UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E CONTROLE DE QUALIDADE DE
NANOPARTICULAS CONTENDO ADAPALENO E DAPSONA PARA APLICAGCAO
CUTANEA.

RUBIA LAZZARETTI PEREIRA TOIGO

PORTO ALEGRE, 2015






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E CONTROLE DE QUALIDADE DE
NANOPARTICULAS CONTENDO ADAPALENO E DAPSONA PARA APLICAGCAO
CUTANEA.

Tese apresentada por Rubia Lazzaretti Pereira
Toigo para obtencdo do TiTULO DE DOUTOR

em Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Profa. Dr. Elfrides E. S. Schapoval
Coorientadora: Profa. Dr. Silvia Staniscuaski Guterres

Porto Alegre, 2015



Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
em nivel de Doutorado da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul e aprovada em 08/07/2015, pela Banca Examinadora constituida por:

Prof. Dr. Clésio Soldateli Paim
Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA)

Prof. Dr. Helder Ferreira Teixeira
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Prof. Dr. Maximiliano Silva Sangoi
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

CIP - Catalogac&o na Publicacao

Toigeo, Ribkia Lazzaretti Pereira

Desenvelvimento tecneldgico e controle de
qualidade de nancparticulas contende adapalenco e
dapsona para aplicagio cutidnea. / Ribia Lazzaretti
Pereira Toigoe. -- 2015.

132 £.

Orientadcra: Elfrides Eva Scherman Schapoval.
Coorientadora: Silvia Stanisguaskil Guterres.

Tege (Doutcorade) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Programa de P&s-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Porto Alegre, BR-
RS, 2015.

1. adapalenc. 2. dapsona. 3. cromategrafia liquida
de alta eficiéncia. 4. nancparticulas. 5. acne. I.
Schapoval, Elfrides Eva Scherman, orient. II.
Guterres, Silvia Stanisguaski, cccrient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragéo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor{a).



Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios 402 e 405 do Departamento de
Producédo e Controle de Medicamentos, da Faculdade de Farmacia, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, com bolsa de estudos CAPES.






APRESENTAGAO

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

v Introdugéo: contendo a apresentacgao do tema;

v" Obijetivo geral e objetivos especificos;

v" Reviséao Bibliografica;

v' Capitulo I: Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica indicativa de
estabilidade para formulagao de nanocapsulas contendo adapaleno e dapsona;

v' Capitulo 1l Desenvolvimento e caracterizagdo de hidrogel contendo
nanoparticulas de adapaleno e dapsona para aplicagao cutanea;

v Discussao geral: proporcionar uma compreensao geral dos resultados obtidos;

\

Conclusoes;

v" Referéncias.
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RESUMO

A acne vulgaris é uma patologia cutanea crénica que acomete a unidade
pilossebacea resultando em hiperqueratinizagdo, aumento da produgdo de sebo,
inflamacao e proliferacdo bacteriana nos foliculos pilosos. Diversos farmacos estao
disponiveis para o tratamento da acne, entretanto a combinagdo de tratamentos
tépicos, com diferentes mecanismos de acao, apresentam uma melhor eficacia. Desse
modo, o0 presente trabalho visa o desenvolvimento de um sistema nanocarreador
contendo adapaleno e dapsona no intuito de promover melhor seletividade,
aumentando a eficiéncia do tratamento e minimizando efeitos adversos. Neste contexto,
desenvolveu-se e caracterizou-se fisico-quimicamente uma formulacdo de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo adapaleno e dapsona. A suspensao
contendo 0,025 % de adapaleno e 0,07 % de dapsona apresentou diametro médio de
194,9 £ 0,42 nm, indice de polidisperséo de 0,12 £+ 0,02, potencial zeta -15 £ 1,2 mV,
pH 5,1 £ 0,1 e eficiéncia de encapsulagao préximos a 100 %. A avaliagdo da morfologia
por microscopia eletrdbnica de transmissdo demonstrou particulas esféricas,
homogéneas de dimensbdes nanométricas. Atraveés da analise de retroespalhamento de
luz dindmico (Turbiscan®) ndo se detectou fendmenos de instabilidade na formulagao.
Uma nanoemulsdo, similarmente preparada, mas sem o uso do polimero, foi
desenvolvida para comparagao a fim de estabelecer o mecanismo de encapsulagao dos
farmacos. As suspensdes foram incorporadas em veiculos semissolidos, hidrogéis de
Carpobol® 940, e os seguintes estudos foram realizados: comportamento reoldgico, pH,
perfil de liberagao, potencial de irritagdo (HET-CAM) e permeacao cutaénea in vitro. A
determinagcao quantitativa dos ativos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), e os métodos analiticos foram desenvolvidos e validados de acordo
com os codigos oficiais vigentes. As formulagdes apresentaram perfil ndo-Newtoniano
pseudoplastico. No estudo de liberagao in vitro, nao houve diferenga significativa entre
as formulagbes contendo dapsona (p>0,05). Ja para o adapaleno, ndo foi possivel
estabelecer o perfil de liberacao in vitro por membrana de dialise. As formulagdes foram
avaliadas como nao irritantes pela técnica de HET-CAM. Através dos estudos de

permeacao cutanea foi possivel quantificar os farmacos na epiderme e na derme, e



quantidade nao-significativa foi detectada no fluido receptor (p>0,05). Comparando as
formulagcbes de nanocapsula de nucleo lipidico e nanoemulsdo, as quantidades de
adapaleno e dapsona em cada camada da pele foi significativamente diferente (p<0,05).
Em conclusado, os resultados obtidos até o presente momento demonstram que as
nanocapsulas de nucleo lipidico sdo um sistema promissor para aplicagdo cutanea de
adapaleno e dapsona. Contudo, estudos clinicos fazem-se necessarios a fim de avaliar

a efetividade da formulagao no tratamento da acne.

Palavras-chaves: adapaleno, dapsona, cromatografia liquida de alta eficiéncia,

nanoparticulas, nanocapsulas, nanoemulsao, acne.



ABSTRACT

Development and Quality Control of nanoparticles containing adapalene and

dapsone for cutaneous application.

Acne vulgaris is a chronic skin condition that affects the pilosebaceous unit
resulting in hyperkeratinization, increased sebum production, inflammation and
bacterial proliferation in hair follicles. Several drugs are available for treating acne,
however the combination of topical treatments with different mechanisms of action
presents greater effectiveness. Therefore, this study aims to develop a nanocarrier
system containing adapalene and dapsone in order to promote better selectivity,
increasing efficiency of treatment and minimizing adverse side effects. In this study, a
suspension of lipid-core nanocapsules containing adapalene and dapsone was
prepared by interfacial deposition of preformed polymer and characterized
physicochemically. The suspension containing 0.025 % of adapalene and 0.07 % of
dapsone showed an average diameter of 194.9 + 0.42 nm, a polydispersity index of
0.12 + 0.02, zeta potential -15 mV + 1.2, pH 5.1 £ 0.1 and encapsulation efficiency
approaching 100 %. The assessment of morphology by transmission electron
microscopy showed spherical particles of homogeneous nanometric dimensions. No
detectable instability phenomena in the formulation was observed by dynamic light
scattering analysis (Turbiscan®). A nanoemulsion, similarly prepared but omitting the
polymer, was developed to establish the mechanism of drug encapsulation. The
suspensions were incorporated into semisolid vehicles, hydrogels of Carpobol® 940,
and the following studies were performed: rheological behavior, pH, release profile,
irritation potential (HET-CAM) and skin permeation in vitro. Drug quantification was
carried out by high-performance liquid chromatography (HPLC) and analytical
methods were developed and validated according to current official guidelines. The
formulations exhibited non-Newtonian pseudoplastic profile. In the in vitro release
study, no significant difference was found between the formulations containing
dapsone (p>0.05). However, for adapalene, it was not possible to establish the in vitro
release profile by dialysis membrane. The formulations were evaluated as non-irritant

by HET-CAM technique. Through the skin permeation studies, it was possible to



quantify the drug in epidermis and dermis, and non-significant quantity was detected
in the receptor fluid (p>0.05). Comparing the lipid-core nanocapsules and
nanoemulsion formulations, the amount of adapalene and dapsone in each skin layer
was significantly different (p<0.05). In conclusion, the results obtained show that the
lipid-core nanocapsules are a promising system for cutaneous application of
adapalene and dapsone. However, clinical studies are required in order to evaluate
the effectiveness of the formulation in the treatment of acne.

Keywords: adapalene, dapsone, high efficiency liquid chromatography,

nanoparticles, nanocapsules, nanoemulsion, acne.
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1. INTRODUGAO

A acne vulgaris € uma patologia cutanea crénica comum entre adolescentes e
adultos jovens, afetando mais de 80 % das mulheres e 90 % dos homens em todos os
grupos étnicos (YOSIPOVITCH et al., 2007). Manifesta-se principalmente na face e no
tronco, areas do corpo ricas em glandulas sebaceas. E uma doenca de duracgdo
prolongada e algumas vezes desfigurante. Os sintomas variam em cada pessoa, sendo,
na maioria das vezes, de pequena e média intensidade. A acne deve ser tratada a fim
de evitar sequelas, que podem ser cicatrizes na pele ou disturbios emocionais, devido a

importante alteragdo na auto-estima de jovens acometidos por esta patologia.

Diversos sistemas carreadores vém sendo estudados a fim de controlar a
liberagdo de farmacos em sitios de agao especificos, otimizar regimes posoldgicos,
reduzir a toxicidade e/ou proteger substancias labeis (BARRATT, 2003; SCHAFFAZICK
et al., 2003; GUTERRES et al., 2007). A aplicagao tépica de carreadores coloidais tem
como objetivo promover uma maior retengdo do farmaco no sitio de administragao
especifico, de maneira que a liberagcao sustentada desses farmacos nanoencapsulados
possa suprir a pele por um periodo de tempo prolongado e propiciar a possibilidade de
reducdo da absorcdo sistémica e dos efeitos adversos em sitios ndo especificos,
reduzindo a irritagdo provocada pelo farmaco no local de administracao (YOKOYAMA e
OKANO, 1996; BARRATT, 2003). A adesado do paciente ao tratamento pode ser
aumentada utilizando-se combinagdes de ativos para aplicagdo unica diaria,

proporcionando maior praticidade e comodidade (WILLIAMS et al., 2012).

Em 2008, o uso topico de dapsona, um agente antibacteriano, foi aprovado pelo
Food and Drug Administration para o tratamento de acne moderada a severa (FDA,
2008). Estudos com dapsona 5 % em gel mostraram redugao significativa nas lesdes
acneicas apos 2 a 4 semanas de tratamento (DEL ROSSO, 2007; DRAELOS et al.,
2007). O adapaleno, retindéide de terceira geracado, € um agente comedolitico e anti-
inflamatoério que vem sendo utilizado amplamente devido aos seus efeitos colaterais
mais brandos quando comparado a outras substancias da mesma classe (SHALITA,
2001).

Cabe ressaltar que ndo ha relatos na literatura associando-se nanoparticulas,

adapaleno e dapsona. Draelos e colaboradores (2007) destacam que seria interessante
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um estudo empregando dapsona gel combinado com retinéides como tazaroteno e/ou
adapaleno para o tratamento da acne.

Nesse contexto, o presente trabalho visa o desenvolvimento tecnologico e
controle de qualidade de um sistema nanoestruturado contendo adapaleno e dapsona,
incorporado a um veiculo semissélido, com o intuito de aumentar a penetragao cutanea
destes farmacos, promovendo um aumento da eficacia terapéutica e redugao dos

efeitos adversos apresentados durante aplicagao topica.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar um sistema nanoestruturado contendo adapaleno e
dapsona, incorporado em forma farmacéutica semissdlida, e avaliar a

retencao/permeacao cutadnea dos farmacos a partir desse sistema carreador.

2.2 Objetivos especificos
* Desenvolver nanocapsulas contendo adapaleno e dapsona;
* Caracterizar fisico-quimicamente o sistema carreador;

* Desenvolver e validar metodologia analitica para determinagdo dos farmacos na

formulacao;

* Incorporar as suspensodes de nanoparticulas em hidrogel;
* Avaliar as caracteristicas reolégicas da formulagao;

* Analisar o potencial de irritagao in vitro;

* Caracterizar o perfil de liberacgéao in vitro;

* Avaliar a retengao dos farmacos na epiderme e na derme;

e Avaliar a permeacgao cutanea in vitro.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Acne

A acne vulgaris € um disturbio inflamatério crénico que acomete a unidade
pilossebacea resultando em hiperqueratinizagdo, aumento da produgdo de sebo,
inflamacao e proliferacao bacteriana dos foliculos pilosos pelo Propionibacterium acnes
(P. acnes), uma bactéria comensal presente na flora cutdnea (THIBOUTOT et al., 2007,
WILLIAMS et al., 2012).

Praticamente todos os adolescentes entre 15 e 17 anos possuem algum grau de
acne, sendo considerada moderada a severa entre 15 a 20 % destes individuos
(GHODSI et al., 2009). Em homens e mulheres acima de 25 anos, 40 a 54 % possuem
acne facial a qual persiste ao longo da vida em 12 % das mulheres e em 3 % dos
homens (CORDAIN et al., 2002).

Considerada uma patologia cutanea universal, a acne é caracterizada pela
formagdo de comeddes (lesdes nao inflamatdrias), papulas e pustulas (lesdes
inflamatodrias) e, menos frequentemente, de ndédulos e cistos. Os comeddes abertos,
comumente conhecidos por cravos, consistem em um tamp&o hiperceratético de
coloracao escura. Esta coloragao € devida a oxidagdo da melanina dentro da abertura
folicular. Os comeddes fechados, ou espinhas, possuem coloragdo branca e nao
apresentam poro central atenuado (KNUSTEN-LARSON et al., 2012).

Em alguns casos, o quadro pode tornar-se muito intenso, como a acne conglobata,
a qual produz grandes lesdes cisticas, inflamatodrias, que se intercomunicam por sob a
pele, e a acne queloideano em que ocorre a formacao de cicatrizes queloideanas apés
o0 desaparecimento da inflamagdo. Além disso, estudos demonstram alteracoes
psicossociais em individuos afetados pela doenga, como baixa autoestima, depressao e
ansiedade (THIELITZ et al., 2006; KRAKOWSKI et al., 2008; TAN, 2009). Uma revisao
de diversos estudos comparativos demonstrou que pacientes com acne podem
apresentar niveis de ansiedade e depressdao maiores que pacientes com doengas
sistémicas como cancer, diabetes e epilepsia (TAN, 2004; KNUSTEN-LARSON et al.,
2012). Portanto, um tratamento rapido e eficaz é fundamental para estes pacientes.

As manifestacdes da doenca ocorrem devido a quatro fatores principais: liberacao

de mediadores inflamatérios, colonizagao do foliculo piloso, alteragdo do processo de
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queratinizacdo e da producdo de sebo (WILLIAMS et al., 2012). O aumento da
secrecao sebacea associada ao estreitamento e obstrugdo da abertura do foliculo
pilossebaceo promove o aparecimento de comeddes. Estas condicbes favorecem a
proliferacdo de micro-organismos que promovem um processo inflamatério local
(WEBSTER, 2005).

O P. acnes é o agente infeccioso mais comumente envolvido e habita a unidade
pilossebacea, pois utiliza o sebo como fonte nutriente, o qual é rico em lipidios. Devido
a elevada producao de sebo, esta bactéria prolifera-se, levando a um processo
inflamatdrio via ativagdo do complemento e liberacdo de subprodutos metabdlicos,
proteases e fatores quimiotaticos os quais saéo responsaveis pela atragao de neutrofilos
(KNUSTEN-LARSON et al., 2012). Face, pescogo, area peitoral, ombros e costas sao
os locais mais comumente afetados devido a maior quantidade de unidades
pilossebaceas (WILLIAMS et al., 2012).

Além disso, a acne pode estar associada a sindrome do ovario policistico ou ainda
ser causada ou agravada por alguns farmacos (VALEYRIE-ALLANORE et al., 2007;
WILLIAMS et al., 2012). Horménios exdgenos como testosterona, progesterona e
danazol podem induzir a formagao desta desordem cutanea, visto que, a acne € uma
patologia da unidade pilossebacea, a qual é regulada por horménios. Outros farmacos
administrados por via sistémica como fenitoina, glicocorticoides, inibidores do fator de
crescimento, isoniazida, litio e vitaminas do complexo B (B,, Bs € Bi2) podem
proporcionar erupgdoes acneiformes. Ao contrario da acne wulgaris, a acne
medicamentosa € caracterizada por uma erupgao monomoérfica de papulas e pustulas,
e classicamente afeta a regido do tronco ao invés da face. Comeddes estéo tipicamente
ausentes (LOLIS et al., 2009).

Adicionalmente, sabe-se que fatores genéticos e etnia estdo associados a uma
predisposicao a acne (BATAILLE et al., 2002; SHALITA, 2004; KNUSTEN-LARSON et
al., 2012). Individuos hispanicos e afrodescendentes apresentam uma maior propensao
ao desenvolvimento de cicatrizes e hiperpigmentacgao, respectivamente (TAYLOR et al.,
2002; DRENO e POLI, 2003; KNUSTEN-LARSON et al., 2012).

Estudos demonstraram que outros fatores como estresse, obstrugdo da pele por

produtos oleosos ou vestimentas e tabagismo também influenciam no desenvolvimento
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da acne (SCHAFER et al., 2001; KLAZ et al., 2006). Até o presente momento, ndo ha
um consenso nos estudos que comprovem a relagdo desta patologia com dieta,
exposicao ao sol e higiene da pele. Segundo Magin e colaboradores (2004), agentes de
limpeza podem apresentar algum beneficio no tratamento da acne moderada,
entretanto, limpezas excessivas da superficie cutdnea podem remover a camada
oleosa da pele e estimular uma maior producdo de oleo. Portanto, a ache € uma
patologia complexa influenciada tanto por fatores genéticos quanto por fatores

ambientais.

3.2 Pele como via de administragao topica

A pele é o 6rgao mais extenso do corpo humano, de constituigdo heterogénea e
quase impermeavel, capaz de impedir a entrada de agentes exdégenos e a perda de
agua transepidérmica. Entretanto, a pele pode também ser utilizada como uma porta de
entrada para substancias terapéuticas. Essas substancias capazes de penetra-la, em
geral, promovem baixas concentragbes sistémicas, minimizando, assim, possiveis
efeitos adversos (VOLPATO et al., 2009; PROW et al., 2011). Além disso, a via cutanea
possibilita a vetorizagcado do ativo na area afetada (GUTERRES et al. 2007).

As trés camadas que compdem a pele séo: epiderme, derme e hipoderme. A
epiderme é avascular, composta por diversas camadas de queratindcitos em diferentes
estagios de diferenciacao celular. Os queratindcitos passam por um processo de
queratinizacdo, em que as células diferenciam-se, movem-se da camada basal até o
estrato cérneo, tornando-se anucleadas e achatadas e sédo eliminadas periodicamente.
Em geral, esse processo de descamacgao da camada mais externa do estrato cérneo,
conhecida como estrato disjunctum, ocorre a cada 14 dias. Células com fungdes de
percepcao sensorial (células de Merkel), imunolégicas (Langerhans) e produtoras de
melanina (melandcitos) encontram-se intercaladas entre os queratinécitos na epiderme
viavel. As camadas que formam a epiderme sado conhecidas como basal, espinhosa,
granulosa e cérnea (ASBILL e MICHNIAK, 2000; FOLDAVARI, 2000; RIBEIRO, 2006;
VOLPATO et al., 2009; PROW et al., 2011).

Na camada basal encontra-se o maior numero de células em divisdo e através de

complexos juncionais especializados, denominados hemidesmossomas, realiza a
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ligagdo com a derme. Acima da camada basal, encontra-se a camada espinhosa
formada por varias fileiras de células, coesas entre si pelos desmossomas. A camada
granulosa, responsavel pela formagao da bicamada lipidica, previne a desidratagao das
camadas adjacentes da epiderme e oferece resisténcia a absor¢cado percutanea
(FOLDAVARI, 2000; RIBEIRO, 2006).

A camada mais externa da epiderme é o estrato cérneo (10-20 ym), o qual é
formado por células densas, funcionalmente mortas, queratinizadas, denominadas de
corneocitos. Estas células sdo envoltas por uma bicamada lipidica, multilamelar
(VOLPATO et al.,, 2009). Atua como a principal barreira de substancias aplicadas
topicamente, mas, também, como um reservatério para formulagdes aplicadas por esta
via, devido as suas caracteristicas de hidrofobicidade e sua elevada organizagao
estrutural. O transporte de substincias através da camada cornea ocorre
principalmente por difusdo passiva (FERNANDEZ et al., 2000; FOLDVARI, 2000;
PROW et al., 2011).

A derme possui, aproximadamente, 2 mm de espessura, proporciona resisténcia
fisica frente a agressdes e fornece nutrientes a epiderme. A derme é composta por
colageno, fibras elasticas, vasos sanguineos, terminagdes nervosas, assim como
foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (apocrinas e écrinas) (RIBEIRO,
2006; VOLPATO et al.,, 2009). A hipoderme, formada por tecido adiposo, atua como
isolador térmico, absorvedor de choque e regido de armazenamento de energia
(VOLPATO et al., 2009).

As formulagdes topicas apresentam trés potenciais vias de absor¢ao através da
pele: glandulas sudoriparas, estrato cérneo e foliculos pilosos. Moléculas de farmacos
podem penetrar o estrato corneo tanto pela matriz intercelular (entre os cornedcitos),
através dos cornedcitos (via transcelular) e dos apéndices cutaneos, conforme ilustrado
na Figura 1. Estes apéndices ocupam 0,1 % da area de superficie total da pele,
portanto, a contribuicdo no transporte total pela pele, para a maioria das formulagcbes
convencionais topicas é considerada negligenciavel (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).
Contudo, a principal via de penetracdo de farmacos sado os canais intercelulares,
envolvendo a difusdo de moléculas pela matriz lipidica entre os cornedcitos
(BOUWSTRA et al., 2000; VOLPATO et al., 2009).
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Figura 1: llustracdo dos trés principais caminhos de penetragdo cutanea:
intracelular, intercelular e folicular.
Fonte: BOLZINGER et al., 2012.

As particulas depositam-se em diferentes regides da pele de acordo com o
tamanho, em geral, particulas maiores que 10 um permanecem na superficie da pele,
particulas entre 3—10 ym concentram-se nos foliculos pilosos, e particulas menores que
3 um penetram igualmente nos foliculos pilosos e no estrato céorneo (SCHAEFER, 1990;
BARRY, 2005). Portanto, no caso de formulagbes particuladas, a rota via apéndices
pode apresentar grande importancia (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LADEMANN et
al., 2007). Du Plessis et al. (1994) relataram a contribuicdo da via folicular na liberagao
de ativos lipossomais em camadas mais profundas da pele. Rolland et al. (1993)
descreveram que microesferas de poli(L-acido lactico-co-acido glicdlico) fluorescentes
(5 um), dispersadas em gel aquoso foram claramente visualizadas em estruturas
pilosebaceas em pele humana e de ratos, apos 35 minutos de permeagao passiva,
enquanto, a penetracado pelo estrato cérneo nao foi observada. Alvarez-Roman et al.
(2004) demonstraram que nanoparticulas (20 nm) menores possuiam maior afinidade
pelos espacos foliculares, provavelmente, pela sua maior area superficial. Além disso,

através de microscopia confocal, pode-se observar que as nanocapsulas poliméricas se
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acumulam nas aberturas foliculares de modo tempo-dependente.

Recentemente, os foliculos pilosos tém sido considerados como um caminho
alternativo para absorcdo dérmica, pois facilitam a permeagao (RABER et al., 2014).
Contribuem significativamente na absor¢do de pequenas moléculas, especialmente
aquelas com coeficientes de particado octanol-agua baixos ou intermediarios. Devido a
baixa taxa de clearance do fluxo seboso e crescimento folicular, os sistemas
nanoestruturados formam um depdsito dentro dos foliculos, onde ficam protegidos do
contato com a roupa e nao sao facilmente removidos. Além disso, o estrato corneo esta
ausente no tergo inferior dos foliculos pilosos, facilitando a absorcdo destas
substancias. Os foliculos pilosos estdo diretamente relacionados em patologias como a
acne, portanto devem ser considerados um sitio alvo de agao (THIBOUTOT, 2004;
RABER et al., 2014).

Para farmacos, cujo sitio de acao é restrito a superficie da pele ou as primeiras
camadas, objetiva-se prevenir sua passagem para as camadas mais profundas da pele,
a fim de nao induzir efeitos secundarios devido a exposicao sistémica. Obtendo-se,
portanto, somente um efeito local, mantendo concentracbes efetivas do farmaco no
tecido alvo (ASBILL e MICHNIAK, 2000; KREILGAARD, 2002; ALENCASTRE et al.,
2006; BETTONI, 2009).

A encapsulagao utilizando sistemas nanoestruturados tem sido uma estratégia
proposta para administracdo tépica de farmacos a fim de aumentar o transporte
percutaneo. Estudos demonstraram que a encapsulagdo de moléculas altamente
lipofilicas, como o octil-metoxicinamato, em nanoparticulas contendo poli-e-
caprolactona, aumentaram significativamente a taxa e o transporte através da pele
suina. Embora esses sistemas sao indiscutivelmente capazes de aumentar a
penetracao e distribuicdo cutadnea, o mecanismo pelo qual este aumento é obtido ainda
n&o esta esclarecido (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).
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3.3 Tratamentos topicos da acne

Atualmente, existem diversos farmacos de acgao tépica disponiveis comercialmente
para o tratamento da acne. A terapia topica é considerada o tratamento de primeira
escolha em casos de acne papulopustular de leve a moderada ou comedonal. Nas
formas mais severas, como na presenca de nodulos, cistos ou cicatrizes, uma terapia
adicional sistémica é necessaria (LAYTON, 2006; ZAENGLEIN, 2008).

As terapias topicas reduzem novas lesdes, portanto requerem a aplicagdo em toda
area afetada, ao invés de locais especificos. Entretanto, a maioria dos ativos causam
irritacdo inicial da pele, e assim diminuem a adesdo do paciente ao tratamento. A
irritacdo pode ser minimizada, comecando com formulacbes de baixa dosagem e

aumentando gradativamente a frequéncia ou dose (WILLIAMS et al., 2012).

Farmacos recomendados para o tratamento da acne incluem retindides, peréxido
de benzoila, antimicrobianos e alfa-hidroxiacidos. Outros ativos, como acido salicilico,
acido azelaico e, recentemente, a dapsona também s&o utilizados. A combinagéao
desses agentes € comum, visto que a maioria dos medicamentos nao age em todos os
fatores patogénicos (THIBOUTOT et al., 2007). Somente a isotretinoina oral deve ser
utiizada como monoterapia (KATSAMBAS e CUNLIFFE, 2004). Existem diversas
evidéncias cientificas comprovando que a combinacdo de tratamentos topicos, com
diferentes mecanismos de acao, agem com melhor eficacia do que um unico agente
(WILLIAMS et al., 2012).

O mecanismo de acao de antibiéticos topicos no tratamento da acne ainda nao foi
claramente definido, mas parece agirem diretamente no P. acnes, reduzindo o processo
inflamatdrio. Antibidticos tépicos possuem menor atividade do que outros agentes
contra lesbes nao-inflamatdrias. Em casos de acne mais severa, antibidticos tépicos
sao usualmente combinados com outros produtos, como retindides topicos ou peroxido
de benzoila. Dentre os antibidticos topicos utilizados podem-se citar: a eritromicina e a
clindamicina. Entretanto, a eritromicina possui eficacia reduzida devido ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (WILLIAMS et al., 2012).

Derivados sintéticos do retinol (vitamina A), os retindides tépicos tém sido
utilizados na terapia anti-acne desde 1962, sendo a tretinoina (acido trans-retindico) a

primeira substancia a ser estudada (JAIN, 2004). Da classe dos retindides empregados
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no tratamento da acne, encontram-se também a isotretinoina (acido 13-cis-retindico),
motretinida, retinol, B- glicuronideo, retinaldeido, tazaroteno (retinéide acetilénico) e o
adapaleno (derivado do acido naftdico), sendo a isotretinoina e o adapaleno, os mais
prescritos na Europa (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2004; THIELITZ et al., 2006).
Estruturalmente, o adapaleno e tazaroteno sao distantes da vitamina A, entretanto
possuem capacidade de se ligarem aos receptores do acido retindico, expandindo a
definicdo do termo “retindides” para incluir tais agentes (AKYOL e OZCELIK, 2005).

Os retindides reduzem e inibem a formacdo microcomeddes de forma dose-
dependente, influenciam na proliferacéo e diferenciagcao de células do epitélio folicular,
ademais, podem exercer atividade imunomodulatéria direta (KRAUTHEIM e
GOLLNICK, 2003; LAYTON, 2006; THIELITZ et al., 2006; ZAENGLEIN, 2008). Atuando
principalmente como comedoliticos, os retindides tépicos sao farmacos de primeira
escolha para a maioria das formas de acne, além de serem essenciais para a
manutencao da terapia quando o tratamento oral € interrompido.

A aplicagao topica dos retindides também altera o microclima folicular e promove
aumento da penetragao de outros compostos como antibiéticos topicos e peroxido de
benzoila. Portanto, para melhores resultados, devem ser utilizados no inicio do
desenvolvimento da acne e combinados com terapia antimicrobiana quando lesdes
inflamatodrias estao presentes (GOLLNICK et al., 2003).

Devido ao seu potencial irritante, novas formulagdes e farmacos com maior
tolerabilidade tém sido desenvolvidos (LAYTON, 2006; ZAENGLEIN, 2008). Estudos
demonstraram que formulagbes com dosagens mais altas possuem melhor atividade
que doses mais baixas, mas proporcionam maior irritacdo. Todos os retindides topicos
induzem a reacgdes locais e o tratamento deve ser descontinuado se forem severas,
além disso, aumentam a sensibilidade da pele a luz ultravioleta (WILLIAMS et al.,
2012). Cabe ressaltar, que os retinéides também podem atuar no tratamento de outras
patologias dermatoldgicas, como psoriase, cancer de pele, rosacea, lupus eritematoso,

terapia antienvelhecimento entre outras (ZOUBOULIS, 2001).
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3.3.1 Adapaleno

O adapaleno (Figura 2) apresenta as seguintes caracteristicas:

Figura 2: Formula estrutural do adapaleno.

» Nomes quimicos: 6-[3-(1-adamantil)-4-methoxiphenil]-2-acido naftéico; 6-[3-(1-
adamantil)-4-methoxiphenil]-2-acido naftalenocarboxilico; acido 2-naftalenocarboxilico
» Formula molecular: CysH2503
» Classe quimica: retindides
» Registro no Chemical Abstracts (CAS): 106685-40-9
» Massa molar: 412,52 g/mol
> pka: 4,23 £ 0,30
> logP: 8,21 £ 0,768
» Faixa de fusdo: 606,3 + 55 °C
» Solubilidade: soluvel em tetraidrofurano, ligeiramente soluvel em etanol e
praticamente insoluvel em agua.
> Apresentacdes comerciais: Differin® gel (0,1 % e 0,3 %) e Adacne® gel 0,1 %).
(THE MERCK, 2000; SCIFINDER, 2015).

Classificado como retindide de terceira geragdo, derivado do acido naftdico,
apresenta menos efeitos adversos e melhor tolerabilidade quando comparado a outros
farmacos da mesma classe. Dentre os efeitos adversos mais frequentemente
encontrados, pode-se citar: prurido, vermelhiddo, descamacéo, dermatite de contato,
queimacado e aumento da fotossensibilidade. Possui propriedades anti-inflamatdrias,
anticomedogénica e comedolitica, com boa tolerabilidade. Atua na preveng¢ao de novas
lesdes, bem como nas lesbes ja existentes. Além disso, aumenta a penetragdao de
outros agentes, como, por exemplo, antimicrobianos, apresentando um efeito de

sinergismo (IRBY et al., 2008). Estudos investigando a eficacia e seguranca do
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adapaleno usado em combinacdo com antibidticos orais e topicos, mostraram que a
associacao dos medicamentos é mais efetiva que a monoterapia com antibiético no
tratamento da acne (THIBOUTOT et al., 2007).

A maior tolerabilidade do adapaleno, comparada a outros retindides, pode estar
relacionada a uma maior afinidade por alguns receptores. Ao contrario da tretinoina, o
adapaleno nao se liga ao acido retindico citosdlico de proteinas de ligagdo, mas
seletivamente ao receptor do acido retindico nuclear (RAR) e os subtipos B e y. Esta
afinidade de ligacao seletiva do adapaleno é responsavel pelo efeito comedolitico, pois
proporciona uma maior inibicdo da diferenciagcdo de queratinécitos quando comparado
a tretinoina (SHROOT e MICHEL, 1997; CZERNIELEWSKI et al., 2001; IRBY, 2008;).

O mecanismo de agdao do adapaleno parece estar relacionado com a
normalizacao da diferenciagao das células do epitélio folicular, resultando na diminui¢cao
da formagao de microcomeddes. Atuando, entdo, nos seguintes mecanismos presentes
na patogénese da acne vulgar: nos processos de queratinizacdo e diferenciagao
anormal da epiderme, e no processo inflamatério que ocorre apdés a formagao
microcomedao (GALDERMA, 2003).

O adapaleno inibe a resposta inflamatoria, a formacdo do microcomedao e de
antigenos bacterianos. Suas propriedades anti-inflamatérias estdo relacionadas a
inibicAo das respostas quimiotaticas e quimiocinéticas dos leucocitos
polimorfonucleares humanos e também no metabolismo por lipoxidagdo do acido
araquidbénico para mediadores pro-inflamatorios (IRBY et al., 2008). Portanto, € um
farmaco eficaz na reducdo de papulas e pustulas, as quais sdo componentes

inflamatorios da acne.
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3.3.2 Dapsona
A dapsona, derivada da anilina (Figura 3), pertencente ao grupo das sulfonas, com

acgao principalmente bacteriostatica.

O
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Figura 3: Formula estrutural da dapsona.

» Nomes quimicos: 4,4’-diaminodifenilssulfona, 4,4'-sulfonildianilina;
» Formula molecular: C12H12N202S

» Classe quimica: sulfonas

» Registro no Chemical Abstracts (CAS): 80-08-0

» Massa molar: 248,30 g/mol

> pka: 1,24 £ 0,10

> logP: 0,991 + 0,34

» Faixa de fusdo: 175-176 °C

» Solubilidade: agua 0,2 mg/mL e metanol 52 mg/mL.

» Apresentacdes comerciais: Aczone gel 5 %.
(THE MERCK, 2000; SCIFINDER, 2015).

Empregada, desde 1943, no tratamento da hanseniase, a dapsona € também
utilizada em outras afecgdes, como na profilaxia da malaria, na dermatite herpetiforme,
na policondrite, no lupus eritematoso, na artrite reumatoide, na policondrite relapsa, na
pseudopoliartrite rizomélica, na pneumonia causada pelo Pneumocystls carinii, no
sarcoma de Kaposi, erupgcdes auto-imunes e em medicina veterinaria (MANDELL e
PETRI, 1996; ZANINI e OGA, 1997; MARTINDALE, 1999).

Antigamente, as sulfonas eram usadas preferencialmente como agentes
antimicrobianos e quimioterapicos para tratar infeccbes causadas por Streptococcus,
micobacteria etc. A dapsona € a unica sulfona congénere utilizada na terapéutica
humana devido ao seu mecanismo duplo de agao, antimicrobiano e anti-inflamatorio,

além de disso, também apresenta efeitos imunomodulatérios (WOZEL, 2010).
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Em 2008, a dapsona foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para
uso topico no tratamento da acne, entretanto, até o presente momento, é
comercializada apenas nos Estados Unidos como Aczone® (Allergan, CA, EUA) (FDA,
2008). Resultados de estudos clinicos com dapsona (n=1506) mostraram uma redugao
de 8 % das lesdes nao inflamatorias e 6 % das lesdes inflamatérias, em comparagao
com placebo, apés um periodo de tratamento de 12 semanas (DRAELOS et al., 2007).
Outros estudos demonstraram também a eficacia da dapsona por via topica para outras
patologias dermatolégicas além do tratamento da acne vulgaris, como psoriase,
urticaria, rosacea, alopecia areata, entre outras. Schumacher (1996 apud WOZEL,
2010)" observou uma diminuigdo de eritema induzido por radiacdo UVB ap6s aplicagdo
tépica de dapsona nas concentracoes de 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 % € 10 % em voluntarios
saudaveis com pele sol-reativa Tipo Il e Ill. A explicagéo teorica para a supressao do
eritema pode ser devida a uma acgao inibitéria sobre as prostaglandinas. Outros estudos
reportaram efeitos de metabdlitos da dapsona quando aplicados topicamente, os quais
apresentaram propriedades anti-inflamatoérias semelhantes a dapsona (WOZEL et al.,
1999; ASCHOFF et al., 2000).

Diversas teorias tém sido relatadas a fim de explicar o mecanismo de acéo da
dapsona em doencas inflamatdrias cronicas. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito
molecular especifico da dapsona ou de seus metabdlitos que levam a eficacia clinica.
Autores destacam que um potencial mecanismo de agdo da dapsona no tratamento da
acne pode ser a direta inibicdo do deslocamento de leucdcitos polimorfonucleares
(PMN). Embora, estudos anteriores indicaram que a dapsona parece exercer minimo
efeito inibitério sobre PMN. Em voluntarios humanos, um metabdlito da dapsona,
dapsona hidroxilamina (DDS-NOH), demostra uma forte atividade inibitéria de
leucotrienos B4 (LTB4) induzindo a acumulagao de leucécitos polimorfonucleares na
pele (WOZEL et al., 1997; WOZEL et al., 2010).

' SCHUMACHER K. Humane in-vivo-Untersuchungen zur antientziindlichen Wirksamkeit von
Diaminodiphenylsulfon (Dapson) [thesis]. Dresden, Germany: Department of Dermatology, University
Hospital Carl Gustav Carus Dresden, 1996 apud WOZEL, V.E.G. Innovative use of dapsone.
Dermatologic Clinics, v. 28, p. 599-610, 2010.
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Portanto, uma explicacdo da eficacia da dapsona por via tépica no tratamento da
acne pode ser a geragao de DDS-NOH através de PMN ativados na pele. Contudo,
uma investigagdo do mecanismo de ag¢adao da dapsona em dermatoses
sulfonossensiveis ainda é necessaria (PFEIFFER e WOZEL, 2003).

Devido a potenciais efeitos adversos hematolégicos associados a administragcéao
sistémica da dapsona, diversos estudos tem demonstrado um crescente interesse no
desenvolvimento de formulagdes tépicas de dapsona (WOZEL, 2010). Entretanto, uma
das maiores desvantagens da terapia topica no tratamento da acne s&o os problemas
de tolerabilidade, pois eritema, pele seca, escamacao e irritacdo cutanea podem levar a
descontinuidade do tratamento (LEYDEN, 1998).

3.4 Sistemas nanoestruturados

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores que apresentam
diametros inferiores a 1 ym e diferem entre si, de acordo com a composi¢cao e
organizacédo estrutural. As nanoparticulas podem consistir de uma matriz polimérica
biodegradavel, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido, ndo apresentando 6leo
na sua composi¢ao (nanoesfera), ou de um involucro polimérico, contendo um sistema
reservatorio oleoso (nanocapsula), podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo
e/ou adsorvido & parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; ALVARES-ROMAN et
al., 2004) (Figura 4).

O nucleo das nanocapsulas age como um reservatério para o farmaco ou ativo.
Uma unica substancia quimica ou uma mistura de varias podem ser utilizadas como
componente estrutural do nucleo. Esses componentes podem dissolver ou dispersar a
substancia ativa. Em geral, nanocapsulas apresentam alta capacidade de
encapsulamento comparada a nanoesferas poliméricas, como uma consequéncia da
solubilidade do farmaco ou ativo no nucleo oleoso. Entretanto, a capacidade de
encapsulamento neste caso, € limitada a concentracdo de saturagdo do farmaco na
fase organica das nanocapsulas quando o 6leo é o unico componente estrutural do
nucleo (COUVREUR et al., 2002).
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Figura 4: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas: a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco
adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica
das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz
polimérica das nanoesferas.

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.

Em estudos prévios no laboratério, desenvolveu-se um novo modelo de
nanocapsula, denominado nanocapsulas de nucleo lipidico, composto de uma parede
polimérica de poly(e-caprolactona) (PCL) em torno de uma dispersdo de monoestearato
de sorbitano em triglicerideos de cadeia média (VENTURINI et al., 2011). Esta estrutura
supramolecular de nucleo lipidico € um hibrido de um carreador sodlido lipidico e
polimérico (Figura 5). As nanocapsulas de nucleo lipidico sdo uma solugdo aquosa
coloidal de coloragado branca leitosa em que os ativos podem estar dissolvidos ou
dispersos no nucleo do coléide e/ou adsorvidos na parede polimérica (BRUM et al.,
2014). Em geral, para as nanocapsulas poliméricas, a barreira mais importante para
liberagao do farmaco é a parede polimérica, enquanto, para as nanocapsulas de nucleo
lipidico, além da barreira da parede, a viscosidade do nucleo também & um fator
consideravel. Alem disso, as nanocapsulas de nucleo lipidico apresentaram-se mais
rigidas do que formulagcbes similares sem monoestearato de sorbitano (FIEL et al.,
2011). Em relacdo ao polimero utilizado, PCL é o mais empregado devido a sua
biocompatibilidade, propriedades mecanicas e por ser biodegradavel. Devido ao fato de
ser um polimero semicristalino, sua degradagcdo é mais lenta comparada com
poliésteres amorfos como poli-acido lactico e seus copolimeros com acido glicélico
(GUTERRES et al., 2007).
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Figura 5: Modelo ilustrativo de uma nanocapsula de nucleo lipidico.
Fonte: VENTURINI et al., 2011.
Devido ao tamanho reduzido, os nanocarreadores possibilitam um aumento do
contato de moléculas ativas com o estrato cérneo, além de facilitar sua formulagdo em
produtos dermatoldgicos e propiciar confortavel aplicagdo (ALVES et al., 2007,
GUTERRES et al.,, 2007). Os trés principais locais para direcionamento de sistemas
nanoestruturados por via tépica séo: superficie do estrato cérneo, linhas de expressao

(dermatoglifos) e nos foliculos pilosos (infundibulo), conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Potenciais sitios de agcao na pele para nanoparticulas: superficie do
estrato coérneo (a); rugosidade (b) e foliculos pilosos (c). Outros sitios de acdo como

epiderme viavel (E) e derme (D).
Fonte: PROW et al., 2011.
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Um estudo publicado por Shim e colaboradores (2004), utilizando pele de porcos
da india com e sem pélos em célula de difusdo de Franz, avaliaram o mecanismo de
permeacao de nanoparticulas poliméricas preparadas com poli(e-caprolactona)-b-
poli(etilenoglicol) contendo minoxidil e o efeito do tamanho das nanoparticulas sobre a
taxa de permeacao do ativo. Os resultados demonstraram que as particulas com menor
tamanho facilitaram a permeacgao do minoxidil, aumentando 1,5 vezes a quantidade
permeada até a epiderme e 1,7 vezes a quantidade no fluido receptor, em pele com
pélos. Entretanto, utilizando pele sem pélos, a permeacdo do minoxidil ndo foi
dependente do tamanho de particula, sugerindo que a liberacdo ocorreu principalmente

nos foliculos pilosos.

Estes sistemas coloidais apresentam vantagens como baixa toxicidade, aumento
da estabilidade de farmacos, devido a protecdo que oferecem as substancias neles
associadas, e a capacidade de provocarem uma liberagdo controlada das mesmas em
sitios especificos. Estas caracteristicas estdo condicionadas a natureza do polimero
utilizado, ao tipo de particula e ao campo de aplicagdo a que se destinam
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; COUVREUR et al., 2002). Entre os fatores que
afetam a absorgao cutanea estao as propriedades fisico-quimicas do préprio ativo e do
polimero utilizado para formular as nanoparticulas poliméricas, as especificacbes do
veiculo, e o estado fisiolégico da pele. Além disso, estes sistemas também podem ser
utilizados com a finalidade de restringir a penetracdo de substancias, como filtros UV
(VETTOR et al., 2010) ou para aumentar a adesividade do ativo na pele (GUTERRES
et al., 2007).

Nas ultimas décadas, nanocapsulas poliméricas tem sido estudadas e propostas
tanto para uso sistémico quanto para uso tépico. Carreadores nanoestruturados para
aplicagao topica tem sido amplamente utilizados devido a diversas vantagens sobre as
formulagdes convencionais (GUTERRES et al., 2007). Estudo publicado por Alves e
colaboradores (2007), demonstrou que as nanocapsulas poliméricas contendo poli(e-
caprolactona), incorporadas em hidrogel, propiciam elevada penetragdo da nimesulida,
um anti-inflamatério ndo esteroide, em camadas mais profundas da pele quando

comparadas com outros carreadores (nanoesferas e nanoemulsio).

Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacdo de
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nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser, de uma forma geral, classificados em
métodos baseados na polimerizagao in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilato de
alquila), categorizados como métodos quimicos, (SAKUMA et al., 1997; LAMBERT et
al., 2000) ou na precipitacdo de polimeros pré-formados, denominados de métodos
fisico-quimicos, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicélico)
(PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do acido metacrilico e de
um éster acrilico ou metacrilico (ESPUELAS et al., 1997; MARCHAIS et al., 1998;
QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; SANTOS-MAGALHAES et al., 2000).

Nos meétodos quimicos, nanocapsulas podem ser preparadas através da
polimerizagdo de mondmeros em nanoemulsdes. A etapa de polimerizagao € realizada
sob agitacao constante na presenca de um iniciador usando condicdes especificas (pH,
temperatura, etc.). O mondmero pode ser adicionado tanto na fase organica antes da
mistura com a fase aquosa ou na fase externa apds a preparacao da nanoemulsao. A
taxa de polimerizagao deve ser alta a fim de permitir a formacao da parede polimérica
ao redor da goticula de 6leo (AL KHOURY-FALLOUH et al., 1986; COUVREUR et al.,
2002).

Métodos fisico-quimicos envolvem precipitacao interfacial de polimeros pré-
formados, o qual esta baseado no método de deslocamento do solvente que foi
proposto em Fessi e colaboradores, em 1989. Este método utiliza uma estratégia
denominada em nanotecnologia de “bottom-up”, em que a fase organica contendo dleo,
polimero, um solvente soluvel em agua e um ativo hidrofébico, € introduzida na fase
aquosa contendo agua e tensoativo sob agitacdo moderada. As goticulas de 6leo séo
geradas por emulsificagdo espontanea simultaneamente a precipitacdo do polimero na
interface 6leo-agua. Para a formagao de nanocapsulas, a principal condi¢ao requerida é
a insolubilidade do polimero na fase interna que contém o d6leo, e na fase externa
composta pela agua (FESSI et al., 1989). Além disso, a alta miscibilidade do solvente
organico em agua € essencial para o processo de emulsificagao espontanea, a fim de
causar supersaturacdo do 6leo na mistura, levando a sua nucleacdo em pequenas
goticulas. O polimero precipita no nucleo oleoso devido a sua reduzida solubilidade em
ambas as fases (VITALE e KATZ, 2003; GANACHAUD e KATZ, 2005; POLETTO et al.,
2011).
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Outros métodos fisico-quimicos existentes para preparagao de nanoparticulas por
deposigao interfacial de polimeros pré-formados consistem em processos mecanicos
que utilizam altas taxas de cisalhamento. Dentre eles, podem-se citar: emulsificagao-
evaporagao do solvente, deslocamento do solvente, salting-out e por emulsificagao-
difusdo do solvente (SOUTO et al., 2012).



4. CAPITULO | - Desenvolvimento e validagio de metodologia analitica
indicativa de estabilidade para formulagdo de nanocapsulas contendo

adapaleno e dapsona.
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4.1 INTRODUGAO

A analise de farmacos € imprescindivel nas diversas fases de desenvolvimento
farmacéutico, tais como: estudo de formulacado e estabilidade, controle de qualidade e
em ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos in vivo. Portanto, o controle de qualidade é
uma ferramenta fundamental, o qual visa garantir a seguranca e eficacia de um
medicamento (SWARTZ e KRULL,1998; SETHI, 1999; GIL, 2010).

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental importancia
para o procedimento de controle de qualidade. Os métodos analiticos utilizados nas
determinagdes qualitativas e quantitativas, devem ser devidamente validados, desde a
matéria-prima até as especialidades farmacéuticas, incluindo todas as fases do
desenvolvimento do farmaco, desde a pesquisa até o controle de qualidade (RIBANI et
al., 2004; GIL, 2010). O objetivo da validagao de um método € demonstrar, por meio de
estudos experimentais, que o mesmo é apropriado para as aplicagcdes analiticas
pretendidas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
as seguintes caracteristicas de desempenho: especificidade, linearidade, limite de
deteccdo e quantificagdo, precisdo, exatidao, e robustez (BRASIL, 2003, ICH, 2005;
USP, 2014).

Dentre os diversos métodos analiticos existentes, os métodos cromatograficos
sao normalmente os mais utilizados para avaliagdo qualitativa e quantitativa de
farmacos em matérias-primas, produtos acabados e amostras bioldgicas (RIBANI et al.,
2004). A técnica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € um método de
larga utilizagdo em razdo da sua versatilidade, possibilitando a separagédo e
quantificacdo de diferentes componentes de uma formulagdo, bem como produtos de
degradacdo ou impurezas de sintese, através da escolha das condicbes ideais de

analise, como: coluna, fase mével e método de deteccdo (MALVIYA et al., 2010).

Os estudos de degradacao forcada demonstram a especificidade quando o
método é desenvolvido como indicativo de estabilidade. O ICH recomenda a realizagao
de teste de degradacado para elucidar a caracteristica de estabilidade dos farmacos
(ICH, 2003). Estudos de degradacéao forcada fornecem informag¢des sobre mecanismos
de degradacao e potenciais produtos de degradacao. Estas informagbées podem ser

utilizadas para os processos de fabricacdo ou para selecionar embalagens adequadas



46

(KLICK et al., 2005). Além disso, o teste de estabilidade fornece informagdes sobre
como a qualidade do produto varia frente a diversos fatores, como, por exemplo,
temperatura, umidade, luz, reagcdes de hidrélise e oxidacdo (BAKSHI e SINGH, 2002).
Cabe ressaltar que a estabilidade depende das propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas dos farmacos, excipientes, materiais de acondicionamento utilizados e fatores
ambientais como temperatura, umidade e luz (BRASIL, 2005).

Assim, o presente capitulo trata do desenvolvimento de métodos analiticos
indicativos de estabilidade, por CLAE, para deteccao e quantificacdo do adapaleno e de
dapsona na formulagao de nanocapsulas. Estes métodos foram devidamente validados

a fim de garantir confiabilidade e rastreabilidade dos resultados.



4.2 LC STABILITY-INDICATING METHOD FOR DETERMINATION OF ADAPALENE
AND DAPSONE IN NOVEL NANOPARTICLE SUSPENSIONS.
Artigo Submetido
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Este capitulo é constituido por artigo cientifico, que no texto integral da tese

defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 49-63.
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5.1 INTRODUGCAO

Diversas estratégias tem sido estudadas a fim de otimizar a eficacia terapéutica de
inumeras substancias quimicas, modulando suas propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas ou minimizando/eliminando efeitos adversos. Dentre elas, podem-se
citar os sistemas carreadores nanoestruturados, em especial as nanoparticulas
polimeéricas, as quais tem sido extensivamente estudadas para administragao sistémica
e tépica (JALON, et al., 2001; COUVREUR et al., 2002; PAESE et al., 2009; OURIQUE
etal., 2011; POLETTO et al., 2011).

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores biocompativeis e
biodegradaveis, que apresentam diametro submicrométrico, variando entre 10 a 1000
nm. Sao estruturas coloidais constituidas por vesiculas de um fino invélucro polimérico
e uma cavidade central composta por um nucleo oleoso, no qual a substancia ativa
encontra-se dissolvida e/ou adsorvida a parede polimérica, sendo, por isso,
consideradas um sistema reservatério (SCHAFFAZICK et al., 2003; ALVARES-ROMAN
et al., 2004).

Estes sistemas apresentam vantagens como a protecdo do ativo frente a
processos de degradagao, por diminuir seu contato com os demais componentes da
formulacao, além de permitir uma liberagao gradual da substancia, concomitantemente
com o aumento do tempo de contato com a pele, evitando possiveis irritagdes locais
passiveis de ocorrer com o ativo na forma livre (CUA et al., 1990; CALVO et al., 1997,
KUMAR, 2000; LBOUTONNE et al., 2002; JIMENEZ et al., 2004). Devido ao seu
tamanho reduzido, nanocarreadores podem também ser uma opg¢ao para melhorar a
penetracdo de diversas substancias na pele (GUTERRES et al., 2007; SHIN et al.,
2010).

Nesse contexto, este capitulo descreve o desenvolvimento e caracterizagao fisico-
quimica de suspensdes de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo
adapaleno e dapsona, incorporadas em hidrogel, a fim de minimizar efeitos adversos ou

até mesmo proporcionar um aumento dos beneficios terapéuticos pela via cutanea.






5.2 HYDROGEL CONTAINING ADAPALENE AND DAPSONE LIPID-CORE
NANOCAPSULES FOR CUTANEOUS APPLICATION: DEVELOPMENT,
CHARACTERIZATION, IN VITRO IRRITATION POTENTIAL AND PERMEATION
STUDIES.

Artigo publicado no perioédico Drug Development and Industrial Pharmacy
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6. Discussao geral

Recentemente, diversos estudos demonstram um crescente interesse pela pele
como uma via atrativa e acessivel para administracdo de farmacos (OURIQUE et al.,
2011; SHAHINAZE et al., 2013; GE et al., 2014). Por sua vez, o desenvolvimento de
formulagcbes tdpicas inovadoras capazes de proporcionar diminuicdo de efeitos
adversos, maior adesividade na pele, controle na liberacdo de ativos e aumento da
penetracdo cutdnea tem sido de grande interesse no ambito farmacéutico. Neste
contexto, os nanocarreadores poliméricos mostram-se sistemas promissores capazes
proporcionar um maior desempenho das substancias ativas na pele, aumentando a

resposta terapéutica no sitio de agdo por um periodo de tempo prolongado.

Para tanto, o presente trabalho visou o desenvolvimento de uma formulagao
nanoestruturada, contendo adapaleno e dapsona, incorporada em um veiculo
semissolido para aplicagao topica, bem como os estudos necessarios para o controle
de qualidade da mesma. Até o presente momento, ndo ha nenhum relato na literatura
de uma formulagcdo contendo ambos os farmacos. Em um estudo do préprio grupo de
pesquisa, foi desenvolvida uma formulagao de nanoparticulas lipidicas, denominadas
de teoesferas, destinada a aplicacdao tépica de dapsona. Neste trabalho, as
nanoparticulas foram preparadas por homogeneizagao a alta pressao, apresentando
como principais componentes a manteiga de cupuagu (Theobroma grandiflorum) e o
Oleo de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) (SANTOS et al., 2012). Outro estudo,
publicado por Borges e colaboradores (2013), apresenta o desenvolvimento de
nanoemulsdes de dapsona utilizando diferentes concentragdes de miristato de
isopropila, N-metil-pirrolidona, isobutanol, Tween 80 e Span 20. Barrios e colaboradores
(2011) descrevem o preparo de suspensdes de nanocapsulas contendo adapaleno,
utilizando 6leo de melaleuca como componente lipidico. Jain et al. (2014) relatam o
desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas sdlidas de adapaleno incorporadas em gel
de Carbopol® 934.

Para doseamento dos ativos, faz-se necessario um método analitico eficaz, capaz
de quantificar os farmacos presentes na formulagdo. Na literatura constam algumas
metodologias para detec¢cao do adapaleno e da dapsona por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (BARRIOS et al., 2011; MUDASIR et al., 2011; SANTOS et al., 2012; BP,
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2013; USP, 2014). Estudos preliminares utilizando alguns desses métodos foram
realizados, entretanto, tornou-se necessario realizar diversas modificagbes, como
comprimento de onda, coluna, vazao e propor¢ao de fase movel a fim de otimizar e
adequar os métodos analiticos as condi¢cbes de trabalho e a formulagao desenvolvida.
Os métodos foram validados segundo os Guias Oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005) e
demonstraram-se especificos, lineares, precisos, exatos e robustos. A validagao dos
métodos permitiu a determinagdo qualitativa e quantitativa dos farmacos de uma
maneira rapida e eficiente. Estudos de degradacao forgcada, com a solugdo amostra e
padrao das substancias ativas, foram realizados a fim de determinar a especificidade do
método, proporcionando a validagdo de um método indicativo de estabilidade. Os
resultados obtidos demonstram a instabilidade do adapaleno em condicdes fotoliticas,
oxidativas, acidas e alcalinas. A dapsona apresentou-se instavel mediante exposicédo a

radiacdo UV-C, em meio alcalino e oxidativo.

Inicialmente, foram realizados diversos ensaios pilotos para a producdo de
nanocapsulas de nucleo lipidico, utilizando diferentes concentragcbdes de ativos. Tentou-
se nanoencapsular os ativos separadamente, realizando duas suspensdes distintas, a
fim de obter-se concentragbes maiores dos farmacos. Estas suspensdes poderiam ser
incorporadas separadamente ao hidrogel. Entretanto, a concentragcdo maxima dos
ativos nanoencapsulada foi a mesma em suspensdes distintas, bem como em uma
unica suspensao. Assim, optou-se por trabalhar com uma suspensao unica, contendo
adapaleno e dapsona. Para fins comparativos, desenvolveu-se uma emulsao
submicrométrica (nanoemulsédo) contendo a mesma férmula qualitativa e quantitativa
das nanocapsulas de nucleo lipidico, omitindo o polimero. Esta € uma estratégia
frequentemente utilizada a fim de estabelecer o mecanismo de encapsulagdao dos
farmacos, através da comparacgao dos perfis de liberagcdo das nanocapsulas e das
nanoemulsdes (BETTONI et al., 2012; OLIVEIRA et al.,, 2012). Além disso, face as
caracteristicas fisico-quimicas dos ativos, optou-se por utilizar esta formulagao
comparativa, pois outras estratégias como adicdo de ciclodextrinas, incremento da
quantidade de tensoativo ou uso de cossolventes teriam diversas variaveis
influenciando na permeabilidade. De acordo com Borges et al. (2014), em formulagcbes

para uso topico, a fase aquosa e os tensoativos afetam a permeabilidade da pele pela
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hidratacdo do estrato cérneo e quebra da matriz de lipoproteina, resultando numa
diminuicdo da resisténcia do farmaco a difusdo, promovendo um aumento da

permeacao.

A primeira etapa no desenvolvimento de novas formulacbes € a caracterizagao
fisico-quimica. Portanto, apds a obtencao da suspensao de nanoparticulas, estas foram
caracterizadas em termos de tamanho de particula, distribuicdo de tamanho (indice de
polidispersao — PDI), potencial zeta, pH, morfologia, comportamento reoldgico,
eficiéncia de encapsulagao e avaliagdo da estabilidade. A segunda etapa do trabalho
baseou-se nos estudos de liberacado in vitro utilizando saco de dialise, potencial de

irritacdo (HET-CAM) e estudo de permeacgao cutanea in vitro em célula de Franz.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho de particula, sao
fundamentais para a estabilidade do sistema. Sendo este um importante parametro
utilizado no controle de qualidade, pois a estabilidade fisica das dispersdes depende do
tamanho de particula e de sua distribuicdo (MULLER-GOYMANN, 2004). Durante o
desenvolvimento das nanoparticulas, por deposicao interfacial do polimero pré-
formado, o controle de tamanho médio e da distribuicdo de tamanho é dependente do
baixo grau de agregacao na fase orgéanica da solugdo, antes de incorpora-la na fase
aquosa (BRUM et al., 2014). O potencial zeta reflete o potencial de superficie de
particulas, o qual é influenciado pelas mudancgas na interface com o meio dispersante,
em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da
adsorgdo de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. E um parametro
utiizado para avaliar a estabilidade fisica das suspensbes, a efetividade de
mecanismos de revestimento de superficie ou adsor¢cdo de farmacos na superficie das
nanoparticulas. Cabe ressaltar, que as caracteristicas de superficie das particulas
também podem alterar a resposta bioldgica do farmaco associado, pois influenciam na
sua deposicdo e/ou penetracdo no tecido biolégico. Ambas as formulacoes,
nanocapsula e nanoemulsao, apresentaram valores negativos de potencial zeta, que
sdo importantes para manter o sistema sem agregacao ou precipitagcao devido as forgas
eletrostaticas de repulsdo. Estudos prévios demonstraram que as particulas carregadas
negativamente interagem mais efetivamente com a superficie da pele do que particulas
positivas (LEE et al., 2013, RABER et al., 2014). Valores elevados em mddulo indicam
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suspensdes mais estaveis, pois a repulsdo entre as particulas previne a agregacao
(SCHAFFAZICH et al, 2003).

A avaliagao da morfologia, utilizando microscopia eletrénica de transmissao (MET),
tem sido empregada para obtencao de informacdes relativas a forma e ao tamanho das
nanoparticulas (SCHAFFAZICH et al., 2003; GUTERRES et al, 2007). As
fotomicrografias mostraram particulas esféricas, homogéneas, de dimensodes
nanométricas e sem a presenga de cristais aparentes. A presenca de cristais pode
contribuir negativamente na estabilidade fisica dos sistemas, ocasionando falta de
homogeneidade devido a sedimentagdo dessas particulas (POHLMANN et al., 2008).
Ademais, a estabilidade fisica da formulacao foi confirmada pela baixa variagao de

backscattering realizada por espalhamento multiplo de luz.

O monitoramento do pH fornece informacgdes relevantes sobre a estabilidade de
suspensdes nanoparticuladas. Alteragbes de pH pode ser indicio de degradacédo do
polimero. No entanto, a diminuicdo dos valores de pH de suspensdes coloidais
polimeéricas, em um curto periodo de tempo, pode ser atribuida tanto a ionizagdo de
grupos carboxilicos presentes no polimero, quanto a hidrélise, dependendo da
hidrofobicidade do poliéster (SCHAFFAZICH et al., 2003). O pH das formulagcbes
desenvolvidas demonstraram-se adequados para via tdpica e similares aos valores

relatados na literatura para estes sistemas.

ApoOs a etapa de caracterizagao fisico-quimica, as suspensdes foram incorporadas
em um veiculo semissélido. De um modo geral, formulagcbes para a via topica sao
baseadas em emulsdes ou géis devido a habilidade tecnolégica de controle de
viscosidade, a qual proporciona caracteristicas apropriadas para aplicagdo cutanea
(GUTERRES et al., 2007). Optou-se pelo uso de Carbopol® 940, devido a sua
habilidade de proporcionar alta viscosidade em baixas concentragbes e sua
compatibilidade com diversas substancias. Além disso, considerando-se que a
patologia da acne esta relacionada com a elevada producdo de sebo, e pessoas
acneicas tendem a ter uma pele mais oleosa, faz-se necessario uma formulagao base

nao oleosa.

A escolha das matérias-primas define a reologia da formulagcao que reflete nas

propriedades de espalhamento sobre a pele (GUTERRES et al., 2007). Além disso, o
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comportamento reoldgico esta associado a aspectos de absorgao e biodisponibilidade,
bem como a escolha correta dos equipamentos a serem utilizados na produgao da
formulacdo, portanto, € de extrema importdncia no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos e como ferramenta de controle de qualidade (NETZ e ORTEGA, 2002). A
viscosidade de uma substancia é a resisténcia ao fluxo quando submetida a uma
tensao; quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia (MARTIN et al., 1993). Estudos
reoldgicos envolvem a relacdo da taxa de cisalhamento pela tensdo de cisalhamento.
Quando a relagao é linear, o fluido é descrito como Newtoniano e sua viscosidade é
constante, independente da taxa e da tensdo aplicada. Entretanto, quando a relagao
nao é linear, classifica-se o fluidlo como nao-Newtoniano. Estes fluidos podem ser
viscoelasticos, independentes do tempo (plastico, pseudoplastico e dilatante) e
dependentes do tempo (tixotrépicos ou reopéxicos) (ALVES et al., 2011). Além da
dependéncia da taxa, fluidos pseudoplasticos podem ser tixotropicos, dependentes
também do tempo de cisalhamento. Nestes casos, mesmo para taxas constantes de
cisalhamento, a viscosidade reduz em fungao do tempo (SCHRAMM, 2006). As curvas
de fluxo de fluidos tixotrépicos apresentam distingdo entre as curvas ascendentes e
descendentes, e este fendmeno é denominado de histerese. A presencga de loop de
histerese indica que ocorreu uma ruptura na estrutura, e a area dentro do loop pode ser
usada como um indice do grau dessa ruptura (BARRY, 2005; ALVES et al., 2011). Este
comportamento foi observado para as formulagdes desenvolvidas, ou seja, nao-
Newtoniano pseudoplastico tixotropico. A tixotropia apresenta um importante fator em
aplicacao percutanea. Este fenbmeno acontece quando a preparagcdo é submetida a
uma forca de cisalhamento e ocorre quebra em sua estrutura, levando a uma
diminuicdo gradual da viscosidade, auxiliando no seu espalhamento na pele. Quando a
forca de cisalhamento é removida, a viscosidade se restabelece gradativamente e o

aumento da viscosidade ajuda a manter a formulagao na pele (LIU et al., 2008).

Fluxos ndo-Newtonianos podem apresentar diversos comportamentos, obtendo-
se diferentes tipos de reogramas. Assim, modelos matematicos como Bingham,
Ostwald, Hershel-Bulkley e Casson, embora nao leve em consideragao a dependéncia
em relacdo ao tempo, tem sido aplicados para descrever o comportamento reoldgico
destes fluidos, como indice de fluxo ou viscosidade (BARRY, 2005; ALVES et al.,
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2011). As curvas de fluxo, ou reogramas, das formulagdes desenvolvidas indicaram o

modelo de Hershel-Bulkley como o mais apropriado.

Estudos de liberacao in vitro, pelo método de difusdo em saco de dialise, foram
realizados a fim de estabelecer o perfil de liberacdo dos farmacos. No caso das
nanocapsulas, os farmacos, teoricamente dissolvidos no nucleo oleoso, seriam
liberados desta estrutura vesicular mediante a sua difusdo através da parede polimérica
Entretanto, para o adapaleno a quantidade de farmaco liberada durante as 8 h de
analise foi muito baixa, impossibilitando a modelagem matematica. Este resultado foi
observado em ambas as formulagbes (nanocapsulas € nanoemulsao), provavelmente,
devido a algumas limitagcbes da técnica. Conforme descrito por Michalowski e
colaboradores (2004), a baixa solubilidade de alguns farmacos lipofilicos no meio de
liberagao, torna dificil a obtencdo de um perfil de liberagao confiavel, pois a alta diluicao
requerida para atingir a condigao sink, devido a concentragdo de saturagcdo, acaba
ultrapassando o limite de quantificacdo. Outros meios de dissolugao foram testados,
como a combinagao de tampéao fosfato e Tween 80 em diferentes concentragdes e pH,
porém, o melhor resultado de solubilizagdo encontrado foi em etanol:agua (1:1). O
adapaleno é um farmaco lipofilico, soluvel em tetra-hidrofurano, entretanto a adigao
desse cossolvente alteraria a estrutura da membrana de didlise. Ja para a dapsona,
pode-se observar resultados semelhantes da formulagdo de nanocapsula comparada
com a nanoemulsdo, ndo havendo diferenca significativa (p>0.05). Segundo Oliveira e
colaboradores (2012), perfis de liberacao similares dos farmacos em nanocapsulas e
nanoemulsdes sdo, em geral, obtidos quando o farmaco esta dissolvido na pseudo-fase
externa ou mais concentrado na pseudo-fase interface. Quando uma dissolugédo mais
lenta das nanocapsulas comparado as nanoemulsdes € observado, o mecanismo de
encapsulacao corresponde a internalizagdo do farmaco nas nanocapsulas sendo uma
provavel consequéncia da parede polimérica. Segundo Soppimath e colaboradores
(2001), a liberagdo dos farmacos a partir de sistemas nanoparticulados poliméricos
depende de diferentes fatores como da dessor¢cdo das moléculas adsorvidas na
superficie das particulas, difusdo através da parede polimérica (nanocapsulas) ou da
matriz (nanoesferas), degradacdo do polimero, peso molecular, cristalinidade ou da

combinagao dos processos de difusdo e erosdo. A liberacdo também é influenciada
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pelo pka do farmaco, juntamente com o pH do meio de liberagdo, os quais definem o
grau de ionizacado (BRUXEL et al., 2012).

Estudos de permeacdo cutédnea in vitro sao utilizados para a avalicdo da
segurancga e eficacia de produtos destinados a aplicacdo cutanea e para a otimizagao
dos processos de desenvolvimento de produtos para uso topico. Além disso, a
possibilidade de prever e correlacionar dados obtidos a partir de experimentos in vitro
(BETTONI, 2009). Os experimentos mostraram que o adapaleno nao foi encontrado no
compartimento receptor apés 8 h para ambas as formulagdes, evitando, assim,
possiveis efeitos sistémicos. Ja para a dapsona, a quantidade encontrada nao foi
significativa, podendo ser atribuida a uma possivel micro fissura ou lesao na pele, bem
como, extravasamento da formulagdo para o meio receptor durante a montagem da
célula de Franz. No estudo de retencéo cutanea, houve diferenga significativa (p<0,05)
entre as formulagcdes de nanocapsula e nanoemulsao. Para o adapaleno, houve maior
retencdo na epiderme e na derme com o hidrogel contendo a nanoemulséo, ja para a
dapsona, o oposto foi observado, ou seja, a formulagao de nanocapsulas apresentou

maior retengcao cutanea em ambas as camadas da pele.

Com base nos resultados encontrados, pressupde-se que o adapaleno, devido ao
fato ser um farmaco altamente lipofilico, deve estar dissolvido no nucleo lipidico das
nanocapsulas, promovendo uma liberagdo mais controlada, proporcionado quantidades
menores na pele quando comparado com a nanoemulsao, que € uma estrutura menos
rigida em virtude da auséncia da parede polimérica. A difusdo do farmaco através da
parede polimérica € mais lenta quando este encontra-se disperso no nucleo (OLIVEIRA
et al., 2012). Entretanto, devido as limitacbes do ensaio de liberacdo in vitro por
membrana de dialise, ndo foi possivel obter os perfis de liberagdo do adapaleno em
cada formulagao, a fim de auxiliar na compreensdo do mecanismo de liberagdo. No
caso da dapsona, o farmaco deve estar adsorvido a parede polimérica da nanocapsula,
e demonstrou chegar em maiores concentracbes nas camadas da pele, epiderme e

derme, quando comparado com a nanoemulsao.
Segundo Kalia e Guy (2001), o transporte de farmacos através do estrato corneo,
a camada mais externa da epiderme, € complexo e representa um obstaculo na

liberacdo de diversas moléculas em nivel terapéutico. Nao existe regra para predizer a



108

permeacao de nanocarreadores, devido ao fato de depender das caracteristicas fisico-
quimicas de cada sistema, como hidrofobicidade, rigidez e didmetro de particula
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; TEIXEIRA et al. 2010). O coeficiente de particio entre
o veiculo e o estrato cérneo é um dos fatores que controla a permeabilidade dos
farmacos, estabelecendo uma concentragdo maior nas camadas mais externas da pele
(MORGANTI et al. 2001; TING et al. 2004). Além disso, o efeito oclusivo, devido a
pequena dimensao das particulas carreadoras, também é um fator consideravel que
afeta a penetragcao de farmacos, podendo ocasionar um controle maior da penetragao
dos sistemas nanoestruturados (JAIN et al., 2014).

No estudo publicado por JAIN et al. (2014), em que desenvolveu-se um gel de
nanoparticulas lipidicas sdélidas contendo adapaleno, observou-se também uma maior
quantidade do farmaco na epiderme, pois, de acordo com Kilfoyle et al. (2012), o
aumento da hidrofilia da derme restringe significativamente o particionamento de
farmacos hidrofobicos. Cabe ressaltar, que um sistema carreador efetivo para o
tratamento da acne deve ser capaz de transportar os farmacos até as camadas mais
externas da pele, apresentando localizagdo transdérmica minima e auséncia de
absorcao sistémica (JAIN et al.,, 2014). Os resultados encontrados no estudo de
permeacao cutdnea demonstram que a formulacdo desenvolvida apresenta-se como

um sistema carreador promissor para o adapaleno e a dapsona na terapéutica da acne.



7. CONCLUSOES
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7. Conclusoes

O desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas poliméricas de nucleo
lipidico, contendo adapaleno e dapsona, preparadas pelo método de deposigao
interfacial de polimero pré-formado, permitiu a obtengdo de formulagdes com
diametro de particula inferior a 200 nm, indice de polidispersao abaixo de 0,14,
teores totais e eficiéncia de encapsulagédo proximos a 100 % para ambos os

farmacos;

A analise morfologica das particulas, através de microscopia eletrénica de
transmissao, mostrou formato esférico e homogéneo das nanocapsulas, na

forma de suspensao e incorporadas em hidrogel;

O pH das formulagdes demonstrou ser apropriado para uso dermatolégico;

O desenvolvimento de uma nanoemulsao, contendo adapaleno e dapsona, por
emulsificacao espontanea permitiu a comparacao do perfil reoldgico, cinética de

liberacdo e permeacéao cutanea in vitro;

As formulagdes semissolidas desenvolvidas apresentaram comportamento

reoldgico nao-Newtoniano, pseudoplastico tixotrépico;

Meétodos bioanaliticos para determinagao de adapaleno e dapsona em pele suina

foram validados;

Através dos estudos de penetragdao cuténea in vitro foi possivel quantificar os

farmacos nas diferentes camadas da pele;

Nos experimentos de pemeacgao cutanea in vitro foi encontrado uma quantidade
insignificativa de farmaco no meio receptor apés 8 horas para ambas as

formulagdes, evitando, portanto, absorcgao sistémica;
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As formulagdes apresentaram-se nao irritantes pela técnica de HET-CAM,;

Os métodos por CLAE indicativo de estabilidade demonstraram ser seletivos,
lineares, precisos, exatos e robustos, ou seja, adequados para o controle de

qualidade e quantificagao dos farmacos na formulacgéo;

Os resultados obtidos sugerem que as formulagdes desenvolvidas podem ser um

sistema promissor no tratamento da acne;

Estes experimentos sao ferramentas importantes para avaliacdo da eficacia e
seguranga de produtos administrados pela via cutanea e para otimizagdo de

processos de desenvolvimento de formulagbes aplicadas topicamente;

O emprego em conjunto destes farmacos em sistemas nanoestruturados
apresentou resultados positivos e o desenvolvimento de uma formulagao inédita

para aplicagao topica;

Estudos clinicos complementares poderao indicar a formulagdo mais efetiva para

o tratamento da acne.
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