preparacao da pré-
emulsdo foi de 70 + 10°C e a velocidade de rotagao do ultra-turrax® estabelecida em 9500 rpm
por 3 min. A formulagdo otimizada, a partir dos estudos de delineamento experimental Box-
Behnken, para um volume total de 100 mL, foi obtida utilizando uma concentracao de OA de
9% e o Pre de 6%. O par de tensoativo para estabilizacdo da formulagdo foi fixado em 3%,
utilizando uma mistura de PS80 e LE80 na propor¢ao de 3:1 (2,25 ¢ 0,75%), respectivamente.
A pressao do microfluidizador foi padronizada em 1000 bar por 5 ciclos consecutivos de
passagem pelo equipamento.

A nanoemulsdo obtida foi resfriada em temperatura ambiente e, apos 24 h, os CLN

formados foram diluidos na proporcao de 1:100 em agua destilada e caracterizados pela técnica
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de espalhamento de luz dindmico (DLS) para os parametros de D (130,3 + 0,61 nm), PDI (0,1
+ 0,00), apresentando dispersao homogénea e unimodal (figura 35) e PZ (-30,2 =-1,84 mV).

Figura 35 - Tamanho das particulas de CLN da formulacdo otimizada obtida por DLS.

Distribui¢do do Tamanho

-
(o))

N
N

-
N

-
o

Intensidade (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (nm)

Fonte: Proprio autor.

Os CLN obtidos com o OA apresentaram caracteristicas fluidas, coloragdo leitosa,
reflexo azulado, quando colocados contra a luz, indicando o efeito Tyndall da particulas
coloidais. Nao foi observado nenhum indicio de cremeacao, coalescéncia e separacao de fases

nas formulagdes preparadas, indicando boa estabilidade (figura 36).

Figura 36 - CLN obtido pela técnica de microfluidiza¢do apos otimizagéo.

CLN otimizado

Fonte: Proprio autor.
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5.5 FORMULACAO E CARACTERIZACAO DE CLN

Apos otimizacdo da formulagdo de CLN de OA, foi escolhida a formulagdo que
apresentou melhores caracteristicas de tamanho e PDI, assim como a mais estavel e maior
capacidade de incorporagao de OA, mantendo as particulas no estado s6lido. Esta formulagao
selecionada foi utilizada para incorporar o farmaco tacrolimus, € assim prosseguir com o0S
estudos de desenvolvimento de CLN contendo o ativo, para posterior utilizacdo nos ensaios de

penetracao e/ou permeagao cutanea.
5.5.1 Incorporaciao de tacrolimus em CLN

A encapsulagdo do tacrolimus nos CLN (Tac-CLN) foi realiza pela técnica
emulsificacdo e microfluidizacdo com boa reproducao entre amostras. Os Tac-CLN apoés a
producdo apresentaram caracteristicas fluida, branca, sem aspecto visual de sedimentagao,

floculacdo ou separagdo de fases (figura 37).

Figura 37 - CLN apos encapsulacdo do tacrolimus a 0,2% (2,0 mg/mL ou 11,11 mg/g da base anidra).

Tac-CLN

Fonte: Proprio autor.
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5.5.2 Determinac¢ao do tamanho, indice de polidispersiao e potencial zeta

O tamanho (D), indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (PZ) das nanoparticulas
nas formulacdes preparadas foram detectados pelo Zetasizer® nano ZS90 e estao apresentados
na tabela 11. O tamanho da formulagao sem o farmaco foi de 130,3 £ 0,61 nm, ja os Tac-CLN
apresentou um tamanho de 139,7 + 2,69 nm. Tamanho este apropriado para a liberacdo de

farmacos na pele.

Tabela 11 - Caracteristicas das formulacdes de CLN e Tac-CLN.

Formulacao Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
CLN 130,3 + 0,61 0,132 + 0,01 -30,2 + 1,84
Tac-CLN 139,7 + 2,69 0,144 = 0,01 27,1 £1,23

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Resultados expressos como média = DP, n=3.

Segundo Song et al., (2014), quando o tamanho de particulas lipidicas for menor que
200 nm, estas formam uma camada sobre a pele, retardando a perda de dgua por evaporagao,
facilitando a penetragdo do farmaco em camadas mais profundas.

Pode-se observar também que houve um ligeiro aumento no tamanho das particula
lipidicas quando o tacrolimus foi encapsulado nos CLN, porém o farmaco ndo alterou
significativamente as suas caracteristicas fisicas. Resultados semelhantes foram observados por
outros trabalhos (DANTAS et al., 2018; NAM; JI; PARK, 2011).

O PDI das formulagdes CLN e Tac-CLN foi de 0,1, indicando excelente homogeneidade
entre as nanoparticulas. PDI inferior a 0,3, indica uma distribuicdo de tamanho estreita e
homogénea e ele descreve a intensidade da luz espalhada por muitas fragdes de particulas
diferindo em seus tamanhos e ¢ calculado por (largura/média)? para cada pico. Enquanto um
PDI <0,1 ¢ considerado como particulas monodispersas, valores de 0,1 a 0,4 sdo considerados
moderadamente dispersos e maiores que 0,4 sdo altamente polidispersas (BHATTACHARIJEE,
2016).

CLN e Tac-CLN apresentaram um PZ de aproximadamente -30,2 mV e -27,1 mV,
respectivamente. A molécula do farmaco ndo alterou de forma significativa o PZ das
formulacdes. O PZ ou potencial eletrocinético (&) reflete a diferenga de potencial entre a dupla
camada elétrica existente na superficie de particulas eletroforeticamente mdveis, quando as
mesmas estao carregadas eletricamente e sao dispersas em um meio, ¢ a camada de dispersante

ao redor delas no plano de cisalhamento (BHATTACHARIJEE, 2016). O PZ negativo dos CLN
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pode ser atribuido ao PS80, que embora este tensoativo seja ndao-idonico, isto pode ser gerado
pela sua estrutura quimica e a sua hidrolise parcial (figura 38), mas o mecanismo exato ¢

desconhecido (NAM; JI; PARK, 2011).

Figura 38 - Estrutura quimica do polisorbato 80 (Tween® 80): monoleato de sorbitano etoxilado 20
EO.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5284448.

A carga negativa das nanoparticulas também pode ser oriunda das fracdes anidnicas do

LESO, constituido por lecitina da gema do ovo (figura 39).

Figura 39 - Estrutura quimica da fosfatidilcolina da gema do ovo (Lipoid® E80): 1,2-Diestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/94190.
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O LES8O utilizado neste estudo continha 80% de fosfatidilcolina, fosfolipideo
ziwteridnico. Os outros componentes (20%) sdo carregados negativamente, pois possuem
lipideos com grupamentos acidos (WASHINGTON, 1996). Associados, os emulsificantes
PS80 (hidrofilico) e o LE8O0 (lipofilico), na interface dos CLN podem ser os responsaveis pelas
cargas superficiais negativas (FANG et al., 2008).

Segundo alguns autores, a dupla camada elétrica criada na interface de CLN ¢ devido a
presenca de grupos ionogénicos (-OH, -COOH), originados tanto dos ésteres graxos dos
lipideos (6leo de andiroba e diestearato de glicerila), que podem sofre ionizacao e/ou hidrdlise,
quanto dos surfactantes (polisorbato 80 e lipoid® ES80) utilizados para a formagao dos
nanossistemas, que apresentam uma carga negativa residual (ANDRADE et al., 2017;
AVERINA et al., 2011; SONG et al., 2014; TADROS, 2014).

De acordo com a literatura, medir o potencial zeta de CLN permite relacionar com a
estabilidade de armazenamento do coloide. Diretrizes classificam as dispersdes de
nanoparticulas com valores de potencial zetade+0a 10 mV,+10a20mV e+20a30mV e
> + 30 mV como altamente instaveis, relativamente estaveis, moderadamente estaveis e
altamente estaveis, respectivamente (BHATTACHARIJEE, 2016).

Em geral, sdo comuns nos artigos sobre liberagao controlada de farmacos a citagdo que
a agregacao de particulas ¢ menos provavel de ocorrer em particulas com cargas superficiais [>
25 mV|, uma vez que a maior ionizac¢do na interface tende a aumentar a repulsado eletrostatica e
evitar a agregacao.

Portanto, podemos afirmar que os Tac-CLN desenvolvidos neste trabalho apresentou
moderada a elevada estabilidade (BHATTACHARIEE, 2016; DANTAS et al., 2018; SONG et
al., 2014).

5.5.3 Microscopia eletronica de varredura

Para obter mais informagdes sobre tamanho, forma e morfologia da superficie das
nanoparticulas, fotoeletromicrografias das formulagdes de CLN e Tac-CLN foram obtidas por
MEYV, que forneceu informagdes tridimensionais das nanoestruturas.

Técnicas microscopicas avancadas como a MEV sdo frequentemente usadas para
fornecer informagdes criticas com relagdo ao diametro, distribui¢ao de tamanho, morfologia,

topografia da superficie e até estrutura interna de CLN.
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Porém, o uso de feixes de elétrons de alta energia e a condi¢ao de vacuo usada na MEV
podem causar mudancas na estrutura lipidica instavel, provocando desestruturagdo nas
nanoparticulas e dificultando a visualiza¢dao da sua morfologia (TAMIJIDI et al., 2013).

A andlise por MEV revelou que os CLN e Tac-CLN apresentaram a forma esférica,
uniformemente distribuidas e ndo foram percebidos sinais de aglomeragao das particulas (visao

geral do campo nas figuras 40a e 40b, respectivamente).

Figura 40 - Microscopia eletronica de varredura de CLN (a) e Tac-CLN (b) mostrando a distribuicao
regular e a forma esférica. Imagens captadas com ampliaggo de: a) 36600 X e b) 35400 X e a escala da
barra medida em 1 um. Em detalhe, mostrando a superficie lisa e uniforme. Imagens captadas com
ampliagdo de: a) 92000 X ¢ b) 132000 X ¢ a escala da barra medida em: a) 500 nm ¢ b) 200 nm.
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Fonte: Proprio autor.

Para maiores detalhes, as suas superficies eram lisas e uniformes, independente da sua
composic¢ao (figura 40, em detalhe). Nao foi percebido aumento de tamanho significativo entre
0s CLN e Tac-CLN observados por MEV, corroborando com os dados obtidos pela técnica de
DLS.

Observa-se também algumas imperfeicdes nas imagens captadas das nanoestruturas,
sugerindo que o nanocompartimento oleoso no interior dos CLN pode tornar as particulas mais
vulneraveis ao processo de preparacdo e obtencdo das imagens, usualmente exigido

previamente a analise por MEV, como por exemplo serem fundidas facilmente e degradadas

(ARAUJO et al., 2010).
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5.5.4 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao de Tac-CLN

Tacrolimus foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
adaptando os parametros de trabalhos ja publicados (ANDRADE et al., 2017; BANDE;
AGARWAL, 2012; GABRIEL et al., 2016; IQBAL et al., 2012; LAPTEVA et al., 2014a;
NAM; JI; PARK, 2011; PATEL et al., 2011).

A fase movel foi constituida de acetonitrila, d4gua e acido trifluoracético a 0,05% na
proporc¢ao de 80:20, bombeada a um fluxo constante de 1,2 mL/min e o Tac foi detectado em
210 nm. A coluna foi mantida a 40°C com um volume de inje¢ao de 50 pL. Nestas condigoes,
um pico simétrico do Tac foi visualizado com um tempo de retencao (tR) de aproximadamente

5,2 min (figura 41).

Figura 41 - Cromatograma do Tac obtido por CLAE em 5,198 min.
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Fonte: Proprio autor.

A curva de calibragdo, obtida pela plotagem da area do pico relativo em relagdo a
concentracdo da solucdo volumétrica de Tac foi linear na faixa de concentragdao de 1,0 a 40
ug/mL. A equagdo da reta de regressao, calculada pelo método dos minimos quadrados, foi Y
= 33987X — 8709,4 com um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9999 (figura 42). Os
resultados dos parametros analiticos obtidos mostraram que, dentro das concentracdes testadas,
houve correlagdo altamente forte entre a area do pico e a concentragcdo do farmaco.

O limite de deteccao calculado foi de 0,11 pug/mL, correspondendo a menor quantidade
do farmaco que pode ser detectado, mas nao necessariamente quantificado, e o limite de
quantificagdo foi de 0,34 pug/mL (tabela 12), que ¢ definido como a menor quantidade do

farmaco que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis (ANVISA, 2017).
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Figura 42 - Curva de calibrag¢do do Tac obtida por CLAE (n=3).
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Fonte: Proprio autor.
Os valores encontrados para determinagdao do Tac, como o desvio padrdao (DP) da
inclinacao dareta (58,62) e o DP da interse¢ao da reta (1164,27), foram considerados adequados

para um método analitico (tabela 12).

Tabela 12 - Dados obtidos através da curva de calibracdo do Tac por CLAE.

Parametros Tacrolimus
Faixa de concentragdo (ug/mL) 1-40
Tempo de Reten¢do (min) 5,2
Inclinagdo da Reta 33987 (£58,62)
Intersecao da Reta 8709,4 (£1164,27)
Limite de Detecc¢ao (pug/mL) 0,11
Limite de Quantificagdo (ug/mL) 0,34
Valor de R? 0,9999

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Resultados expressos como média = DP, n=3.

Para se determinar a eficiéncia de encapsula¢do (EE%), a quantificagdo do Tac foi
realizada nos Tac-CLN ap6s 24 h da sua producao. O teor do farmaco nos CLN, determinado

através da equagdo da reta, foi de 2,02 + 0,013 mg/mL, correspondendo a 101% e o Desvio
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Padrao Relativo (DPR) foi de 0,64. Os valores estdo dentro dos limites de 95% a 105% da
quantidade declarada de Tac nos CLN (2,0 mg/mL) e o DPR foi inferior a 6%, para doseamento
de farmacos em medicamentos de uso topico, sendo estes resultados aceitaveis em protocolos
de doseamento de farmacos (USP, 2009).

A eficiéncia de encapsulagdo do Tac na dispersao de CLN pelo método de ultrafiltragao
foi de 99,2% + 0,06% correspondendo a uma concentracdo de 1,98 mg/mL de Tac na
formulacao total ou 11,02 mg/g na base anidra.

Andrade et al., (2017) co-encapsularam Tac e clobetasol em CLN desenvolvido com
acido estedrico e acido oleico, obtendo taxas de encapsulacao de 97,2% para o Tac-CLN e
98,0% no Tac-CLN associado com clobetasol. Os autores atribuiram a alta capacidade de
encapsulagdo do Tac nos CLN a sua elevada solubilidade no acido estedrico e grande afinidade
com a matriz lipidica. De acordo com os autores, um pré-requisito para se alcancar uma boa
EE% ¢ a elevada solubilidade do fArmaco na fase lipidica, o que foi constatado neste trabalho
um solubilidade aparente do Tac no OA em torno de 30,0 mg/mL, confirmando esta premissa.

Elevadas taxas de encapsulacio do Tac também foram conseguidas usando
monocaprilato de propilenoglicol e trimiristato de glicerila para formacdo de CLN modificados,
alcancando taxa de aproximadamente 97,0% de encapsulagdo do Tac. Neste caso, eles
modificaram a estrutura de cristalizacdo do lipideo sélido com um solubilizante lipofilico
(monocaprilato de propilenoglicol), em baixas concentragdes, formando nanogotas liquidas do
farmaco nas imperfeigdes cristalinas do lipideo sélido, acomodando o farmaco. Essa
abordagem levou a forma¢ao de CLN modificados obtendo alta EE% (POPLE; SINGH, 2011).

Diferentemente dos dados obtidos, EE% de 50,0% foi conseguido quando CLN foram
desenvolvidos com monoestearato de glicerol e dimetilglicol monometil éter, como lipideos
solido e liquido, respectivamente, usando a técnica de ultrasonicacdo (NAM; JI; PARK, 2011).

Khan et al., (2016b) afirmam que as maiores concentragdes de lipideos e surfactantes
influenciam na encapsulacao do Tac usado em CLN para uso oral. Segundo os autores, a razao
obvia ¢ que quanto maior o contetido lipidico, maior a incompatibilidade na composi¢ao
lipidica binaria (lipideos so6lido e liquido) de diferentes comprimentos de cadeia de acidos
graxos, resultando em mais espago para a acomodagao do farmaco nas imperfeigdes estruturais.
J4 a maior concentragdo de surfactante estaria facilitando o aumento da assimilagao do fArmaco
dentro dos CLN, estabilizando a formulagao.

Contrapondo a discussao elaborada por Khan et al., (2016b), o Tac apresenta baixa
solubilidade geral em lipideos so6lidos, necessitando de elevadas quantidades (5,0% m/m ou

mais) para solubilizar completamente o farmaco. Porém, concentragdes lipidicas elevadas
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também podem comprometer a estabilidade do sistema devido a agregacao das nanoparticulas

(POPLE; SINGH, 2011).

5.5.5 Analise térmica

A DSC ¢ o método mais comum usado para detectar quaisquer alteracdes na
cristalinidade nos CLN em funcao da temperatura. A DSC baseia-se no fato de que diferentes
modificagdes lipidicas possuem diferentes pontos de fusao, como foi feito para caracterizar o
polimorfismo e o grau de cristalinidade nos CLN contendo Tac (KHOSA; REDDI; SAHA,
2018).

Para obter CLN estavel, ¢ necessaria a caracterizacdo da cristalinidade e o grau de
modificacao lipidica. Além disso, o estado cristalino e a modifica¢do lipidica podem influenciar
a eficiéncia de encapsulacao e a cinética de liberacao (KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).

Diante dos resultados de DSC das formulagdes, pode-se verificar que o Tac apresentou
um pico endotérmico em 131,49°C (tabela 13 e figura 43), indicando a fusdo do farmaco, dados
estes semelhantes aos da literatura, apenas com algumas variagoes.

Estudos de DSC com o Tac compararam os picos de fusdo do farmaco com duas
diferentes taxas de aquecimento, mostrando uma variagao entre 116 e 134°C para a taxas de
aquecimento de 2 a 40°C /minuto, respectivamente. Esta variacdo na fusdo pode indicar a
existéncia de Tac em diferentes formas hidratadas (DANTAS et al., 2018; POPLE; SINGH,
2011; RAHMAN; ZIDAN; KHAN, 2013).

Tabela 13 - Resultados de DSC do Tac, MB, CLN e Tac-CLN.

Amostra Tac MB (60:40) CLN Tac-CLN
Entalpia de fusdo (J.g™!) -52,77 -96,66 -5,57 -65,70
Inicio (°C) (ponto médio) 121,81 35,76 36,83 35,29
Pico méaximo (°C) 131,49 58,25 48,07 53,69
IC (%) 100 0,4 4,5

Fonte: Elaborada pelo autor.
Onde: Tac (tacrolimus), MB (mistura binaria), IC (indice de cristalizacdo).

A figura 43 mostra que os CLN apresentaram dois picos endotérmicos, onde a primeira
transi¢do ocorreu em 48,07°C, relatado como a fusdo dos CLN, um pouco mais baixo em

relagdo a MB, provavelmente pela presenca dos surfactantes da formulacdo. Na segunda
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transi¢do existe um pico endotérmico grande e largo iniciando em 83,99°C, provavelmente
indicando evaporagao do solvente, principalmente agua, pois os CLN nado foram liofilizados
neste estudo. O IC dos CLN foi de 0,4% (tabela 13), mostrando elevado grau de desordem da
matriz lipidica, uma vez que a incorporacao de dleo reduz as temperaturas de cristalizagdo e

fusdo da matriz, resultando em uma menor entalpia de fusio (GOMES et al., 2014).

Figura 43 - Termogramas de DSC do Tac, MB, CLN e Tac-CLN.
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Fonte: Proprio autor.

O termograma de DSC de Tac-CLN mostrou um pico endotérmico em 53,69°C e um IC
de 4,5%, temperatura um pouco abaixo da fusdo da MB. O pico endotérmico de fusdo dos Tac-
CLN (figura 43) mostrou completa auséncia do pico de Tac, indicando que o farmaco foi
completamente solubilizado dentro da matriz lipidica do nanossistema.

Quando o Tac foi incorporado nos CLN, a temperatura inicial de fusao (35,29°C)
permaneceu praticamente inalterada quando comparada com a MB, no entanto houve uma
diminui¢do na entalpia nos Tac-CLN, significando que ha uma perda de cristalinidade dos

lipideos, porém apresentando ainda algum certo grau (4,5%).
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De fato, a entalpia de fusdo da MB diminuiu de -96,66 J/g para -65,70 J/g. Esses dados
indicam uma recristaliza¢cdo mais lenta e uma maior perturba¢ao na ordem dos cristais lipidicos,
que podem influenciar na eficiéncia de encapsulacdo e gerar maior estabilidade do sistema e
acomodacao do farmaco no seu interior (GOMES et al., 2014).

De acordo com Dantas et al., (2018) a diminui¢ao da temperatura de fusdo e da entalpia
nos CLN pode ser atribuida a uma maior desorganizacao do sistema. A incorporagao de lipideos
liquidos promove mais imperfeigdes na matriz lipidica sélida do nanossistema lipidico,
reduzindo a tendéncia de recristalizar o lipidio solido nas suas formas mais estaveis
termodinamicamente. Isso pode promover mais espaco para a acomodacao do farmaco e
impedir sua expulsdo devido a transi¢ao polimoérfica durante o armazenamento.

A MB revelou um pico em 58,25°C (figura 43 e tabela 13). Em comparagdo com a MB,
0 DSC do Tac-CLN mostra menor temperatura de inicio de fusdo e valores de temperatura de
pico (53,69°C), isso pode ser explicado pela presenca do Tac na matriz lipidica, que também
resulta em um aumento no numeros de defeitos na rede cristalina lipidica, causando uma
diminui¢do no ponto de fusdo da formulacao (POPLE; SINGH, 2012).

O estado so6lido do Tac-CLN foi confirmado para a temperatura da pele (32°C), uma
vez que a temperatura de inicio e o pico de fusdo estavam bem acima deste valor, assim como
a auséncia do pico endotérmico de fusdo do Tac, indicando que houve solubilizacdo ou
conversao do farmaco da forma cristalina para a forma amorfa na matriz dos CLN.

A calorimetria exploratério diferencial (DSC) da uma visdo sobre a fusdo e
recristalizacao dos lipideos s6lidos nos CLN. A determinagdo da DSC usa o fato de que varias
modificagdes lipidicas t€ém varios pontos de fusdo e entalpias. O grau de cristalinidade dos CLN
¢ calculado a partir da relagdo entre a entalpia dos CLN e a entalpia lipidica total, e que este
diminui com o aumento da razao lipidica liquida nas particulas.

Esses resultados apresentam a evidéncia de que o 6leo de andiroba € o principal fator
que diminui a cristalinidade e aumenta a estrutura menos ordenada dos CLN. O declinio da
entalpia e a reducao do ponto de fusdo dos lipideos ocorrem em CLN que possuam menorer
tamanhos, consequentemente uma maior area superficial e também maior nimero de
emulsificantes (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013).

Entao, podemos observar que 6leo de andiroba levou a uma perturbagdo na ordem dos
cristais do diestearato de glicerila, resultando em mais espaco para incluir as moléculas do Tac,
0 que corrobora com os dados de eficiéncia de encapsulagdo apresentando neste trabalho, que
foi de 99,2% + 0,06% correspondendo a uma concentracdo de 1,98 mg/mL de Tac na

formulacao total ou 11,02 mg/g na base anidra.
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5.5.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR do Tac, da MB entre OA e Pre (60:40) e das formulacdes de CLN
e Tac-CLN foram estudadas para estimar quaisquer possiveis interagdes quimicas entre os

componentes dos nanossistemas (figura 44).

Figura 44 - Espectros de FTIR do Tac, MB, CLN e Tac-CLN.
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O espectro de infravermelho do Tac mostrou duas banda de absor¢ao largas e de média
intensidade em 3436 cm™ € 2922 cm™!, devido a vibra¢do de alongamento O-H (4alcool) e uma
vibracao de alongamento C-H, respectivamente; Apresentou também uma ressonancia amidica
e cetonica (C=0) com vibragdes de alongamento em 1739 cm™!, 1722 cm™ € 1692 cm™! ¢ uma
vibragdo de alongamento C=C em 1636 cm’! fina e forte; Vibragdo de alongamento C=0 (éster)
em 1191 cm™! e vibrag¢do de alongamento C-O-C (éter) em 1171 cm™ € 1087 cm’!. Esses dados
observados estdo de acordo com os valores ja relatados pela literatura (KHAN et al., 2016a;
PATEL; PANCHAL; MEHTA, 2013; RAHMAN et al., 2014; SAVIC et al., 2017; RAHMAN;
ZIDAN; KHAN, 2013).
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A MB selecionada, a partir do estudos de pré-formulagdo, apresentou fina e forte
vibragdo de alongamento C-H em 2915 cm! e 2848 cm’!, indicando as caracteristicas
hidrofobicas das longas cadeias alquilicas (KIM; PARK, 2011). Também foi registado pico de
absor¢do fino e forte em 1735 cm!, indicando estiramento C=0. Uma deformagdo angular CH
em 1470 cm™', a deformagio correspondente aos —C-O-C- de ésteres saturados entre 1178 cm’!
e também uma deformacio angular de cadeia em (CHz), paran>3 em 716 cm”' (KUMBHAR,;
POKHARKAR, 2013; SENHORINI et al., 2012).

As formulagdes CLN e Tac-CLN apresentaram picos de vibragao de alongamento largos
e fortes bem nitidos em 3306 cm™! € em 1646 cm!, como resultado de vibragdes de alongamento
O-H, devido a presenga de agua das formulagdes (figura 44). Também foram observados picos
fracos e finos em 2915 cm™ e em 2848 ¢cm™!, correspondendo aos seus constituintes lipidicos
originarios, devido aos grupos alcanos C-H do diestearato de glicerila (Pre). A presencga do Tac
na formulagdo nao pode ser identificada, devido a encapsulacdo do farmaco na nanoestrutura
lipidicas, o que dificulta a visualizagdo dos seus picos.

Observacdes semelhantes foram encontradas por Savic¢ et al., (2017) usando o Tac em
microemulsdes, onde as bandas de absor¢ao mostradas nos espectros de FTIR apareceram nos
mesmos numeros de comprimento de onda dos espectros das microemulsdes contendo Tac, sem
quaisquer novos picos ou potenciais desvios. Assim como também foi observado por Pople e
Singh (2011), onde o Tac foi encapsulado em CLN modificado, utilizando os lipideos
diestearato de glicerila e o monocaprilato de propilenoglicol, evidenciando sobreposi¢ao dos
picos dos materiais originarios. Khan et al., (2016b) estudaram a encapsulag¢do do Tac em CLN
contendo berrenato de glicerila (Compritol® 888 ATO) para uso oral e verificaram que o FTIR
da formulagdo placebo mostrou apenas os picos caracteristicos dos excipientes e auséncia de
picos correspondendo ao farmaco.

Portanto, nos estudos de FTIR do Tac, MB, CLN e Tac-CLN ndo foram observadas
interacoes quimicas significativas ou alteragdes na estrutura das nanoparticulas quando da

incorporagao do farmaco, estes resultados podem ser atribuidos a total encapsulacao do Tac nos

CLN.
5.5.7 Difracao de raios X
As medidas de DRX foram realizadas para avaliar o estado fisico do ntcleo lipidico e

fornecer informacdes sobre o estado de cristalinidade do farmaco e das formulagdes de CLN.

A figura 45 mostra os padroes de difracdo de raios X do tacrolimus (Tac), diestearato de
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glicerila (Pre), carreadores lipidicos nanoestruturados de dleo de andiroba (CLN) e CLN
contendo tacrolimus (Tac-CLN).

Os padroes de DRX do Tac foram obtidos da literatura e demonstra que o farmaco na
sua forma monohidratada apresenta varios picos intensos e pontiagudos em 26 igual a 7,3°,
13,5°, 15,4° 21,1° 21,3° e 25,7°, caracteristica da sua natureza cristalina. Estes picos foram
usados como picos de diagnostico para a identificacdo do Tac nos CLN (DANTAS et al., 2018;
JOE et al., 2010; JUNG et al.,, 2016; RAHMAN et al., 2015; SIDDIQUI et al., 2014;
SRINARONG et al., 2012).

Figura 45 - Difratograma de raios X do Tac, Pre, CLN e Tac-CLN
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Fonte: Proprio autor e adaptado de SRINARONG et al., 2012 ¢ ZHAO et al., 2014.

O padrao de DRX dos CLN apresentou trés picos de menor intensidade em 26 igual a
9°,11° e 15°, j4 a DRX dos Tac-CLN mostrou auséncia do pico em 15° e apresentou um pico
largo e leve em 19°, devido a presencga de um certo padrao cristalino do diestearato de glicerila
(Precirol® ATOS). De acordo com a publicagdo de Dantas et al., (2018) picos de menor
intensidade para DRX do acido estearico em 20 igual a 6,5°, 8,6°, 11°, 15°, 20°, 30° e 36° foram

observados, caracterizando uma fase cristalina para esse lipideo.
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Trabalhos semelhantes verificaram que o difratograma do Precirol® ATOS, apresentou
um intenso e largo sinal em 26 entre 17° e 25°. Segundo os autores, picos de menor intensidade
apresentados em nanossistemas lipidicos no DRX sao picos tipicos de materiais cerosos e que
sua intensidade nos difratogramas diminuem quando o lipideo liquido ¢ adicionado na matriz
lipidica de CLN, o que contribui para a comprovagao que os picos evidenciados tanto nos CLN
como nos Tac-CLN ¢ devido a presenca de um certo grau de organizacao na estrutura cristalina
do Precirol® ATOS (DANTAS et al., 2018; KUMBHAR; POKHARKAR, 2013; ZHAO et al.,
2014).

Em relacdo a encapsulagdo do Tac nos CLN, houve uma diminui¢do na intensidade do
pico na regido de 20 igual a 21,1° e 21,3° quando o farmaco foi adicionado aos CLN. Isso
sugere que a incorporagdo de tacrolimus induziu um distirbio no sistema, reduzindo a
organizagao estrutural do CLN. Nao foi possivel identificar os picos caracteristicos do farmaco
devido a sua baixa proporc¢ao nas nanoparticulas lipidicas. Também ¢ possivel que o farmaco
esteja na forma amorfa ou disperso homogeneamente na matriz lipidica das nanoparticula,
sugerindo que o farmaco foi completamente solubilizado na matriz lipidica.

Entdo, observando concomitantemente os resultados de DSC e DRX, sugere-se uma
possivel interagdo fisica entre farmaco e lipideos, sem nenhuma incompatibilidade entre os
componentes da formulacdo ou expulsdo do farmaco da nanoestrutura. A formagdo de CLN
contendo matriz lipidica menos ordenada ¢ muito importante, porque elas podem influenciar
diretamente na quantidade de farmaco encapsulado e a estabilidade durante o armazenamento
(AVERINA et al., 2011).

Assim, tomando o conjunto de ensaios no trabalho de caracterizagdo dos CLN, foi
confirmada a desorganizac¢ao das estruturas cristalinas dos lipideos e farmaco. Interacdes fisicas
entre o Tac e os lipideos parecem estar presentes. Nenhuma interacao molecular foi observada
entre os componentes das formulagdes e modificagdes polimdrficas ndo foram observadas apds
o processo de cristalizacao dos lipideos. Portanto, estes sistemas lipidicos contendo OA podem
ser o passo inicial para o desenvolvimento futuro de uma formulagdo estdvel e promissora

contendo Tac para uso topico.

5.5.8 Producio do biohidrogel hibrido ZBP-HEC

Dispersdes de nanoparticulas lipidicas geralmente sao de baixa viscosidade e necessitam

de um veiculo convenientemente consistente para aderir na pele. Devido a baixa viscosidade

do biohidrogel (ZBP), o que nado ¢ adequado para uso topico, o uso de uma agente doador de
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viscosidade foi utilizado. Através da incorporacdo de 1,0% da hidroxietilcelulose (HEC), um
polimero semissintético derivado da celulose, assim como a adi¢cdo de solubilizante (etanol),
umectante (propilenoglicol) e conservantes (metilparabeno e propilparabeno), a viscosidade do
gel foi incrementada.

A combinagdo polimérica resultante foi um biohidrogel hibrido (ZBP-HEC) de aspecto
de gelatinoso, opaco e viscoso (figura 46). Esse biohidrogel hibrido permitiu a veiculagdo dos
Tac-CLNT e sua posterior utilizagdo nos experimentos in vitro € in vivo.

Portanto, os hidrogéis podem ser vantajosamente combinados com Tac-CLN para
fornecer uma estratégia de dupla encapsulacdo para a liberagdo controlada de farmacos
lipofilicos. A encapsulacdo dupla fornece um nivel adicional de controle sobre a liberagao do
farmaco, enquanto se beneficia das propriedades bioldgicas do hidrogel (DESFRANCOIS;
AUZELY; TEXIER, 2018).

Figura 46 - Dispersao polimérica entre o biohidrogel e a HEC a 1,0%.
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Fonte: Proprio autor.

A veiculacdo do Tac-CLN na blenda polimérica do biohidrogel foi feita através de
simples homogeneizagdo na proporg¢ao de 1:1 entre Tac-CLN e o veiculo (ZBP-HEC), obtendo
assim uma formula¢do branca e com as caracteristicas de um gel fluido, apresentando
concentracdo de Img/g de Tac na formulacao final de ZBP-HEC.

A incorporagdo dos Tac-CLN no ZBP-HEC partiu do fato que os polissacarideos vém

despertando grande interesse nas pesquisas biomédicas, devido as suas propriedades:
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naturalmente abundantes, biocompativeis, mucoadesivos, biodegradaveis, alta afinidade com a
agua e permitem uma ampla gama de modificagdes quimicas e estruturais, que podem ser

realizados em condi¢des brandas, o que ¢ um grande trunfo para futuras aplicacdes médicas

(DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018).
5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

As formulagdes de CLN e Tac-CLN/ZBP-HEC nao apresentaram sinais de instabilidade
no teste de centrifugacdo. Nao foram observadas variagdes considerdveis no aspecto

macroscopico e nem separacao de fases, demonstrando boa estabilidade fisica (figura 47).

Figura 47 - Aspecto visual das formula¢des de CLN e CLN/ZBP-HEC apés centrifugagdo (n=3).

Fonte: Proprio autor.

A forga da gravidade atua sobre as nanoparticulas podendo acarretando cremeacao ou
sedimentagdo, processos estes que aumentam as interagdes entre as nanoestruturas da fase
dispersa, causando floculacdo, coalescéncia e posterior separagdo de fases. Este processo € tanto
mais rapido quanto maior for a fragilidade do sistema (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG;

2001). Particulas dispersas em meio fluido, devido ao movimento browniano, podem se chocar



144

e, dependendo das forcas de interacdo entre as particulas, atragdo e repulsdo, e da natureza da
sua superficie, estas colisdes resultam em uma unido permanente, ou em um afastamento que
as manterdo livres no meio (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). O teste de centrifuga¢cdo ¢ um
estresse gravitacional que aumenta a colisdo entre as particulas, permitindo prever de forma
rapida a estabilidade de um CLN.

Estabilidade ¢ a medida em que um produto retém, dentro dos limites especificados, ao
longo de seu periodo de armazenamento e uso, as mesmas propriedades e caracteristicas que
possuia no momento de sua embalagem (BAJAJ; SINGLA; SAKHUJA, 2012). O objetivo de
um estudo de estabilidade ¢ determinar o prazo de validade, ou seja, o periodo de tempo de
armazenagem em uma condicdo estabelecida que um produto ainda atende as suas
especificagdes estabelecidas (NANJWADE; KADAM; MANVI, 2013).

O estudo de estabilidade preliminar da formulagdo de CLN, através do ciclo
gela/desgela, evidenciou uma alteracao estatisticamente significante no tamanho das particulas
no decorrer de 12 dias, passando de 136,8 + 0,5 nm para 291,5 £ 6,2 nm (figura 48a). A
formulacao CLN/ZBP-HEC foi de 136,8 £ 1,4 nm chegando a 291,5 + 15,14 nm no final do
estudo. Esses resultados sugerem que devido a temperatura relativamente elevada, pode ter
havido uma ruptura das ligagcdes de hidrogénio do tensoativos, levando a uma menor
estabilidade (LI; GE, 2012). Porém, esses valores ainda estdo dentro dos limites considerados
apropriados para uso topico, o que nao invalida o prosseguimento do trabalho.

O segundo parametro analisado para o ciclo gela/desgela foi o potencial zeta (PZ), onde
pode-se verificar que os CLN apresentavam um carga superficial de -32,1 + 0,5 mV, no inicio
do experimento, passando a -38,9 £ 3,0 mV. A formulagcdo CLN/ZBP-HEC apresentou uma
alteragdo de carga de superficie de -22,5 £ 1,9 mV para -38,9 = 0,5 mV (figura 48b). Esta
mudanga no PZ pode ser devido a um aumento da hidrolise do PS80, assim como nas fragdes
anionicas do LE80. Este aumento significativo no PZ apresenta uma vantagem na estabilidade
das nanoparticulas, pois a agregacao de particulas € menos provavel ocorrer em nanossistemas
com cargas superficiais > |30 mV| (NAM; JI; PARK, 2011).

Em relacdo ao valor do pH, formulagdes de CLN apresentaram valores de 4,2 & 0,04 no
tempo inicial (24 h) passando a 4,0 = 0,01 apds 12 dias de estudo, valor estatisticamente
significante. As formulagdes de CLN/ZBP-HEC apresentaram também valores estatisticamente
significante do pH de 5,3 + 0,01 para 5,0 = 0,01 apds os ciclos gela/desgela (figura 48c).
Alteragdes no valor do pH podem ser decorrentes de processos oxidativos dos componentes da
formulacao, como os 6leos vegetais, que sao passiveis de auto oxidagdo quando expostos ao

oxigénio atmosférico ou a altas temperaturas (DAUDT et al., 2015).
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Figura 48 - Resultados do teste gela/desgela de CLN e CLN/ZBP-HEC. a) Tamanho (nm), b)
Potencial Zeta (mV) e ¢) pH. *p<0,05 vs tempo 1° dia, obtido pelo teste ¢ de Student pareado (n=9).
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Fonte: Proprio autor.

O valor do pH ¢ outro importante parametro de monitoramento da estabilidade, pois
alteracdes no seu valor indicam a ocorréncia de reagdes quimicas que podem comprometer a
qualidade do produto final.

No caso de CLN formulados com 6leos vegetais, a diminui¢ao no valor do pH pode ser
decorrente da hidrolise dos ésteres de acidos graxos, que originam AGL. Estes reduzem o valor
de pH das formulag¢des podendo, portanto, serem empregados como indicadores de estabilidade
de nanossistemas lipidicos frente a diferentes condi¢cdes de armazenagem. Além disso, o valor
final de pH das nanoparticulas pode exercer influéncia na extensdo de ionizacdo dos
componentes da interface (SINKO, 2011).

As formulagdes destinadas ao uso toépico devem possuir valor de pH proximo ao da pele
(4,5 ¢ 7,5), a fim de evitar alteragdes fisioldgicas que possam comprometem sua integridade
(DAUDT et al., 2015).

Portanto, os valores de pH no estudo de estabilidade preliminar, através do ciclo gela-
desgela demonstraram valores aceitaveis para uso topico, o que permitiu a continuidade dos
estudos de estabilidade, sem necessidade de ajustes nas formulacdes.

Os resultados dos testes de estabilidade acelerada para os CLN estao apresentados na

figura 49.



Figura 49 - a) Valores de tamanho (nm), potencial zeta (mV) ¢ b) pH das formula¢des de CLN
durante 90 dias de armazenamento nas temperaturas de 4, 25 ¢ 40°C. *p<0,05 vs tempo 1° dia,

ANOVA 2 vias seguido pelo teste de Tukey para comparagées multiplas (n=9).
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com os valores apurados nos ensaios, os CLN apresentaram um tamanho
médio de 135,5 £ 1,0 nm no tempo zero de ensaio. Apds 90 dias de experimentos, na
temperatura de 4°C, o seu D ndo sofreu alteragdes significantes, passando para 137,2 & 1,4 nm.
Porém, na temperatura de armazenamento a 25°C, o D dos CLN apresentou uma alteracao
apenas apos 90 dias, estabelecido em 180,5 + 1,2 nm, valor estatisticamente significante quando
comparado com o tempo zero, porém considerado ainda adequado para o uso proposto.

As formulagdes que estavam armazenadas a 40°C, no final de 90 dias, apresentaram um
D médio de 306,1 £ 9,0 nm, aumento estatisticamente significativo, porém este perfil observado
jé era previsto. Quando analisamos os dados de DSC, verifica-se que o inicio do ponto de fusao
dos CLN acontece a 37°C, demonstrando que o sistema sofre alteragdo na sua estrutura e
consequentemente desestabilizagao.

Vivek e colaboradores (2007) estudaram a estabilidade de NLS desenvolvidas com
triestearato de glicerila carregada com olanzapina e obtiveram resultados semelhantes no
aumento do D na temperatura de armazenamento de 40°C, passando de 198 nm para 908 nm
em 120 dias de estudo. Resultados semelhantes foram observados também por Pople e Singh
(2010), quando encapsularam o Tac em NLS preparados com trimiristato de glicerila. Os
autores verificaram que o D aumentou drasticamente na temperatura de armazenamento de
40°C em um periodo de 3 meses, chegando a escala micrométrica.

O potencial zeta das formulagdes no estudo de estabilidade passou de -32,07 = 0,4 mV

no tempo zero, para -14,33 £ 0,2 mV apoés 90 dias armazenadas a 40°C, valores foram



147

considerados estatisticamente significativos. As amostras armazenadas a 4°C e 25°C, durante
todo o tempo de estudo de estabilidade ndo sofreram alteragdes significantes, permanecendo,
portanto, estaveis neste parametro (figura 49a).

Os resultados de pH, apresentados na figura 49b, revelaram um pH inicial de 4,2 + 0,1,
permanecendo inalterado durante os 90 dias de estudo a 4°C. Porém, apds 90 dias nas
temperaturas de 25 e 40°C, as formulagdes apresentaram um pH de 3,7 + 0,03 e 3,5 + 0,04,
respectivamente. Diminui¢ao nos valores de pH em sistemas lipidicos ¢ devido a formagao de
acidos graxos livres como resultado da degradagdo hidrolitica do LE80 e do OA.

Levando em consideragdo o conjunto de dados obtidos no final dos estudos de
estabilidade, podemos afirmar que os CLN permaneceram estaveis para o uso ao qual estd sendo
proposto e estd dentro da faixa considerada mais adequada para os produtos de liberagdo topica
(DAUDT et al., 2015).

Apos a veiculagdo dos CLN no ZBP-HEC (CLN/ZBP-HEC), a estabilidade também foi
avaliada e os resultados do estudo, através do estresse térmico, para os pardmetros tamanho e

potencial zeta estdo apresentados na figura 50.

Figura 50 - a) Valores de tamanho (nm), potencial zeta (mV) e b) pH das formulagdes CLN/ZBP-HEC durante
90 dias de armazenamento nas temperaturas de 4, 25 e 40°C. *p<0,05 vs tempo 1° dia, ANOVA 2 vias seguido
pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas (n=9).
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Fonte: Proprio autor.

No tempo zero, o D foide 137,0 + 1,4 nm com pequenas variagdes no decorrer do estudo
nas temperaturas de 4 ¢ 25°C, porém sem alteragdes estatisticamente significativas, sugerindo
que hd uma protecdo do biohidrogel sobre os CLN. O tamanho da particula foi aumentado

apenas para cerca de 100 nm, e a distribuicdo de tamanho manteve-se como monomodal.
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Contudo, verificamos que na temperatura de armazenamento a 40°C, nos primeiros dias de
estudo, as particulas ja passaram a tamanhos bem superiores aos iniciais, chegando a 2,7 + 1,0
um.

Conforme ja foi dito, temperaturas acima de 37°C provocam fusdo dos CLN e geram
desestruturacdo dos nanossistemas solidos lipidicos, consequentemente coalescéncia das
goticulas e formagdo de estruturas bem maiores. Verificamos também que houve uma
dificuldade na diluicdo das formulagdes armazenadas na temperatura de 40°C, devido a
viscosidade elevada do ZBP-HEC pela evaporacao da 4gua que ficava condensada nas paredes
do frasco e na superficie da formulagao.

A relativa boa estabilidade dos CLN/ZBP-HEC nas temperaturas de 4 e 25°C,
impedindo a agregagdo de particulas, pode ser atribuida a alta viscosidade do hidrogel,
diminuindo o movimento browniano e, portanto, evitando o contato entre os CLN. Além disso,
a matriz de hidrogel ¢ formado por uma rede polimérica tridimensional compacta, que pode
confinar o movimento browniano dos CLN incorporados, evitando a aproximagdao das
nanoparticulas (SUN; XIA, 2019).

Pople e Singh (2011) estudaram a estabilidade de CLN contendo Tac veiculado em
hidrogel de carbopol® 980 e verificaram que os CLN também aumentaram de tamanho na
temperatura de 25°C, passando de 59,53 nm para 155,53 nm em 3 meses de armazenamento.
Observaram também que, na temperatura de 40°C, os CLN passaram para 916,1 nm no final de
12 meses, usando uma concentragao lipidica de 2% que, segundo os autores, foi uma melhora
significativa na estabilidade em comparacdo com relatérios anteriores, quando os mesmos
usaram 5% de concentracgao lipidica, onde o tamanho das particulas excedeu 1 pm ao final de
6 meses.

De acordo com Freitas e Miiller (1999), adicionalmente ao efeito da temperatura, a
concentracao lipidica também ¢ considerada um fator significativo que afeta a estabilidade das
nanoparticulas lipidicas, o que podemos inferir para este trabalho, pois neste estudo foi utilizado
uma concentracao de lipideos de 15%.

Em relacdo ao potencial zeta do CLN/ZBP-HEC, o valor inicial foi de — 26,5 = 3,1 mV,
apresentando pequenas variagoes ao longo do tempo de estudo nas temperaturas de 5 e 25°C
(figura 50a). Variacdes estatisticamente significantes foram observadas na temperatura de
40°C, devido a desestruturacdo do sistema e oxidagdo da matriz lipidica, conforme ja
mencionado.

O pH das formulagdes CLN/ZBP-HEC foi de 5,4 = 0,1 ¢ manteve-se ao longo de 60

dias de armazenamento nas temperaturas de 4 ¢ 25°C (figura 50b). Apds 60 dias a 25°C
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verificamos uma diminuic¢ao no pH para 4,9 £ 0,1, considerada estatisticamente significante. Ja
na temperatura de 40°C foi verificado quedas acentuadas de pH a partir do 15° dia, chegando a
4,4 + 0,1 no final do estudo. Esta variacao de pH, ¢ verificada em nanossistemas lipidicos a
base de AGL, como resultado da degradagdo hidrolitica da lecitina e do OA, assim como a
grande quantidade de agua presente nos hidrogéis, o que favorece o processo de degradacgao
hidrolitica, que pode levar a baixos indices de pH quando submetidos aos estudos de
estabilidade.

Savic et al.,, (2017) estudaram a estabilidade de microemulsdes contendo Tac
estabilizadas com lecitina. Os autores observaram que o pH das formulagdes estocadas durante
1 ano a 20 + 1°C apresentaram um decréscimo aproximado de 1,02 em todas as formulagoes
estudadas. Os autores atribuiram essa redu¢cdo do pH provavelmente a formagao de AGL da
lecitina e do triglicerideo do acido caprico/caprilico usados. Os pesquisadores também
revelaram que os menores valores de pH ocorreram nas formulagdes que continha altas
quantidades de agua, resultados da degradacao hidrolitica dos lipideos.

Os dados de estabilidade, quando todos os parametros sao observados e analisados
simultaneamente, mostram que os CLN associados a matriz hibrida do biohidrogel tornaram-
se mais estaveis ao longo do tempo, indicando que a matriz polimérica ¢ capaz de impedir a
fusdo e também agregagdo das nanoparticulas lipidicas. Portanto, como a instabilidade dos
sistemas de liberacdo baseados em lipideos estd relacionada ao movimento browniano, este
método de veiculagdo tem um grande potencial de ser aplicado em nanossistemas lipidicos para

melhorar a sua estabilidade fisica (SUN; XIA, 2019).

5.7 PERMEACAO/PENETRACAO E RETENCAO CUTANEA /N VITRO DE TAC-CLN

Formulagdes de CLN de OA e contendo tacrolimus foram desenvolvidas, veiculadas em
biohidrogel, caracterizadas e sua estabilidade foi avaliada, permitido a continuidade do trabalho
na avaliacdo da permeacdo e/ou penetragdo cutdnea em modelo de orelha de porco, o que serd

demonstrado nos topicos a seguir.

5.7.1 Seletividade do método de extracio e doseamento do tacrolimus frente a

interferentes da formulacio e da matriz bioldgica

A pele da orelha de porco ¢ considerada um sistema modelo de escolha in vitro, pois

representa um substituto reconhecido para a pele humana em estudos sobre a absorcao
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percutanea. Histologicamente, o tecido da orelha de porco apresenta semelhangas na estrutura
da pele humana, assim como, a estrutura folicular da pele da orelha de porco ¢ muito semelhante
a dos seres humanos, onde os seus infundibulos se estendem profundamente na derme
(BINDER et al., 2018; JACOBI et al., 2007; NOOR et al., 2017).

Entdo, o uso da pele de orelha de porco ¢ extensivamente sendo utilizada para validar
os estudos de penetragdo e/ou permeacgdo cutanea nos trabalhos com nanossistemas para uso
topico. As areas em bom estado das orelhas de porco, apos todos os procedimentos de limpeza,
retirada dos pelos e da gordura subcutdnea, foram cortadas em forma de discos de
aproximadamente 3,0 cm de didmetro ou foram usadas imediatamente ou armazenadas em
temperaturas a -20°C por até 30 dias.

Com o intuito de verificar se 0 método analitico selecionado era adequado para estudar
a retengdo do tacrolimus (Tac) na pele e se os interferentes das matrizes prejudicariam na
deteccao e quantificagao do farmaco, a seletividade do método foi avaliada.

Os possiveis interferentes presentes nos carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo
de andiroba (CLN), no biohidrogel hibrido (ZBP-HEC), na fita adesiva, no estrato corneo (EC)
e pele remanescente (PR), assim como também a quantidade de Tac recuperado, foram
analisados. Os resultados foram expressos em percentual de Tac recuperado e estdo

apresentados na tabela 14.

Tabela 14 - Resultados dos testes de seletividade nas matrizes utilizadas nos ensaios in vitro de
permeacdo/penetracdo cutdnea (Tac=20 pg/mL).

Amostra Média = DP (ug/mL) DPR (%) Recuperacio (%)
CLN 21,50 + 0,49 2,29 107,50
ZBP-HEC 21,47 £ 0,49 2,30 101,29
Fita adesiva 22,03 £ 1,01 4,60 103,92
EC 21,71 + 0,94 431 102,38
PR 19,59 £ 0,17 0,85 97,96

Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde: DP (desvio padrao), DPR (desvio padrdo relativo), CLN (carreadores lipidicos nanoestruturados
de 6leo de andiroba), ZBP-HEC (biohidrogel hibrido), EC (estrato corneo) ¢ PR (pele remanescente).
Resultados expressos como média + DP, n=6.

O emprego da fase movel, constituida por acetonitrila e agua acidificada com acido
trifluoroacético (TFA) a 0,05% (80:20) e a acetonitrila como sistema extrator mostrou-se

eficiente na recuperacdo do Tac na pele de orelha de porco. Os resultados estdo dentro dos
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limites de quantificagdo estabelecidos, comprovando a auséncia de interferentes relacionados a
pele suina, fita adesiva, ZBP-HEC e CLN.

Os valores da recuperacao estao diretamente relacionados com a capacidade do método
de extrair o farmaco no modelo de biomembrana utilizado, a recuperagao deve ser 100 & 10%,
para garantir resultados adequados (OECD, 2004b).

Portanto, os resultados apresentados demonstram que ndo houve perda significativa nem
degradacao da substancia analisada durante os procedimentos de retencao cutanea e extragao,
uma vez que o farmaco avaliado foi recuperado em quantidades superiores a 90%, confirmando
que o método utilizado foi adequado e os resultados sdo confiaveis.

Avaliando o cromatograma do Tac no homogenato de pele, foi verificado que nao ha
sobreposicdo de picos frente aos constituintes da pele (figura 51). O tempo de retengdo do
farmaco foi de aproximadamente 5,2 minutos, com boa definicdo e separagdao do pico

cromatografico, confirmando que o método ¢ seletivo para a quantificagdo do Tac.

Figura 51 - Cromatograma do Tac ap6s extragdo no homogenato de pele na concentragdo de 20

ug/mL.
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Fonte: Proprio autor.

Tac foi extraido e doseado nas formulacdes, antes de serem utilizadas nos testes de
penetracao/permeacao cutanea e de atividade farmacoldgica em modelo de psoriase, com boa
repetibilidade e precisdo, apresentando teores na faixa de 97,3 a 104,5 %, para as diversas
formulagdes (tabela 15). Estes valores sdo considerados adequados para um método analitico,
estando dentro dos limites preconizados pelas diretrizes do FDA de 80 a 120 % (ICH, 2005).

As concentragdes descritas na tabela 15 correspondem a quantidade de tacrolimus apds
a diluicao das formulagdes em acetonitrila, estando de acordo com a concentragdo do ponto

central da curva analitica (20 pg/mL).
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Tabela 15 - Doseamento do Tac nas formula¢des NCL utilizadas nos testes in vitro.

Amostra Média + DP (ug/g) DPR (%) Teor (%)
Tac-CLN 20,63 + 0,45 2,16 103,16 £2,23
Tac-CLN/ZBP-HEC 20,44 £ 0,66 3,21 102,20 + 3,28
Tac/ZBP-HEC 20,02 + 0,05 0,30 100,10 £ 0,27

Fonte: Elaborada pelo autor.

Onde: DP (desvio padrdo), DPR (desvio padrio relativo), Tac-CLN (tacrolimus encapsulado nos CLN
de dleo de andiroba), Tac-CLN/ZBP-HEC (tacrolimus encapsulado nos CLN de 6leo de andiroba e
veiculados no biohidrogel hibrido), Tac/ZBP-HEC (tacrolimus veiculado no biohidrogel hibrido).
Resultados expressos como média + DP, n=6.

5.7.2 Avaliacao da permeacio/penetracio e retencao cutanea in vitro

Experimentos in vitro foram realizados para se avaliar a permeagao/penetracao e a
reten¢do cutdnea do Tac nas diferentes camadas de pele, estrato corneo (EC), epiderme (EP) e
derme (DE), apos aplicagdo do Tac-CLN/ZBP-HEC, Tac-CLN, Tac/ZBP-HEC e Tarfic®
(pomada comercial) no sistema automatizado de células de Franz, utilizando a pele de orelha
de porco como membrana e a técnica de tape stripping.

Ao final 24 h ndo foram detectadas por CLAE concentragdes de Tac no fluido receptor,
indicando que o Tac ndo foi capaz de permear a pele. Apds separacao da EP e DE, verificamos
que as concentracdes de Tac presentes nestas camadas da pele ndo apresentaram significancia
estatistica, entdo resolvemos considerar as camadas EP e DE apenas como sendo PR.

Quando avaliamos separadamente as formulacdes (figura 52), verificamos que na
amostra Tac-CLN/ZBP-HEC, em relagdo a dose aplicada (113,66 pg/cm? de pele), a quantidade
de Tac retida no EC foi de 19,98 ng/cm? de pele. Este valor indica que 17,6% da quantidade
aplicada de Tac ficou retida no EC. J4 a quantidade de Tac retida na PR foi de 13,36 pug/cm? de
pele, isso corresponde a 11,75% da dose aplicada.

Avaliando agora a formulagdo Tac-CLN, obtivemos concentracdes de Tac de 14,36 ¢
10,66 png/cm? de pele, correspondendo a 12,6 € 9,4% da dose aplicada que foram retidas no EC
e na PR, respectivamente. Observando os valores na formulagdo Tac-/ZBP-HEC,
concentragdes de 14,01 ¢ 10,66 pg/cm? de pele, equivalentes a 12,3 ¢ 8,9% da dose aplicada na
pele foram retidas no EC e PR, respectivamente.

As concentracdes de Tac que foram retidas no EC e na PR da pomada comercial
(Tarfic®) foram de 13,38 ¢ 8,81 pg/cm? de pele, correspondendo a 11,8 € 7,7% da dose aplicada
(113,66 pg/cm? de pele).
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Figura 52 - Quantidade de Tac que penetrou no EC e na PR da pele de orelha de porco apos 24 h.
Valores apresentados obtidos pela média = DP de cinco experimentos individuais para cada
formulagdo (n=5). **** p<0,0001 em comparagdo com Tac-CNL, Tac/ZBP-HEC e Tarfic®. ANOVA
2 vias seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas.
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Fonte: Proprio autor.

Sendo assim, a formulagdo Tac-CLN/ZBP-HEC apresentou quantidades
estatisticamente significantes maiores de Tac no EC (p<0,0001) quando comparada com Tac-
CLN, Tac/ZBP-HEC e Tarfic®. Avaliando Tac-CLN, Tac/ZBP-HEC e Tarfic®, ambas
apresentaram reten¢do do farmaco muito semelhantes tanto no EC como na PR (figura 52). A
razao para essa retencao superior no EC do Tac na formulacao Tac-CLN/ZBP-HEC esta no fato
que os biohidrogéis sao também usados como sistema de liberagdo de farmacos, pois oferecem
uma matriz de suporte, liberando os CLN da rede polimérica e posteriormente o farmaco dos
nanossistemas em tempos maiores para o EC.

Além disso, podemos observar também as caracteristicas fisico-quimicas do Tac (massa
molecular de 803,5 g/mol), estrutura de macrolideo, lipofilicidade, juntamente com as
caracteristicas do EC (queratindcitos circundados por uma matriz lipidica), o que dificultam a
passagem de moléculas pela pele, fazendo com que o Tac fique retido no EC (REHMAN;
ZULFAKAR, 2014; YAMANAKA et al., 2014).

No caso do Tac livre no ZBP-HEC, farmaco altamente lipofilico, sua estabilizacdo na

matriz hidrofilica fica comprometida, podendo precipitar em forma de agregados ou ser



154

liberado de forma imediata e descontrolada, atingindo rapidamente seus limites no EC
(DESFRANCOIS; AUZELY; TEXIER, 2018; YAMANAKA et al., 2014).

Considerando o papel chave da fase oleosa dos CLLN e dos tensoativos na sua interface,
capaz de reter o composto ativo na matriz do sistema nanoparticulado, liberando-o de forma
controlada até camadas mais profundas da pele; as propriedades lipofilicas da pomada
comercial e o empacotamento do farmaco na matriz polimérica do biohidrogel, pode-se
verificar que ambos sistemas (Tac-CLN, Tac/ZBP-HEC e Tarfic®) apresentaram uma retengao
cutanea equiparados (PUGLIA et al., 2016).

Esses achados demonstraram que o acimulo do Tac no EC pelas diversas formulagdes
foi potencializado pelo biohidrogel, devido as suas propriedades de reservatorio, onde uma
concentracao local elevada do ativo farmacéutico foi retida durante um longo periodo de tempo
através de um mecanismo de liberacdo adequado controlado por difusdo, intumescimento,
quimico ou com base em alguns estimulos ambientais, como a temperatura
(NARAYANASWAMY; TORCHILIN, 2019).

Verifica-se também na figura 52 que a penetracdo do Tac na PR da formulacao Tac-
CLN/ZBP-HEC foi de aproximadamente 1,3 vezes maior do que Tac-CLN e Tac-ZBP-HEC, ¢
1,5 vezes superior que a pomada Tarfic®, concentracdes estas estatisticamente significantes
(»<0,0001). Isto sugere que os Tac-CLN quando veiculados no biohidrogel aumentam
substancialmente as quantidades de Tac que penetrou do EC para a PR, em relagdo aos demais
grupos.

Nam; Ji e Park (2011) investigaram a penetragdo de Tac incorporado em hidrogel de
hidroxietilcelulose a 1% e observaram que a taxa de penetragdo era semelhante a pomada
comercial Protopic®, indicando que os hidrogéis funcionam como suporte para farmacos,
atuando também como sistema de liberacao.

Pople e Singh (2012) estudaram as propriedades oclusivas do hidrogel a base de
carbomero, incorporando nanoparticulas contendo Tac, e verificaram que a formulagdo do Tac
encapsulado em nanoparticula (NPTac) possuia propriedades oclusivas quase similares ao
medicamento referéncia, historicamente reconhecido por suas propriedades oclusivas. Os
autores relataram que as NPTac no hidrogel aumentou significativamente o fator de oclusao e
que essa oclusividade reforcada do biohidrogel ¢ vantajosa por ndo possuir a aderéncia
indesejada ou oleosidade do veiculo oclusivo da pomada convencional (POPLE; SINGH,
2012).

A taxa de penetracao cutanea do Tac encapsulado nos CLN (Tac-CLN) foi também

superior (p<0,001) as formulagdes Tac-ZBP-HEC e a pomada Tarfic®, demostrando que a



155

captacao dérmica do Tac encapsulado no nanossistema lipidico pode resultar de um aumento
do contato com a superficie dos CLN com os corneocitos, formando um filme coerente na
superficie da pele apos a aplicacdo e aumentando a oclusdo, esta atribuida a adesividade das
particulas lipidicas nanométricas diminuindo a evaporacao da 4gua da pele para a atmosfera e
aumentando a hidratagdo cutanea, seguido por uma liberacao rapida ou constante do ativo
(NAM; JI; PARK, 2011).

Contrapondo as teorias sobre a potencialidade na penetragao cutanea pelo aumento da
hidratacdo, pesquisadores estudaram a penetracdo cutanea do Tac disperso em uma solugdo
tampao e Tac encapsulado em CLN, e observaram que o Tac apresentou baixa reten¢ao no EC
(1,5 pg/cm?) para ambos estudos. Os autores verificaram que o Tac ndo foi capaz de atingir a
PR mesmo encapsulado em CLN. Segundo os autores, o Tac apresenta caracteristicas fisico-
quimicas indesejaveis (massa molar e log P) para penetracao cutanea. Além disso, a hidratagao
e interacdo das nanoparticulas lipidicas com o EC ndo aumentou significativamente a
penetracdo do Tac, como era esperado pelos autores (ANDRADE et al., 2017). Contudo,
verificamos que as dispersdes coloidais de Andrade et al., (2017) foram usadas diretamente
sobre a pele, o que pode ter proporcionado a diminui¢ao na reten¢ao das formulacdes.

De acordo com Khurana e colaboradores (2013), as interacdes do gel contendo
nanoparticulas lipidicas com a superficie da pele também podem desempenhar um papel
importante na determinagdo da distribui¢ao de farmacos nas camadas da pele. Além disso, os
nanossistemas desenvolvidos por Andrade e colaboradores tinham na sua composicao o acido
oleico como lipideo liquido, um acido graxo insaturado de cadeia longa com 18 carbonos e uma
dupla ligacdo, que poderia também contribuir com a penetracdo do farmaco (RUSTAN;
DREVON, 2005).

Sugere-se entdo que as maiores taxas de penetragao observadas neste estudo se devem
também pelo uso do OA, rico em 4cidos graxos poli-insaturados, o que favorece a uma maior
desordenacao na matriz lipidica dos nanocarreadores, menor indice de cristalizagdo, facilitando
o aprisionamento do farmaco nesta matriz e maior afinidade com a estrutura lipidica do EC.
Como o EC ¢ rico em lipideos epidérmicos, os nanossistemas lipidicos ligam-se a superficie da
pele o que permitiriam a troca lipidica entre o EC e os nanocarreadores.

De acordo com Sala et al., (2018), as propriedades coloidais ¢ a liberagdo de CLN na
pele dependem da sua composicao lipidica, do farmaco encapsulado e do tamanho das
particulas. Estudos de penetracao em formulacdes farmacéuticas dérmicas revelaram que o grau
de penetracao depende da composi¢ao quimica da formulacdo, propriedades de formagao de

filme e hidratagdo da pele, mas também a interagdo dos lipideos dos CLN e os surfactantes
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presentes na interface com os lipideos da pele, considerados como fatores que afetam o grau de
penetragdio (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

Kawadkar et al., (2013) desenvolveram CLN carregados com flurbiprofeno com 6leo
de coco, acido estedrico e lecitina de soja, os quais permeavam as camadas profundas da pele e
alcancavam a corrente sanguinea, demonstrando que os constituintes lipidicos dos
nanossistemas influenciaram substancialmente na penetracdo na pele.

Um estudo sobre a permeagao cutanea de CLN realizada por Teeranachaideekul et al.,
(2008) mostrou que nanoparticulas lipidicas exibem uma penetragdo mais profunda até a
camada dérmica quando o conteudo de lipideos liquidos ¢ menor e, inversamente, um alto
conteudo em lipideos liquidos limita a penetracdo na epiderme viavel, o que pode ser explicado
também pelas elevadas concentragdes de Tac determinadas no EC neste trabalho, pois os CLN
otimizados nesta pesquisa continham 15% de lipideos, onde 9% foi composto pelo OA.

Song et al., (2014) formularam carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo
voriconazol (VRC), um antifiingico triazélico de amplo espectro, que foram veiculados em
hidrogel de Carbopol® 940 (VRC-CLN-Gel) para tratamento de infec¢des fungicas de pele. Os
autores conduziram um estudo de permeacgdo cutanea in vitro em células de Franz utilizando
pele da regido dorsal de ratos. Os estudos de permeacao e retengao de pele evidenciaram que o
VRC apresentou rapida penetracao na pele, apos a aplicagdo, indicando que a permeacdo em
estado estacionario foi alcangada rapidamente. A dispersao aquosa de CLN aumentou
notavelmente a quantidade de VRC que permeava em 12 h: 1,9 vezes versus microemulsao
(ME) e 4,0 vezes versus creme usual O/A. No caso do VRC-NLC-Gel, embora o valor do fluxo
tenha diminuido 70% em comparagao a dispersao de VRC-CLN, a preparagado topica teve uma
alta taxa de quantidade de VRC permeada, juntamente com melhor adesividade sobre a pele.
VRC-CLN-Gel mostrou uma maior quantidade de VRC permeada em 12 h que a ME e o creme
contendo VRC, com uma permeacdo 1,7 e 2,8 vezes maior, respectivamente. Os autores
categorizaram os efeitos da formulagdo na permeagdo cutinea de VRC em 2 varidveis:
formulacio de VRC-CLN e incorporagdo no hidrogel (VRC-CLN-Gel). A Taxa de
Aprimoramento (TA) foi expressa como uma razao relativa dos valores de fluxo. VRC-CLN e
VRC-CLN-Gel exibiram TA de 1,8 e 1,6 versus ME e ME-gel, respectivamente, demonstrando
claramente que VRC-CLN e VRC-CLN-Gel eram superiores as formulagdes de ME e ME-gel
para liberagao de VRC na pele (p<0,05). Os autores constataram que, além das propriedades de
hidratacao dos CLN pela oclusdo do estrato corneo, a interagdo dos lipideos e surfactantes dos
CLN com os lipideos da camada coérnea sdo considerados fatores que afetam o grau de

penetracao. Por outro lado, a combinacdo com o hidrogel diminuiu levemente os valores de
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fluxo das formulagdes, tanto nos CLN quanto nas ME. VRC-CLN-Gel e ME-gel exibiram
valores de TA de 0,70 e 0,79 versus as de dispersdes aquosas de CLN e ME, respectivamente,
porque a incorporacao de particulas lipidicas na matriz de hidrogel retardou a liberagao de VRC.
A quantidade de VRC (pug/mg) depositada no estrato corneo foi semelhante em todas as
preparagdes e variou de 0,25 a 0,32 pg/mg. Esse resultado sugere, segundo os autores, que o
VRC foi prontamente ligado e acumulado na camada queratinizada do estrato corneo devido a
sua alta lipofilicidade, com pouca influéncia das varidveis de formulacdo. Em contraste, em
camadas mais profundas, a quantidade de farmaco depositado (ng/mg) usando VRC-CLN-gel
foi notavelmente alta em comparagdo com as formulagdes de ME-Gel e creme. A quantidade
de farmaco na epiderme e/ou derme apos o tratamento com VRC-CLN-Gel foi 2,0, 2,1 e 3,7
vezes maior que ME, ME-Gel e creme, respectivamente. As magnitudes relativas da quantidade
total de VRC retida em todo o tecido da pele entre as formulagdes foram as seguintes: VRC-
NLC e VRC-NLC-Gel > VRC-ME > VRC-ME-Gel > CC. Os autores sugeriram que as
nanoparticulas lipidicas podem entrar em contato proximo com as jungdes de aglomerados e
sulcos dos corneocitos, possivelmente favorecendo a acumulacdo de farmacos,
independentemente da gelificagdo. Além disso, a alta afinidade de ligacdo dos lipideos dos CLN
as camadas lipofilicas da pele e outros tecidos contribuiu para o acimulo de VRC na pele apds
a aplicacao topica de CLN-Gel e CLN.

Rajinikanth e Chellian (2016) desenvolveram carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo 5-fluorouracil (5-FU-CLN) e veicularam em um biohidrogel a base de Carbopol®
934 para a administracao topica. Os estudos de permeagdo in vitro, usando células de Franz e
pele da regidao dorsal de camundongos, indicaram que os montantes cumulativos de 5-FU
liberados do CLN-Gel e Gel 12 horas ap6s a dosagem foram de 91,25 + 4,25 pg/cm? e 12,19 £
23,19 pg/cm?, respectivamente. Este resultado indicou claramente que a quantidade de 5-FU
penetrante através da pele de rato a partir do CLN-Gel era significativamente (p<0,05) muito
maior (3,9 vezes maior) do que a quantidade de 5-FU permeada pelo 5-FU Gel em 12 horas de
ensaio. A permeagdo aprimorada na pele do 5-FU-CLN veiculada no hidrogel, segundo os
autores, deve-se principalmente ao aumento da area superficial e ao tamanho menor das
particulas que interagem com corneocitos da pele, assim como as caracteristicas superiores de
oclusao da pele e hidratacdo mais eficaz do estrato corneo em comparagdo com outras formas
de dosagem. Além disso, o Labrasol® (caprilocaproil polioxiglicerideo), um surfactante nao-
16nico, presente nos CLN, pode afrouxar ou fluidizar das bicamadas lipidicas do estrato corneo,
contribuindo assim para a permeagao aprimorada da pele. Os estudos de retencao cutanea, onde

as quantidades cumulativas de 5-FU retidas na epiderme e derme da pele de camundongos de
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5-FU-NLC-Gel e 5-FU-Gel foram avaliadas, revelaram que 5-FU retida na epiderme na
formula¢do 5-FU-NLC-Gel foi de 68,12 + 4,45 pg/cm?, que ¢ significativamente (p<0,05)
superior em comparagido com 24,32 + 2,42 ug/cm? do 5-FU-Gel, ao final de 12 horas apos a
administracdo. A quantidade de 5-FU retida na derme de 5-FU-Gel foi muito menor (21,82 +
2,24 ng/cm?) em comparagdo com a formula¢do a base de 5-FU-NLC-Gel (46,45 + 3,12
ng/cm?), 12 horas apos a administragio. Os resultados dos estudos de reten¢do in vivo indicaram
claramente que o potencial de penetragdo do hidrogel a base de 5-FU-NLC nas camadas da
epiderme e da derme foi aumentado 2,78 e 2,09 vezes (p<0,05) em relacdo a formulagdo de 5-
FU no hidrogel, respectivamente. Nesta formulagdo de NLC, o farmaco estava bem disperso
dentro da matriz lipidica e, além disso, o CLN foi incorporado ao gel de poli (4cido acrilico),
que aderiu a pele, aumentando ainda mais o tempo de contato. Portanto, os autores concluiram
que a retengdo dérmica aumentada de 5-FU na formulacao de CLN foi atribuida ao aumento do
contato com corneocitos, retencao na pele e propriedades de liberagdo sustentada dos CLN.
Além disso, o pequeno tamanho de particula dos CLN permite um contato mais préximo com
as juncdes superficiais dos corneocitos, favorecendo o acumulo do farmaco por varias horas, o
que poderia melhorar a hidratagdo do estrato corneo e aumentar a penetragao do principio ativo.
Os autores fazem referéncia ainda a presenca do lipideo liquido usado na formulagao de CLN,
que ¢ usado como intensificadores de absor¢do percutanea, que também poderiam facilitar a
permeacao do farmaco na pele. Além disso, os CLN foram formulados usando lipideos sélidos
a temperatura ambiente e sua incorporacao no gel pode induzir mudancas estruturais das
particulas devido a evaporacdo da agua, resultando na transicdo da matriz lipidica para uma
estrutura altamente ordenada, causando expulsao de farmacos. A partir do resultado, pode-se
notar que os CLN podem desempenhar um papel importante no aumento da permeacao de 5-
FU na pele com liberag¢do prolongada de farmacos, bem como no direcionamento do farmaco
para a pele.

Zhang et al., (2017) desenvolveram carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
acido alfa-lipoico (ALA) e um hidrogel a base de carbopol® 940 usado como veiculo
semissolido para aplicacao cutanea. Os autores constataram que o comportamento de liberagao
de ALA-Gel e do ALA-CLN-Gel foi semelhante e pode ser atribuido a incorporagao de ALA
na matriz lipidica solida e ao efeito retardador de liberagdo dos agentes gelificantes do
biohidrogel. O hidrogel veiculando ALA-CLN teve um efeito de liberagdo sustentada de
aproximadamente 85% do ALA em 30 horas. De acordo com os pesquisadores, isso foi devido
provavelmente ao complicado processo de liberagdo, onde o ALA precisa ser liberado do CLN

e depois liberado pela matriz de hidrogel. A quantidade de ALA depositada na pele e quantidade
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permeada na circulagdo sistémica foi monitorada ap6s 12 h. Os autores verificaram que, ao
contrario da solugao de etanol contendo ALA e do hidrogel convencional contendo ALA, ALA-
CLN-Gel e ALA-CLN reduziram significativamente a quantidade do farmaco permeado. No
estudo, o teor de dgua da pele foi medido antes e apos a aplicagdo do ALA-CLN-Gel. O teor de
agua da pele era de 33,5% antes da aplicacdo da amostra. Logo apos a aplicacdo das
formulacdes teste, o teor de agua da pele aumentou consideravelmente até 48,6% e,
posteriormente, diminuiu para 42,1% quando medido em 1 h. Mas os valores ndao foram muito
alterados novamente durante o tempo de descanso até as 8 h. Os autores concluiram que o
hidrogel aumentou ainda mais a viscosidade do CLN e teve um efeito de liberagao sustentada
do ALA maior que o CLN. Além disso, a base de hidrogel tem um efeito hidratante e pode
aumentar o teor de agua da pele, sendo esse efeito benéfico para produtos de uso topico.

Mao et al., (2017) estudaram a penetracdo cutanea da curcumina (CUR), um farmaco
antioxidante, encapsulada em nanoparticulas cationicas (CUR-NPs) para melhorar a capacidade
de penetracao do farmaco através do estrato corneo espessado, caracteristica da pele psoriatica.
Para prolongar a retengdo das nanoparticulas na pele com psoriase apds aplicagdo topica, as
CUR-NPs catidnicas foram incorporadas ao hidrogel de fibra de seda (SF) por meio de
interacoes eletrostaticas para criar um novo hidrogel (CUR-NPs-gel). Os autores evidenciaram
in vitro que a CUR a partir de CUR-NPs-gel exibiu uma liberacao sustentada de CUR nos meios
fisiologicos sem efeito burst evidente, enquanto a CUR livre foi prontamente liberada nas
mesmas condigdes. Apenas 30% da CUR foi liberada do gel CUR-NPs apds 72 h em PBS (pH
7,4), enquanto 49% da CUR foi liberada da CUR-NPs. Estes resultados indicaram que a
adsor¢ao de CUR-NPs no SF-gel poderia prolongar ainda mais a liberagao de CUR. Os autores
afirmaram que a liberagdo pontual de CUR a partir do CUR-NPs-gel pode ser devida ao fato de
que as CUR-NPs veiculadas no SF-gel foram incorporadas nos poros do gel, dificultando assim
a difusdo das CUR-NPs incorporadas, o que, por sua vez, inibiu a liberagdo de CUR pelas
nanoparticulas. Para confirmar a capacidade de penetragdo na pele das NPs catidnicas e suas
habilidades de liberacdo sustentada, quando veiculadas no SF-gel, os experimentos de
penetracao cutanea in vivo, por aplicagoes topicas de CUR-gel e CUR-NPs-gel foram marcadas
com o DAPI (4, 6’-diamino-2-fenil-indol). Este marcador fluorescente se liga fortemente a
regides de DNA ricas em adenina-timina. As formulacdes foram aplicadas nas costas de ratos
durante 24 horas. Uma forte distribuicao fluorescente foi apresentada dentro do estrato cérneo
da pele tratada com CUR-gel, enquanto uma fraca distribuigao fluorescente foi observada nos
tecidos mais profundos. Além disso, a maior parte da curcumina ainda era retida no estrato

corneo em 48 horas. Embora a maior parte da curcumina da CUR-NPs-gel tenha sido
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acumulada principalmente no estrato corneo na marca de 24 horas, uma distribui¢do
fluorescente uniforme da curcumina do grupo CUR-NPs-gel foi observada nas diversas
camadas da pele, incluindo o estrato corneo, epiderme e derme. Os autores constataram que foi
observada uma capacidade aprimorada de permeagdo no cérneo espesso da pele psoriatica
quando as CUR-NPs foram incorporados ao SF-gel. Segundo os pesquisadores, essas
evidéncias podem significar que as CUR-NPs no hidrogel de SF foi primeiramente liberado do
hidrogel e depois transportado a curcumina incorporada nas NPs através do estrato corneo. Os
autores relataram que em estudos anteriores, as nanoparticulas catidonicas exibiram fortes
habilidades adesivas e penetrantes e que neste estudo, foi observada uma capacidade
aprimorada de permeagdo de farmacos no corneo espesso da pele psoriatica quando as CUR-
NPs foram incorporadas ao SF-gel para administracao topica. Essas evidéncias, segundo os
pesquisadores, podem significar que as CUR-NPs no hidrogel de SF foi primeiramente liberado
do hidrogel e depois as NPs contendo a curcumina foram penetrando no estrato corneo.

Conforme descrito nos trabalhos apresentados, podemos inferir para este estudo que,
em virtude dos efeitos de CLN nas propriedades de barreira da pele ja estdo bem estabelecidos,
tem sido relatado que os CLN formam um filme oclusivo com afinidade pelo EC, que garante
liberacao do farmaco por um periodo prolongado de tempo. Este filme coerente de CLN reduz
a perda de agua transepidérmica e melhora a hidratacao da pele, assim como ha uma interagao
dos lipideos e surfactantes dos CLN com os lipideos do EC, promovendo aumento de
penetracdo cutanea, contribuindo para uma maior distribuicdo destes sistemas nas camadas
mais profundas da epiderme.

Aliado as particularidades dos nanossistemas, especificamente os carreadores lipidicos
nanoestruturados, podemos sugerir que a presenga do biohidrogel como suporte para os CLN
melhora a adesividade sobre a pele, aumentando ainda mais o tempo de contato, promovendo
também hidratagdo cutanea, devido a elevada quantidade de agua presente nos hidrogéis,
contribuindo com a penetragdo em camadas mais profundas da pele.

Entdo, farmacos como o tacrolimus, que apresenta problemas fisico-quimicos para uso
topico, dificeis de atravessar o EC e com elevado grau de irritagdo cutdnea, podem ser
encapsulados em CLN, especialmente desenvolvidos com o6leos vegetais e veiculados em
biohidrogel como matriz de suporte para aplicacdo na pele. Essa combina¢dao de dupla
encapsulagdo apresenta também vantagens superiores, fornecendo mais uma estratégia para a
liberacao controlada de farmacos lipofilicos. Porém, para comprovar essas propriedades de
duplo encapsulamento do Tac, pesquisas poderdo melhorar essas teorias usando técnicas

adequadas e assim chegar a resultados mais consistentes.
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Portanto, os biohidrogéis podem ser vantajosamente combinados com os CLN para
fornecer uma estratégia de dupla encapsulagdo para a liberagdo controlada de farmacos
lipofilicos, que fornecera um nivel adicional de controle sobre a liberacdo do farmaco, enquanto
se beneficia das propriedades biologicas do biohidrogel. Se o CLN estiver fisico-quimicamente
estabilizado na rede de hidrogel, este sistema pode combinar as propriedades de ambas as

classes de materiais e encontrar uma variedade de aplicagdes biomédicas.



162

6 CONCLUSAO

& A composi¢ao de acidos graxos da amostra de 6leo de andiroba utilizado neste trabalho
foi semelhante aquela descrita na literatura, com predominancia de 4cidos oleico e
palmitico;

& Misturas bindrias de 6leo de andiroba e diestearato de glicerila mostraram modificagao
na cristalinidade a medida que aumentava a propor¢ao de 6leo de andiroba, conforme
termogramas de DSC, aumentando as imperfei¢des lipidicas da matriz,
consequentemente facilitando a formacao de CLN e encapsulagdo do tacrolimus;

& Nao foram observadas interacdes quimicas nem incompatibilidades significativas entre
o diestearato de glicerila e o 6leo de andiroba, através da analise por FTIR das misturas
binarias, o que favorece a formacao de uma matriz lipidica estruturada e
compartimentada para acomodar o tacrolimus;

& Os estudos de pré-formulagdo demonstraram que os CLN podem ser delineados com o
oleo de andiroba, diestearato de glicerila e os tensoativos polisorbato 80 e Lipoid® E&0,
através da microfluidizacdo, obtendo tamanhos e caracteristicas desejaveis para
nanossistemas de uso topico;

& O planejamento experimental Box-Behnken demonstrou que a concentragdo dos
surfactantes e do 6leo de andiroba influenciaram notavelmente as respostas observadas
para tamanho de particula, com efeitos positivos na reducdo do diametro dos CLN;

& A caracterizacdo dos Tac-CLN e das suas respectivas formulagdes através de DSC,
FTIR e DRX mostraram elevado grau de desordem da matriz lipidica e total interagao
massa lipidica e farmaco;

& A MEV evidenciou a formacdo dos CLN, com formato esférico, superficie lisa,
distribuicdo homogénea de tamanho, sem aglomeragdo de particulas e tamanho
compativel com os determinados pela técnica de DLS;

& A técnica analitica foi adequada a quantificagdo do tacrolimus nas matrizes estudadas.
A encapsulacdo do tacrolimus nos CLN foi alcangada com sucesso pela técnica de
emulsificagdo e microfluidizacao;

& Formulagdes contendo CLN permaneceram estaveis nos estudos de estabilidade de
triagem e acelerada, com um minimo de variagdes, porém aceitaveis para o objetivo
proposto;

& A retencdo do tacrolimus tanto no estrato corneo quanto na pele remanescente foi

significante na formulacdo Tac-CLN/ZBP-HEC quando comparado as outras
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formulacdes, demostrando que além do nanossistema, o biohidrogel hibrido participa
ativamente na penetragao cutanea;

& Tac-CLN e Tac-CLN/ZBP-HEC aplicados sobre a pele de orelha de porco foram
distribuidos uniformemente por todo o estrato corneo e a epiderme em 24 horas,
corroborando com os estudos de penetragdo cutanea in vitro e provando a teoria dos

nanossistemas lipidicos no transporte até camadas mais profundas da pele.

Avaliando todos os resultados deste trabalho, os CLN desenvolvidos com oleo de
andiroba, contendo tacrolimus e veiculados em biohidrogel hibrido, representa uma formulagao
capaz de reter o farmaco na pele por mais tempo, representando uma forma de dupla
encapsulagdo de ativos, configurando uma apresentagdo farmacéutica inovadora para uso em

afeccoes cutaneas hiperproliferativas dos queratindcitos, como a psoriase.
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APENDICE A - CROMATOGRAMA DO TACROLIMUS EM ACETONITRILA (20 pg/mL).
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APENDICE C - CROMATOGRAMA DA SELETIVIDADE DO TACROLIMUS NO
BIOHIDROGEL HIBRIDO (ZBP-HEC) (20 pg/mL).
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APENDICE D - CROMATOGRAMA DA SELETIVIDADE DO TACROLIMUS NO
ESTRATO CORNEO (EC) (20 pg/mL).
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APENDICE E - CROMATOGRAMA DA SELETIVIDADE DO TACROLIMUS NA PELE
REMANESCENTE (PR) (20 pg/mL).
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APENDICE F - CROMATOGRAMA DA SELETIVIDADE DO TACROLIMUS NA FITA
ADESIVA (40 pg/mL).
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