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RESUMO

MIRANDA, D A G. Sistema nanoestruturado para a localizacéo cutanea de compostos
doadores de H2S visando o tratamento de psoriase. 2019. 94 f. Dissertacdo (Mestrado
em farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2019.

A psoriase € uma doenca inflamatdria cronica, imunomediada, que se apresenta de
diversas formas e impacta a qualidade de vida dos pacientes. O tratamento € feito
conforme a gravidade da doenca; no caso da doenca leve a moderada, o tratamento
geralmente é tdpico utilizando corticoide. Entretanto, esse tratamento apresenta
diversos efeitos adversos, principalmente em decorréncia dos efeitos sistémicos dos
corticoides. Aqui propomos a associacao de corticoides a doadores de H2S na forma
de um novo pro-farmaco (dexametasona-TBZ e dexametasona-ADT), a fim de
potencializar o efeitos anti-inflamatérios sem a necessidade de aumentar a dose
aplicada do corticoide, de modo a restringir efeitos adversos. Desenvolvemos 2 grupos
de formula¢des variando o tensoativo e a fase oleosa. Em ambos 0s grupos, o tipo de
fase formada foi dependente do teor de agua: sistemas contendo 20 e 70% de agua
formaram fase lamelar e disperséo estabilizada por fase lamelar, respectivamente. As
dispersbes apresentaram duas populacbes com diametro variando até 1000 nm e
potencial zeta negativo. Todas as formulacbes apresentaram comportamento
reologico do tipo pseudoplastico. A forca necessaria para destacar as formulaces A
e B contendo 20% de agua da pele foi 1,5-1,9 vezes superior comparado a agua,
indicando potencial bioadesivo das formulacdes. A dexa-TBZ foi incorporada a 1%, e
sua estabilidade nas formulacdes foi demonstrada por 8 h, mesmo naquelas contendo
70% de agua. As formulacdes A com 20% (A-20) e 70% (A-70) de dgua promoveram
acantose. As formulacdes do grupo B promoveram aumento na penetracdo cutanea
do pro-farmaco, sendo a penetracdo no estrato corneo e epiderme viavel 1,9-2,2
vezes (B-20) e 1,7-2,6 vezes (B-70) maior quando comparados ao controle.
Selecionamos B-70 para os estudos in vivo em camundongos com psoriase induzida
por imiquimode. Os pré-farmacos sao eficazes na reducdo de parametros
inflamatorios em camundongos com psoriase experimental, mas esses efeitos sao

semelhantes ao tratamento convencional (dexametasona).

Palavras-chave: Sistema nanoestruturado. Pro-farmaco. Co-localizacdo. Doador

H2S. Fase lamelar.



ABSTRACT

MIRANDA, D A G. Nanoestrutured systems for the cutaneous delivery of H2S donor
compounds for treatment of psoriasis. 2019. 94 p. Dissertation (Masters thesis in
Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2019.

Psoriasis is a chronic inflamatory disease, immune-mediated, that occurs in various
forms, causing major psychosocial impact and decreases in the quality of life of
patients. Treatment varies according to the severity of the disease; in the case of mild-
to-moderate disease, the standard treatment is topical corticosteroids. However, this
treatment has several adverse effects, mainly due to the systemic effects of
corticosteroids. Here we propose the association of corticosteroids to H2S donors
(dexamethasone-TBZ and dexamethasone-ADT) in the form of a new codrug in order
to potentiate the anti-inflammatory effects without the need to increase the applied
dose of the corticosteroid, reducing the incidence of adverse effects. We developed
two groups of formulations varying the surfactant and the oil phase. In both groups, the
type of phase formed was dependent on the water content: systems containing 20 and
70% water formed lamellar phase and dispersion stabilized by lamellar phase,
respectively. The dispersions had two populations with a diameter ranging up to 1000
nm and negative zeta potential. All formulations showed pseudoplastic rheological
behavior. The dexamethasone-TBZ was incorporated at 1%, and its stability in the
formulations was demonstrated for 8 h, even for those containing 70% water.
Formulations A with 20% (A-20) and 70% (A-70) of water promoted acanthosis. The
formulations of group B increased skin penetration of the codrug, and 1.9-2.2 times (B-
20) and 1.7-2.6 times (B-70) more drug was quantified in the stratum corneum and
epidermis compared to the control. We selected B-70 for in vivo studies in mice with
psoriasis induced for imiquimode. The codrugs were effective in reducing inflammatory
parameters in mice with experimental psoriasis, but these effects are similar to

conventional treatment (dexamethasone).

Keywords: Nanostructured system. Co-drug. Co-localization. Donor H2S. Lamellar

phase.
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1.0INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca inflamatéria crbnica, imunomediada que atinge
cerca de 1% da populacao brasileira e 1 a 3 % da populagdo mundial (Sociedade
Brasileira de Dermatologia-SBD, 2012; Parisi et al., 2013; Szepietowski, Reich, 2016).
Fatores como idade, sexo, geografia e etnia, influenciam a prevaléncia da psoriase,
sendo as taxas de prevaléncia maiores em regides de latitude mais alta, assim como
em caucasianos quando comparados a outras etnias. Observou-se que a prevaléncia
em criancas, aproximadamente 0,7% (Kravvas, Gholam, 2018), € menor do que em
adultos e acima da média mundial em alguns paises do continente europeu, como
Franca (5,2%) e Noruega (8,5% da populacao afetada), enquanto que paises mais
proximos da linha do equador, incluindo Egito, China, Taiwan e Sri Lanka, possuem
uma baixa prevaléncia, com cerca de 0,5% da populacéo afetada (Parisi et al., 2013;
Naldi, 2013).

A psoriase impacta grandemente a qualidade de vida do paciente, sendo
comparavel ao comprometimento fisico e emocional de outras morbidades crénicas
como doencas cardiacas, cancer ou diabetes, e apresenta um indice maior de
suicidio, depresséo e consumo de alcool (Rapp et al., 2009, SBD, 2012). A doenca se
apresenta de varias formas, sendo a psoriase vulgar a mais comum, a qual representa
de 85 a 90% dos casos, e pelo menos 60 a 90% dos pacientes com a doenca
apresentam prurido intenso e efeitos inflamatérios na pele (Krueger, Bowcock, 2005;
Nestle et al., 2009; SBD, 2012; Szepietowski, Reich, 2016). A psoriase vulgar se
caracteriza por formacéao de placas secas, avermelhadas, com escamas prateadas ou
esbranquicadas e prurido, podendo atingir qualquer parte do corpo (Nestle et al.,
2009). Os tratamentos disponiveis podem deixar a pele livre das lesbes, mas nao
promovem a cura (Mrowitez et al., 2011). Nos casos leves a moderados e localizados,
gue ndo comprometem a qualidade de vida do paciente, o tratamento de escolha é
feito pela via topica em decorréncia da conveniéncia, seguranga € menor custo, com
corticosteroides, tacrolimus, calcipotriol, coaltar ou antralina (SBD, 2012; Beyer,
Wolverton, 2010).

A etiologia da psoriase ndo é bem conhecida, mas sabe-se que ela é
multifatorial, na qual tanto fatores intrinsecos quanto extrinsecos podem desencadea-

la ou agrava-la, incluindo trauma leve, alguns medicamentos, fumo, obesidade,
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estresse, infeccdes por estreptococos beta-hemolitico e HIV. Com relacdo aos fatores
genéticos, a relacdo é bem estabelecida, com maior incidéncia da doenca em
parentes de primeiro e segundo grau quando comparado a populagédo em geral. Essa
relacdo fica evidente em estudos onde a taxa de concordancia entre gémeo
monozigotico é até trés vezes maior do que entre gémeos dizigoticos (Boehncke,
2015; Naldi, 2013; Nestle et al., 2009; Schon, Boehncke, 2005). Além disso, estudos
mostram que individuos que tem inicio da psoriase na infancia geralmente tem algum
familiar que apresenta a doencga, enquanto que em pacientes sem historico familiar da
doenca, ela normalmente tem inicio na fase adulta e apresenta-se na forma menos
grave (Boehncke, 2015; Naldi, 2013; Nestle et al., 2009; Schon, Boehncke, 2005).

O mecanismo de heranca genética da psoriase é complexo; estudos
demonstram que ao menos nove loci cromossémicos estdo ligados a doenca, os quais
sdo denominados genes de susceptibilidade “PSORS”. O PSORS 1 é o principal
envolvido e considerado fator determinante genético da psoriase, que provavelmente
responde por 35 a 50% da hereditariedade e esta localizado no cromossomo 6p
(Boehncke, 2015; Nestle et al., 2009). Com relacao a sua fisiopatologia (Figura 1), é
observada hiperplasia de células da epiderme, com maturacdo prematura dos
gueratindcitos, que se encontram com a taxa mitética aumentada em comparacgao
com a pele normal, levando a uma queratinizacdo incompleta com retencdo de
ndcleos no estrato cOrneo (paraqueratose), ocasionando 0 espessamento da
epiderme (acantose). Juntamente com este processo ocorre a proliferacao e dilatacao
de vasos sanguineos, além do aparecimento de infiltrado inflamatério com células
dendriticas, macrofagos, células T e neutréfilos (Nestle et al.,, 2009; Krueger,
Bowcock, 2005).
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Figura 1. Representagdo esquematica da fisiopatologia da psoriase. Adaptado de Mason,
2013.

1.1 Tratamento da Psoriase

A terapia da psoriase visa remover a pele escamosa (escamas) e impedir ou
limitar a proliferacdo celular acelerada. Além da terapia farmacolégica com agentes
topicos e sistémicos, existem alternativas ndo farmacologicas, que podem oferecer
alivio, dependendo da gravidade da doenca.

Ha mais de 30 anos, o conhecimento da fisiopatologia e a participacdo de
fatores genéticos na psoriase eram limitados, sendo a base e o controle da terapia
desta doenca, o emprego de farmacos, como corticosteroides e imunossupressores,
cuja gravidade dos efeitos adversos é bem conhecida (Torsekar, Gautan, 2017;
Castela et al., 2012; Lamba, Lebwohl, 2001).

Os corticoides topicos sdo 0s compostos mais usados para tratar a psoriase
leve a moderada devido a sua acdo anti-inflamatoria, antiproliferativa,
imunossupressora, vasoconstritora e antipruriginosa. A eficacia varia conforme a
forma clinica, formulagcéo e o composto utilizado, variando de 5 a 90% no tratamento
de psoriase de placa corporal e de 40 a 90% na psoriase do couro cabeludo. Em vista

dos graves efeitos adversos locais e sistémicos, a utilizacdo tdpica de corticoides ndo
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deve exceder 2- 3 semanas para aqueles de alta poténcia, como o clobetasol e
dipropionato de betametasona, quatro semanas para os de média poténcia, como
furoato de mometasona, e trés meses para os de baixa poténcia, como acetato de
hidrocortisona (Castela et al., 2012; Lamba, Lebwohl, 2001).

O principal fator que determina a abordagem terapéutica da psoriase é a
gravidade da doenca, que pode ser classificada em leve, moderada ou grave. Os
tratamentos disponiveis podem deixar a pele livre das les6es, mas ndo promovem a
cura (Mrowitez et al., 2011; Schon, Boehncke, 2005). A severidade da doenca é
classificada conforme a superficie corporal afetada, na leve < 3% da superficie,
moderada 3 — 10% e na grave > 10% da superficie (Kim, Jerome, Yeung, 2017).
Aproximadamente 70 a 80% dos pacientes podem ser tratados adequadamente
somente com o uso de terapia topica (Schon, Boehncke, 2005), e em casos refratarios,
pode ser adicionado ao tratamento a fototerapia (Mrowitez et al., 2011). Nos casos
leves e localizados, que ndo comprometem a qualidade de vida do paciente, pode ser
usado somente o tratamento topico, feito com corticosterodides, tacrolimus, calcipotriol,
coaltar, antralina ou com o retindide tazaroteno (Beyer, Wolverton, 2010; Schon,
Boehncke, 2005). Nos casos moderados a graves, o tratamento deve ser feito com
fototerapia ou farmacos sistémicos, como metotrexato, ciclosporina, acitretina,
adalimumabe, infliximabe; em alguns casos podem ser utilizadas ambas as
abordagens (Beyer, Wolverton, 2010; Schon, Boehncke, 2005).

A antralina foi por muitos anos o tratamento mais efetivo para psoriase em
placas, devido a sua acdo na reducéo da proliferacdo de queratindcitos, inibicdo da
ativacdo de células T e restauracao da diferenciacéo celular (Torsekar, Gautan, 2017).
Os analogos da vitamina D, como o calcipotriol, sdo muito utilizados como adjuvante
na psoriase de placa crbnica; eles se ligam aos receptores intracelulares da vitamina
D e regulam os genes envolvidos na proliferacdo da epiderme, inflamacdo e
queratinizacdo (Torsekar, Gautan, 2017). O tazaroteno € um derivado da vitamina A
utilizado em pacientes que tem psoriase de placa estavel, muitas vezes é associado
ao calcipotriol, atuando na hiperproliferacdo da epiderme, normalizando a
diferenciacédo dos queratinécitos e diminuindo a inflamacé&o (Torsekar, Gautan, 2017).

Até o presente momento os corticoides continuam sendo 0S compostos mais
utilizados na terapia topica e sistémica da psoriase, pois possuem custo menos

elevado do que os agentes bioldgicos, e efeitos adversos de gravidade equiparada.
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Mesmo quando aplicado topicamente, os corticosteroides promovem diversos efeitos
adversos locais (ex.: como atrofia da pele, caracterizada pelo afinamento, perda de
elasticidade e telangectasia) e sistémicos graves, decorrentes da absorcéo
transdérmica destes (ex.: supresséao do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal e sindrome
de Cushing) (Castela et al., 2012). Diante desse cenario, ainda se faz necessaria a
pesquisa por opcdes terapéuticas para o controle da psoriase, particularmente em
casos onde a terapia com corticosteroides n&o responde eficazmente.

O uso de combinacbes de farmacos com corticoides representa uma
estratégia interessante para potencializar o efeito farmacolégico desejado, reduzindo
a concentracao necessaria do corticoide comparado ao seu uso individual. Com isso,
infere-se a possibilidade de reducéo dos efeitos adversos cutaneos, da quantidade de
farmaco absorvida através do tecido e da incidéncia dos efeitos adversos sistémicos,
principalmente no tratamento de manutencdo de longo prazo e prevencdo de
remissdes (Lamba, Lebwohl, 2001; Castela et al., 2012b; Devaux et al., 2012). A
viabilidade dessa base racional € demonstrada pela utilizagdo da combinacdo de
corticosteroides e analogos da vitamina D para melhoria da seguranca e eficicia do
tratamento (Lamba, Lebwohl, 2001).

Nesse sentido, estudos recentes mostram que um novo mediador enddgeno,
sulfeto de hidrogénio (H2S), participa de processos fisiolégicos e fisiopatologicos,

incluindo psoriase (Ashorafa et al., 2012; Li et al., 2011; Lowica, Bettowski, 2007).

1.2 Biossintese e doadores de H>S na inflamacédo

Doadores de H2S tém despertado interesse no controle da inflamagéo e
nocicepcao, diminuindo o infiltrado de leucdcitos, edema e o prurido (Li et al., 2011,
Lowica, Bettowski, 2007; Cunha et al., 2008; Whiteman et al., 2010; Rodrigues et al.,
2017).

O H2S é um gas gerado pelas células dos mamiferos por duas vias, a
enzimatica e a ndo enzimatica, sendo a via enzimatica a responsavel pela maior parte
da produgéo de H2S (Wang, 2012). Ele é produzido em quantidade significativa em
diversos tecidos, sendo as maiores taxas de produgdo encontradas no cérebro,
sistema cardiovascular, figado e rins (Lowica, Bettowski, 2007). O principal substrato
para a producao de H2S enddgeno pela via enzimatica é a L-cisteina, um aminoacido

gue contém enxofre na sua estrutura e pode gerar o H2S por diferentes vias, essas
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reacoes sdo catalisadas pelas enzimas cistationima-B-sintase (CBS) e cistationina-y-
liase (CSE), ambas necessitam da vitamina B6 como co-fator da reacdo (Wang, 2012;
Li etal., 2011; Lowica, Bettowski, 2007). Outra via enzimatica para a producéo de H2S
que também utiliza L-cisteina como substrato e € catalisada pelas enzimas cisteina
aminotransferase (CAT) e a 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (MST) (Wang, 2012;
Li et al., 2011; Lowica, Bettowski, 2007).

Estudos anteriores de Costa e colaboradores demonstram que os doadores
de H2S, especificamente a molécula hibrida de ATB-346, reduziu os parametros de
dor e inflamacéo causada pela sinovite articular de joelho induzida por carragenina
em ratos (Ekundi-Valentim et al., 2013). Outro estudo demonstrou que os doadores
de H2S espontaneos de liberacdo rapida, Na:S e reagente de Lawesson, melhoram
significativamente o prurido e a inflamacdo cutanea induzida por histamina e pela
degranulacdo de mastocitos na pele dorsal do camundongo (Rodrigues et al., 2017).
Esse grupo demonstrou também que, na psoriase experimental induzida por
imiquimode em camundongos, houve reducdo de alguns sinais clinicos da doenca,
como eritema, descamacdo, espessamento epidérmico, prurido espontaneo e do
namero de leucdcitos no sangue periférico e no baco, apds tratamento sistémico com
0 doador de H2S de liberacdo lenta GYY4137, o que demonstra o potencial terapéutico
desta molécula, sugerindo que a suplementacdo de Hz2S pode ser uma alternativa ao
tratamento da psoriase (Rodrigues et al., 2015).

Outros autores empregando modelos experimentais distintos vém revelando
o potencial anti-inflamatorio e anti-nociceptivo de doadores de H2S (Li et al. 2011,
Lowica, Bettowski, 2007; Cunha et al., 2008; Whiteman et al., 2010; Rodrigues et al.,
2017). De fato, estudos pré-clinicos (Laboratério Antibe) com moléculas hibridas
contendo AINEs (cetoprofeno) e doadores de H2S vém sendo realizados com sucesso
na terapia da artrite reumatoide, osteoartrite e dor severa
(http://www.antibethera.com/2017/04/26/antibe-therapeutics-advances-development-
of-atb-352-in-wake-of-growing-global-opioid-epidemic/).

Aléem de AINEs, a associacdo com corticosteroides também vem sendo
proposta. Um estudo realizado por Yun Sun et al. (2015), com células de pulméo in
vitro de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crbnica, sugere que a
administragdo concomitante de doadores de H2S e dexametasona tem um efeito

sinérgico, aumentando o potencial anti-inflamatorio do corticoide.
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Com base nesses estudos, propomos a administracdo tépica de uma
combinacéo do corticoide dexametasona com um doador de H2S (Figura 2) como
uma nova alternativa aos atuais tratamentos. A molécula hibrida (a qual também nos
referiremos como pro-farmaco ao longo do texto) é formada por dois ou mais
farmacos, através de uma ligacdo covalente, obtendo-se uma Unica molécula. A
utilizacdo desta abordagem permite a potencializacdo do efeito, jA que ambos os
compostos podem ser co-localizados no mesmo sitio, e 0 aumento da estabilidade por
preservar grupos funcionais labeis (Das et al., 2004; Thomas et al., 2014).

NH,

Figura 2. Molécula hibrida de doador de H,S (TBZ) acoplado a dexametasona.

1.3 Aplicacdo tépica de farmacos e sistemas de liberacao

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, correspondendo a cerca de 15% do
peso corporal. Sua funcéo primaria € de protecado, funcionando como uma barreira
entre 0 meio externo e o0 meio interno do organismo (Azulay, 2015; Proksch, Bradner,
Jensen, 2008).

A pele é estruturalmente composta por duas camadas principais, a epiderme
e aderme. A epiderme é a camada mais externa da pele, constituida basicamente por
tecido epitelial estratificado queratinizado, caracterizada por ser avascular e composta
por queratinocitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. A derme
€ uma camada mais interna, formada por tecido conjuntivo, composta por estruturas
fibrosas, filamentosas e amorfas, na qual sdo acomodados vasos, nervos, foliculos
pilosos e as glandulas sebaceas e sudoriparas (Moser et al., 2001; Azulay, 2015).
Alguns autores consideram a hipoderme como sendo uma terceira camada da pele
(Shai, Baran, Maibach, 2009).
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O estrato corneo é considerado a principal barreira a penetracdo de farmacos
na pele, o que decorre da sua estrutura altamente organizada e composicao. Ele € a
camada mais externa da epiderme, que compreende estrutura de células planas,
colesterol, ceramidas e é&cidos graxos livres, formando um envelope celular de
cornedcitos, o que gera uma barreira lipidica hidrofébica, em modelo chamado “tijolos
e argamassa’”, onde os cornedcitos sao os tijolos e os lipideos, a argamassa (Moser
et al., 2001; Elias, 1983). Essa estrutura altamente organizada confere alto grau de
dificuldade para o transporte de substancias através da pele. Além disso, o0 estrato
coérneo também esté envolvido na regulacéo da libertacdo de agua do organismo para
a atmosfera (prevenindo uma grande perda de agua para 0 ambiente), o que é
conhecido como perda de agua transepidérmica (Figura 3). (Moser et al., 2001;
Azulay, 2015; Proksch, Bradner, Jensen, 2008).
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Figura 3. Representacédo esquematica da organizagéo da pele e estruturagdo da Epiderme e

do Estrato Cérneo. Adaptado de Proksch, Bradner, Jensen, 2008.

A penetracdo cutanea de compostos na pele integra pode ocorrer por difuséo
através da pele ou através dos seus apéndices, como foliculo piloso e glandula
sudoripara. Entretanto, estes apéndices ocupam apenas 0,1% da superficie da pele
humana e por isso, sua contribuicdo para a penetragdo é considerada pequena. A
difusdo através da pele integra, por sua vez, pode seguir dois caminhos (Figura 4):
uma das rotas consiste na difusao através da matriz de lipideos intercelulares, onde o
composto se difunde entre os cornedcitos, e a outra é constituida pela via transcelular,
na qual o composto atravessa 0s cornedécitos e os lipideos intervenientes (Moser et
al., 2001).
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Figura 4. Representagéo das vias de penetracdo através da pele integra: (i) Atravessando os
cornedcitos e a matriz lipidica (rota transcelular) e (ii) através da matriz lipidica entre os

cornedcitos (via intercelular). Adaptado de Moser et al., 2001.

A penetracdo através do estrato corneo depende grandemente das
caracteristicas fisico-quimicas do composto. Por exemplo, compostos com massa
molecular inferior a 500 g/mol e logP entre 0,5 e 2,5 conseguem ultrapassar essa
barreira e atingir camadas viaveis da pele mais eficientemente. No entanto, existe uma
grande variedade de compostos farmacologicamente ativos cuja utilizacdo na
terapéutica seria de grande interesse, mas que nao atendem a esses requisitos, o que
explica por que existe um pequeno numero de medicamentos disponiveis para
aplicacédo transdérmica a despeito das vantagens relativas a essa via. Com uma
massa molecular superior a 600 g/mol e um logP estimado de 4,13 + 0,75, a molécula
hibrida que propomos trabalhar € um exemplo. Para possibilitar que esse composto
atinja camadas viaveis da pele, € necessario utilizar estratégias de promoc¢ao da
penetracdo. Dentre elas, destaca-se 0 uso de sistemas nanoestruturados.

Diversos sistemas tém sido utilizados para promocao da penetracdo cutanea,

incluindo microemulsdes, fases liquido-cristalinas e vesiculas lipossomais (Hosmer,
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Steiner, Lopes, 2013; Cichewicz et al., 2013; Cevec, Blume, 2004). Considerando que
a liberacdo do H2S se da por hidrolise e que tanto o H2S quanto a dexametasona
devam ser co-localizados na pele, a fim de se obter os beneficios da sua associacao,
a molécula hibrida deve ser estavel no nanocarreador. Vale ressaltar que 0 nosso
grupo mostrou aumento da estabilidade de um pro-farmaco lipofilico de vitamina E e
acido lipéico em nanocarreadores mediante a reducdo do contetdo aquoso, embora
a penetracdo cutanea tenha aumentado com o contetdo aquoso do sistema (Thomas
et al., 2014).

Com base nesse estudo, idealizamos um nanocarreador que contenha agua
para maximizar a penetracdo cutanea da molécula hibrida, mas que possa ser obtido
de forma extemporéanea ou permitir a incorporacdo do composto apos o sistema ter
sido formado e imediatamente antes da aplicacéo, a fim de assegurar a estabilidade

da molécula. Propomos a comparac¢do de um sistema nanoemulsionado, onde as

nanogoticulas sejam estabilizadas por fase liquido-cristalina, e de um gel de fase
lamelar. Com isso, visamos nos beneficiar do potencial promotor de absor¢céo das
nanogoticulas e da fase liquido-cristalina, bem como aumento da estabilidade da
nanoemulsado e da capacidade de controle da liberacdo da molécula hibrida conferidos
pelo sistema liquido-cristalino (dos Santos, da Rocha-Filho, 2007; Kudla et al., 2010).

Os sistemas nanoemulsionados sao obtidos pela mistura de 6leo, agua e
tensoativo, dependendo das proporcdes de cada componente. Sabe-se que essa
mistura é capaz de formar sistemas do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-6leo
(A/O), onde a fase interna é composta por goticulas na ordem de nanémetros
(Kreilgaard, 2002; Formariz et al., 2005). A nanoemulsao é uma dispersao coloidal de
dois liquidos imisciveis, caracterizada por ser termodinamicamente instavel e por
possuir a fase interna compostas por goticulas geralmente até 300 nm, embora
sistemas com fase interna de até 500 nm tenham sido descritos (McClements, 2012;
Kong, Park, 2011; Porras et al., 2004).

Ainda, dependendo do tipo de tensoativo estrutural (ou composto formador da
estrutura, geralmente um lipidio polar ou tensoativo), seu fator de empacotamento (P,
razdo entre volume da cauda hidrofébica e area da cabeca polar multiplicada pelo
tamanho da cauda), temperatura e teor de agua, fases liquido-cristalinas podem
também ser formadas. As mais comumente utilizadas para liberacéo de farmacos séo

as fases lamelar, hexagonal e cubica (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo das fases liquido-cristalinos comumente empregadas como
sistemas de liberac@o de farmacos. A- Fase lamelar, B- Fase cubica e C- Fase hexagonal.
Adaptado de Blunk et al., 2006.

A fase lamelar € formada por bicamadas planas de tensoativo separadas por
camada intermediaria de solvente, geralmente agua, e dispostas paralelamente uma
a outra, formando uma rede unidimensional (Figura 5A) (Formariz et al., 2005; Ezrahi
et al.,1999). As fases cubicas liotropicas tém estruturas mais complicadas e dificeis
de serem visualizadas do que outras fases. A fase cubica é dividida em duas classes
distintas, a fase cubica bicontinua (Figura 5B), na qual uma Unica bicamada de
tensoativo divide o espaco entre duas redes de agua interligadas, e a fase cubica
micelar, que consiste em agregados micelares dispostos em reticulos cubicos (Ezrahi
et al.,1999). A fase hexagonal consiste em cilindros de micelas resultantes da auto-
agregacdo de um composto estrutural organizadas como um hexagono (Figura 5C),
cujo didmetro dos cilindros é geralmente na ordem de 30-50 A (Muller-Goymann,
2004; Drummond, Fong, 2000). As fases liquido-cristalinas servem como
nanocarreadores devido a estrutura composta por regides aquosas e lipidicas
distintas, tendo potencial de incorporar farmacos com propriedades fisico-quimicas
diferentes, tanto lipofilicas quanto hidrofilicas, proporcionando um reservatério de
farmaco com liberacéo sustentada (Dong et al., 2012; Tangso et al., 2014).

Propomos avaliar sistemas em que o0 tensoativo estrutural seja a
fosfatidilcolina, um fosfolipidio derivado da soja, que tem tendéncia a formar cristais
liquidos (Simdes et al., 2005; Damasceno et al., 2011). Como mencionado, o sistema
nanoemulsionado estabilizado por fase liquido-cristalina serd comparado com a fase

liquido-cristalino do tipo lamelar (Hosmer, Steiner, Lopes, 2013). Essas formulacbes
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foram selecionadas pois, embora 0 aumento na proporcdo de fase aquosa de
nanocarreadores geralmente resulte em aumento da penetracdo de compostos
lipofilicos (como a molécula hibrida em questédo) e reducdo do potencial irritativo, a
estabilidade de pré-farmacos diminui (Pepe et al., 2013; Carvalho et al., 2016; Thomas
et al., 2014). Assim, visamos comparar o efeito do teor aquoso e do tipo de sistema

formado sobre o potencial irritativo, efeito promotor e estabilidade do pré-farmaco.

1.4 Justificativa do estudo

Considerando os diversos efeitos adversos locais e sistémicos decorrentes da
utilizacdo de costicosteroides, que incluem atrofia e risco de supressdo do eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (Castela et al, 2012), o uso de combinac¢des de outros
compostos ativos com corticoides representa uma estratégia interessante para
potencializar o efeito farmacolégico desejado, reduzindo a concentracdo necessaria
do corticoide comparado ao seu uso individual, de modo a reduzir a dose utilizada, a
concentracdo absorvida através da pele e a incidéncia de efeitos adversos sistémicos
(Kircik, Zografos, 2015). A viabilidade dessa base racional € demonstrada pela
utilizacdo da combinacao de corticosteroides e analogos da vitamina D para melhoria
da seguranca e eficacia do tratamento (Lamba, Lebwohl, 2001).

Propomos aqui a administracdo cutdnea de uma molécula hibrida, proé-
farmaco formado pela combinacao de dexametasona com doador de H2S. A utilizacéo
de doadores de H2S no controle da inflamag&o vem ganhando destaque com diversos
estudos, inclusive do grupo de Costa e colaboradores, que demostram diminuicéo do
infiltrado de leucdcitos, edema e prurido (Li et al 2011; Lowica, Bettowski, 2007; Cunha
et al, 2008; Whiteman et al, 2010; Rodrigues et al, 2017). Diante do pressuposto,
propomos aqui maximizar o efeito terapéutico desejado da molécula sem a
necessidade de aumentar (sendo possivel talvez até mesmo reduzir) a dose de
corticoide, de modo a minimizar os efeitos adversos locais e sistémicos associados
ao composto. Consideramos tal estratégia importante, pois podera beneficiar
pacientes com psoriase e outras doencas atépicas de pele. Considerando a funcao
barreira da pele, proporcionada principalmente pela estrutura altamente organizada
do estrato coérneo, propomos a encapsulacdo do composto ativo em um sistema
nanoestruturado que permita a entrega eficiente e aumento da biodisponibilidade

cutanea do composto ativo.
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2.00BJETIVOS

Objetivo Geral: desenvolver, caracterizar e avaliar sistemas nanoestruturados para
encapsulacdo da molécula hibrida formada por um composto doador de H2S acoplado

ao antiinflamatorio esteroide dexametasona.

Obijetivos especificos:
1- Desenvolver e caracterizar formulacdes capazes de incorporar a molécula
hibrida doadora de H2S.
2- Avaliar a capacidade da formulacdo de modular a permeabilidade da pele naive
e promover a penetragao e localizagdo cutanea do composto.
3- Avaliar a eficacia da formulacao selecionada contendo a molécula hibrida em

modelo de psoriase experimental induzida por imiquimode em camundongos.

3.0MATERIAIS E METODOS

Os reagentes, matérias-primas e solventes utilizados foram:
Acetonitrila (J T Baker)
Acido oleico (Synth, S&o Paulo)
Etanol (Synth, S&o Paulo)
Fitosfingosina (Avanti Polar Lipids, Alabma)
Fosfatidilcolina de soja 95% (Avanti Polar Lipids, Alabma)
Manteiga de karite (Engenharia das esséncias, Sdo Paulo)
Metanol (Merck, Darmstadt)
Modik® (Germed, Sao Paulo)
Oleo de girassol (Cargill, Sdo Paulo)
Polisorbato 80 (Synth, Sdo Paulo)
Poloxamer 407 (Sigma-Aldrich)
Tricaprilina (Abitec Corporation, Janesville)

Neste estudo, foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c (6 -
9 semanas de vida) obtidos no biotério de camundongos do departamento de
farmacologia do ICB, o projeto foi aprovado pelo comité de ética animal

(100/2013/CEUA). Estudos de penetragdo cutdnea, perda de 4gua transepidérmica e



25

bioadesdo empregando pele de orelha de porco (obtida comercialmente de
abatedouro) como modelo de pele sdo considerados isentos de aprovacao por comité

de ética.

3.1 Design e desenvolvimento dos nanocarreadores

Neste estudo, propomos o desenvolvimento de dois grupos de formulagdes,
0S quais denominamos A e B, com componentes distintos. No grupo A, o
nanocarreador foi desenvolvido a partir da combinagcdo de uma mistura de tensoativos
composto por fosfatidilcolina de soja (PC), polisorbato 80 e glicerol (na proporcéo
2:0,5:0.5 m/m/m, respectivamente); ambos os tensoativos formam fases liquido-
cristalinas e nanoemulsdes. Essa mistura € interessante do ponto de vista de
promocao da absorcdo, sendo demonstrada a formacao de agregados anfipaticos que
podem aumentar o transporte na/através da pele (Simdes et al., 2005). O glicerol, um
alcool de cadeia curta, foi utilizado como co-tensoativo na nossa formulacdo, além de
também possuir capacidade de intensificar a penetracdo cutanea (Williams, Barry,
2012). A fase oleosa selecionada é composta por Tricaprilina e Acido Oleico (5:1 m/m)
e a fase aquosa, por uma solucdo de poloxamer 407. Enquanto a tricaprilina foi
selecionada por contribuir com a obtencéo de goticulas com tamanho e distribuicédo
homogéneos na faixa nanométrica, o &cido oleico foi adicionado na fase oleosa devido
ao seu efeito como promotor de absorcéo cutanea (Smyth et al., 2002; Kogan, Garti,
2006; Moser et al., 2001). O poloxamer foi utilizado na concentracdo de 1%, sua
inclusdo no sistema se deve a sua contribuicdo para homogeneizacao e viscosidade
do sistema, facilitando sua aplicacéo tépica (Dumortier et al., 2006).

No grupo B, foram combinados componentes capazes de proteger a barreira
cutdnea. O nanocarreador foi desenvolvido utilizando como tensoativo a
fosfatidilcolina de soja. A fase oleosa selecionada € composta por tricaprilina,
manteiga de Kkarité, Oleo de girassol e fitosfingosina (49,3:15:10:0,7 m/m
respectivamente) e a fase aquosa, composta por agua. A manteiga de karité é
frequentemente utilizada na industria cosmética; possui propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes. Estudo recente sobre dermatite atbpica demonstrou que
o creme contendo extrato de manteiga de karité tinha a mesma eficacia que o produto
precursor de ceramida (Lin, Zhong, Santiago 2017; Hon et al., 2015; Verna et al., 2012;
Maranz, Wiesman, 2004). O 6leo de girassol consiste principalmente em 4cidos oleico
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e linoleico, sendo uma opcéao interessante para uso dermatologico, devido a sua
capacidade de preservar a integridade do estrato cérneo e melhorar a hidratacéo,
promovendo a hoemostase da bareira da pele, sem induzir eritema (Lin, Zhong,
Santiago 2017; Danby et al., 2013). A fitoesfingosina € uma ceramida de cadeia longa,
composta por uma combinac¢édo de um acido graxo com uma base do tipo esfingosina
(4-Hidroxiesfingamina) (Stewart, Downing, 1999). As ceramidas de cadeia longa
fazem parte da estrutura lipidica do estrato cérneo e parecem ser essenciais para a
preservacdo da homeostase da funcédo barreira da pele (Skolova et al., 2017). A
reducdo da quantidade das ceramidas pode estar relacionada ao aumento da perda
de &gua transepidérmica, e reducao do contetdo cutaneo de ceramidas foi observada
em varias doencas dermatolégicas como dermatite atopica e psoriase (Skolova et al.,
2017).

Metodologia: No grupo A, o nanocarreador foi desenvolvido a partir da
combinacgéo de uma mistura de tensoativos composto por fosfatidilcolina de soja (PC),
polisorbato 80 e glicerol (na proporgédo 2:0,5:0.5 m/m/m, respectivamente). A fase
oleosa é composta por tricaprilina e acido oleico (5:1 m/m) e a fase aquosa, por uma
solucéo de poloxamer 407.

A fosfatidilcolina de soja (PC) se apresenta na forma sélida, sendo necessario
colocar sob aquecimento para obtermos uma mistura homogénea de tensoativo e fase
oleosa. Os componentes da fase oleosa e tensoativo foram pesados e colocados sob
aguecimento em banho a temperatura de 80° C (os componentes da formulacdo
atingiram a temperatura de 75° C). A mistura ficou entdo em repouso por 8-10 h a
temperatura ambiente para garantir que todos os componentes estavam dissolvidos e
formando um sistema visualmente homogéneo. Como seu resfriamento leva a
solidificacédo, a mistura foi reaquecida a temperatura de 40°C antes da adicdo da fase
aguosa, a qual foi aquecida separadamente a mesma temperatura e vertida sob a
mistura de fase oleosa e tensoativos, seguido de agitacdo em vortex por 30 s para
obtencéo dos sistemas.

As fases oleosa e tensoativo da formulacdo A foram misturados em diversas
proporc¢des (8:2-2:8, m/m), a fase aquosa foi adicionada em propor¢des variando entre
5 e 80%, e um diagrama de fases foi obtido, no qual relagéo entre composi¢ao e fase
formada pode ser melhor observada. Com base nesse diagrama, definimos duas

formulacbes para prosseguir com o0s experimentos. Em ambas, tensoativo e fase
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oleosa foram misturados na proporcao de 6:4 (m/m), enquanto que a fase aquosa foi
adicionada a 20 ou 70%, resultando em sistemas diferentes: fase lamelar e dispersao
de goticulas manométricas foram obtidas com 20% e 70% de uma solucdo aguosa
(com poloxamer 407, 1 %), respectivamente.

Apos testes preliminares de irritacdo em um projeto paralelo, fizemos uma
pequena alteracdo na formulacéo A, onde utilizamos apenas PC como tensoativo, e
apos adicao de diversas propor¢des de agua, selecionamos a formulagdo obtida
mediante adicdo de 20% de uma solucéo de poloxamer 407 (1 %), que resultou em
um sistema com formacé&o de fase lamelar. J& para obtencéo da formulacdo com 70%
de fase aquosa foi necessario manter polisorbato e glicerol como co-tensoativos para
obtencéo de sistemas visualmente homogéneos.

Com base no diagrama obtido, fizemos novas alteragdes no tensoativo e fase
oleosa para obter o grupo B de formulacdes. Duas formulacfes foram selecionadas;
em ambas, tensoativo e fase oleosa foram misturados na proporcdo de 6:4 (m/m),
enquanto que a fase aquosa foi adicionada a 20 ou 70%; fase lamelar e disperséo de
goticulas manométricas foram obtidas com 20% e 70% de &gua, respectivamente.
Essas formula¢gdes foram selecionadas pois, embora o aumento na proporc¢éo de fase
aguosa de nanocarreadores geralmente resulte em aumento da penetracdo de
compostos lipofilicos (como o pro-farmaco em questdo) e reducdo do potencial
irritativo, a estabilidade de pré-farmacos diminui (Pepe et al., 2013; Carvalho et al.,
2016; Thomas et al., 2014). Assim, visamos comparar o efeito do teor aquoso e do
tipo de sistema formado sobre o potencial irritativo, efeito promotor e estabilidade do

pré-farmaco. As Tabelas 1 e 2 mostram a composicao das formulacdes selecionadas.

Tabela 1. Composicéo das formulacdes do grupo A.

GRUPO A componentes Concentragao
(%)
Nanoemulsao (A-70) | PC:polisorbato:glicerol (2:0,5:0.5 | 18
m/m/m)
tricaprilina:acido oleico (5:1 m/m) 12
solugao de poloxamer 407 1% 70
Fase lamelar (A-20) | PC 48
tricaprilina:acido oleico (5:1 m/m) 32
solucéo de poloxamer 407 1% 20
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Tabela 2. Composicéo das formulacdes do grupo B.

GRUPO B componentes Concentracao
(%)
Nanoemulséao (B-70) | PC 18
tricaprilina:manteiga de Kkarité:6leo | 12
de girassol: fitosfingosina
(49,3:15:10:0,7 m/m)
agua 70
Fase lamelar (B-20) | PC 48
tricaprilina:manteiga de Kkarité:6leo | 32
de girassol: fitosfingosina
(49,3:15:10:0,7 m/m)
agua 20

3.2 Caracterizacao das formulacées

3.2.1 Espalhamento de luz dindmico e determinacdo do potencial zeta (do sistema

nanodiperso estabilizado por fase liguido-cristalina)

Nesse ensaio foi utilizado equipamento Zetasizer NanoZS90 (Malvern) para
determinacao do tamanho das particulas, indice de polidispersao (PDI) e potencial
zeta das formulacdes contendo 70% de &gua. O tamanho da particula € uma
caracteristica importante: sabe-se que particulas nanométricas melhoram a
penetracdo de farmacos através do estrato corneo (Schwarz et al., 1995). O valor do
PDI demonstra a homogeneidade da distribuicdo de tamanho: valores acima de 0,5
geralmente indicam mais de uma populacdo com tamanho distintos e/ou distribuicéo
heterogénea. O potencial zeta indica a carga e fornece informac¢des importantes sobre
o grau de repulséo eletrostatica entre cargas adjacentes: valores acima de 30 mV (em
modulo) sdo um indicador de estabilidade elétrica, dificultando a agregacéo (Allam et
al., 2015). As formulacdes A-70 e B-70, que sao formadas por goticulas, foram
submetidas a analise mediante diluicdes na propor¢do 1:2000 e 1:10000 (v/v) em
agua. As andlises foram realizadas imediatamente ap0s a preparacédo e diluicdo das

formulagoes.
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3.2.2 Avaliacdo do comportamento reoldgico e viscosidade

A reologia é o estudo do comportamento deformacional e do fluxo da matéria
guando submetido a tensdes, sob determinadas condi¢cbes termodinamicas em um
intervalo de tempo. De maneira simplificada, o material pode ser classificado como
tendo comportamento newtoniano ou ndo newtoniano (Damasceno et al., 2011). A
viscosidade e caracteristicas reoldgicas foram determinadas utilizando redmetro do
tipo cone-placa (Brookfield) com taxa de cisalhamento de até 500 1/s sob temperatura
de 25°C. Selecionamos o modelo de leis de poténcias (Ikoku, Ramey, 1978) para
classificar o comportamento do fluido:

T =ky"
onde t= tensdo de cisalhamento, k= indice de consisténcia, Y= taxa de cisalhametno
e n= indice de comportamento do fluido.

Neste modelo, o valor de n indica o tipo de comportamento: n=1 é um fluido
newtoniano, n>1 é um fluido dilatante e n<1 é um fluido pseudoplastico (Gabbanelli,

Drazer, Koplik, 2005). A andlise foi realizada utilizando o software Origin 2018.

3.2.3 Microscopia de luz polarizada

Essa técnica foi utilizada para diferenciar sistemas isotrépicos e anisotrépicos,
sendo possivel diferenciar microemulsées, nanoemulsées e sistemas liquido
cristalinos. A técnica também permite classificar a fase liquido-cristalina conforme a
sua isotropia 6ptica, onde a mesofase lamelar e hexagonal sdo anisotropicas e
apresentam texturas especificas ao microscépico (Leica Microsystems DM 2500, SP,

Brasil) enquanto a cubica é isotropica (Formariz et al., 2005).

3.3 Avaliacdo do potencial bioadesivo

A bioadeséao € a capacidade da formulac&o de aderir a tecidos bioldgicos, no
caso deste projeto, a pele. A vantagem de sistemas bioadesivos como transportadores
de farmacos incluem o prolongamento do tempo de permanéncia no local de
absorcao, intensificagdo do contato com a barreira epitelial e diminuicdo da frequéncia

de aplicacéo do farmaco o que leva a uma melhor adeséo ao tratamento pelo paciente
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(Fonseca-Santos et al., 2016). Este estudo foi realizado em colaboracdo com o Prof.
Dr. Marlus Chorilli, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP.

Para esse estudo foi utilizada pele de orelha de porco dissecada (certificando-
se gque a gordura subcutanea foi removida ao maximo) e armazenada a -20° C por até
30 dias. Os pelos foram cortados com tesoura e a pele ligada a extremidade de uma
sonda cilindrica com um anel de borracha. A amostra foi adicionada a suporte imerso
em um banho de 4gua a 32 ° C + 0,5 ° C. A sonda foi baixada a uma velocidade
constante de 1 mm.s* até a pele e a amostra serem colocadas em contato, o qual foi
mantido por 60 segundos. Subsequentemente, a sonda com a pele foi suspensa a
uma velocidade de 0,5 mm.s?, e o trabalho de adesédo e a forca de adeséo foram

calculados. O processo foi repetido seis vezes (Fonseca-Santos et al., 2016).

3.4 Incorporacdo de farmaco

O farmaco utilizado neste projeto é lipossoluvel, sendo de dificil solubilizacéo
em meio aquoso. Ele foi incorporado na mistura de tensoativo e fase oleosa de cada
uma das formulacdes testadas, a qual foi subsequentemente submetida a sonicagéo
em banho (sonicador modelo Q3350, Quimis) em banho por 4 ciclos de 5 minutos
(totalizando 20 minutos em banho de sonicacao) sendo em seguida, adicionada a fase
aquosa. Formulac¢des contendo a molécula hibrida em concentracdes finais variando

entre 0,5 e 1% (m/m) foram obtidas.

3.5. Estabilidade do pré-farmaco na formulacdo antes e apds a incorporacdo de aqua

Aléem de ser de dificil solubilizacdo, o composto sofre hidrolise em meio
aquoso, e em virtude disso, realizamos um experimento para verificar a estabilidade
do farmaco apds incorporado nas formulagdes antes e apds adi¢do de agua. Aliquotas
das formulac¢des prontas, apés adicdo de agua, foram retiradas 0, 2, 4 e 8 h apos o
preparo, diluidas com metanol para obter concentracao tedrica do pré-farmaco de 50
Mg/mL.

Verificamos também a estabilidade do pro-farmaco na mistura de tensoativo
e fase oleosa de uma formulacdo selecionada (B70, selecionada apds experimentos
de penetracdo cutédnea e potencial irritativo), uma vez que, objetivando uma

formulagdo extemporénea, a a4gua so seria adicionada imediatamente antes da
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utilizacdo da formulacdo. O farmaco foi incorporado na mistura da fase oleosa e
tensoativos de B70 em concentracéao de 0,5 % (m/m). Subsequentemente, aliquotas
da formulacdo foram coletadas 1, 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a preparagdo, as quais
foram diluidas em metanol para obtencéo de uma solucao de 20 pg/mL.

A quantificacdo da molécula hibrida foi realizada por CLAE utilizando o

meétodo padronizado em nosso laboratorio (ver item 3.6.4).

3.6 Avaliacdo da formulacdo sobre a permeabilidade e penetracido cutidnea da

molécula hibrida

A capacidade das formulacdes para melhorar o transporte de agentes
terapéuticos na pele pode ser influenciada pelo tipo de formulagdo, sua composi¢cao e
concentracdo de componentes. O acido oleico, que faz parte da composicdo da
formulacdo do grupo A deste estudo, € um promotor de penetracdo cutanea,
apresentando a capacidade de extrair ceramidas do tecido queratinizado, aumentando
0 espaco entre as células, a fluidez lipidica no estrato cérneo e a solubilizacdo de
compostos lipofilicos (Ogiso, lwaki, Paku, 1995). Essa desorganizacdo momentanea
do estrato cérneo facilita a permeabilidade e o transporte do farmaco (Pepe et al.,
2012; Lopes, Collett, Bentley, 2005; Lopes, Murphy, Nornoo, 2009; Smyth et al., 2002).
Assim, neste experimento, sera avaliada a influéncia da formulacdo sobre a funcéo
barreira da pele e penetracdo do pro-farmaco a fim de identificarmos mecanismos de

promocao da penetracdo mediada pela formulacao.

3.6.1 Obtencdo do modelo de pele

Para este modelo utilizamos pele de orelha de porco. Apds serem enxaguadas
em agua corrente, as orelhas foram secas com papel toalha, e foi realizada uma
incisdo utilizando um bisturi para remover a pele da orelha; subsequentemente foi
retirado o excesso de pelos e de gordura da pele com auxilio de tesouras e bisturi. As

peles foram envoltas em papel aluminio e armazenadas a -80°C.
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3.6.2 Avaliacdo da perda de aqua transepidérmica

A fim de estabelecer relagbes entre 0 aumento da penetracao e alteragdes na
permeabilidade cutanea para que entendamos possiveis mecanismos de promog¢ao
da penetracdo, foi avaliado o efeito da formulacdo sobre a perda de &gua
transepidérmica, que foi utilizado como um indice da permeabilidade do tecido.
Seccdes de pele de orelha de porco foram montadas em células de difuséo e tratadas
com as formula¢des por 8 h. A perda de agua transepidérmica foi determinada
utilizando evaporimetro (Vapometer, Delfin). Apos a pele ser montada na célula de
difusdo de Franz (com area de 1,77 cm?, volume da fase receptora foi de 7 mL, Hanson
Research), aguardou-se 15 minutos para estabilizacao, e se mediu a perda de 4gua
transepidérmica; subsequentemente, foram aplicadas as formulagfes (sem farmaco),
ficando em contato com a pele por 8 h. As formulacbes foram entdo retiradas
cuidadosamente utilizando-se um lenco de papel, montadas novamente na célula de
difusdo de Franz e apds 15 minutos foi medida a perda de agua. Oleo de girassol e
agua foram utilizados como controle. Os resultados foram expressos como a diferenca
entre a perda de agua ao final do tratamento (8 h) e a perda de agua da pele antes do

tratamento.

3.6.3 Avaliacdo da penetracdo cutanea do pro-farmaco

O estudo de penetracdo in vitro foi conduzido utilizando pele de orelha de
porco. A pele foi montada em célula de difusédo de Franz (1 cm?) com o estrato corneo
voltado para o compartimento doador (onde a formulacéo foi aplicada) e a derme
voltada para o compartimento receptor; a fase receptora, que € composta de uma
solugcdo de PBS a 20% de etanol, foi mantida em constante agitagdo e a uma
temperatura de 37° = 0,5° C (Lopes, Collett, Bentley, 2005). A pele foi tratada com 100
mg de formulacdo com o farmaco na concentracao de 1% por 8 h. Subsequentemente
a pele foi submetida ao procedimento de “tape stripping” para separagao do estrato
corneo e camadas viaveis; foram utilizados 14 pedacos de fita, o primeiro pedaco foi
descartado, os demais foram colocados em um tubo plastico com 4 mL de metanol. O
restante da pele foi cortado em pequenos pedacos e colocados em tubo com 2 mL de
metanol. Apds esse processo, as amostras foram agitadas no vortex e colocadas no

sonicador de banho por 15 min. Em seguida, as amostras do estrato cérneo, epiderme
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viavel e fase receptora foram filtradas em uma membrana PTFE com poro de 0,45 uym
e quantificadas (Pepe et al., 2013). Como controle, foram utilizadas solucdes do
farmaco em o6leo de girassol.

Devido as caracteristicas lipofilicas do proé-farmaco, realizamos um teste de
solubilidade na fase receptora. Foram obtidas solucdes na fase receptora com
concentracgdes de 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL; a menor concentracdo que apresentou
turvacao foi sonicada em banho por 5 minutos (minimizamos o tempo para evitar
degradacéo), filtrada em uma membrana PTFE com poro de 0,45 ym e quantificada
por CLAE. Estudamos também a estabilidade do farmaco na fase receptora, e para
tal, adicionamos o pro-farmaco para obter concentracdo de 50 pg/mL. A solucéo foi
colocada na célula de difusdo de Franz sob agitacdo a 37°C, e aliquotas foram
retiradas 0, 2, 4 e 8 h apds o preparo, filtradas em uma membrana PTFE com poro de
0,45 um e quantificadas por CLAE.

O farmaco nas camadas da pele (indice de retencéo ou localizacdo cutanea)
e na fase receptora (indice de permeacdo transdérmica ou percutanea) foi
quantificado por CLAE utilizando um método recentemente padronizado em nosso

laboratorio (ver item 3.6.4).

3.6.4 Desenvolvimento do método de CLAE

Utilizamos como base o método para quantificacdo de dexametasona
desenvolvida por Espafiol Marifio (2015). No método desenvolvido, a fase movel é
composta de acetonitrila:dgua (55:45 v/v), fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecao de
20 puL e comprimento de onda de 250 nm, sendo a separacao realizada utilizando
coluna C18 (Synergi 4um 150 x 4,6 mm). O equipamento utilizado para analise foi
Shimadzu, sendo o degasser (DGU-14A), as bombas (LC-10AD VP), o detector (SPD-
10A VP), injetor (SIL-10AD VP) e o forno da coluna (CTO-10AS VP). As concentragbes
utilizadas para o ensaio de linearidade foram 0,5 pg/mL, 1 yg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL
e 50 pug/mL.
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3.7 Avaliacdo da capacidade irritante da formulacdo na integridade da pele dorsal

murina

Os componentes da formulacdo podem causar irritacdo, mesmo que a pele
esteja integra, o que influenciaria a analise dos parametros da eficacia no estudo in
vivo em modelo de psoriase. Para assegurarmos que essa interferéncia nao ira
ocorrer, avaliamos o potencial irritativo das formulagdes in vivo.

A fim de assegurar que as formulacdes séo isentas de acgOes irritantes em
pele naive, estas formulacdes foram testadas in vivo. Para isto, a pele dorsal dos
camundongos sob anestesia inalatéria (oxigénio + isoflurano, 97:3) foi depilada com
creme depilatério, Apés 72 h, no 1° dia do protocolo (Figura 6), os camundongos
foram divididos em 3 grupos: controle (vaselina) e dois grupos tratados com a
formulacdo (vaselina e formulacdo sem principio ativo; PA), na dose de 65 mg. Os
tratamentos foram realizados em dose isolada nos dias 1° ao 4° dia. No 5° dia, 0s
animais foram submetidos a eutandsia por superdosagem anestésica (isoflurano 5%)
e deslocamento cervical. Imediatamente, 0 material biologico foi coletado dos animais,
a saber: pele dorsal e baco e reservadas para 0s ensaios subsequentes (itens 3.8 e
3.9).

Aplicagdo de 65 myg de Vaselina
ou Formulagio sem farmaco

» '
-'-u,-u"‘/
| | | | | | Bago
o Do Van 1 oaan T oggn | Pele
Depilagéo 1°d 2°d 3 4% 5%
Eutanasia

Figura 6. Esquema do experimento de avaliacdo do potencial irritativo.
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3.8 Avaliacao histolégica da pele dorsal

Mediante anestesia (oxigénio + isoflurano 97:3) e posterior eutanasia dos
animais, fragmentos da pele dorsal foram removidos para obtengcdo de cortes
histol6gicos para avaliacdo de alterac6es morfologicas no tecido. Para a preparacao
dos cortes, o tecido foi fixado em formaldeido (4%) por 24 h, a temperatura de 8° C. A
seguir, as amostras foram submetidas as sessfes de desidratacdo em etanol 70%,
95% e 100%, seguidas de xilol (I, Il e Ill; 40 min) e, entdo, incluidas em Paraplast®.
Espécimes de 5 um foram obtidos com o auxilio de micrétomo, sendo feitos 3 cortes
(separados por uma distancia de 10 cortes) em cada lamina e 3 laminas para cada
camundongo, depois foram montados em laminas contendo poli-L-lisina. As laminas
foram entdo coradas com Hematoxilina & Eosina e montadas para visualizacao sob
microscopia Optica, conforme metodologia padronizada (Ekundin-Valentim et al.,
2010). As imagens foram capturadas em microscépio acoplado a um desktop (Leica
Microsystems DMC 2500, SP, Brasil) através do programa LAS V4.6 (Leica
Microsystems). Foram fotografados 03 campos de cada corte, para a determinagéao
da espessura da epiderme foram realizadas 3 medidas em cada campo através do

programa Image Pro Plus (mediaCybernetics Co., MD, USA).

3.9 Mensuracao da atividade da mieloperoxidase (MPQO) na pele dorsal

Fragmentos da pele dorsal de cada animal foram homogeneizados em
solucdo tampdo (1 mil/50 mg de pele), contendo o detergente brometo de
hexadeciltrimetilaménia (HTAB; 50 mg/ml em tampéo fosfato de potassio, pH 6,0).
Apos dois ciclos (45 s/ciclo) de homogeneizagcao, as amostras foram centrifugadas
(10.000 g, 10 min, 4 °C) e aquecidas (60 °C) por 2 h para inativacdo da catalase
enddgena. O sobrenadante de cada amostra (10 pl) foi incubado com tampéo fosfato
de potassio (200 pl; 50 mM; pH 6,0) contendo 0,164 mg/ml de dihidrocloreto de
odianisidina em H202 (0,0005 %, pH 6). A reacdo nas amostras foi analisada via
leitura de densidade optica (DO, 460 nm) em leitor Elisa (Spectra Max plus 384,
Sunnyvale, CA, EUA), e a atividade da MPO nas amostras foi calculada em relacéo
ao peso do tecido (mg), conforme a formula: MPO (U/mg) = Vmax/s x 60/0,0113/0,5,
cuja unidade de atividade MPO é definida como aquela capaz de degradar um pmol
de H202/min (Schmidt, 2015).
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3.10 Inducdo da psoriase e delineamento experimental

Neste experimento foi avaliada a eficacia da formulagdo em modelo
experimental de psoriase. Este experimento foi realizado com o grupo da Profa. Dra.
Soraia K. P. Costa, do Departamento de Farmacologia do ICB-USP, conforme os
meétodos padronizados no laboratério (Rodrigues et al, 2015; Rodrigues et al, 2017,
Schmidt, 2015).

Todos os experimentos de padronizagcdo da formulacdo e avaliacdo da
penetracdo cutanea foram realizados com o pro-farmaco dexametasona-TBZ (dexa-
TBZ), mas aproveitamos a formulagdo otimizada para incorporacdo e avaliacdo da
efichAcia de uma outra molécula hibrida, a dexametasona-ADT (dexa-ADT), cuja

estrutura é representada na figura abaixo:

g—S

O

Figura 7. Molécula hibrida de doador de H,S (ADT) acoplado a dexametasona.

A inclusdo desta molécula neste estudo se deu com base em resultados
preliminares do grupo da Prof. Soraia Costa, que indicavam que ela poderia ter efeitos
mais pronunciados. Assim, os estudos in vivo foram realizados para avaliagao de B-
70 contendo cada uma das moléculas hibridas individualmente.

Para a inducéo da psoriase experimental (Figura 8), primeiramente, o dorso
dos camundongos foi depilado e subsequentemente aplicado creme depilatorio, sob
anestesia inalatéria (oxigénio + isoflurano, 97:3). Ap6s 72 h, no primeiro dia do
protocolo, os animais foram divididos em 6 grupos (Tabela 3), os animais receberam
pela manha uma dose topica diaria (65 mg) de Imiquimode (IMQ) creme 5%, que foi

aplicada entre o dorso e orelhas dos camundongos por cinco dias consecutivos,
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resultando numa dose diaria de 3,25 mg do composto ativo (IMQ). O grupo controle
recebeu, de forma similar, o respectivo veiculo, vaselina em creme (Schmidt, 2015).
No segundo dia de protocolo, os camundongos dos grupos de tratamento
receberam uma Unica aplicacdo da formulagdo, contendo o pré-farmaco
(dexametasona acoplada a um doador de H2S TBZ ou ADT), um doador de H2S livre
de corticoide (ADT) ou dexametasona (em concentracédo equimolar a do pré-farmaco),
enquanto o grupo controle e o grupo psoriase sem tratamento recebeu vaselina. As
aplicagcbes de IMQ e os tratamentos foram realizados com um intervalo de 6 horas
entre as administracdes, a fim de evitar possiveis interacdes. Esse procedimentoo foi
repetido do 2° ao 5° dia. No 6° dia, os animais serdo submetidos a eutanasia por
superdosagem anestésica (isoflurano 5%) e coletamos amostras biolégicas (baco,
sangue, medula e pele dorsal) para andlise (Schmidt, 2015). A concentracdo de
dexametsaona foi selecionada com base na dose maxima utilizada por via tépica,
enguanto as concentracdes de dexa-TBZ, dexa-ADT e ADT foram definidas apos os

calculos para serem equimolares a dose de dexametasona.

Tabela 3. Grupos do protocolo de inducao de psoriase experimental

GRUPO Inducéo Tratamento Concentracgéo (%)
Controle Vaselina Vaselina

Psoriase IMQ Vaselina

ADT IMQ ADT 0,17

Dexa IMQ Dexametasona 0,3

Dexa-ADT IMQ Dexametasona-ADT 0,5

Dexa-TBZ IMQ Dexametasona-TBZ 0,5
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Aplicacdo de 65 mg de IMQ ou Vaselina

e TU009

Bacgo
Pele
| f2h I 2an | 2an | 240 2an | Sangue
T 3d 0 =
Depilagdo 1"d 2d 6°d Medula dssea

4§ ey

Aplicacdo de 65 mg do tratamento Doador
Hz$§ + Dexametasona ou Dexametasona /N\-

ou Veiculo

Figura 8. Esquema ilustrativo do protocolo de inducao da psoriase experimental.

3.10.1 Avaliacdo dos parametros inflamatoérios

O indice clinico de severidade foi avaliado pelo grau de inflamacédo cutanea
no dorso dos animais, quantificado via sistema de escore, baseado no indice Clinico

de Area e Severidade da Psoriase (PASI — http://pasi.corti.il/). Rubor e descamagcio

foram avaliados independentemente, adotando-se uma escala crescente de 0 — 4,
sendo 0 = nenhuma alteracéo; 1 = leve; 2 = moderado; 3 intenso; 4 = muito intenso.

A analise da acantose foi realizada mediante mensuracédo da espessura da
orelha, medida diariamente antes da aplicacdo dos agentes teste (em triplicata), com
o auxilio de um paquimetro digital (Satarrett 799A) e o resultado foi expresso em
milimetros (mm) (Schmidt, 2015).

3.10.2 Avaliacao do prurido espontaneo

Os animais ficaram durante 30 min em caixas transparentes de acrilico em
sala adequada e adaptada para filmagem. O registro comportamental do prurido
espontaneo de cada animal foi realizado por um periodo de 30 min, via filmagens
(filmadora Sony Handycam DCR-PJ6) no 6° dia do protocolo, que corresponde a fase

cronica da doenca. Foi considerado como comportamento de ataque de coceira, trés


http://pasi.corti.il/
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ou mais movimentos rapidos da pata traseira do animal sobre a regido dorsal onde foi
aplicado o IMQ ou vaselina. Os resultados foram expressos como episédios de

ataques de coceira no intervalo de 30 min (Schmidt, 2015).

3.10.3 Avaliacdo histoldgica da pele dorsal

Realizado conforme descrito no item 3.8.

3.10.4 Mensuracao da atividade da mieloperoxidase (MPO) na pele dorsal.

A mensuracao da MPO foi realizada conforme descrito no item 3.9.

3.10.5 Quantificacdo de leucdcitos no sanque periférico, medula 6ssea e analise do

baco.

Sabe-se que a psoriase induzida por IMQ aumenta o numero de leucdcitos
totais no sangue e o numero de esplendcitos, podendo causar esplenomegalia
(Flutter, Nestle, 2013; Schmidt, 2015), por isso utilizamos este experimento como
parametro para avaliar a resposta anti-inflamatéria da formulacdo com diversos
tratamentos.

Apés a eutandsia dos animais, o sangue periférico foi coletado por puncédo
cardiaca, com o auxilio de seringa contendo heparina (5 Ul/mL). A contagem do
namero total de células sanguineas foi realizada utilizando camara de Neubauer,
enquanto a contagem diferencial foi realizada em esfregagcos sanguineos corados, via
método Pandtico Rapido de Romanowsky (Interlab, Brasil) (Schmidt, 2015).

O baco dos animais submetidos a eutanasia foi removido e pesado para
obtencao do peso total. Uma parte foi seccionada e pesada novamente para analisar
0 peso do baco seco, que foi colocado em uma estufa por 72 h, o resultado foi
expresso pela diferenca da perda de peso em percentual. Para a obtencéo de células
esplénicas, o restante do baco foi macerado em 5 mL de meio asséptico PBS para
obtencdo do homogenato. Desse homogenato, foi retirado um volume de 10 pL e
adicionado ao volume de 190 pL do corante cristal violeta (0,2%) para contagem do

namero total de células, utilizando a camara de Neubauer (Schmidt, 2015).
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Para a contagem total e diferencial das células da medula 6ssea (MO), o fémur
esquerdo dos animais foi removido (£ 1 cm) e, com o auxilio de uma seringa e agulha
(0,80 x 25 cm) contendo 2 mL de PBS heparinizado, foi realizado a insercéo desta
numa das extremidades do fémur para injetar PBS. O lavado da MO foi
homogeneizado com auxilio de pipeta Pasteur no proprio tubo de coleta e, depois sera
separado em aliquotas (10 pL). Cada aliquota foi ressuspensa em 190 uL da solucéo
de cristal violeta (0,2%) e a quantificacdo do numero total de células nesse
homogenato foi feita em camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada a
partir de laminas obtidas, via técnica de citocentrifuga (Fanem, Brasil) e coradas com

o0 método Pandtico Rapido de Romanowsky (Interlab) (Schmidt, 2015).
4.0ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e analisados

estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism, ANOVA e pos-teste de Tukey.

Diferencas serdo consideradas significativas quando p < 0,05.
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5.0RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento da formulacdo

Diagrama de fase ternarios ou pseudo-ternarios sao utilizados para
demonstrar a relacdo entre o tipo de fase e a composi¢cdo. Obtivemos diagramas
misturando as fases oleosa, aquosa e tensoativo de formulagdes do grupo A nas
propor¢des 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 3:7 (m/m) com 10%, 20%, 30%, 50%, 70% e 80% de
agua. A técnica de microscopia de luz polarizada foi utilizada para diferenciar sistemas
isotrépicos, que ndo desviam ao plano da luz polarizada, e anisotropicos, que desviam
a luz, sendo possivel diferenciar microemulsdes, nanoemulsfes e sistemas liquido
cristalinos (Hosmer et al., 2009; Formariz et al., 2005). A técnica também permite
diferenciar fases liquido-cristalinas, onde as mesofases lamelar e hexagonal sdo
anisotropicas e apresentam texturas especificas ao microscopico, enquanto a cubica
é isotropica (Formariz et al., 2005). Assim, todas as formulag8es foram caracterizadas
macroscopicamente quanto a fluidez, transparéncia e presenca de uma ou multiplas
fases, e esta avaliacdo foi associada as caracteristicas microscépicas para
classificacao.

O diagrama obtido, no qual a relacéo entre composicao e fase formada pode
ser observada, esta representado na Figura 9, enquanto que as estruturas
observadas sob microscopio de luz polarizada representando fases encontradas estéo

representadas na Figura 10.
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Figura 9. Diagrama de fases, onde m fase lamelar, ¢ isotropica, o fase de transicéo, e goticulas
com presenga de cruz maltese e o goticulas. As formulagdes selecionadas estdo envolvidas

por circulo.

Figura 10. Amostras visualizadas sob luz polarizada. (A) formulagdo A20, (B) formulacéo A-
70, (C) formulacéo B-20 e (D) formulagéo B-70.
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Verificamos que com até 30% de agua e tensoativo:fase oleosa até 6:4 (m/m)
obtivemos a formacéo de fase lamelar. O aumento na proporcao da fase oleosa e
adicdo de 10% de fase aquosa promoveu formacéo de sistema isotropico, que pode
ser compativel com microemulsdo. A medida que a quantidade de &agua foi
aumentada, foi observada alteracdo na estrutura da formulacdo: com 70% de agua
formou-se um sistema com goticulas e presenca de cruz maltese, indicando um
sistema nanoestruturado estabilizado por fase liquido-cristalina, enquanto que com
80% de agua formou-se um sistema composto por goticulas apenas. Com base
nesses resultados selecionamos dois sistemas distintos para otimizar e prosseguir:

- tensoativo:fase oleosa na propor¢do 6:4 (m/m) com 20% de agua (que
formou uma fase liquido cristalina do tipo lamelar), cuja composi¢do final €&
tensoativo:fase oleosa:agua 48:32:20, m/m/m, e

- tensoativo:fase oleosa na propor¢cdo 6:4 (m/m) com 70% de agua (que
formou um sistema nanoestruturado com goticulas e presenca de cruz maltese), cuja
composicao final é tensoativo:fase oleosa:agua 18:12:70, m/m/m.

Ambas as composicdes estdo marcadas com um circulo na Figura 9.

A irritacdo cutanea observada com formulacbes semelhantes em estudos
paralelos nos fizeram considerar alteracbes na composi¢cdo, originando as
formulacbes A-20 e as do grupo B. A formulacdo A-20 foi obtida com apenas
fosfatidilcolina como tensoativo e formou fase liquido-cristalina do tipo lamelar.
Fotomicrografias representativas das formulagcbes A-20 e A-70 obtidas utilizando luz
polarizada estdo demonstradas na Figura 10 A e B.

Alterando a fase oleosa, obtivemos as formulacées do grupo B. Para este
grupo, ndo obtivemos diagramas de fases completos; mantivemos a proporcéo de
tensoativo:fase oleosa de 6:4 (m/m uma vez que ela foi selecionada no grupo A de
formulagfes) e variamos a proporcao de agua entre 0 e 85% a fim de estabelecer a
relacdo entre o teor aquoso e tipo de fase formada. Um perfil muito semelhante de
fases formadas em funcdo do teor de agua foi observado se comparado as
formulagcbées do grupo A (Figura 11), sugerindo que a remoc¢ao de polisorbato da
mistura tensoativa e a inclusdo de manteiga de karité e ceramidas nao impede a

formacao da fase liquido-cristalina.

Selecionamos as formulagcées contendo 20 e 70% de agua, que formaram

uma fase liquido cristalina do tipo lamelar e um sistema nanoestruturado com
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goticulas e presenca de cruz maltese, respectivamente. Fotomicrografias
representativas das formulacdes B-20 e B-70 obtidas utilizando luz polarizada estéao
demonstradas na Figura 10 C e D. Essas formulagbes foram selecionadas pois,
embora 0 aumento na propor¢gdo de fase aquosa de nanocarreadores geralmente
resulte em aumento da penetracdo de compostos lipofilicos (como o pré-farmaco em
questdo) e reducdo do potencial irritativo, a estabilidade de pro-farmacos diminui
(Pepe et al., 2013; Carvalho et al.,, 2016; Thomas et al., 2014). Assim, visamos
comparar o efeito do teor aquoso e do tipo de sistema formado sobre o potencial
irritativo, efeito promotor e estabilidade do pré-farmaco.

80 - Goticulas

704 Goticulas com
cruz maltese

Agua (%)

Fase lamelar

Grupo B

Figura 11. Diagrama de fases das formulac¢des do grupo B.

5.2 Caracterizacdo das formulacées

5.2.1 Espalhamento de luz dindmico e determinacdo do potencial zeta (do sistema

nanodiperso estabilizado por fase liquido-cristalina):

Como apenas as formulacdes A-70 e B-70 apresentaram caracteristica
nanoparticulada ao microscopio, estudos subsequentes foram realizados para
avaliacdo do diametro das goticulas utilizando espalhamento dindmico da luz. O

tamanho das goticulas e indice de polidisperséo (PDI) estdo expressos na Tabela 4,
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e gréaficos representativos da distribuicdo do diametro estdo representados na Figura
12.

Como pode ser observado na Figura 12, ambas as formulacdes
apresentaram 2 populacdes, o que € refletido no valor de PDI superior a 0,25. O
diametro hidrodindmico das particulas (z average) de ambas as formulac6es fornecido
pelo equipamento foi inferior a 600 nm, o que é um bom resultado considerando que
elas séo obtidas sem nenhum método para reducao do didmetro (como por exemplo
sonicacdo). Comparando as duas formulagdes, as populacdes de B-70 apresentaram
diametro um pouco maiores, o que indica que a presenca de polisorbato, poloxamer
e glicerol em A-70 contribui para reduzir o diametro das goticulas. Vale ressaltar que
nanoemulsdes podem ser formadas por mais de uma populacdo de goticulas
(McClements, 2012).

Ambas as formulacdes apresentaram potencial zeta negativo (Tabela 5),
abaixo de -20 mV. Deve ser ressaltado que, no intuito de minimizar a variabilidade,

determinamos a condutividade das amostras, que permaneceu entre 0,03 e 0,05

mS/cm.
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Figura 12. Gréficos da distribuicdo de tamanho das goticulas das formulacdes. (1) formulacéo
A-70 e (2) formulacéo B-70.
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Tabela 4. Tamanho e indice de polidispersao (PDI) das formulac¢des selecionadas.

Formulacdes | Pico 1 (nm) Pico 2 (nm) PDI
A-70 68,6 + 30,2 371,4 £ 96,6 0,488 + 0,066
B-70 183.4+25 595,7£70.2 0,324 + 0,007

Tabela 5. Potencial zeta e pH das formulagdes selecionadas.

Formulacdes Potencial Zeta (mV) pH
A-70 -20,0+£1,2 5
B-70 -15,7+1,8 6

5.2.2 Avaliacdo do comportamento reoldgico e viscosidade:

A reologia é o estudo do comportamento deformacional e do fluxo da matéria
guando submetida a tensdes, sob determinadas condi¢bes termodinamicas em um
intervalo de tempo; o material pode ser classificado, de forma bem simplificada, como
tendo comportamento newtoniano ou ndo newtoniano (Damasceno et al., 2011,
Barnes, Hutton, Walters, 1989). O fluido € classificado como newtoniano quando o
seu comportamento segue a Lei de Newton da viscosidade, que estabelece que a
relagdo entre a tensdo de cisalhamento e o gradiente local de velocidade é definida
através de uma relacéo linear, sendo a constante de proporcionalidade a viscosidade
do fluido (Florence, Attwood, Rothschild, 2011; Damasceno et al., 2011; Barnes,
Hutton, Walters, 1989). Ocorre que, geralmente, as emulsdes ndo apresentam fluxo
newtoniano (Florence, Attwood, Rothschild, 2011), e na maioria dos casos a
viscosidade das emulsdes diminui guando aumentamos a taxa de cisalhamento, o que
€ caracteristico de comportamento pseudoplastico (Barnes, Hutton, Walters, 1989).

Utilizando a lei de poténcia, determinamos o indice de poténcia (n).

Observa-se que quando o valor de n corresponde a 1, a viscosidade € dada
por uma constante, ou seja, temos um fluido newtoniano. Quando n>1, a viscosidade
aumenta com a taxa de cisalhamento, caracterizando um fluido dilatante. Por outro
lado, quando n<1, a viscosidade é reduzida com o aumento da taxa de cisalhamento,

0 que caracteriza um fluido pseudoplastico (Gabbanelli, Drazer, Koplik, 2005).
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Na Tabela 6, podemos verificar que o indice de poténcia de todas as
formulacdes foi abaixo de 1, o que caracteriza um comportamento ndo newtoniano do
tipo pseudopléstico. Coerentemente com este resultado, ao analisarmos os gréaficos
de viscosidade em funcéo da tensdo de cisalhamento (Figura 13), constatamos que

a viscosidade diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento.

Tabela 6. indice de comportamento determinado utilizando a lei de poténcia.

Formulacao indice de comportamento do fluido
A-20 0,802
A-70 0,447
B-20 0,332
B-70 0,710
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5.3 Avaliacao do potencial bioadesivo

A bioadesao é a capacidade de adeséo entre duas membranas biolégicas ou
entre uma membrana biolégica e uma superficie sintética. O termo bioadesédo é
utilizado para descrever a adesédo de um sistema de entrega de farmaco bioadesivo e
uma membrana biologica (por exemplo a pele) (Mathiowitz, Chickering Ill, Lehr, 1999).
As vantagens de sistemas bioadesivos como transportadores de farmacos incluem o
prolongamento do tempo de permanéncia no local de absorcéo, intensificagdo do
contato com a barreira epitelial e diminuicdo da frequéncia de aplicacdo do produto, 0
gue leva a uma melhor adesédo ao tratamento pelo paciente (Fonseca-Santos et al.,
2016).

Analisando os dados do potencial de bioadesédo (Tabela 7), verificamos que
as formulacdes A-20 e A-70, apresentaram um trabalho de adeséo 2,3 vezes e 1,9
vezes maior que a agua, utilizada como controle, enquanto B-20 e B-70, apresentam
um trabalho de adesao aproximadamente 2,6 vezes e 1,9 vezes, maior que o controle.
De maneira semelhante, a forca de adeséo das formulacdes foi superior a da agua,
onde a forca de A-20 e A-70 foi aproximadamente 1,5 e 1,2 vezes maior que a agua,
enquanto que a forca de adesdo de B-20 e B-70 foi 1,9 e 1,2 vezes maior que o

controle. Entre as formulacfes ndo houve diferenca acentuada.

Tabela 7. Parametros determinados no teste de bioadesao in vitro.

Formulacdes Forca de adeséo (N) Trabalho de adeséo (g.s)
Agua 0,0041 + 0,0002 1,555 + 0,253
A-20 0,0062 + 0,0002 3,631 + 0,108
A-70 0,0051 + 0,0002 2,941 £ 0,137
B-20 0,0079 %= 0,0002 4,118 + 0,213
B-70 0,0051 + 0,0002 3,020 + 0,064

Comparando as formulagcdes com 20% de agua, verificamos que B-20
apresenta potencial bioadesivo um pouco maior que A-20, enquanto que as

formulagcées com 70% apresentam potencial bioadesivo semelhante.
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5.4 Padronizacdo do método de CLAE

Avaliamos a penetracdo cutédnea do pro-farmaco dexametasona-TBZ nas
camadas da pele (indice de retencdo ou localizacdo cutanea) e na fase receptora
(indice de permeacdo transdérmica ou percutanea) através da quantificacdo por
CLAE.

Sob as condigbes cromatogréficas padronizadas, o pro-farmaco
dexametasona-TBZ foi eluido com tempo de retencdo de 5,8 min (Figura 14).
Utilizamos uma curva de calibracdo nas concentracfes 0,5 ug/mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL,
10 pg/mL, e 50 pg/mL diluida em metanol, sendo que, para cada experimento, foi
analisada uma curva de calibracdo. Uma curva de calibragdo representativa esta
representada na Figura 15. O coeficiente de determinacéo (R?) das curvas obtidas foi

sempre superior a 0,997, demonstrando linearidade no intervalo de 0,5 a 50 pg/mL.
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Figura 14. Cromatograma representativo de uma curva de calibragdo demonstrando

a variacao da area do pico em funcéo da concentracao.
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Figura 15. Curva de calibracao utilizada na quantificacdo do pré-farmaco.

Para a padronizacdo do método, também analisamos homogenatos do estrato
corneo e das camadas viaveis da pele sem nenhum tratamento (branco) para
avaliacao de interferentes. Como pode ser observado na Figura 16, o pro-farmaco é
passivel de quantificacdo no estrato cérneo e camadas viaveis da pele, e ndo ha
componentes cutaneos com tempo de retencdo semelhante ao pré-farmaco,

demonstrando a auséncia de interferentes.
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Figura 16. Cromatogramas demonstrando a especificidade do método. (A) Cromatograma
representando o branco do EC em comparagdo com homogenato de EC ap0s tratamento com
a formulagdo controle do pré-farmaco e a solucdo de calibragdo de 20 pg/mL. (B)
Cromatograma do branco da EV, em comparagdo com homogenato de EV apos tratamento

com a formulagdo controle do pré-farmaco e a solugéo de calibragédo de 20 pg/mL.

5.5 Incorporacdo do pro-farmaco e estabilidade nas formulacdes

A maxima concentracdo passivel de incorporacdo do pro-farmaco
dexametasona-TBZ foi 1%, e por isso, foi a concentragao selecionada para estudos
subsequentes.

O farmaco em estudo neste projeto sofre hidrolise em meio aquoso, e devido

a essa caracteristica, realizamos um estudo de estabilidade do farmaco apés a



53

incorporacao nas formulagcdes contendo agua. Uma vez que a formulacéo destina-se
a aplicacao topica, estabelecemos o tempo de 8 h como o padrédo para o estudo de
penetracdo cutanea. Sendo necessario garantir a integridade do pré-farmaco durante
0 estudo de penetragédo, esse intervalo de tempo foi utilizado para avaliacdo da
estabilidade do composto na formulagéo contendo agua.

Observamos que a concentracdo do pro-farmaco dexametasona-TBZ
permaneceu estavel durante 8 h, com excecdo de A-20, na qual, apés 2 h, a
concentracdo do farmaco reduziu para cerca de 85% da concentracdo inicial; em 8 h,
a concentracao foi de ~ 80% da inicial (Figura 17). Na Figura 18, que apresenta
micrografias resultantes da observacdo da fase em microscoépio de luz polarizada,
podemos visualizar que a incorporacéo do farmaco néo induz alteracdo de fase nem
inibe a formac&o das fases. E importante ressaltar a presenca de alguns cristais de
pré-farmaco néo dissolvidos nas formulacées, como marcado pelas setas na Figura
12, o que sugere que pode haver regides mais heterogéneas nas formulacdes e

justifica a variabilidade encontrada nas concentra¢des ao longo do tempo de analise.
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Figura 17. Concentracao do farmaco ap6s incorporado as formulagcdes através do tempo.
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Figura 18. Fotomicrografias das formulacdes visualizadas sob luz polarizada apoés
incorporacao do farmaco (A) B-20 e (B) B-70.

Sabendo que a presenca de agua influencia a estabilidade do pro-farmaco,
avaliamos também sua estabilidade apenas na mistura de tensoativo e fase oleosa da
formulacédo selecionada (B-70) pelo periodo de 28 dias. Constatamos que no dia 7, a
concentracgéo inicial do farmaco foi reduzida em cerca de 38% da concentracgéo inicial
(Figura 19). Ao longo dos 21 dias subsequentes, ndo constatamos novas variagdes
na concentracao, e o teor do farmaco se manteve estavel quando comparado ao dia
7, se mantendo ao redor de 62% da concentracéo inicial. A degradacédo do farmaco
fica evidente quando analisamos os cromatogramas (Figura 20) das aliquotas das
formulacbes, nos quais, além da diminuicdo da altura e area do pico de interesse a
partir do dia 7, surgem outros picos que ndo existiam no dia 1, sinalizando o
aparecimento de substancias que ndo estavam presentes anteriormente, e que podem
ser produtos da degradacdo do pré-farmaco. Nao realizamos nenhum estudo para
identificagdo destas novas substancias.
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Figura 19. Concentracdo do pré-farmaco apés incorporado na mistura de tensoativo e fase
oleosa da formulag&o B-70 ao longo do tempo.
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Figura 20. Cromatograma representativo da concentragdo do pro-farmaco
dexametasona-TBZ ao longo do tempo. (A) dia 1, (B) dia 7, (C) dia 14, (D) dia 21 e (E)
dia 28.
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5.6 Avaliacdo da formulacdo sobre a permeabilidade e penetracdo cutdnea do pro-

farmaco

5.6.1 Avaliacdo da perda de aqua transepidérmica

As formulacdes selecionadas possuem componentes como glicerol e acido
oleico que tem a capacidade de promover a penetracao cutanea (Williams, Barry,
2012; Smyth et al., 2002; Kogan, Garti, 2006; Lopes, Collett, Bentley, 2005; Lopes,
Murphy, Nornoo, 2009). A fim de estabelecer relacdes entre 0 aumento da penetracao
e alteracfes na permeabilidade cutanea para que entendamos possiveis mecanismos
de promoc¢do da penetracdo, a perda de agua transepidérmica foi utilizada como
indice da permeabilidade do tecido. Foi avaliado o efeito do tratamento com a
formulacédo por 8 h sobre a perda de agua transepidérmica (Figura 21).

O efeito da formulacao A-20 sobre a perda de agua transepidérmica foi o0 mais
pronunciado (4,5 vezes comparado ao 6leo de girassol), o que sugere sua capacidade
de afetar a barreira cutanea da pele, muito provavelmente causando desorganizagao
do estrato corneo (Pepe et al., 2012; Lopes, Collett, Bentley, 2005; Lopes, Murphy,
Nornoo, 2009; Smyth et al., 2002; Pinnagoda et al. 1990; Pinnagoda et al., 1989). Por
outro lado, esses resultados sugerem que as formula¢des do grupo B nado alteraram
a permeabilidade cutanea, mantendo a integridade da funcéo barreira da pele. Foi
observada uma tendéncia a reducdo da perda de agua transepidérmica quando do
tratamento com B-70, mas a diferenca néo foi significativa (p > 0.05). Essa tendéncia
pode favorecer a hidratacdo da pele, o que, por sua vez, pode ser um dos fatores de
promocdo da penetracdo cutanea. A auséncia de aumento da perda de &agua
transepidérmica era esperado dado a presenca de fitoesfingosina, um dos tipos de
ceramida que participa da composi¢cdo do estrato cérneo e portanto, sua funcao
barreira (Skolova et al., 2017).



59

ek

12 4

Variacao da perda de agua (g/m?h)

Agua Girassol A-20 A-70 B-20 B-70

Figura 21. Efeito das formulacbes sobre a perda de agua transepidérmica. Dados
apresentados como média + erro padrdo de 3 — 6 replicatas. **p<0.01 comparado a 6leo de
girassol. ### p<0,001 comparado a agua.

5.6.2 Avaliacdo da penetracdo cutanea do pro-farmaco

A gquantidade de pro-farmaco dexa-TBZ transportado em cada camada da

pele esta representada nos gréaficos da Figura 22.
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Figura 22. Penetracdo cutanea do pré-farmaco dexa-TBZ. (A) penetracdo no estrato corneo
(EC) e (B) penetracao na epiderme viavel (EV) grupo A; (C) penetracdo no estrato corneo
(EC) e (D) penetracéo na epiderme viavel (EV) grupo B. Dados apresentados como média +
erro padrdo de 5 — 6 replicatas. ** (P < 0,01), *** (P < 0,001), **** (P <0,0001)

Analisando a figura 22 A, observa-se que, A-20 e A-70 promoveram a
penetracdo de quantidades do pré-farmaco dexa-TBZ no estrato corneo (EC) muito
semelhantes ao controle. Com relagéo a penetracdo na epiderme viavel (EV), (Figura
22 B), a quantidade de pro-farmaco encontrada apdés tratamento com a formulacéo A-
70 foi aproximadamente 1,60 vezes inferior a obtida com o controle, enquanto que
apos o tratamento com A-20, essa quantidade foi 1,45 vezes maior, embora essa
diferenca ndo seja significativa (p > 0,05). Esses dados indicam que nenhuma das
formulacdes do grupo A foi eficaz em aumentar a penetracéo cutanea do pro-farmaco.

Por outro lado, todas as formula¢des do grupo B aumentaram a penetracao
do composto. No estrato cérneo (Figura 22 C), esse aumento variou entre 1,70 e 2,00

vezes, e nas camadas viaveis (Figura 22 D), entre 2,30 e 2,60 vezes. Comparado ao
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controle, observamos diferencas significativas, com p < 0,001 para B-20 e p < 0,01 para
B-70 quando comparamos a penetracdo no EC; p < 0,0001 foi observado ao
compararmos a penetracdo em EV mediada por ambas as formulacdes do grupo B e
o controle. No entanto, ndo observamos diferencas significativas entre as duas
formulacdes. Esses resultados demonstram que as formulacdes B-20 e B-70 séo
superiores as formulacbes do grupo A e controle para promocado da penetracéo
cutanea do farmaco nas camadas da pele (estrato cOrneo e epiderme).
Considerando que aplicamos 100 mg de formulagcéo sobre a pele que as
formulacdes continham 1% do farmaco, representamos na Tabela 8 o percentual de
farmaco que ficou retido em cada camada da pele. Através da tabela fica novamente

claro a superioridade das formulag6es do grupo B.

Tabela 8. Percentual de farmaco retido nas camadas da pele.

Formulacao Estrato cérneo (%) Epiderme viavel (%)
A-20 19,8 5,8

A-70 14,3 2,5

B-20 34,0 9,0

B-70 30,0 10,5

Controle 17,5 4,0

Vale ressaltar que ndo obtivemos concentracdo quantificavel na fase
receptora apos tratamento com nenhuma das formulacdes. Isso pode ter ocorrido
devido a hidrolise da molécula hibrida ou a sua baixa solubilidade na fase receptora.
Para tentar diferenciar essas possibilidades, primeiramente avaliamos a solubilidade
do pro-farmaco, e verificamos que até 50 pg/mL n&o ha turvacao da solugcdo. Ao
aumentar a concentracdo para 100 pg/mL, a solu¢do apresentou-se turva. Apos a
sonicagdo em banho, filtragem desse sistema, e quantificagdo do pro-farmaco por
CLAE, observamos concentragao final de apenas 8,4 + 0,4 pg/mL.

No teste de estabilidade do pré-farmaco na fase receptora constatamos que
dos 50 pug/mL adicionamos a fase receptora, quantificamos apenas ~ 53,07% apdés 2
h, e ao final das 8 horas de experimento, a concentracéo quantificada foi de ~ 8,88%
da concentracdo inicial (Figura 23). Esses resultados indicam que a auséncia de
permeacdo percutanea (ou transdérmica) quantificavel pode, de fato, ter sido
decorrente da degradacao do pro-farmaco na fase receptora durante o experimento.
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Figura 23. Concentracéo do pré-farmaco na fase receptora através do tempo.

5.7 Avaliacao da irritacdo na pele dorsal do camundongo

Os componentes da formulacdo podem causar irritacdo, mesmo que a pele
esteja integra, interferindo no estudo de eficacia, no qual o efeito da formulacao sera
avaliado em modelo de psoriase induzida em camundongos. Para avaliar essa
possibilidade, foi estudado o efeito das formula¢des sobre a histologia da pele integra.
Pode-se observar na Figura 24 um aumento pronunciado na espessura da epiderme
mediada pelas formulacbes do grupo A. Mais especificamente, verificamos que as
formulacdes A-20 (38,28 um + 5,05) e A-70 (39,50 um + 7,76) promoveram acantose
significativa quando comparadas ao controle (22,58 um + 4,28, Figura 25), p <
0,0001). Alem disso, durante o experimento, foi visualizado o aparecimento de rubor
e descamacao na pele dorsal dos camundongos nos quais foi administrado as
formulacbes A-20 e A-70. A formulacdo B-20 (31,74 pum = 5,24) promoveu
espessamento da epiderme menos acentuado que as formulacdes do grupo A,
entretanto gerou acantose significativa (1,4 vezes quando comparado ao controle, p

<0,01), enquanto B-70 (21,10 um + 2,67) ndo promoveu acantose (22,58 um + 4,28).
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Figura 24. Efeitos na pele dorsal do camundongo com aplicacédo da formulagéo (A) Controle,
(B) A-20, (C) A-70, (D) B-20, (E) B-70. Barra = 100 um
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Figura 25. Espessura da epiderme da pele dorsal dos camundongos tratados com as diversas
formulagbes. Dados apresentados como média + erro padrdo de 5 replicatas. ** (P < 0,01),
*rrx (P <0,0001).

5.8 Mensuracao da atividade da Mieloperoxidase (MPO) na pele dorsal

Analisando os gréaficos da Figura 26, constatamos que as formula¢des do
grupo A ndo promoveram aumento da atividade da MPO significativo quando
comparado ao controle. Com relacéo as formulacdes do grupo B, a pele tratada com
B-20 apresentou atividade da MPO 1,4 vezes maior quando comparada ao controle.
A pele tratada com B-70 ndo apresentou diferenca significativa quando comparada ao

controle.
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Figura 26. Gréficos da atividade da MPO em pele tratada com (A) formula¢des do grupo A e
(B) formulagdes do grupo B. Dados apresentado com média + erro padréo de 5 — 9 replicatas.

5.9 Inducdo da psoriase e delineamento experimental

5.9.1 Avaliacao dos parametros inflamatorios

Os estudos de eficacia foram conduzidos com B-70 contendo as duas
moléculas hibridas (dexametasona-TBZ e dexametasona-ADT) separadamente.
Avaliamos também o efeito do doador de H2S ADT e da dexametasona
individualmente como controles.

Os animais que foram submetidos a inducdo da psoriase experimental
apresentaram aumento nos parametros de rubor e descamacédo da pele dorsal e
espessamento da orelha; a partir do 2° ou 3° dia de protocolo sinais deste aumento
comegaram a surgir (Figura 27 A, B e C). Quando analisamos a area sob a curva do
rubor (AUC, Figura 27 D), verificamos que somente os grupos tratados com
dexametasona e dexametasona-TBZ apresentaram diminui¢do significativa do rubor
quando comparado ao grupo psoriase sem tratamento; 0s grupos tratados com
dexametasona-ADT e ADT néo diferiram estatisticamente.

Ao analisarmos a descamacéo (Figura 27 E), verificamos que o ADT néo
parece ter efeito algum e que o tratamento com dexametasona-TBZ nao reduz

significativamente este parametro (p>0.05), enquanto que a dexametasona e a
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dexametasona-ADT reduziram significativamente a descamacao quando comparado
ao grupo psoriase. Dexametasona e a dexametasona-ADT reduziram
significativamente também a descamacéo quando comparado ao ADT.

Com relacéo a espessura da orelha (Figura 27 F), a dexametasona reduziu
significativamente a espessura quando comparada ao grupo psoriase e ADT,
enquanto o grupo tratado com dexametasona-TBZ reduziu significativamente a
acantose na orelha quando comparado aos grupos psoriase, ADT e dexametasona-
ADT.
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Figura 27. Efeitos dos diversos tratamentos nos paramétros inflamatérios. Dados

apresentados como média + erro padréo de 6 a 8 replicatas. * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P
<0,001) vs psoriase. ## (P < 0,01), ### (P <0,001) vs ADT. $$ (P < 0,01) vs dexa-ADT.
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5.9.2 Avaliacdo do prurido espontdneo

Avaliando os episodios de coceira espontanea (Figura 28), verificamos que
todos o0s grupos com psoriase apresentaram diferenca significativa quando
comparados ao controle, entretanto nenhum grupo de tratamento apresentou
diferenca significativa quando comparado ao grupo psoriase sem tratamento. Alguns
camundongos dos grupos de tratamento tiveram poucos episédios, enquanto outros
tiveram vérios, talvez em decorréncia dos efeitos da formulagédo na pele dorsal ndo
integra do camundongo com psoriase induzida pelo IMQ; esse comportamento levou

a um elevado desvio padrdo no experimento.
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Figura 28. Episddios de coceira espontdanea em 30 minutos. Dados apresentados como

média * erro padrdo de 6 a 8 replicatas. * (P < 0,05), ** (P < 0,01) vs controle.

5.9.3 Avaliacao histolégica da pele dorsal

Avaliamos os efeitos dos tratamentos sobre a histologia da pele dorsal dos
camundogos (Figura 29) e pode-se observar um aumento na espessura da epiderme
em todos os grupos que tiveram a indugéo da psoriase experimental com IMQ, mas
todos os grupos de tratamento promoveram redugdes significativas comparado ao

grupo psoriase nao tratado. Mais especificamente, como pode ser observado na
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Figura 30, ADT (42,3 um % 4,67), dexametasona (37,64 um = 4,5), dexametasona-
ADT (38,9 um £ 3,88), dexametasona-TBZ (37,41 um = 4,38) reduziram
significativamente o espessamento da epiderme quando comparado ao grupo
psoriase (53,57 um = 5,51). Os grupos tratados com dexametasona e dexametasona-
TBZ apresentaram uma reducao significativa da acantose também quando comparado

ao grupo tratado com ADT.

Figura 29. Efeitos na pele dorsal do camundongo com aplicacdo dos diversos tratamentos.
(A) controle, (B) Psoriase, (C) ADT, (D) dexametasona, (E) dexa-ADT, (F) dexa-TBZ. Barra =
100 pm.
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Espessura da epiderme {(um)

Controle Psoriase ADT Dexa Dexa-ADT Dexa-TBZ

Figura 30. Espessura da epiderme da pele dorsal dos camundongos com os diversos
tratamentos. Dados apresentados como média + erro padrdo de 6 a 8 replicatas. *** (P <0,001)
vs psoriase. ## (P <0,01) vs ADT.

5.9.4 Mensuracdo da atividade da Mieloperoxidase (MPO) na pele dorsal.

Analisando a atividade da MPO (Figura 31), pode-se verificar uma expressiva
inibicdo da atividade da MPO em todos os grupos que foram tratados por
corticosteroide, apresentando uma reducao significativa quando comparado ao grupo

psoriase. O ADT parece néo ter efeito sobre a atividade da MPO.
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Figura 31. Gréficos da atividade da MPO. Dados apresentado com média + erro padrao de 6
— 8 replicatas. ** (P <0,01), *** (P<0,001) vs psoriase.

5.9.5 Quantificacdo de leucocitos no sangue periférico, medula 6éssea e analise do

baco.

Analisando os leucdcitos no sangue (Figura 32), verificamos que ha um
aumento da quantidade total de leucdcitos nos grupos de animais com psoriase,
apenas no grupo tratado com dexametasona-ADT houve reducao significativa quando
comparada com todos 0s outros grupos de tratamento e com o grupo psoriase. Nao
foi possivel fazer a contagem diferencial dos leucocitos dos grupos ADT e
dexametasona-ADT. Nos outros grupos nao houve diferengca significativa na

quantidade dos diferentes tipos de leucdcitos.
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Figura 32. Efeito dos diferentes tratamentos na contagem total e diferencial de leucécitos no
sangue. (A) leucdcitos totais, (B) segmentados, (C) linfécitos e (D) mondcitos. Dados
apresentado com média + erro padrdo de 6 — 8 replicatas. ** (P<0,01), *** (P <0,001) vs
psoriase. # (P <0,05) vs ADT. %%% (P <0,001) vs dexametasona. & (P <0,05) vs

dexametasona-TBZ.

Quando avaliamos os leucdcitos na medula (Figura 33), ndo detectamos um
aumento no numero total de leucocitos, o grupo tratado com dexametasona foi o inico
a apresentar uma reducdo significativa quando comparado ao grupo psoriase.
Quando comparamos os tratamentos, verificamos que 0S grupos tratados com
dexametsaona e dexametasona-ADT apresentam uma reducdo significativa do
namero de leucocitos na medula quando comparado ao grupo tratado com
dexametasona-TBZ. Ao analisarmos a contagem diferencial, constatamos que 0s
quatro grupos de tratamento aumentaram de forma significativa o namero de
leucdcitos imaturos na medula. Quando comparamos 0s tratamentos, verificamos que
0 grupo tratado com os pro-farmacos dexametasona-ADT e dexametasona-TBZ
apresentaram um aumento significativo também quando comparados ao ADT.
Comportamento oposto foi encontrado no nimero de segmentados, onde 0s quatro

grupos tratados tem uma reducéo significativa do numero de leucécitos segmentados
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guando comparado ao grupo psoriase. Com relacdo ao numero de linfocitos, apenas
0 grupo tratado com dexametasona-TBZ apresentou uma reducdo significativa do
namero de linfécitos quando comparado ao grupo psoriase. Os outros grupos nao

diferiram estatisticamente.
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Figura 33. Efeito dos diferentes tratamentos na contagem total e diferencial de leucécitos na
medula. (A) leucdcitos totais, (B) leucdcitos imaturos, (C) segmentados, (D) linfécitos e (E)
mondacitos. Dados apresentado com média + erro padrdo de 6 — 8 replicatas. * (P <0,05), **
(P <0,01), *** (P <0,001) vs psoriase. # (P <0,05), ## (P <0,01), ### (P <0,001) vs ADT. & (P
<0,05), && (P <0,01) vs dexametasona-TBZ.
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Analisando o numero de esplendcitos (Figura 34 A), verificamos que nao
houve diferenca significativa entre os grupos estudados, entretanto constatamos um
aumento no peso do baco dos animais que com psoriase experimetal. Os grupos
tratados com os pro-farmacos dexametasona-ADT e dexametasona-TBZ
apresentaram uma reducédo significativa no peso do baco quando comparados ao
grupo psoriase (Figura 34 B). Esse efeito ndo foi visualizado nos grupos tratados com
ADT e dexametasona. Quando comparamos 0s grupo tratamento verificamos que os
grupos dexametasona-ADT e dexametasona-TBZ reduziram significativamente o
peso do baco quando comparados aos grupos tratados com ADT e dexametasona.
Com relacéo a variacédo do peso seco do baco (Figura 34 C), ndo obtivemos diferenca
significativa entre os grupo, todos ficaram ao redor de 80% de perda de peso.
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Figura 34. Efeito dos diferentes tratamentos no baco. (A) contagem total de esplendcitos (B)
peso total do bacgo e (C) variagdo do peso do bago seco. Dados apresentado com média +
erro padréo de 6 — 8 replicatas. * (P<0,05), ** (P <0,01), *** (P <0,001) vs psoriase. ### (P
<0,001) vs ADT. % (P <0,05), %% (P <0,01) vs dexametasona.
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6.0DISCUSSAO

O desenvolvimento de formulacbes como carreadores de moléculas hibridas
doadoras de H2S, assim como a padronizacao do modelo experimental de psoriase
para os testes destas formulagdes em camundongos foi realizado com sucesso neste

estudo.

Em virtude da funcdo barreria da pele, utilizamos nanocarreadores cujos
componentes sejam capazes de facilitar a penetracdo cutanea do pro-farmaco.
Incluimos glicerol, polisorbato 80 e acido oleico nas formulacdes do grupo A. Ja nas
formulagBes do grupo B retiramos o &cido oleico e adicionamos componentes capazes
de preservar a integridade da barreira cutanea a fim de evitar irritagédo e interferéncia
com os parametros utilizados para acessar a eficacia da formulacdo em modelos in
vivo. Essa modificacdo foi realizada ap0s ensaios paralelos no quais ficou claro o
potencial irritativo de formula¢cdes com composi¢do mais semelhante as do grupo A.

Sabe-se que o tamanho das particulas pode variar grandemente de acordo
com o sistema de tensoativo utilizado (Bouchemal et al., 2004). Ainda, dependendo
do tipo de tensoativo estrutural (também chamado de composto formador da estrutura,
sendo geralmente um lipidio polar ou tensoativo), seu fator de empacotamento (P, que
consiste na razdo entre volume da cauda hidrofébica e &area da cabeca polar
multiplicada pelo tamanho da cauda), temperatura e concentracdo de agua, diversas
fases liquido-cristalinas podem também ser formadas. Utilizamos como tensoativo
estrutural em todas as formulagdes, a fosfatidilcolina de soja, um fosfolipidio que tem
tendéncia em formar cristais liquidos do tipo lamelar (Simdes et al., 2005; Damasceno
etal., 2011).

O diagrama de fases obtido para as formula¢des do grupo A demonstrou que
com até 30% de agua obtivemos a formacédo de um sistema caracteristico de fase
lamelar; as excec¢des foram as proporcoes 5:5 e 3:7 (m/m) com 10% de agua que
formaram um sistema isotropico fluido, de uma s6 fase, compativel com
microemulsdo. A medida que aumentamos a proporcdo de agua ocorreu a
modificacdo do sistema formado; com 70% de &gua obtivemos um sistema
nanoestruturado com goticulas e presenca de cruz maltese, e com 80% de agua
obtivemos dispersbes com formacdo apenas de goticulas. A formacdo de

microemulsdo com 10% de agua é condizente com relatos da literatura; sabe-se que
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a fosfatidilcolina é um tensoativo capaz de formar géis de microemulsdo com baixo
teor de agua (Lawrence, Rees, 2012; Willimann et al., 1992). A formacédo de fase
liguido-cristalina do tipo lamelar era esperada, pois a fosfatidilcolina tem uma forte
tendéncia a formar esse tipo de sistema (Damasceno et al., 2011) e o Polissorbato 80
com até 20% de agua forma um sistema de com presenca de cruz maltese
caracterizando, também, fase lamelar (Bonacucina et al., 2013).

A irritacdo cutanea observada com formulacdes semelhantes em estudos
paralelos nos fizeram considerar alteragbes na composi¢cdo, originando as
formulacdes do grupo B. Um perfil muito semelhante de fases formadas em funcéo do
teor de agua foi observado, sugerindo que a inclusdo de manteiga de karité e
fitoesfingosina ndo impede a formacédo das fases nanoestruturadas. Esse resultado €
condizente com a literatura, uma vez que estudos anteriores demonstraram que
preparacdes que tinham entre seus componentes fitosfingosina e fitoceramidas
derivadas do 6leo de girassol e da manteiga de karité, formaram um sistema com fase
liguido-cristalina do tipo lamelar (Oh et al., 2017).

Ao avaliarmos as caracteristicas das formulacdes dispersas, observamos que
as nanoemulsdes A-70 e B-70 apresentam diametro das goticulas na faixa
nanometrica e potencial zeta negativo (tabela 4), embora as populacées ndo sejam
monodispersas. Isso se justifica pelo fato das formulacées ndo passarem por nenhum
método para reduzir e homogenizar o tamanho das particulas, sendo sua formacao
obtida apenas mediante agitacdo simples. A formulacdo A-70 apresentou tamanho
das particulas ligeiramente menor, o que se deve, provavelmente, ao uso de
polisorbato 80, glicerol e poloxamer, que como tensoativos, contribuem para a
reducdo do tamanho das particulas (Shah et al. 2018).

O potencial zeta negativo na formulacdo A-70 pode estar relacionado a
presenca de polisorbato 80 como um dos tensoativos; apesar dele ser ndo idnico,
observa-se com frequéncia que ele é capaz de conferir carga negativa a superficie
das goticulas (Liu et al.,, 2006; Kong, Park, 2011). A tricaprilina também pode
influenciar o potencial zeta, conferindo carga negativa, devido a presenca de acidos
graxos livres, exposicdo dos ions da hidroxila na interface 6leo em &gua, e
desenvolvimento de ligacdes de hidrogénio entre esses ions e o grupo de 6xidos do
polisorbato (De Matos et al., 2015).

O potencial zeta indica a carga e fornece informacdes importantes sobre o

grau de repulséo eletrostatica entre cargas adjacentes: valores acima de 30 mV (em
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modulo) sdo um indicador de estabilidade fisica, dificultando a agregacao por repulsao
elétrica (Allam et al., 2015; Kong, Park, 2011). No entanto, esse valor de potencial
zeta sugerido € apenas um valor baseado em experiéncia e ndo pode ser usado como
anico parametro para prever a estabilidade da nanoemulséo, sendo o pH, a presenca
de tensoativos volumosos e a viscosidade, outros fatores que influenciam a
estabilidade da formulacédo (Kong, Park, 2011). O poloxamer presente na composicao
das formula¢des do grupo A, é um outro fator que confere uma maior estabilidade a
formulagcdo dado seu volume, o que dificulta a agregacdo das particulas por
impedimento estérico (Dumortier et al., 2006). Deve-se ressaltar, no entanto, que as
formulacdes foram desenvolvidas para serem extemporaneas, de modo que apenas
estabilidade a curto prazo € importante.

Foi realizado um estudo do potencial bioadesivo da formulacdo, que é a
capacidade de adesdo entre duas membranas biolégicas ou entre uma membrana
biologica e uma superficie sintética (Mathiowitz, Chickering Ill, Lehr, 1999; Fonseca-
Santos et al., 2016). Analisando os dados do potencial de bioadesdo (tabela 6),
verificamos que as formulagbes do grupo A e B tem um comportamento bioadesivo
semelhante, apresentam um trabalho de adeséo 1,9 — 2,6 vezes e a forca de adeséo
1,2 — 1,9 vezes maior do que a agua, que foi utilizada com controle no experimento.
Esse resultado demonstra que as formulacdes apresentam potencial bioadesivo maior
do que uma simples solucdo em agua. As formulacbes com 20% de agua possuem
potencial um pouco maior que aquelas contendo 70%, o que pode ser devido a maior
viscosidade. Além disso, a forca de bioadesdo da formulacdo B-20 foi superior
comparado a A-20, o que também pode decorrer de sua maior viscosidade. Sabe-se
gue a maneira mais utilizada para aumentar o potencial bioadesivo e o tempo de
residéncia de um farmaco topico no sitio de aplicacdo é aumentando a viscosidade da
formulacéo (Carvalho et al., 2013).

Com relacdo ao comportamento reologico, todas as formulagbes
apresentaram comportamento ndo newtoniano do tipo pseudoplastico. Esse
comportamento ja era esperado, pois com excec¢ao dos sistemas muito diluidos que
tendem a ter caracteristica reoldgica semelhante a agua e apresentar comportamento
newtoniano, a grande maioria das emulsdes tem comportamento de fluxo néo
newtoniano do tipo plastico ou pseudoplastico (Florence, Attwood, Rothschild, 2011;
Barnes, Hutton, Walters, 1989). A baixa viscosidade e a pseudoplasticidade

apresentada pela formulacéo é desejavel, pois facilita a aplicacdo topica na pele.
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Ao compararmos as formulacdes entre si, € possivel observar que aquelas
contendo 20% de agua apresentaram maior viscosidade do que os sistemas com 70%
de agua, o que € compativel com sua estrutura lamelar e maior propor¢éo de material
graxo. Por outro lado, comparando-se sistemas com mesma quantidade de 4gua, mas
com composicdo de fase oleosa e tensoativo diferente, € possivel também observar
variacfes. Para 0s sistemas com menos agua, a viscosidade associada a baixas taxas
de cisalhamento é maior quando da presenca de manteiga de karité na formulagéo
(grupo B), o0 que é coerente com o fato desse composto ser sélido a temperatura
ambiente. Por outro lado, a sistemas contendo 70% de agua, o sistema contendo
manteiga de karité € menos viscoso. Uma possivel explicacdo € a influéncia do
didmetro das goticulas sobre a viscosidade (Florence, Attwood, Rothschild, 2011).
Isso ocorre porque a viscosidade aumenta quando o tamanho da goticula diminui,
devido as goticulas menores serem mais rigidas (Pal, 1996); logo uma nanoemulsdo
com goticulas menores apresentara maior viscosidade do que uma nanoemulsdo que
possua populacdes de goticulas com tamanho maior, como no caso de B-70.

O pro-farmaco em estudo € lipofilico, de dificil solubilizacdo em meio aquoso,
além de sofrer hidrélise nesse meio, mas apesar disso, o estudo de estabilidade por
8 h demonstrou que as formulacdes desenvolvidas permitem que o farmaco
permaneca integro durante o periodo de aplicacdo na pele, visto que o farmaco
manteve o teor estavel. Apenas a formulacdo A-20 apresentou uma reducao no teor
do farmaco, apés 8 horas apresentou ~ 80% do teor inicial. As formulacfes do grupo
B apresentaram teor sempre acima de 100%, chegando a alcancar até ~120% da
concentracéo inicial. Esse resultado pode ter decorrido de um problema experimental
em virtude da dificil solubilizacdo do farmaco nessa formulacéo, o, que possivelmente
prejudicou sua homogeneizacgao.

Como objetivamos formulacbes extemporaneas, avaliamos também a
estabilidade do pro-farmaco na mistura de tensoativo e fase oleosa por 30 dias.
Constatamos que, ap0s 7 dias, o teor encontrado corresponde a ~ 62% da
concentracdo inicial. Surpreendentemente, apdés uma queda brusca na primeira
semana, o teor ao redor de 62% foi mantido do 7° ao 28° quando encerramos o estudo
de estabilidade. Esses resultados sugerem que o farmaco precise estar na forma
liofilizada para comercializagéo, sendo que a formulag&o deve ser finalizada somente
no momento da administracdo. Essa reducdo na concentragao provavelmente ocorreu

devido a hidrolise do pro-farmaco dexametasona-TBZ, e 0S novos picos que surgiram
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no cromatograma a partir do 7° dia sado os produtos de degradacéo e/ou as moléculas
livres de dexametasona e TBZ. Nao conseguimos explicar o fato da degradacéao ter
ocorrido de forma pronunciada na primeira semana, mesmo sem a presenca de agua,
e apos esse periodo ter se mantido estavel. Uma hip6tese seria que algum
componente da formulacado catalisou essa reacao de hidrdlise e apds ter consumido
38% do proé-farmaco a reacdo chegou ao estado de equilibrio e manteve a
concentracéo estavel.

O estudo de penetracdo do pro-farmaco demonstrou que as formulagcdes do
grupo A ndo aumentaram a penetracdo de maneira significativa, enquanto que as do
grupo B apresentaram um efeito promotor muito interessante, com diferenca
significativa quando comparadas ao controle. Esse aumento na penetracéo,
localizacdo e retencdo do farmaco nas camadas viaveis da pele demonstra a
eficiéncia do nanocarreador desenvolvido para veiculacdo cutanea do pro-farmaco. A
auséncia de permeacéo percutanea sugeriu, inicialmente, localizagédo cutanea do pro-
farmaco. No entanto, estudos subsequentes de solubilidade e estabilidade do
composto na fase receptora aquosa indicaram que a dexametasona-TBZ sofre
hidrolise rapidamente, ndo sendo possivel determinar a permeacado percutanea do
composto. Mas a ocorréncia de permeacdo € sugerida pelos efeitos in vivo

observados em modelos de psoriase (discutidos posteriormente).

Tendo em visto o aumento da penetracdo das formulagdes do grupo B,
investigamos a existéncia de uma possivel relacao entre esses efeito e alteracbes na
funcdo barreira da pele mediada pelas formulagbes. Avaliamos a perda de agua
transepidérmica, um parametro muito utilizado para avaliar a funcdo barreira do
estrato corneo, mas apenas a formulacdo A-20 promoveu aumento mais pronunciado
neste parametro, sugerindo que apenas ela seja capaz de afetar a barreira cutanea,
provavelmente por desorganizar o estrato corneo. No entanto, esse feito nao resultou
em aumento da penetracdo do pré-farmaco, mas resultou em acantose, rubor e
descamacdo in vivo, indicando sua capacidade de irritar a pele. O dano cumulativo da
barreira cutéanea por exposicao repetida pode levar a irritacdo e até a uma dermatite
de contato (Pinnagoda et al., 1990; Pinnagoda et al., 1989). Esse relato da literatura
é condizente com 0 nosso estudo, onde a irritagdo na pele dos camundongos tratados
com as formulagdes do grupo A surgiu somente a partir do terceiro dia do protocolo.

Mesmo com o aumento do teor de agua para 70% em A-70, a formulacdo ainda foi
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capaz de promover acantose e rubor, e ndo aumentou a penetracdo cutanea do
composto.

Jéa as formulag6es do grupo B, mesmo sem afetar a fungéo barreira da pele,
promoveram aumento da penetracdo do composto, 0 que pode indicar que seu efeito
promotor independe de uma possivel desorganizagcdo do estrato corneo.
Possivelmente, os componentes da formulacdo B proporcionaram uma maior
hidratacao da pele, que é uma das formas de modificacdo do estrato corneo que pode
aumentar a permeabilidade. A agua é amplamente utilizada como o método mais
seguro para aumentar a penetracdo da pele. A agua adicional dentro do estrato cérneo
pode alterar a solubilidade do permeante, modificando a partilha do veiculo para a
membrana (Benson, 2005). Além disso, o aumento da hidratagcdo da pele pode
intumescer e abrir a estrutura do estrato corneo, levando a um aumento na
penetracdo, embora isso ainda ndo tenha sido demonstrado experimentalmente
(Benson, 2005).

A MPO é uma enzima pro-oxidativa e pro-inflamatoria encontrada
predominantemente em neutréfilos (cerca de 95% do MPO circulante), e 0 aumento
dela pode causar dano ao tecido. A mensuracado do nivel de atividade da MPO serve
como marcador de ativacao de neutrdéfilos e mondcitos (Yazici et al., 2016). A despeito
da acantose induzida por formulacdes do grupo A principalmente, constatamos que
nenhuma das formulagdes aumentou a atividade de MPO de maneira significativa
gquando compradas ao controle. Esses resultados indicam que nao houve uma
ativacao significativa da MPO nos camundongos, logo ndo houve aumento no nimero
de neutréfilos no tecido, o que sugere que apesar de algumas formulacbes terem
apresentado acantose, elas ndo induziram reacdes oxidativas e inflamatérias no
camundongo. E possivel ainda que o aumento de MPO tenha ocorrido em tempos
menores, ndo analisados neste trabalho. Por exemplo, Nagato e colaboradores
observaram aumento de atividade de MPO em pulméo de animais decorrente de
hiperdxia apos 24 h, sendo que apos 48h, os valores encontrados foram menores,
sugerindo possivel retorno a valores basais com o tempo (Nagato et al., 2012).

Os parametros inflamatérios dos animais submetidos a inducéo da psoriase
experimental com IMQ, como esperado, apresentaram aumento do escore de rubor e
descamacéao de forma tempo dependente, ja no 2° dia de protocolo esses escores
comecaram a aumentar e continuaram subindo gradativamente ao longo do tempo.

No que tange o escore de rubor, a dexametsona e dexa-TBZ se mostraram eficazes
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na diminuicdo deste parametro quando comparamos 0s camundongos do grupo
psoriase; entretanto dexa-TBZ ndo se mostra eficaz contra a descamacéao, ndo sendo
eficiente para reduzir o escore deste parametro. A dexametasona € eficaz na reducao
do escore de descamacéao e a dexa-ADT, que nao se mostrou eficiente na reducéo do
rubor, é eficaz na reducdo do escore de descamacao quando comparado ao grupo
psoriase. A dexametasona e dexam-TBZ se mostraram eficazes na reducdo da
espessura da orelha do camundongo, reduzindo de forma significativa a acantose
quando comparado ao grupo psoriase. Nesse parametro a dexa-TBZ também se
mostrou mais eficiente que o ADT e dexa-ADT. O doador de H2S ADT na dose
utilizada (0,17%), ndo demostrou ser eficaz na reducdo de nenhum dos parametros
inflamatdrios avaliados.

O experimento de avaliagédo do prurido espontaneo apresentou uma diferenca
grande no numero de episodios entre os camundongos do mesmo grupo, gerando um
elevado desvio padrdo que prejudicou a analise estatistica. Aparentemente 0s
camundongos que utilizaram as formula¢cdes com tratamento tiveram mais episodios
de coceira do que os camundongos do grupo psoriase. Isso pode ser em decorréncia
do efeito dos componentes da formulacao sobre a pele ndo integra dos camundongos,
ja que apoés a inducdo com IMQ a pele fica lesada e mais sensivel.

A avaliacdo da histologia da pele dorsal dos camundongos demonstrou a
presenca de acantose nos camundongos que receberam IMQ. Todos 0s grupos de
tratamento foram eficazes e reduziram significativamente a espessura da epiderme
guando comparados ao grupo psoriase. Os grupos tratados com dexametasona e
dexa-TBZ se destacaram por proporcionarem uma reducdo maior e apresentarem
uma reducao significativa também quando comparado ao grupo que utilizou apenas o
ADT. Apesar do ADT ter proporcionado uma redugéo significativa da espessura da
epiderme quando comparado ao grupo psoriase, dos farmacos utilizados ele foi o que
proporcionou a menor reducado e parece ter um menor efeito na reducédo deste
parametro.

Como esperado, 0s grupos tratados com dexametasona, dexa-ADT e dexa-
TBZ, que é um potente corticosterdide, inibiram de forma extensiva a atividade da
MPO, reduzindo significativamente quando comprado ao grupo psoriase. Isso pode
significar uma diminuicdo do processo inflamatorio e do infiltrado de neutréfilos na
pele, jA que a MPO é uma enzima que pode ser usada como marcador de ativacao de

neutréfilos e mondcitos (Yazici et al., 2016). Isso ja era esperado devido aos efeitos



82

anti-inflamatoério, antiproliferativo e imunossupressor da dexametasona (Lamba,
Lebwohl, 2001).

Os camundongos com psoriase experimental tiveram um aumento na
quantidade de leucécitos total no sangue. Dentre os grupos de tratamento apenas o
tratado com dexa-ADT promoveu uma reducéao significativa do numero de leucocitos
totais no sangue quando comparado ao grupo psoriase, reducéo significativa também
foi constatada quando comparamos com 0S outros grupos de tratamento, ADT,
dexametasona e dexa-TBZ. Possivelmente, o doador de H2S ADT potencializou o
efeito da dexametasona, tendo um efeito sistémico anti-inflamatério e
imunossupressor mais acentuado. Nao encontramos diferenca entre os percentuais
dos diferentes tipos de leucdcitos nos grupos tratados.

O grupo dexametasona e dexa-ADT reduziram significativamente o nimero
de leucécitos quando comparamos com O grupo tratado com dexa-TBZ,
demonstrando que possivelmente a dexametasona isolada ou acoplada ao ADT tem
um maior efeito imunossupressor na medula do que a dexametasona acoplada ao
TBZ. No que tange a contagem diferencial tivemos um aumento significativo do
percentual de leucdcitos imaturos em todos o0s grupos tratados, sendo que 0S grupos
tratados com os pré-farmacos dexa-ADT e dexa-TBZ apresentaram um aumento de
leucdcitos imaturos mais acentuado, tendo diferenca significativa inclusive quando
comparado ao grupo tratado com ADT, esse maior percentual de leucécitos imaturos
na medula pode significar um maior efeitos sistémico da dexametasona acoplada a
um doador de H2S. Esses resultados sugerem que tenha ocorrido permeagao
percutanea dos pré-farmacos aplicados topicamente, mesmo que ndo tenhamos
conseguido quantificacdo adequada na fase receptora in vitro, levando a efeitos
sistémicos. Como néo realizamos tratamento sistémico, ndo é possivel comparar o
efeito do pré-farmaco quando administrado na pele e sistemicamente.

A esplenomegalia ndo é um sintoma da psoriase, mas estudos anteriores
demontraram que este pode ser um efeito sistémico da aplicacdo do IMQ utilizado
para induzir a psoriase experimetal (Flutter, Nestle, 2013; Schmidt, 2015). Nao
constatamos aumento significativo no nimero de esplenécitos. Como esperado,
houve aumento do peso do bago nos grupos que tiveram a inducdo da psoriase com
IMQ. Os grupos tratados com os pro-farmacos dexametasona-ADT e dexametasona-
TBZ apresentaram uma reducéo significativa no peso do baco quando comparados

ao grupo psoriase, o que possivelmente decorre de uma maior efeito sistémico da
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dexametasona quando associada ao doador de H2S. O fato dos grupos tratados com
os pro-farmacos terem reduzido significativamente o peso do baco quando
comparados com o grupo tratado com dexametasona também corrobora com a
hipotese de um maior efeito sistémico da dexametasona quando associada ao doador
de H2S. O aumento do peso do bago n&o parece estar associado a edema, pois a
variacdo do peso seco do baco demonstrou uma perda de peso de ~ 80% em todos
0s grupos, nao havendo diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.

Os resultados dos experimentos demonstram que as moléculas hibridas de
dexametasona associadas a um ao doador de H2S (dexa-TBZ e dexa-ADT) séo
eficazes na reducéo dos parametros inflamatérios dos animais submetidos a inducéo
da psoriase experimental com IMQ, entretanto essa reducao ndo apresenta diferenca
significativa quando comparamos ao tratamento convencional (dexametasona).
Quando analisamos os efeitos apenas do doador de H2S (ADT), ele ndo demonstra
ser eficaz na reducao de diversos parametro inflamatorios como rubor, descamacéo
e atividade da MPO. Isso nos leva a propor duas hipéteses: ou o doador de H2S (ADT)
ndo apresenta agcdo na psoriase experimental induzida por imiqguimode ou a dose
utilizada de 0,17% (equimolar a dose de dexametasona) esta abaixo da dose
terapéutica.

O fato de utilizarmos uma molécula hibrida onde 1 molécula de dexametasona
esta acoplada a 1 molécula de doador de H2S inviabiliza o aumento da dose, pois
estariamos aumentando também a dose da dexametasona, 0 que vai contra o objetivo
de reducédo da dose para minimizar os possiveis efeitos adversos do corticoide. Duas
possibilidades podem ser apresentadas para resolver este problema.

A primeira seria 0 uso de moléculas separadas, o que permitiria apenas o
aumento da dose do doador de H2S. No trabalho de Schmidt, 2015, que utilizou um
protocolo experimental semelhante, a dose do GYY4137 (doador de H2S de liberacao
lente) era de 4%, mas vale ressaltar que se tratam de moléculas diferentes, logo ndo
podemos afirmar que o ADT a 4% seria eficaz.

A outra possibilidade seria a obtencdo de uma nova molécula hibrida, que
tivesse um maior niumero de moléculas de doador de H2S acoplado a uma Unica
molécula de dexametasona, aumentariamos assim a concentragédo apenas do doador
de H2S mantendo estavel a dose de dexametasona. Isso implicaria em uma molécula
maior e talvez com um logP mais elevado, dificultando assim a penetracdo nas

camadas viaveis da pele, mas estratégias de promocdo de penetragdo como o
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sistema nanoestruturado desenvolvido neste estudo poderia superar esse problema e

fazer a entrega do pré-farmaco.
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7.0CONCLUSOES

As formulacbes foram desenvolvidas com éxito e capazes de incorporar o
farmaco até 1%, mantendo a concentragéo estavel por 8 horas, com excecédo de A-
20.

Apenas a formulacdo A-20 aumentou a perda de agua transepidérmica
guando comparada ao controle, indicando que somente esta formulacéo foi capaz de
alterar a funcé@o barreira do estrato corneo. Mesmo alterando a fung&o barreira, as
formulagbes do grupo A ndo foram capazes de aumentar a penetracdo do pro-
farmaco. As formulacbes do grupo B apresentaram maior eficiéncia na entrega e
retencdo do farmaco nas camadas viaveis da pele.

As formulac¢des do grupo A demonstraram potencial irritativo, apresentando
rubor, descamacao e acantose na pele dorsal do camundongo. Animais tratados com
B-20 n&o apresentoram rubor e descamacgao, apenas pequeno grau de acantose.

O dexa-TBZ tem baixa solubilidade em meio aquoso e sofre hidrélise quando
incorporado na solucédo de fase oleosa e tensoativo, sugerindo que, para manter a
estabilidade da molécula, é necessério a apresentacéo na forma de po liofilizado para
ser incorporado na formulacdo apenas no momento da administracao.

Os pro-farmacos dexa-TBZ e dexa-ADT apresentaram um maior efeito
sisttmico quando comparados a dexametasona, indicando uma maior absorcdo
percutanea (ou transdérmica).

Os pro-farmacos dexa-TBZ e dexa-ADT séo eficazes na reducdo dos
parametros inflamatoérios nos camundongos com psoriase induzida por imiquimode,
mas os efeitos demonstrados sdo similares & dexametasona, ndo promovendo

potencializacdo dos efeitos anti-inflamatorios.
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