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RESUMO

MIRANDA, D A G. Sistema nanoestruturado para a localizagéo cutanea de compostos
doadores de H2S visando o tratamento de psoriase. 2019. 94 f. Dissertagédo (Mestrado
em farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao
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 é feito
conforme a gravidade da doenca; no caso da doenca leve a moderada, o tratamento
geralmente é topico 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 pré-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
dispersdes apresentaram duas populacdes com diametro variando até 1000 nm e
potencial zeta negativo. Todas as formulacbes apresentaram comportamento
reolégico do tipo pseudopléastico. A forca necessaria para destacar as formulacdes 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 formulagdes A com 20% (A-20) e 70% (A-70) de &gua 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
inflamato6rios 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 Sao Paulo, S&o
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.



1.0INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca inflamatdria cronica, imunomediada que
atinge cerca de 1% da populagédo 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,



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 populacdo 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 dizigoéticos (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, formulacéo 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



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 retinéide 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
diferenciacdo dos queratinécitos e diminuindo a inflamacéo (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.



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 absorgéo
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 opcles 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 farmacolédgico desejado, reduzindo
a concentracdo 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 atraves do tecido e da incidéncia dos efeitos adversos sistémicos,
principalmente no tratamento de manutencdo de longo prazo e prevencado de
remissdes (Lamba, Lebwohl, 2001; Castela et al., 2012b; Devaux et al., 2012). A
viabilidade dessa base racional € demonstrada pela utilizacdo da combinacédo de
corticosteroides e analogos da vitamina D para melhoria da seguranca e eficacia 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 producdo 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



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 inflamacéo 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 doencga,
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-inflamatoério 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.



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).
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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 o 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).



O estrato corneo é considerado a principal barreira a penetracdo de farmacos
na pele, o que decorre da sua estrutura altamente organizada e composicéao. Ele é 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, o0 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,



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).



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



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.



2.0CONCLUSOES

As formulacbes foram desenvolvidas com éxito e capazes de incorporar o
farmaco até 1%, mantendo a concentragéo estavel por 8 horas, com excecdo 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 formulag¢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, € necessério a apresentacao 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 inflamatorios 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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