UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

CINTIA OLIVEIRA ALVES

FASES LAMELARES ASSOCIADAS A LIPIDEOS FISIOLOGICOS E
METOTREXATO PARA TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE

Alfenas/MG
2019



CINTIA OLIVEIRA ALVES

FASES LAMELARES ASSOCIADAS A LIPIDEOS FISIOLOGICOS E
METOTREXATO PARA TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Alfenas-MG, como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas. Area de concentraco:
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof. Dra. Flavia Chiva Carvalho
Coorientadora: Professora Dra. Livia Maria
Rosatto Moda

Alfenas/MG
2019



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicagédo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central — Campus Alfenas

Alves, Cintia Oliveira.

Fases lamelares associadas a lipideos fisiologicos e metotrexato para

tratamento topico da psoriase / Cintia Oliveira Alves. -- Alfenas/MG, 2019.
131 f.:il. --

A4T4Af

Orientadora: Flavia Chiva Carvalho.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade
Federal de Alfenas, 2019.

Bibliografia.

1. Administracéo topica. 2. Cristal liquido. 3. Lipideos. 4. Metotrexato.
5. Psoriase. I. Carvalho, Flavia Chiva. Il. Titulo.

CDD-615

Ficha Catalogréfica elaborada por Marlom Cesar da Silva
Bibliotecario-Documentalista CRB6/2735




CINTIA OLIVEIRA ALVES

“FASES LAMELARES ASSOCIADAS A LIPIDEOS FISIOLOGICOS E
METOTREXATO PARA TRATAMENTO TOPICO DA PSORIASE”

A Banca examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo apresentada como
parte dos requisitos para a obtencéo do titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas pela
Universidade Federal de Alfenas.

Aprovada em: 22/02/2019

Profa. Dra. Flavia Chiva Carvalho
Instituicdo: UNIFAL-MG

Assinatura:
Dra. Marcia Helena Oyafuso
N . Assinatura:
Instituicdo: Empresa Theraskin
. o . 5 g
Profa. Dra. Gislaine Ribeiro Pereira (/;Tv%‘uw /-"'ﬁ,u et
(

Instituicdo: UNIFAL-MG Assinatura:




AGRADECIMENTOS

Agradecer € reconhecer que existiram momentos em que foi preciso alguém,
um ombro e uma palavra amiga, um olhar, um amor...

Agradeco primeiramente a Deus, por sua presenca terna e amorosa, por ter
iluminado meu caminho e me presenteado com saude, determinacdo, forga,
serenidade interior e pessoas especiais em minha vida. Apesar de eu nada ser me
permitiu tornar-me quem sou...

A minha querida m&e Marcia, que me amou mesmo antes de eu nascer. Por ter
me criado, educado, transmitido valores que julgo essenciais para todo ser humano,
acompanhado meu crescimento, pela grandiosidade dos sonhos que sonhou por mim,
por ter acreditado e rezado por mim, pelas madrugadas que esperou carona comigo,
por toda preocupacao e carinho. Por ter me ensino a ter fé em Deus principalmente
nas horas dificeis. Essa fé me ajudou a chegar até aqui!! Sou eternamente grata e
amo a senhora!!!

A minha mais que irma Leticia, companheira de todas as horas, minha
“orientadora” durante este trabalho, mesmo estando também nessa dificil jornada.
Vocé, com sua sensibilidade, percebeu minhas necessidades ao contrario de muitos
e me ouviu, acalmou, aconselhou, ajudou com a “m&o na massa”, me deu carinho e
atencdo. Entre risadas, conversas e também raras discussdes, sabemos que
podemos contar uma com a outra. Mais uma vez muito obrigada! Amo vocé!!!!

Agradeco também a minha orientadora Flavia, por ter me acolhido de bracos
abertos, logo eu uma aluna tdo perdida em tudo referente a esse novo mundo
académico. Obrigada por ter me despertado a paixao por cristais liquidos e pela pele,
acredito que nao poderia ter escolhido melhor tema para estudar!!! Agradeco por ter
me ajudado a superar tantos desafios com mais facilidade, por tanta atencao e
dedicacdo a mim prestados, pelas horas de almocgo oferecidos a minha orientagéo.
Sua trajetoria profissional € uma inspiracédo para mim!!!

Quero agradecer a minha coorientadora Livia, por ter me ajudado nos
experimentos do confocal, por termos aprendido tantas coisas juntas e por cada
minuto a mim dedicado!

Agradeco também a secretaria Fabiana, as técnicas Andrea e Neila e a todas
minhas amigas do Laboratério de Pesquisa de em Sistema de Liberacdo de

Farmacos. Vocés foram fundamentais nessa minha trajetoria.



Agradeco a professora Gislaine, por participado em tantos momentos dessa
minha caminhada, por ter sido professora de uma disciplina da qual participei, por todo
0 suporte enquanto a minha orientadora estava fora, por ter participado da minha
banca de qualificacdo e defesa, enfim, por todo seu carinho e atengdo. Vocé é uma
inspiracdo para mim! Vocé, com certeza, me moldou como profissional!

Agradeco a Marcia Oyafuso pela participacdo em minha banca de defesa.
Todas as suas consideragdes e conselhos foram muito preciosos para mim. Foi um
prazer ter a autora de muitos trabalhos que li como membro da banca!

Quero agradecer as minhas amigas de mestrado Tamires, Isabelly e Isabel e
também as minhas amigas de orientacdo Maria Tereza, Sandra e Valéria, que de
diversas maneiras me ajudaram e, sem davida alguma, me ajudaram a passar por de
forma mais leve e agradavel diversos momentos!!! A cada uma, de maneira singular,
minha eterna gratidao por todo carinho e amizade!!!!

Agradeco aos meus amigos particulares Alice, Alysson, Dundee e Jéssica, pela
conexdo absurda que tenho com cada um de vocés!!l Cada um me ajudou a seu
modo, com risadas, um ombro amigo, uma palavra, frasquinhos rsrsrsrs, com oragoes,
conselhos, enfim, o que fosse necessario no momento!! Apesar de ndo saberem o
guanto, vocés sdo muito importantes em minha vida!!!!

Agradeco ao apoio da Capes pela concessédo da bolsa.



“Comecge fazendo o que é necessario, depois
0 que é possivel, e de repente vocé estara
fazendo o impossivel.”

(Sao Francisco de Assis)



RESUMO

A psoriase, doenca caracterizada por diferenciacdo epidérmica deficiente, é tratada
usualmente com metotrexato, um medicamento eficaz, mas associado a grave
toxicidade sistémica. Apesar de a administracdo tOpica ser uma alternativa, essa
muitas vezes se mostra ineficiente devido a sua restrita penetracdo cutanea. Cristais
liguidos, se apresentam como um veiculo apropriado, pois quando organizados de
modo semelhante a matriz lipidica cornea podem aumentar a penetracdo cutanea de
farmacos e a hidratacdo cutdnea. Esses resultados sdo ainda mais promissores
guando sao usados lipideos fisioldgicos, os quais podem facilitar o reparo da barreira
cutanea prejudicada.O objetivo do trabalho foi desenvolver fases lamelares contendo
lipideos fisiologicos e metotrexato para potencial tratamento tdpico da psoriase. O
comportamento de fases foi investigado pela constru¢do de diagramas ternarios de
fases e associacfes combinando diferentes tensoativos: polioxietileno 2 cetil éter
(OLETH-2), polioxietileno 10 cetil éter (CETETH-10), alcool cetilico 20 etoxilado e 5
propoxilado (PPG-5CETETH-20) ou etilenodiamina tetrakis (propoxilado etoxilado)
tetrol (T 701), dietilenoglicol monoetil éter, como cotensoativo (CoT), acido esteérico
(AE), &cido oleico (AO), colesterol (CHO) e ceramida 3 (CER), como lipideos
fisiologicos e agua. Amostras foram caracterizadas por microscopia de luz polarizada,
andlise de textura, bioadesdo, reologia e efeito promotor através de estudos de
penetracdo cutanea in vitro. Com um extenso estudo de comportamento de fase
combinando um grande nimero de propor¢des entre tensoativos, cotensoativo, fases
oleosas e 4gua obterve-se fases lamelares contendo CHO, CER, CHO e CER ou CoT.
Foi possivel a incorporacdo de metotrexato a 1% em todas as fases lamelares, as
quais possuiam pH compativel com a via cutanea. O ensaio de perfil de textura revelou
que as fases lamelares eram compressiveis, adesivas e coesas, adequadas, portanto,
para a aplicacdo na pele. Os valores de trabalho de bioadesdo das fases lamelares,
em geral, foram superiores aos de géis de carbopol, tradicionalmente bioadesivos. A
analise reoldgica oscilatoria confirmou o comportamento elastico, caracteristico de
gel, para todas as fases lamelares. A avaliacdo do efeito promotor dos cristais liquidos
demonstrou que C4CHOCER foi mais eficiente em promover a reten¢do cutanea de
substancias hidrofilicas em comparacdo com emulsdo convencional com 0S mesmos
componentes ou mesofase lamelar C4CHO, a qual ndo possuia CER. Portanto, o
desenvolvimento de fases lamelares propostas tém potencialidade para se tornarem
veiculos para aumentar a retencdo cutanea de substancias hidrofilicas, como o
metotrexato. Além disso, o proprio veiculo pode vir a ser uma excelente forma de
tratamento para distirbios cutaneos relacionados com secura, desidratacdo e
queratinizacdo anormal do estrato corneo, como a psoriase, pela presenca de lipideos
fisioldgicos.

Palavras-chave: Administracdo tépica. Cristal liquido lamelar. Lipideos fisiolégicos.
Metotrexato. Psoriase.



ABSTRACT

Psoriasis, a disease characterized by deficient epidermal differentiation, is usually
treated with methotrexate, an effective drug, but associated with severe systemic
toxicity. Although topical administration is an alternative, it often proves to be inefficient
because of its limited cutaneous penetration. Liquid crystals are presented as an
appropriate vehicle because when organized similarly to the corneal lipid matrix they
may increase cutaneous penetration of drugs and cutaneous hydration. These results
are even more promising when physiological lipids are used, which may facilitate repair
of the impaired skin barrier.The objective of this work was to develop lamellar phases
containing physiological lipids and methotrexate for potential topical treatment of
psoriasis. The behavior of phases was investigated by the construction of ternary
phase diagrams and combinations combining different surfactants: polyoxyethylene 2-
cetyl ether (OLETH-2), polyoxyethylene 10-cetyl ether (CETETH-10), 20-ethoxylated
and 5-propoxylated cetyl alcohol (PPG-5-CETETH-20) or ethylenediamine tetrakis
(ethoxylated propoxylated) tetrol (T 701), diethyleneglycol monoethyl ether, as
cosurfactant (CoS), stearic acid (SA), oleic acid (OA), cholesterol (CHO) and ceramide
3 (CER), such as physiological lipids and water. Samples were characterized by
polarized light microscopy, texture analysis, bioadhesion, rheology and promoting
effect through in vitro cutaneous penetration studies. With an extensive study of phase
behavior combining a large number of proportions between surfactants, cosurfactant,
oily phases and water it was possible to obtain lamellar phases lamellar phases
containing CHO, CER, CHO and CER or CoS. It was possible to incorporate 1%
methotrexate in all the lamellar phases, which had pH compatible with the cutaneous
route. The texture profile assay revealed that the lamellar phases were compressible,
adhesive and cohesive, therefore suitable for application to the skin. The bioadhesion
work values of the lamellar phases, in general, were higher than those of carbopol
gels, traditionally bioadhesive. The oscillatory rheological analysis confirmed the
elastic behavior, characteristic of gel, for all the lamellar phases. The evaluation of the
promoter effect of liquid crystals showed that CACHOCER was more efficient in
promoting cutaneous retention of hydrophilic substances compared to conventional
emulsion with the same components or C4CHO lamellar mesophase, which did not
have CER. Therefore, the development of proposed lamellar phases have the potential
to become vehicles to increase cutaneous retention of hydrophilic substances such as
methotrexate. Besides that, the vehicle itself may prove to be an excellent form of
treatment for cutaneous disorders related to dryness, dehydration and abnormal
keratinization of the stratum corneum, such as psoriasis, by the presence of
physiological lipids.

Keywords: Topical administration. Lamellar liquid crystal. Physiological lipids.
Methotrexate. Psoriasis.
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1 INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca comum da pele mediada pelo sistema imune, cronica
e inflamatoria que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, associada a uma
importante reducdo na qualidade de vida do paciente (NOGRALES et al., 2008;
NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009; ARMSTRONG et al, 2012).
Histopatologicamente, ocorrem alteragfes caracteristicas em quase todos os tipos de
células cuténeas, acantose epidermal devido a hiperproliferacdo e diferenciacédo
incompleta dos queratindcitos, neovascularizacdo, angiogénese, migracdo de
neutroéfilos e infiltrado de células inflamatérias na derme e epiderme (BRAVERMAN;
YEN, 1977; WAGNER et al., 2010; BOEHNCKE; SCHON, 2015). Caracteriza-se,
clinicamente, por lesbes secas bem demarcadas, de cor vermelho-brilhante com
placas espessas branco-prateadas em varias camadas que acometem, geralmente, o
couro cabeludo, joelhos e cotovelos (GUTTMAN-YASSKY; NOGRALES; KRUEGER,
2011).

A secura e a inflamacédo, aspectos clinicos caracteristicos nessa doenca
cutanea, estdo associados com o comprometimento da funcdo de barreira exercida
pelo estrato cérneo (EC), o qual relaciona-se com o aumento da perda transpidérmica
de 4gua (TEWL), reducéo nos niveis de hidratacéo e reducao de lipideos da superficie
da pele, sobretudo niveis de ceramidas (MOTTA et al., 1994a; LODEN, 2003;
LEBWOHL; HERRMANN, 2005; YE et al., 2014). Sendo assim, os emolientes sao
essenciais no tratamento de formas intermediarias e de remisséo da psoriase devido
a sua propriedade de reidratar o EC, reparar a funcédo de barreira da pele, melhorar
seu aspecto sensorial e tratar a pele seca e escamosa (WITMAN, 2001; LODEN, 2003;
FLUHR; CAVALLOTTI; BERARDESCA, 2008; PROKSCH, 2008; SEITE et al., 2009;
LAKSHMI; BHASKRAN, 2011; LODEN, 2012). Dentre os emolientes, destacam-se os
lipideos fisioldgicos (LF), representados pelas trés principais classes de lipideos do
EC, ou seja, acidos graxos, colesterol e ceramidas, 0s quais apresentam, além do
efeito oclusivo, a capacidade de penetrarem o EC, preencherem o0s espacos
intercelulares e fornecer lipideos para as células da epiderme permitindo a
normalizacdo da sintese e secrecéo lipidica, necessarias para a restauracao da pele
enquanto barreira (MAO-QIANG; ELIAS; FEINGOLD, 1993; MAO-QIANG; BROWN,;
WU-PONG, 1995).
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No que se refere ao tratamento farmacologico, o metotrexato (MTX) é tido como
farmaco de escolha para o tratamento de casos moderados e severos de psoriase
vulgar. Tem sido demonstrado que esse farmaco € efetivo por inibir a proliferacédo de
células epidermais e possuir efeito imunomodulador e anti-inflamatério. Apesar da
inquestionavel eficiéncia clinica do MTX, sua administracdo por via oral ou parenteral
esta associada a uma série de efeitos adversos graves, dentre 0s quais destaca-se a
hepatotoxicidade (ZANOLLI; SHERERTZ; HEDBERG, 1990; OLSEN, 1991,
HAUSTEIN; RYTTER, 2000; TORRES-AVAREZ et al., 2007; BARKER et al., 2011;
MONTAUDIE et al., 2011).

Nesse sentido, a administracéo topica do MTX tem sido proposta para reduzir
a ocorréncia desses efeitos (TROTTA et al., 2004). Entretanto, o grande problema da
terapia topica com MTX sdo suas caracteristicas fisico-quimicas, como
hidrossolubilidade, peso molecular e estado dissociado em pH fisiologico, as quais
limitam sua difusdo através do EC (ALVAREZ-RUEDA et al., 2007; DUBEY et al.,
2008; SANTOS et al., 2017).

Na tentativa de promover um aumento da penetracdo do MTX na pele, técnicas
como iontoforese (PRASAD et al., 2009) e eletroporacdo (LEE et al., 2008), ou
veiculos nanoestruturados como microemulsdes (AMARIJI et al., 2016), nanogeis
(PANONNUMMAL; SABITHA, 2018), lipossomas deformaveis (ZEB et al., 2016) e
nanoparticulas lipidicas solidas (FERREIRA et al., 2017) tém sido explorados. No
entanto, ainda se faz necessario o desenvolvimento de novos sistemas que possam
ser aplicados para que o MTX possa superar a barreira exercida pelo EC ja que ainda
nao h& disponivel comercialmente uma formulacao topica efetiva com esse farmaco
(AMARIJI et al., 2016; PANONNUMMAL; SABITHA, 2018).

Em comparacdo com outros sistemas de liberagdo tdpica, o uso de cristais
liguidos tem apresentado diversas vantagens tais como a possibilidade de
incorporacdo de farmacos hidrofilicos e lipofiicos e promotores de
penetracdo/permeacao, consisténcia adequada para aplicacédo topica, facilidade de
preparacdo e producdo em escala, estabilidade termodindmica e formacao
espontanea (BOYD et al., 2006; LOPES et al., 2006; SAGALOWICZ et al., 2006;
DUNCKE et al., 2016 ).

Sistemas liquido cristalinos séo estruturas nanométricas com estrutura bi ou
tridimensional, com caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, organizados em fases que

podem variar entre cubica, hexagonal e lamelar. A fase cubica é formada por duas
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redes de canais de solvente dispostos em uma estrutura tridimensional altamente
organizada. A mesofase hexagonal € formada por tensoativo e agua dispostos em
cilindros os quais formam uma estrutura bidimensional. A fase lamelar é constituida
de uma estrutura unidimensional formada por bicamadas paralelas e planas
compostas por tensoativo e separadas por uma camada de agua (TIDDY, 1980;
HYDE, 2001).

Em especial, as fases lamelares sé@o veiculos recomendados para aplicacao
dérmica por exibirem propriedades reoldgicas e consisténcia adequadas (MAKAI et
al., 2003; LOPES et al., 2006; GARCIA et al., 2018). A estrutura singular das fases
lamelares € semelhante a membrana lipidica intercelular cutanea e, por isso, tem a
capacidade de aumentar a retencao de farmacos na pele, reduzir os niveis de perda
transpidérmica de agua, e consequentemente melhorar a hidratacdo da pele em
comparacao com emulsées convencionais (VYAS; JAITELY; KANAUJIA, 1997; IWAI;
FUKASAWA; SUZUKI, 1998; NESSEEM, 2001; BENDER et al., 2005; SAVIC et al.,
2011, LEE et al., 2015).

Portanto, considerando as alteracdes histolégicas proprias da psoriase, as
caracteristicas fisico-quimicas do MTX que limitam sua retencéo nas camadas viaveis
da pele e em vista da potencialidade dos cristais liquidos, o objetivo deste trabalho é
combinar lipideos cutaneos em sistemas liquidos lamelares incorporados com MTX

como estratégia para o tratamento tdpico da psoriase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE

A pele constitui um 6rgao heterogéneo e complexo de revestimento do corpo
humano, com area superficial de aproximadamente 1,7 m?, o que corresponde a cerca
de 5,5% da massa corporal, e, por isso, muitas vezes € considerada um dos maiores
orgéos do corpo humano (GOLDSMITH, 1990).

Trata-se de um o6rgdo multifuncional que tem como funcéo principal a
manutencdo do equilibrio fisiolégico, protegendo os 6rgaos internos de traumas
mecéanicos e radiacdo ultravioleta e também evitando a desidratacdo excessiva.
Desempenha ainda importante papel na sensibilidade tatil, dolorosa e sensacéo de
prurido, termoregulacao, sintese de horménios e vitaminas e participacdo na resposta
imune na defesa contra microrganismos, espécies reativas de oxigénio e diversos
xenobdticos (WALL, 1960; WILSON; WALKER, 1969; MATHIAS; WILSON;
MAIBACH, 1981; MACLAUGHLIN; HOLLICK, 1985; EDWARDS; MARKS, 1995;
SHIBASAKI; WILSON; CRANDALL, 2006).

Basicamente, a pele é composta por quatro camadas: o EC (epiderme nao
viavel), as demais camadas da epiderme (epiderme viavel), derme e hipoderme.
Associadas ao tecido cutaneo, em particular a derme, encontram-se varios apéndices
como vasos sanguineos e linfaticos, terminacdes nervosas foliculos pilosos e
glandulas sebaceas e sudoriparas (NIEMANN; WATT, 2002; WALTERS; ROBERTS,
2002; BENSON, 2012).

A hipoderme, camada inferior, consiste em células gordurosas ovais-poligonais
dispostas como lobulos organizados em camadas Unicas ou multiplas com septos
fibrosos que conectam a derme a fascia superficialis. Essa regido proporciona
isolamento térmico, protecdo contra choques fisicos, armazenamento de energia e
suprimento de vasos e nervos a pele (SARBATIAN et al., 2010; LANCEROTTO et al.,
2011; BENSON, 2012).

A derme esté localizada entre a hipoderme e a epiderme e compde-se de fibras
coldgenas (que conferem resisténcia a tragdo, apoio e amortecimento) e fibras
elasticas (que conferem elasticidade), em uma matriz de mucopolissacarideos. Em
geral, a derme possui poucas ceélulas sendo as mais representativas os fibroblastos,

mastécitos e melandcitos. Além de ser um suporte para a epiderme, a derme fornece
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nutrientes a pele e desempenha um importante papel na regulacdo da temperatura e
percepcao de calor e dor (LOEWI, 1961; FLEISCHMAJER, PERLISH, BASHEY; 1972;
DALY, 1982; WALTERS; ROBERTS, 2002).

A epiderme humana é dividida em quatro camadas distintas (Figura 1): o estrato
basal, o estrato espinhoso, o estrato granuloso e o EC. O estrato basal € composto
por células-tronco epidérmicas e, por células amplificadoras derivadas delas, que
passam por uma rapida divisdo celular a fim de repor as células perdidas através da
diferenciacéo terminal da superficie. As células possuem alta relagédo entre ndcleo e
citoplasma, organelas celulares como mitocondrias e filamentos de queratina. Outras
células que compde essa camada da epiderme séo as células de Langerhans, células
de Merkel e melanécitos. O estrato espinhoso consiste em duas ou seis camadas de
queratinécitos que possuem morfologia poligonal, citoplasma aumentado e com
muitas organelas, agora também com a presenca de corpos lamelares, filamentos de
gueratina e muitos desmossomos, 0s quais dao uma aparéncia espinhosa as células.
O estrato granuloso se encontra acima do estrato espinhoso e contém células
poligonais com nudcleo centralizado com citoplasma repleto de granulos de queratina
(FUCHS, 1990; MENON, 2002; BENSON, 2012).

Figura 1 - Representagdo esquematica das camadas cutaneas, destacando a epiderme e o padrao
“bricks and mortar”.
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Fonte: Adaptado de SEGRE (2006).

O EC, a principal camada epidérmica no que se refere a funcionalidade,
consiste em queratindcitos achatados, agora chamados de cornedcitos, que sofreram
diferenciacao terminal pela degradacao do nucleo, perda do DNA e formacgédo de um
envelope cornificado Unico que funciona como plataforma para a matriz extracelular
enriquecida com lipideos (WHITE; MIREJOVSKY; KING, 1988; FISCHER et al., 2007).
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Os cornedcitos estdo organizados em sobrepostas camadas envoltas por uma matriz
lipidica assim como uma parede com tijolos (células) e argamassa (matriz lipidica) em
um padrdo conhecido como “bricks and mortar” (Figura 1) (WATT, 1983; FUCHS,
1990; POUMAY; COQUETTE, 2007).

Estudos demonstraram que essa matriz lipidica compde cerca de 10% da
massa do EC e tem uma organizacéo lamelar anica composta aproximadamente por
50% de ceramidas, 25% de colesterol e 15% de acidos graxos, em massa, com
pequena porcédo de fosfolipideos (GRAY et al., 1982).

No EC humano, 9 classes de ceramidas foram identificadas (ROBSON et al.,
1994), as quais se diferenciam pela estrutura do acido graxo e do aminoalcool. Em
misturas preparadas com lipideos isolados do EC e também no EC humano intacto,
diferentes ceramidas demonstram ter um papel crucial para a formacado da fase
lamelar da matriz lipidica cornea (BOUWSTRA et al., 1998; MOORE; REREK;
MENDELSOHN, 1999). Existem ainda fortes evidéncias que sugerem que a ligacéo
covalente nas ceramidas também s&o correlacionadas com a reducao de TEWL, por
manterem a funcéo de barreira da pele (MEGURO et al., 2000). As ceramidas ainda
agem como segundos mensageiros, sendo liberadas pelas células em resposta a
estimulos e sdo capazes de mediar respostas bioldgicas como, proliferacao celular,
diferenciacéo terminal e apoptose (HANNUN, 1994; WAKITA et al., 1994; VERHEIJ et
al., 1996).

Dentre os esterois presentes no EC, o colesterol é o mais abundante, que se
encontra sobretudo na forma de sulfato de colesterol. A reducéo na concentracéo de
sulfato de colesterol esta associada ao aumento da descamacdao, pois essa molécula
inibe proteases envolvidas nesse processo. Sugere-se também que o sulfato de
colesterol estabiliza a camada lipidica na camada mais profunda do EC mantendo os
cornedcitos unidos. A reducéo do sulfato de colesterol tem sido atribuida a inducéo da
cristalizacdo de colesterol e a diminui¢cdo da coesdo entre as lamelas lipidicas (ELIAS
et al., 1984; SATO et al., 1998; BOUWSTRA et al., 1999; ELIAS et al., 2014).

A epiderme humana é formada ainda por acidos graxos de diferentes tamanhos
de cadeia carbbnica e graus de insaturacdo, dentre os quais encontram-se &cido
miristico, palmitico, palmitoléico, esteérico, oleico, ignocérico, araquidico, linoleico,
sendo esse 0 mais abundante. A inibicdo da sintese de acidos graxos por um agente
externo, diminui a sintese de acidos graxos na epiderme, favorece a formacao de

corpos lamelares anormais e atrasa a recuperacao da permeabilidade normal da pele.
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Esses efeitos sdo revertidos quando acidos graxos sao fornecidos a pele o que
demonstra que os acidos graxos tém um papel fundamental na homeostase da
barreira cutanea (CHAPKIN et al., 1986; MAO-QIANG; ELIAS; FEINGOLD, 1993).

Esses lipideos formadores do EC séo fornecidos por corpos lamelares,
estruturas ovais com 0,2-0,3 um de diametro secretadas por células da camada
granulosa que fornecem lipideos polares precursores da matriz lipidica. Apds a
secrecdao, esses lipideos polares sdo metabolizados no espaco extracelular do EC por
enzimas co-secretadas pelos corpos lamelares (ELIAS et al., 2006).

Com relacdo a organizacao, observacdes in vivo realizadas por Breathnach et
al. (1973) evidenciaram que esses lipideos estavam organizados em arranjos
multilamelares e, também confirmado em experimentos que reproduziram camadas
lipidicas do EC (GROEN et al., 2008). Posteriormente, propds-se que existem duas
fases lamelares lipidicas, de curta ou longa periodicidade, e uma fase liquida
descontinua central, o que originou o0 modelo “sanduiche” (BOUWSTRA et al., 2000).

A fim de manter a integridade, flexibilidade e atividade catabdlica critica da pele
€ necessario que o EC esteja sempre hidratado. A manutencao do balanco hidrico no
EC é vital para o tecido e € preservada por trés mecanismos principais. O primeiro
deles é a presenca de lipideos lamelares, os quais formam uma barreira eficaz a perda
excessiva de agua através do tecido. O segundo mecanismo se deve aos
queratinécitos que desempenham também uma importante funcdo contribuindo para
a barreira a dgua. O ultimo mecanismo é devido ao fator de hidratagdo natural,
presente nas células do EC (ROUGIER, 1988; HARDING; BARTOLONI; RAWLINGS,
2000).

2.2 PSORIASE

A psoriase é uma patologia cutdnea comum e inflamatoria, que por seu inicio
precoce e natureza cronica, tem um grande impacto ao longo da vida do paciente e
da comunidade no qual esta inserido (PATHIRANA et al., 2009). A psoriase é
considerada igualmente prevalente em ambos 0s sexos e acomete pessoas de todas
as idades, sendo que, pelo menos 100 milhdes de pessoas sédo afetadas em todo o
mundo (PARISI et al., 2013; BOEHNCKE; SCHON, 2015; WHO, 2016). No Brasil,

estima-se que a prevaléncia da doenca varie entre 1,1 e 1,5% (ROMITI et al., 2017).
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A psoriase vulgar, tipo mais comum da doenca, representa cerca de 90% dos
casos e caracteriza-se por lesbes na forma de papulas escamosas (diametro inferior
a 1 cm) ou placas (diametro superior a 1 cm), bem delineadas e separadas da pele
normal circundante. As placas e papulas possuem coloracao vermelhas ou salméo e
sao cobertas por escamas brancas ou prateadas (Figura 2). Essas placas possuem
forma simétrica e ocorrem com maior frequéncia nos cotovelos, joelhos, couro
cabeludo, regido lombosacral e umbilical (LANGLEY; KRUEGER; GRIFFITHS, 2005;
GRIFFITHS; BARKER, 2007).

Figura 2 - Placa Unica de psoriase, bem demarcada e bastante escamosa.
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Fonte: Adaptado de GRIFFITHS; BARKER (2007).

Histologicamente (Figura 3), as lesdes psoriaticas caracterizam-se pela
acantose epidérmica (espessamento das camadas viaveis cutaneas), devido a
hiperproliferagdo e diferenciacdo alterada de queratindcitos, vasos sanguineos
proeminentes na derme, migracdo de neutrofilos e infiltracdo de células inflamatérias
na derme e epiderme (GRIFFITHS; BARKER, 2007; BOEHNCKE; SCHON, 2015). A
pele psoriatica geralmente exibe episoddios de queratose (protuberancias asperas e
levemente vermelhas na pele), hiperacantose (espessamento do EC, fendmeno
muitas vezes associado a presenca de uma quantidade anormal de queratina e pelo
aumento da camada granular), paraqueratose (modo de queratinizagao associado ao
desbaste ou perda da camada granular da epiderme acompanhada da retengéao de
gueratinécitos com nucleo no EC, bastante caracteristica da psoriase) e alguns sinais
de ortoqueratose (formacédo de uma camada de queratina anuclear, caracteristica de
epidermes normais). A rapida proliferacdo dos queratindcitos pode causar a producao
de queratindcitos paraqueratoticos na pele psoriética, e, portanto, a formagéo de um

EC mal aderente, 0 que resulta nas placas caracteristicas ou flocos da lesdo na



22

psoriase (GUPTA et al.,, 1990; BRADY, 2004; KRUEGER; BOWCOCK, 2005;
ROBERSON; BOWCOCK, 2010).

Figura 3 - Comparacao histolégica entre pele normal e pele psoriatica.
A Pele normal B
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Fonte: Adaptado de BOEHNCKE SCHON (2015)
Caracteristicas histopatoldgicas da psoriase: Dentro da placa tipica, a epiderme psoriatica apresenta
acentuada acantose epidérmica, hiperqueratose e alongamento das cristas (A, pele normal e B, pele
psoriatica lesional corada com hematotoxilina e eosina). Vasos sanguineos dérmicos dilatados e
contorcidos alcancam as pontas das papilas dérmicas (B, setas). Um infiltrado inflamatério com
neutréfilos se acumula dentro da epiderme (B, asterisco). Em contraste com a pele normal (C), existem
muitas células T na derme e na epiderme na lesdo da psoriase (D, setas). Nucleos celulares presentes
na camada cornificada da epiderme também s&o caracteristicos da lesdo psoridtica, ou seja,
paraqueratose (D, asterisco).

Apesar de a psoriase ser caraterizada por placas sobrepostas de pele espessa,
o EC é funcionalmente deficiente, o que implica em uma funcdo de barreira
prejudicada (YA-XIANG; SUETAKE; TAGAMI, 1999). A alteracdo do EC associada a
hiperproliferagdo de queratindcitos e a inflamacdo parece também aumentar a
penetracdo de substancias nas lesdes (LIN et al., 2010; PROW et al., 2011).

O conteudo de agua na pele psoriatica é diminuido em comparacdo com a pele
normal (SERUP; BLICHMANN, 1987). Estudos tém demonstrado também que a perda
transpidérmica de agua (TEWL) em pacientes com psoriase pode estar aumentada
em cerca de 2 a 20 vezes. Na psoriase, o nivel de TEWL esta diretamente relacionado
com a gravidade clinica da lesdo, de modo que, tanto a aparéncia inicial da psoriase
quanto as alteracfes fenotipicas da doenca sdo consequéncias das alteracdes na
funcao de barreira cutdnea (TAGAMI; YOSHIKUNI, 1985; GHADIALLY; REED; ELIAS,
1996; RIM et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2014). O aumento da proliferacdo e a
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diferenciacéo incompleta de queratinécitos na psoriase favorecem a formacéo de uma
camada coérnea altamente desorganizada e consequentemente, o0 aumento da
permeabilidade e do fluxo de agua (MOTTA et al., 1994b).

Na lesdo da pele psoriatica, alteragcdes na composicdo de ceramidas estao
associadas com o aumento dos niveis de TEWL pela reduzida funcdo de barreira,
apesar de terem sido encontrados 0os mesmos niveis totais de ceramidas em
comparacdo com o EC da pele normal. Em todos os tipos de placas ha reducéo,
sobretudo, do contetdo de ceramida 1, 3, 4, 51l e 61 (MOTTA et al., 1993; MOTTA et
al., 1994b; FARWANAH et al., 2005). O conteudo lipidico da pele psoriatica também
encontra-se diferente em relacdo a acidos graxos, 0s quais encontram-se diminuidos
em até 46%, em comparacao com o EC normal (MOTTA et al., 1994b), o que contribui
para hidratacao cerca de duas vezes menor do que a pele ndo acometida pela doenca
(TAKAHASHI et al., 2014).

Fatores que predispde o desenvolvimento da doenca atuam como gatilho inicial
da doenca e desencadeiam uma série de eventos inflamatdrios e imunolégicos (Figura
4). De modo bastante simplificado, pode-se dizer que queratinécitos secretam fatores
gue ativam células dendriticas dérmicas, as quais ativam células T que, em seguida,
diferenciam-se em células T auxiliadoras do tipo 1 e 17, e voltam para a derme e
epiderme, por meio de moléculas de adesdo e quimiocinas. As células T ativadas
estimulam a liberacdo de mediadores inflamatérios como interleucinas 1, 2, 6, 12, 15,
17, 22, 23, fator de necrose tumoral alfa interferon-gama, endotelina-1 e eicosanoides,
que facilitam a proliferacédo dos linfocitos T do tipo 1 e 17 e a ativacao e proliferacao
exagerada dos queratindcitos, levando as caracteristicas clinicas da psoriase
(KRUEGER, 2002; SABAT et al., 2007; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009).



Figura 4 - Esquema representativo da evolucado imunoinflamatéria caracteristica da psoriase.

Fatores pré-disposigio

Psorase - Fase imcial

Psoriase - manutengdo da doenga - Fase crénica

Ambientais
Stress
Microorzsanismos
Farmacos
Trauma

Geneticos

PSORS
Intedeucina-23R
Intedeucina-12B

Gaiilio T 13 o

Celulas
estressads )
| g

[ A

p-defensins 1 and 2
S100A7-9

—
LL-37

DNA-LL-37
complexes

Pl Ativacio Wi
bddiamant

] » Interferon-a =

1p |l cmna-§

p
Interleucina-§ TNF-a
INF-a

Interferon-y
TNF-a

o A

Ativag3o queratindcitos
¢ profiferacio

v
Qmm?cm}‘.

-~ ‘ Neurréfilo

*Interdeucina-17A
Intedeucina-17F ~
It 2 Migragdo celulas T

2

Colageno
WY/ ¢
Intedeucma-23 % P
Oudo nitnico 2 & ﬁ

TNFa

o

A ’J

,
Gl
Vg L cpasro
i L E—viaa

24

(Q\nmm'ms ﬂlll‘? T4 Tel

= " ~~'_cxcm A ¥-ccrs : ‘

P

“ CCRA Macrofage

Apresentacio auto-antigenc
KGF-12 TNFa
EGF Intedeucina-la

TGF- TGF-

Recirculagdo céhilas
efetoras e migragdo

Colageno e
para pele

proteoglicanas

-— >

Fibroblasto

Fonte: Adaptado de NESTLE; KAPLAN; BARKER (2009).

Apesar de as causas da psoriase ndo serem ainda totalmente esclarecidas
estudos demonstram que a predisposi¢cao genética desempenha um papel importante
em pelo menos um terco dos portadores. Além da hereditariedade, existem outros
fatores que podem desencadear ou agravar a condicao clinica, tais como estresse,
traumas ou irritacdes cutaneas, infeccdes, baixa umidade do ar, ingestao alcodlica e
uso de alguns medicamentos (KRUEGER; ELLIS, 2005; STICHERLING, 2005).

A fim de se criar critérios bem definidos e um padrdo na medicéo da gravidade
e extensao da psoriase em placas, sobretudo da eficiéncia do tratamento, Fredriksson
e Pettersson (1978) desenvolveram o Indice de Gravidade da Area de Psoriase (PASI,
sigla do inglés Psoriasis Area and Severity Index).

Nesse instrumento padrdo, a intensidade e extensado das placas psoriaticas sao
calculadas, separadamente, por quatro regides anatémicas, de acordo com o grau de
severidade e a superficie envolvida. O PASI resulta em um simples escore de
severidade da psoriase variando entre 0 e 72. Existe ainda a possibilidade de

considerar a linha de base como referéncia para avaliar e comparar a eficacia do
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tratamento, sendo entédo utilizados as taxas de resposta PASI50, PASI75, PASI9O0 e
PASI100, como melhoria de 50, 75, 90 e 100% (LANGLEY; ELLIS, 2004; SCHMITT;
WOZEL, 2005; PUIG, 2015).

Embora a psoriase tenha sido anteriormente considerada uma doenca que
afeta inicialmente apenas a pele e as articulacbes, tem crescido o numero de
comorboidades associadas a doenca, 0 que a torna uma potencial desordem
sistétmica. A psoriase esta relacionada com o aumento de doengas vasculares
oclusivas, sindrome metabdlica, infec¢des cutdneas e sistémicas, cancer e outras
doencas imunes (KIMBALL et al., 2008; MENTER et al., 2008).

Seja por afetar principalmente a pele ou pelas comorbidades associadas, a
doenca compromete de modo bastante significativo a qualidade de vida dos pacientes,
principalmente envolvendo baixa autoestima e socializagdo, exclusdo social,
depresséao e até mesmo suicidio, e por isso € importante o seu tratamento (KRUEGER
et al., 2001; EGHILEB; DAVIES; FINLAY, 2007).

O tratamento farmacolégico da psoriase objetiva a eliminacdo dos sinais e
sintomas cutaneos e é prescrito de acordo com a severidade da doenca, localizacao
das lesdes e necessidades do paciente, uma vez que a resposta ao tratamento é
bastante individual (MROWIETZ et al., 2011).

Em casos classificados como leves ou moderados sdo indicados agentes
tépicos, como monoterapia ou em associacdo, 0s quais geralmente sdo altamente
eficazes e seguros. Dentre esses agentes encontram-se corticoides (dipropionato de
betametasona, desonida, propionato de halobetasol e propionato de clobetasol),
analogos da vitamina D3 (calcipotriol e calcitriol), retinoides (tazaroteno), alcatrbes
(coaltar), ditranol e queratoliticos (acido salicilico) (MASON; MASON; CORK, 2000;
MENTER et al., 2009a).

Medicamentos topicos sdo usados como coadjuvantes no tratamento de lesdes
resistentes ou casos classificados como severos, 0s quais sdo geralmente tratados
com terapia fotodindmica ou agentes sistémicos. S&o exemplos farmacos
quimioterapicos e imunossupressores (MTX, acitretina e ciclosporina) e,
recentemente, agentes bioldgicos (etanercept, infliximab, adalimumab, efalizumab e
alefacept) (MENTER et al., 2009b; RUSTIN, 2012).
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2.3 METOTREXATO

Em 1948, Farber e colaboradores demonstraram a eficiéncia da aminopterina,
um antogonista de acido félico, no tratamento de leucemia infantil, sendo o primeiro
uso relatado de um agente citotoxico com efeito antiproliferativo. Trés anos mais tarde,
ao analisar os efeitos anti-inflamatorios desse farmaco, observou-se uma melhora das
lesBes cutaneas em pacientes com artrite psoriatica (GUBNER, 1951).

A eficacia do MTX, derivado da aminopterina, no tratamento da psoriase foi
publicada, pela primeira vez em 1958 e, posteriormente, este farmaco se mostrou ser
mais efetivo e menos toxico do que o composto ao qual € analogo (EDMUNDSON;
GUY, 1958; REES; BENNETT, 1961). Por fim, no inicio dos anos 1970, o uso do
metotrexato foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
da psoriase (ROENIGK JUNIOR; MAIBACH; WEINSTEIN, 1972).

Ha mais de 40 anos, o MTX tem sido vastamente utilizado no tratamento
sistémico da psoriase, incluindo a eritrodérmica, a pustular localizada ou generalizada
e a artropatica, sendo considerado o farmaco de escolha para casos de moderado a
grave de psoriase vulgar ou em placas, sobretudo em casos ndo controlados pela
terapia convencional (HAUSTEIN; RYTTER, 2000; MONTAUDIE et al., 2011).

MTX é um farmaco antifolato, que apresenta como principais variacoes
estruturais em comparacdo ao acido félico, composto natural do qual é analogo, a
substituicdo do grupo carboxila por um grupo amino no carbono C2 e a metilagéo do
nitrogénio N10 (Figura 5) (RUBINO, 2001).

Figura 5 - Comparacao das estruturas quimicas do acido folico e do metotrexato.
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Acido félico Metotrexato
Fonte: Adaptado de RUBINO (2001).

Caracteriza-se por ser um po cristalino de cor amarela a castanho alaranjada
com peso molecular de 454,5 g/mol, quimicamente constituido por uma porgéo
heterociclica (anel pterinico 2,4-diaminosubstituido) ligada a por¢ao a p-aminobenzoil
que esta ligada a unidade de acido glutamico. Possui elevada polaridade (log P= -

1,85), praticamente insoluvel em agua, cloroférmio, éter e alcool, mas livremente
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soltivel em solucgdes diluidas de acidos minerais, hidroxidos e carbonatos alcalinos. E
classificado como classe lll no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, isto €,
apresenta baixa permeabilidade e alta solubilidade, caracteristica que limita sua
administragao por diversas vias (LEO; HANSCH; ELKINS, 1971; AMIDON et al., 1995;
RUBINO, 2001; KASIM et al., 2004; YANG; KAMIYA; GOTO, 2012; O’'NEIL, 2013).
Dependendo do pH da solucdo, o MTX pode estar em diferentes formas i6nicas
(Figura 6) pois a molécula apresenta dois grupos carboxilicos cujas constantes de
dissociagdes (pKa) séo 3,36 (a carboxil) e 4,70 (y carboxil) e ainda, uma variedade de
formas nitrogenadas, sendo provavelmente a mais basica a com grupamento
nitrogenado do anel pterina dissociado com pKa de 5,71. Essa caracteristica também
influencia a solubilidade da molécula, de forma que o MTX é pouco soluvel em pH
acido e muito soltvel em pH alcalino (POE, 1973; POE, 1977; SANTOS et al., 2017).

Figura 6 - lonizac&o da molécula de metotrexato.
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Fonte. Adaptado de SANTOS et al (2017).

Como um analogo sintético do acido folico, o MTX, em altas concentracdes,
blogueia a sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) pela inibicdo da enzima
diidrofolato redutase, responsavel pela conversdo do folato a tetraidrofolato, o que
previne a doagdo de grupos metil durante a sintese de purinas, pirimidinas e,
sobretudo, timidilato, os quais sao essenciais na sintese de DNA e na divisao celular
(JOLIVET etal., 1983; OLSEN, 1991). Como consequéncia ha reducao da entrada de
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novas células nesta fase e a morte de células que ja estejam nela, o que provoca uma
reducado da hiperacantose tipica da psoriase (WEISNTEIN; VELASCO, 1972).

Essa atividade antimetabdlica do MTX levou a teorias de que o farmaco traria
beneficios clinicos por interferir na proliferacdo de células da epiderme. Weinstein,
Goldfaden e Frost (1971) demonstraram que esse mecanismo de acao indica que o
MTX guando administrado sistemica ou intralesionalmente inibe a sintese de DNA nos
queratinécitos na epiderme psoriatica e interrup¢ao de mitoses por varias horas, com
efeito menos pronunciado em células normais da epiderme, pois as células doentes
encontram-se em rapida proliferacéo.

Anos mais tarde, Heenen e colaboradores (1998) encontraram células mortas
depois de 5 dias de tratamento com baixas doses de MTX, com morfologia bastante
caracteristica. Esses dados sugeriram que concentracdes terapéuticas do farmaco
sdo capazes de induzir a apoptose de queratinécitos em vez de reduzir a
hiperproliferacdo dos queratindcitos.

A apoptose de queratindcitos parece ser fundamental no controle da morfologia
epidermal e na supressao da apoptose necessaria para a homeostase da pele e tem
sido propostas como possiveis mecanismos responsaveis pela espessura da
epiderme na psoriase. Nesse sentido, estudo realizado por Elango e colaboradores
(2017) em 58 pacientes com psoriase tratados com MTX, observou-se um significativo
aumento do citocromo e da proteina ¢ e da expressado génica da caspase-9 clivada,
eventos relacionados com via intrinseca de ativacdo da apoptose e relacionados com
os resultados benéficos observados nos pacientes apds 12 semanas de tratamento.

Apesar disso, atualmente, acredita-se que a acdo anti-inflamatéria e
imunomoduladora do MTX, em baixas doses, sejam os principais efeitos do farmaco
na psoriase (ZANOLLI; SHERERTZ; HEDBERG, 1990).

O MTX parece ser capaz de reduzir o infiltrado de neutrofilos na epiderme em
resposta a aplicacdo topica de leucotrienos B4 e C5a. Em pacientes com psoriase, 0
MTX inibe a quimiotaxia de neutréfilos e mondcitos e, consequentemente, reduz a
atividade de citocinas (KERKHOF; BAUER; MAASSEN-DE GROOD, 1985;
TERNOWITZ; HERLIN, 1985).

Na psoriase, a expressdo cutanea e sistémica de varias citocinas
proinflamatérias como as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-19, IL-
20, IL-22, IL-23) e interferon-gama (IFN-y ) tem sido demonstrada. A essas citocinas

atribui-se a composicéo celular do infiltrado inflamatorio nas placas psoriaticas e a
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hiperproliferacdo dos queratindcitos (WOJAS-PELC et al., 2007). Nesse sentido,
diversos estudos evidenciaram a reducéo de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-22,
com o tratamento com MTX (TERANISH et al., 1995; MEEPHANSAN et al., 2011,
ELANGO et al., 2012; TAMILSELVI et al., 2013).

Alguns estudos ainda, sugerem que sua atividade anti-psoriatica se deva a sua
propriedade imunossupressora, uma vez que a proliferacdo de macrofagos e células
T in vitro € cerca de 1000 vezes mais sensivel aos efeitos citotoxicos do MTX em
comparagao com queratinécitos. Outros, por sua vez, atribuem o efeito desse farmaco
na psoriase pela inibicdo da ativacdo e expressdo dessas células e também pela
reducdo da expressdo de certas moléculas de adesdo, que sdo essenciais para o
desenvolvimento da doenca (BAKER; FRY, 1992; JEFFES et al., 1995; MAJUMDAR,;
AGGARWAL, 2001; SIGMUNDSDOTTIR et al., 2004; JHONSTON et al., 2005;
TORRES-AVAREZ et al., 2007).

Outras evidencias sugerem que esses efeitos do MTX estejam relacionados
com a formagao de poliglutamatos intracelulares e com o aumento da formacgéo de
adenosina, um potente mediador endoégeno anti-inflamatério (BAGGOTT; VAUGHN;
HUDSON, 1986; CRONSTEIN; NAIME; OSTAD, 1993).

Diversos esquemas posologicos podem ser adotados e frequentemente a via
de administracdo no tratamento da psoriase € a oral, apesar de ser prescrito por
dermatologistas também injecdo intramuscular ou subcutanea. Dois regimes
terapéuticos sao usualmente empregados: uma dose Unica oral semanal ou a dose
subdividida em trés administracdes, com intervalo de 12 horas. A dose para regimes
com Unica administracdo semanal é de 7,5 mg a 30 mg enquanto que para doses
divididas esta fica entre 2,5 e 5 mg semanal, podendo-se aumentar, gradativamente,
2,5 mg por semana nao ultrapassando um total de 30 mg por semana (ROENIGK et
al., 1998; GYULAI et al., 2015).

Apesar da inegavel experiéncia clinica do tratamento de pacientes com
psoriase com MTX, existem limitados estudos que avaliam a eficacio do farmaco,
sobretudo em monoterapia (PATHIRANA et al., 2009).

Em estudo realizado por Yazici et al. (2005), observou-se uma resposta clinica
favoravel em todos os pacientes tratados com MTX oral, com doses semanais entre
10 e 25 mg, de modo que o indice PASI foi reduzido a 3,37+1,94 e exames histologicos
revelaram diminui¢do de células inflamatorias e retorno do EC a normalidade. Doses

de 25 mg de MTX foram mais eficientes como monoterapia para o tratamento de
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psoriase severa, possibilitando PASI 100 em 69% dos pacientes enquanto que doses
de 10 mg permitiram esse indice em apenas 30% dos pacientes, além de os
resultados aparecerem mais lentamente (DOGRA; KRISHNA; KANWAR, 2012). Em
2013, Tamilselvi e colaboradores demonstraram que pacientes tratados com 7, 5 mg
de MTX uma vez por semana tiveram uma reducao do PASI de 26,80 £ 9,76 para 5,77
+ 3,64 apos 12 semanas e 75% dos pacientes apresentaram PASI maior que 75. Em
estudo recente realizado por Warren et al. (2017) com 120 pacientes com psoriase
em placas nos graus moderado a grave de quatro paises europeus diferentes tratados
com injecao subcutanea de MTX com doses de 17,5 mg ou 22,5 mg do farmaco, 41%
dos pacientes alcancaram PASI 75 na 162 semana de tratamento.

Apesar da eficiéncia do MTX na reducéo da extenséo e gravidade da psoriase
esse farmaco pode induzir uma série de distdrbios como nauseas, desconforto
abdominal, vémitos, ulceras gastricas, fadiga, cefaleia, vertigem, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, pancitopenia, queda de cabelo, mucosite oral, osteopatias,
hepato e nefrotoxicidade, efeitos que sdo mais pronunciados na administracdo oral e
gue encontram-se entre 0s que mais contribuem para a descontinuagao do tratamento
da psoriase com esse farmaco em mais da metade dos pacientes (DOOREN-
GREEBE et al., 1994; ZONNEVELD et al., 1996; WIDEMANN; ADAMSON, 2006; DUE
et al., 2012; KIVITI et al., 2014).

O desenvolvimento de uma formulacéo tdépica de MTX poderia ser interessante
para o tratamento da psoriase devido a possibilidade de fornecer o tipo de tratamento
preferido por cerca de 70% dos pacientes com essa patologia e otimizar a localizagcéo
do farmaco diretamente na pele lesionada, uma vez que existem evidéncias que
sugerem que o MTX age diretamente na placa psoriatica. Essa alternativa terapéutica
também seria capaz de superar inconvenientes associados a administracéo oral do
farmaco tais como variacbes na absorcdo intestinal e metabolismo de primeira
passagem, além de eliminar efeitos adversos sistémicos associados &s vias
tradicionais de administracdo (WEINSTEIN; GOLDFADEN; FROST, 1971;
NEWBURGER; WEINSTEIN; MCCULLOUGH, 1978; DOOREN-GREEBE et al., 1994;
LEBWOHL et al., 1995; CHLADEK et al.,, 1998; TIAN, CRONSTEIN, 2007,
DALRYMPLE et al., 2008).
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2.4 FORMULACOES TOPICAS COM METOTREXATO PARA O TRATAMENTO
DA PSORIASE

Diversos estudos foram feitos propondo diferentes veiculos para a liberacao
toépica do MTX, mas os resultados encontrados foram inicialmente insatisfatorios.
Scott e Reinertson (1959) e Nurse (1963) relataram a ineficacia do MTX topico na
psoriase e do mesmo modo, Comaish e Juhlin (1969), em estudo realizado com 20
pacientes tratados com MTX em creme, ndo encontraram resultados clinicos. Stewart,
Wallace e Runiks (1972) ndo detectaram o farmaco na pele apos aplicacao topica em
pacientes psoriaticos e sugeriram assim como McCullough et al. (1976) que, quando
aplicado topicamente, o MTX afetaria apenas as placas, por possuir baixa capacidade
de penetracdo cutédnea, o que, consequentemente, limita sua eficacia (BALL;
MCCULLOUGH; WEINSTEIN, 1982; WEINSTEIN; MCCULLOUGH; OLSEN, 1989).

De fato, caracteristicas proprias da molécula tais como hidrossolubilidade, peso
molecular e dissociagdo no pH fisiolégico dificultam a penetracdo do MTX através do
lipofilico EC (MCCULLOUGH et al., 1976; POE, 1977; VAIDYANATHAN; CHAUBAL;
VASAVADA, 1985; TROTTA et al., 2004; AMARIJI et al., 2016).

Em vista disso, em um segundo momento, outros estudos bem-sucedidos
foram feitos a fim de desenvolver novos sistemas e/ou aplicar recursos fisicos que
favorecessem a liberacdo e penetragédo do MTX no tecido cutaneo e, a0 mesmo tempo
entender mais detalhadamente os fatores envolvidos nesses processos. Estes

estudados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Reviséo bibliogréafica de estudos exitosos com o metotrexato administrado por via cutdnea para o tratamento da psoriase.

(continua)
S!stemaNde Materiais empregados Principais resultados Referéncia
liberacdo
Agua, N-cedilmetil sulfoxido e veiculo N Aumento da penetracdo cutanea do MTX in BALL;
Dispersdes (&lcool, laureth-4, propilenoglicol e alcool vitro com veiculo N, inibicdo da sintese de MCCULOUGH,;
isopropilico) DNA epidermal in vivo, sem efeito sisttmico  WEINSTEIN, 1982
VAIDYANATHAN;
Disperséao Propilenoglicol Solubilizacdo e penetracdo dependente de pH CHAUBAL;
VASAVADA, 1985
Gel com promotor Melhora global de 50% ou mais dos sinais da WEINSTEIN;

de aborcéo Gel com Azone® (laurocapram) psoriase nos pacientes tratados com gel por 6 MCCULLOUGH,;

cuténea semanas OLSEN, 1989

Gel com promotor Azone® (laurocapam) é um promotor de
de aborcéo Gel com Azone® (laurocapram) ocapar P BRAIN et al., 1991
A permeacdo eficiente para o MTX
cutanea
Gel aquoso, alcool graxo, propilenoglicerol, ~ .
Gel, creme e etanol, antioxidantes, conservantes, A_bsorgao de MTX na pele a partir da pomada HWANG et al.,
: A . foi menor do que com gel e creme, sendo este
pomada tensoativos nao ionicos, cotensoativo e 1995

. . : mais estetica e dermatologicamente aceitavel
miristato de isopropila

Decanol, lecitina de soja, alcool benzilico,

propilenoglicol, monodecil glicerofosfato, Permeacio do MTX é associada 4 lipofilia do TROTTA,
Microemulséo monooctil fosfato, monodecil fosfato, farmaco devido a formacéo de par ibnico PATTARINO;
dodecil sulfato de sddio e dioctil GASCO, 1996
sulfoccionato, taurodeoxicolato
Gel Propilenoglicol, etanol e comprimidos de Eficacia do MTX topico em pacientes com RAVI; KAUR;
MTX psoriase palmoplantar KUMAR, 1999
Hidrogel e Acido acrilico, N-N'-metilerjqbis-acrilamida A_Iiberagéo iontpforética a partir c_io hidroge~l ea ALVAREZ-
microemulsdo Labra_sol®, Plurol Isoestearico®, oleato de liberacéo passiva a partir das microemulsdes FIGUEROA;
etila, NaCl, Tween 80, Span 80, foram maiores do que controle, MTX em BLANCO-MENDEZ,

com iontoforese 1,2octenodiol e miristato de isopropila guantidades significativas na pele 2001
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(continuacéo)

S|_stema~de Materiais empregados Principais resultados Referéncia
liberacao
ALVAREZ-

A iontoroferese aumentou a permeabilidade e FIGUEROA;
Solugdo com ~ - 0 acumulo de MTX na pele e a liberagéo foi DELGADO-
iontoroferese Tampdo HEPES e cloreto de sodio diminuida pelo aumento da concentracao de CHARRO;

sal BLANCO-MENDEZ,
2001
Melhoria limitada da condic&o da psoriase,
sobretudo no tamanho e espessura das SUTTON et al.,

Gel com promotor

Gel com Azone® (laurocapram)

lesGes, ndo foram encontradas quantidades 2001

de aborcéo
cutanea detectaveis no plasma e anormalidades
laboratoriais
Gel Hidroximetilcelulose Redugdo do indice PASI e _el!mlnac;ao_ de SYED et al., 2001
placas, exames laboratoriais normais
Lipossomas deformaveis foram de trés a
Lipossomas Fosfatidilcolina, lecitina hidrogenada e quatro vezes mais eﬂcua:ntes nallpermea(;ao de TROTTA et al.,
deformaveis glicerina dipotassica MTX €m comparacao com fipossomas 2004
normais, até 50% da dose foi encontrada na
pele
Solucéo e WONG. T-W -
lipossomas com Tampao fosfato e dimiristoilfosfatidilserina Eletroporagao associada ao uso de Ilpgssomas ZHAO, Y-L.; HUI, S.
eletroporacgéo e favoreceram a melhor penetracao W.. 2005
iontoforese "
ESKICIRAK;
Gel Hidroximetilcelulose Boa tolerénc_ia, _redug_éo do ertitema, infiltracéo ZEMHERI;
leucocitaria e dimenséo das lesdes CERKEZOGLU,

2006
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Tabela 1 - Revisao bibliografica de estudos exitosos com o metotrexato administrado por via cutanea para o tratamento da psoriase.
(continuacao)

S!stemaNde Materiais empregados Principais resultados Referéncia
liberacao
Etossomas penetraram mais eficazmente a
Etossomas Fosfatidillcolina de soja e etanol _pe_le que Ilpos,somas convencionais, DUBEY et al., 2007
otimizag&o do farmaco na epiderme e na
derme
Formulacao niossomal eficaz em reduzir
Niossomas Niossomas e el de quitosana eritema, descamacao e infiltrado leucocitario LAKSHMI et al.,
9 9 melhor tolerabilidade e adeséo do paciente, 2007
melhora da estabilidade do farmaco
Emplastro de Acrilamida, acido acrilico, poliacrilamida, lontoforese com onda quadrada, mentol e
: . . L g . . PRASAD et al.,
hidrogel com N,N-metileno bis acrilamida, etanol, etanol associados permitem uma maior 2007
iontoforese limoneno, eucaliptol e mentol permeacéo

N&o houve detecgcédo de MTX no soro de

nenhum dos animais, gel com lipossoma
Lipossomas 1,2 dipalmitoil-sn-1-fosfatidilcolina, lectina ~ seguido de sessdes de laser foi melhor na

fotossensiveis de soja, fosfatidilcolina de ovo, colesterol e reducao de eritema, descamacéo e infiltrado ALl et al., 2008

com laser Carbomer 974 NF dos controles, liberacdo do farmaco

dependente diretamente da energia do laser
aplicado

Laser e eletroporacdo aumentaram a retengéo

de MTX, a combinacao de laser como pré
laser e Tampao citrato fosfato tratamento e com posterior eletroporacéo foi LEE et al., 2008
eletroporagéao mais eficaz em aumentar a retencao do que

gualquer técnica sozinha

Solugéo com

VANAJA; SHOBHA
RANI;
SACCHIDANANDA,
2008

. e . Pacientes tratados com gel lipossomal tiveram
Lipossomas Fosfaditilcolina de soja, colesterol, colato . :
L 1 PASI mais reduzido do que os tratados com
ultradeformaveis de sodio e gel de carbopol . .
gel com farmaco livre
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Tabela 1 - Revisao bibliografica de estudos exitosos com 0 metotrexato administrado por via cutanea para o tratamento da psoriase.
(continuacao)

Sistema de

liberacéo Materiais empregados Principais resultados Referéncia
Emplastro de Acrilamida, &cido acrilico, poliacrilamida,  lontoforese com onda quadrada, acetato de
: . : . ; . . o PRASAD et al.,
hidrogel com N,N-metileno bis acrilamida, acetato de etila, mentol e etanol associados permitiram 2009
iontoforese etila, etanol e mentol uma maior permeacao
Carreadores
lipidicos . , ~ A
nanoestruturados Precirol (R) ATO 5, gs(gualeno, Myverole  Aumento da_l hldratagaoNcutanea promoveu LIN et al., 2010
Pluronic® F68 maior penetracdo de MTX
(MTX e
calcipotriol)
N-isopropilacrilamida, N-N'-metilenobis- L|_ber_a_gao_ de MTX a toda ep_lderme, reducao
e L significativa de prostaglandina, aumento da SINGKA et al.,
Nanogel acrilamida, persulfato de potassio e = S ) ~ -
. e atividade biolégica e liberacdo com adicéo de 2010
bicarbonato de sodio )
bicarbonato
. . - ® =50 .
Gel com promotor C_ar_bomer_934, propllen9gllcol, 2-propanol, Transcutol® a 2A~> proporcionou melhores taxas JAVADZADEH:
~ dietilenoglicol monoetil éter (Transcutol P), de permeacdao, especialmente quando
de aborcéo . o . : e o HAMISHEHKAR,
A lauril sulfato de sddio, cloreto de alquil associado ao acido acetilsalicilico em
cutanea o NSNS L o ~ 2011
dimetil benzil e acido salicilico concentracao de 6%
Liberacdo controlada e aumento da retencéo
Fosfatidilcolina de soja hidrogenada e de cutanea do MTX principalmente com a
Lipossomas (MTX ovo, colesterol, Carbopol 934p, glicerol, presenca de mentol, aumento da
- L3 ~ NAGLE et al., 2011
e mentol) mentol e Tween 80 biodisponibilidade em apéndices da pele,
reducdo da paraqueratose em comparacao
com controles
Fosfolipideo de soja Epikuron® 200
Lipossomas (fosfatidilcolina), lecitina hidrogenada Lipossomas contendo acido oleico SRISUK et al.,
deformaveis Phospolipon ® 90H, colesterol e acido promoveram maior acimulo de MTX na pele 2012

oleico
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(continuacao)

S!stemaNde Materiais empregados Principais resultados Referéncia
liberacao
Peptideo com Reducédo dos sinais e sintomas de psoriase BYAMBA et al
penetracao Peptideo Hph-1-PTD induzida por imiquod, reducéo do infiltrado 2014 v
celular inflamatorio na epiderme e derme
N|oss_orr_1as (MTX Colesterol, DMSO e Span 85 Ortoqueratose de 25%, associacédo eficaz PARNAMI et al.,
e trioxisaleno) 2014

Liberac&o prolongada, aumento da penetracao
do MTX, farmaco retido na pele sobretudo com
polissorbato 60

Nanocarreadores Witepsol® S51, acido oleico, Tween 60 e
lipidicos Tween 80

PINTO et al., 2014

Suspensdo com niossomas favorecem maior ABDELBARY;
Niossomas Span 60, colesterol e diacetil fosfato retencdo cutanea do que solucao injetavel ABOUGHALY,
aplicada topicamente 2015
. ~ Fosfolipideo 90G, etanol, Tween 80, Retencdo do farmaico em todasNas qarpaQas da AMARIJI et al.,
Microemulséo . : i pele com reducédo de absorcéo sistémica,
palmitato de isopropil e Polaxamer 407 S o 2016
entretanto, a dexametasona foi mais eficaz
Nanocarreadores Precirol ATO 5, Captex 300, Polaxamer Liberacdo sustentada por 48 horas, reducdo do AVASATTHI et al.,
lipidicos 407 e gel de Carbopol indice PASI, pele normal com ceratose leve 2016
Nanopatrticulas . Liberacdo rapida, nanoparticulas mais retidas = BESSAR et al.,
Nanoparticulas de ouro :
de ouro na epiderme 2016
Perfil da administracdo dependente da
Cristal liquido e  Poliéter funcional siloxano, silicone fluido estrutura do sistema admlrnls.trado, liberagdo CINTRA et al.,
. ~ . : controlada com cristais liquidos, sistemas
microemulséo de copolimero glicol e Carbopol P NF 2016

obtidos possuem caracteristicas de textura e
bioadesdo adequadas para a aplicacdo na pele

Nanocarreadores Palmitato de cetila, Migyiol® 812 e Tween Uso de lipideos biocompativeis, favorecimento
lipidicos 80 da permeacdo em queratinécitos in vitro

FERREIRA et al.,
2016
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Tabela 1 - Revisao bibliografica de estudos exitosos com o metotrexato administrado por via cutanea para o tratamento da psoriase.
(conclusao)

Sistema de

; ~ Materiais empregados Principais resultados Referéncia
liberacao

Lipossomas mais deformaveis e com maior
penetracdo na pele, sobretudo com Tween 80 ZEB et al., 2016
como ativador de borda

Lipossomas  Fosfatidilcolina, colato de sédio, Tween 80
ultradeformaveis e colesterol

Nanopatrticulas

lipidicas sélidas Palmitato de cetila, Tween 80 e Carbopol Liberagdo de MTX sustentada, quantidades

P ~ ~ FERREIRA et al.,
terapéuticas na pele e reducao da permeacgao

de MTX e 934 e 5 . 2017
transdérmica, associacao efetiva
etanercept em gel
Biocompdsito e  Celulose de Gluconacetobacter xylinus e Controle da liberacao do farmaco por FONTES et al.,
membrana carboximetilcelulose biometeriais 2018
Retencéo do farmaco na epiderme e derme, _
Nanogel Quitina, metanol e cloreto de calcio reducdo da atividade de enzimas inflamatorias, PANONNUMMAL;

92% do farmaco liberado em 5 dias SABITHA, 2018

Fonte: Do autor (2018).

A partir desta revisao de literatura, pode-se observar que ha cerca de trés décadas houve uma tendéncia em associar MTX a
hidrogeis, promotores fisicos e quimicos de permeacdo ou emolientes. Mais recentemente, deu-se maior destague para o
desenvolvimento de sistemas lipidicos e nanoestruturados como lipossomas, nanocarreadores lipidicos, microemulsdes e cristais
liguidos. Na maioria dos estudos, observa-se uma melhora da retencao cutanea do farmaco e recuperagao da pele com essa recente

proposta.
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2.5 SISTEMAS LiQUIDO CRISTALINOS

Os cristais liquidos, apresar de ainda pouco reportados para uso especifico
como veiculo para MTX, podem oferecer vantagens para a aplicacao e tratamento
topico da psoriase. De fato, recentemente, sistemas de liberacdo de farmacos
baseados em cristais liquidos tem sido desenvolvidos para o tratamento da psoriase
e resultados promissores tem sido obtidos, tanto in vitro quanto in vivo (LOPES et al.,
2006; VICENTINI et al., 2013; DEPIERI et al., 2016; ROSSETI et al., 2016).

Agentes tensoativos caracterizam-se pela presenca de uma porcao hidrofilica
e outra hidrofébica em sua molécula. Quando se encontram diluidos em agua, suas
moléculas organizam-se na forma de monOmeros, 0s quais tendem a buscar a
superficie e orientar-se de modo a reduzir a area de contato do grupo hidrofébico com
0 meio agquoso, alcancando desse modo um estado de energia livre minimo. Com o
aumento da concentracdo, a camada superficial torna-se saturada de moléculas de
tensoativo, cuja parte hidrofébica passa a se proteger do meio aquoso agora por meio
da formacdo de micelas. Micelas séo agregados esféricos que possuem um
intercambio continuo e rapido de monémeros com 0 meio externo, o que resulta em
um agregado de alta mobilidade e elevado grau de desorganizacdo. A concentracao
de tensoativos em que ocorre a micelizacdo € denominada de concentracdo micelar
critica (CMC) (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; FAIRHURST et al., 1998).

Os agregados de tensoativos, em diferentes concentragcdes, tornam-se mais
estruturados quando uma substancia oleosa ou um alcool é adicionado ao sistema
tensoativo-agua. Dessa forma, emuls@es, microemulsdes e diferentes nanoestruturas
ou mesofases de sistemas liquido cristalinos podem ser formados (EZRAHI; ASERIN;
GARTI, 1999).

Cristais liquidos sdo definidos como um estado da matéria que apresenta
propriedades mecanicas intermediarias entre liquidos isotropicos e sélidos cristalinos.
A diferenca entre cristais soélidos e liquidos isotrépicos é o estado de ordem, enquanto
nesses as moléculas livremente se difundem, naqueles as moléculas encontram-se
em alto grau de organizacdo (SINGH, 2000). Quanto & aparéncia, os cristais liquidos
assemelham-se a géis de transllcidos a transparente, dependendo da composigéo e
da temperatura do sistema (ALAM; ARAMAKI, 2008). Em relacdo as mesofases mais
importantes e comumente observadas tem-se a cubica, hexagonal e lamelar
(HOLMBERG et al., 2002; ISRAELACHIVILI, 2011).
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A fase cubica compreende micelas dispostas em bicamada curva que se
estende em trés dimensfes e dois nano-canais aquosos interpenetrantes, mas sem
contato, podendo ser normal ou reversa. Apresenta-se geralmente na forma de gel
viscoso e semissolido, opticamente isotrépico - campo escuro ao ser observado sob
um microscopio de luz polarizada (ANDERSON; GRUNER; LEIBLER, 1988; TYLE,
1989; CHUNG; CAFFREY, 1994; TEMPLER, 1998).

A fase hexagonal € constituida por estruturas micelares fechadas e estendidas,
na qual infinitas hastes de agua dispdem-se em uma rede bidimensional e separam-
se por bicamadas lipidicas, ou vice-versa, formando micelas reversas ou normais,
respectivamente. Apresenta-se na forma de gel com viscosidade intermediéaria entre
fase cubica e lamelar e opticamente anisotrépico. Sua textura Optica é frequentemente
identificada pela observacéo de uma textura fibrosa ou em forma de leques, devido
aos dominios conicos das colunas (TIDDY, 1980; FAIRHURST et al., 1998; HYDE,
2001; SHAH; SADHALE; CHILUKURI, 2001; KAASGAARD; DRUMMOND, 2006).

A alta viscosidade dos cristais liquidos, como fases cubicas e hexagonais se
deve a estrutura tri e bidimensional, respectivamente. Mesofases lamelares, por sua
vez, possuem um longo alcance unidimensional, o que lhe proporciona uma
viscosidade bastante baixa (MULLER-GOYMANN, 2004). N&o coincidentemente, as
membranas das células do corpo humano e os lipideos no EC (MADISON et al., 1987)
estdo em um estado liquido cristalino lamelar. Essa organizagdo permite uma
combinacdo de robustez, flexibilidade e semipermeabilidade necessarias a vida
(LAGERWALL; SCALIA, 2012).

A fase lamelar é composta por bicamadas lipidicas intercaladas por fases
aquosas, nas quais os grupamentos polares das moléculas encontram-se adjacentes
e projetados para a interface aquosa, enquanto as caudas hidrocarbonadas
encontram-se dispostas paralelamente. Apresenta-se na forma de liquido viscoso,
com a mais baixa viscosidade dentre as mesofases liquido cristalinas, como
explicitado anteriormente e opticamente anisotropico. Se distingue, opticamente, por
exibir a caracteristica textura de cruz de Malta, ou menos frequentemente, pela textura
em espiral (TIDDY, 1980; MCGRAFTH; KLEMAN, 1993; ECCLESTON et al., 2000;
GABRIEL et al., 2001; HYDE, 2001).

O parametro de empacotamento critico (PEC) é utilizado para estimar a
mesofase liquido cristalina preferencialmente formada por determinado tensoativo

relacionando formato da molécula com propriedades que influenciam a curvatura da
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interface polar-apolar e, consequentemente, o tipo de agregado formado. O PEC pode
ser calculado através da seguinte equacéo (ISRAELACHIVILI; MITCHELL; NINHAM,
1976; MITCHELL; NINHAM, 1981):

1%
PEC = —
a.l

Onde v é volume da cadeia hidrofobica, a € area da cabeca polar e [ é o
comprimento da cadeia hidrofébica (Figura 7).
Figura 7 - O pardmetro de empacotamento critico (PEC) relaciona a area da cabeca polar, o tamanho

da cadeia e 0 volume da cadeia hidrofobica.

Interac&o hidrofébica Interacgo hidrofilica

Parametro de empacotamento

Repulsdo entre cadeias 5
critico = vya .1

)
Comprimento

A SVY
Volume v \
Area da cabeca polar @

Fonte: Adaptado de ISRAELACHIVILI (2011).

Dependendo do valor de PEC (Figura 8), podem ser formadas diferentes
estruturas auto organizaveis. Tensoativos com cadeias simples e grandes areas de
cabecas polares formam micelas esféricas (PEC < 1/3), tensoativos com cadeias
simples e areas de cabecas polares intermediarias formam micelas cilindricas,
caracteristicas de fase hexagonal (1/3< PEC < 1/2), tensoativos com cadeias duplas
e areas de cabecas polares grandes formam vérias estruturas interconectadas,
caracteristicas de fase cubica (1/2 < PEC < 1), tensoativos com cadeias duplas e areas
de cabecas polares pequenas formam vesiculas e bicamadas flexiveis, caracteristicas
de fase lamelar (PEC = 1) e, por fim, valores de PEC > 1 formam estruturas reversas
(ISRAELACHIVILI, 1994; HOLMBERG et al., 2002; SAGALOWICZ et al., 2006).

A geometria dos agregados formados depende também de outros fatores como
composicdo da mistura, concentracdo dos componentes, forca iénica, temperatura,
pressdo e pH (ISRAELACHIVILI, 1994; BORNE; NYLANDER; KHAN, 2001;
YAGHMUR et al.,, 2009), de modo que alteracbes nesses parametros podem
proporcionar mudanca de fase.
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Figura 8 - Parametros de empacotamento critico (PEC) de moléculas de tensoativo e estruturas auto-
organizadas preferencialmente formadas.

Aguaemoleo 4
Micela reversa

Hexagonal
reversa

é PEC>1

Cubica
reversa

Lamelar | g PEC=1

Cubica
1/3<PEC<1/2
Hexagonal
Micelas
. . esféricas @ PEC<173
Oleo em agua

Fonte: Adaptado de HOLMBERG et al. (2002) e ISRAELACHIVILI (2011).

A versalidade estrutural dos sistemas liquido cristalinos, que corresponde a
dominios hidrofilicos e lipofilicos, permite a incorporacdo de uma série de substancias
hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas (irinotecano, glicose, paclitaxel, histidina, octreotida,
vitamina K, resveratrol, etc.). Moléculas hidrofilicas localizam-se proximas a cabeca
polar do tensoativo ou nos dominios de agua, enquanto moléculas lipofilicas
localizam-se dentro dos dominios lipofilicos e as moléculas as moléculas anfifilicas,
na interface (BOYD et al., 2006; SAGALOWICZ et al., 2006; FUJIMURA et al., 2016).

Cristais liquidos podem proteger farmacos de diferentes tipos de degradacéo e
instabilidade. A capacidade de fases cubicas em proteger farmacos labeis, como
cefuroxima e cefazolina, de reagfes de instabilidade quimica, tais como hidrolise e
oxidacéao, e de instabilidade fisica, como a agregacdo molecular de insulina tem sido
demonstrada (SADHALE; SHAH, 1998, 1999).
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Mesofases liquido cristalinas tém ainda a capacidade de promover uma
sustentada ou controlada liberacdo de farmacos. Aceita-se que a maioria liberacéao de
farmacos a partir de cristais liquidos segue a cinética de Higuchi, entretanto, o
comportamento da liberacdo esta relacionado com aspectos tais como contetdo inicial
de &gua, propriedades da molécula incorporada, tipo de mesofase, interacao
eletrostatica entre farmacos, estado de ionizacdo do farmaco (CLOGSTRON;
CAFFREY, 2005; CLOGSTRON et al., 2005; SHAH; PARADKAR, 2007; LEE et al.,
2009; GUO et al., 2010).

A aplicacdo tépica de sistemas liquido cristalinos é atribuido o aumento da
retencdo cutdnea ou penetracdo nas camadas mais profundas da pele com
consequente liberacdo transdérmica de farmacos (LOPES et al., 2006). Em estudo
realizado por Bender e colaboradores (2005) a aplicacéo de acido d-aminolevulinico
e seu metil éster incorporados em diferentes sistemas liquido cristalinos mostrou mais
rapida penetracdo em comparacdo com padrao (pomada) durante periodos curtos e
longos. Praca e colaboradores (2012) verificaram que h& diferenca da penetracéo
cutdnea de tetrasulfonato de ftalocianina de zinco de acordo com a mesofase
empregada, de modo que fases hexagonais favoreceram uma consideravel
penetracao in vitro. Lee e colaboradores (2015) evidenciaram diferencas significativas
na quantidade de palmitato de retinol na derme com a aplicacédo de fases lamelares
em comparagao com emulsdes convencionais em 6 horas de estudo.

Cristais liquidos também apresentam vantagens especiais a pele pois exibem
propriedades hidratantes (NESSEEM, 2001). Savic e colaboradores (2011)
verificaram uma reducdo de TEWL e consequente aumento da hidratacdo, em
voluntarias saudaveis, com a aplicacdo topica de fases lamelares com e sem glicerol.
A eficacia na hidratacdo cuténea a partir de cristais liquidos é maior do que aquela
encontrada com a aplicacdo de emulsBes convencionais (IWAI;, FUKASAWA,;
SUZUKI, 1998). Fases lamelares, de maneira especial, ainda possuem alta
similaridade com o espaco intercelular da matriz lipidica cornea o que as torna
altamente recomendaveis para uso topico (VYAS; JAITELY; KANAUJIA, 1997; DING;
CHEN; GUO, 2006).

Sistemas liquido cristalinos sdo também conhecidos por serem
termodinamicamente estaveis, 0 que permite com que sejam estocados por longos
periodos sem que haja coalescéncia, floculacéo e separacéo de fases, (MAKAI et al.,
2003; DUNCKE et al., 2016). Ito e colaboradores (2012) descreveram uma maior
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estabilidade de emulsdes contendo cristais liquidos, nas quais as micelas se
mantiveram até 60 dias apos o preparo das formulacdes. De acordo com Liu e Friberg
(2009), os cristais liquidos podem reduzir a mobilidade do tensoativo dificultando a
coalescéncia.

Do mesmo modo, os cristais liquidos sdo extremamente atrativos do ponto de
vista tecnoldgico devido ao fato de possibilitarem producdo em escalonamento e
capacidade de possibilitarem o controle da viscosidade e da textura do sistema
(LAGERWALL; SCALIA, 2012). Além disso, propriedades bioadesivas também
contribuem para seu uso como sistema de liberacdo de farmacos (SHAH; SADHALE;
CHILUKURI, 2001).

2.6 LIPIDEOS FISIOLOGICOS COMO EMOLIENTES CUTANEOS

Emolientes sdo usados no tratamento de desordens cutaneas por sua
capacidade de tratar a pele seca e escamosa, aumentar a hidratacdo e melhorar as
caracteristicas sensoriais da pele (LODEN, 2003, 2012). Na psoriase, em especial,
seu uso é essencial como adjuvante topico no tratamento da doenca, visto que
possibilita o reparo da funcéo de barreira da pele e a reidratacdo do EC, eventos esses
associados a reducdo da severidade da patologia (WITMAN, 2001; FLUHR;
CAVALLOTTI; BERARDESCA, 2008; PROKSCH, 2008).

Essa efichcia de emolientes ja fora reportada na literatura por alguns
pesquisadores. Rim e colaboradores (2005) observaram que o uso de emoliente
tépico melhorou o aspecto visual de peles acometidas por psoriase, aumentou a
capacitancia elétrica cutanea e diminuiu a TEWL durante 6 meses de tratamento. Em
outro estudo, Seite e colaboradores (2009) demonstraram que o0 uso de emolientes se
mostrou eficaz na reducéo da secura da pele e prurido e por isso, pode ser ideal como
terapia de manutencao apés corticoterapia topica em pacientes com psoriase leve. O
beneficio do uso de emolientes também foi encontrado por Lakshimi e Bhaskaran
(2011) cujo uso de gel niossomal de ureia reduziu a severidade da doenga, a
descamacdo, o eritema e o infiltrado leucocitario em pacientes com psoriase
palmoplantar ou psoriase vulgar.

A porcentagem de lipideos em cremes tem sido apontada como crucial para o
efeito obtido porque, experimentalmente, a taxa de recuperacéo de peles danificadas
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correlaciona-se com a quantidade de lipideos presentes na formula¢do (HELD; LUND;
AGNER, 2001).

Por outro lado, estudos sugerem que as diferencas de efeito entre emolientes
se deva aos diferentes tipos de lipideos empregados, pois apesar de serem tidos
como inativos, esses teoricamente podem agir em trés diferentes niveis: um efeito
imediato oclusivo, adicionando uma mistura lipidica a superficie da pele; um efeito
intermediéario, adicionando uma mistura lipidica aos espacos intercelulares e um efeito
retardado, fornecendo lipideos para as células da epiderme o que permite a
normalizacéo da sintese lipidica e sua posterior secrecdo (LODEN; LINDBERG, 1991;
HALKIER-SORENSEN, 1996).

O tratamento para peles com a barreira cornea comprometida consiste,
principalmente, na utlizagdo de lipideos né&o fisiolégicos, como o petrolato.
Imediatamente apés sua aplicacdo, a superficie cutanea tem seu aspecto modificado,
se tornando mais macia. Tal evento se deve ao acumulo de 4gua no EC por seu efeito
oclusivo, sem entretanto, uma concomitante alteracao na taxa de reparo da pele, pois
esses lipideos ficam restritos apenas no EC (GHADIALLY; HALKIER-SORENSEN;
ELIAS, 1992; MAO-QIANG; BROWN; WU-PONG, 1995).

Doencas cutaneas, como dermatite atépica, dermatite de contato irritante,
ictiose lamelar e psoriase sdo caracterizadas por terem a funcdo de barreira
prejudicada pela deplecéo ou pelos defeitos subsequentes na organizacdo de lipideos
fisiolégicos (LF) como acidos graxos, colesterol e ceramidas, no EC (BERARDESCA
et al., 2001; PILGRAM et al., 2001; BOUWSTRA; PONEC, 2006; NAKAJIMA et al.,
2013). Desta forma, esses lipideos tém importante papel na promocéo da homeostase
cutanea.

A penetracdo cutadnea de substancias aplicadas topicamente depende de
algumas caracteristicas préprias da molécula como lipossolubilidade e massa
molecular, de modo que aquelas que possuem massa molecular inferior a 500 e com
adequada solubilidade tém a capacidade de penetrar peles intactas. Muitos dos LF
possuem massa molecular (MM) inferior a 500, a exemplo do colesterol (MM=387),
acido estearico (MM=284) e &cido linoleico (MM=280). Apesar de as ceramidas
presentes em emolientes possuirem peso molecular entre 500 e 900, diferentes
preparacdes tém apresentado sucesso em proporcionar e controlar a penetracao
dessas moléculas em camadas mais profundas da pele (JAKASA et al., 2006; BYUN
et al., 2012; SAHLE, WOHLRAB; NEUBERT, 2014). Sendo assim, é provavel que
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essas trés classes de lipideos penetrem a pele humana em suas camadas viaveis,
sobretudo em condicbes em que a barreira cutdnea esteja danificada (SLOAN;
WASDO; RAUTIO, 2006).

Experimentalmente, o tratamento com LF pode ter um efeito imediato
semelhante ou um pouco inferior aos oclusivos no que se refere a TEWL. No entanto,
apos 2 e 4 horas apOs a aplicacdo dos LF ocorre um maior decréscimo desse
componente mensurado indicando que esses lipideos sdo mais eficientes em
recuperar a funcéo de barreira da pele em comparacao com os nao fisiolégicos. Tem-
se sugerido que esse efeito progressivo se deva a alocacdo dos LF nas camadas
nucleadas da epiderme, transporte para o aparelho de Golgi e incorporacdo nos
corpos lamelares, propiciando a formagéo de unidades lamelares normais que séo
necessarias para a restauracao da pele enquanto barreira (Figura 9) (MAO-QIANG;
ELIAS; FEINGOLD, 1993; MAO-QIANG; BROWN; WU-PONG, 1995; LODEN;
BARANY, 2000).

Figura 9 - Diferenca entre os provaveis efeitos da aplicacdo cutanea de lipideos néo fisiolégicos e
fisiolégicos.
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fisiologicos
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Processo metabdlico "retardado”

Fonte: Adaptado de GOLDSTEIN; ABRAMOVITS (2003).

A aplicagéo topica de um ou dois dos trés lipideos essenciais para a pele tem
se mostrado ineficiente em recuperar a pele, inclusive causando a inibicdo desse
processo ou em um pior cenario, o agravamento dessa condi¢do de barreira dérmica
prejudicada. Tais resultados insatisfatérios se devem a formacdo de estruturas
intercelulares anormais no EC (MAN; FEINGOLD; ELIAS, 1993). No mesmo sentido,
De Paepe et al. (2000) observaram que, em peles humanas danificadas por lauril
sulfato de sodio ndo foi observada aceleracdo do reparo de barreira apos o tratamento

com diferentes emulsdes contendo como LF apenas ceramida 3B, de maneira que a
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taxa de recuperacéo da pele é semelhante a encontrada com o uso de emulsfes sem
ceramida.

O efeito reparador da aplicacéo tépica de um LF parece depender do tipo de
dano ao qual a pele foi submetida e ao lipideo aplicado. Lintner e colaboradores (1997)
verificaram que a aplicacdo de uma emulséo incorporada com ceramida sintética do
tipo 2 proporcionou um efeito reparador em pele danificada por lauril sulfato de sodio
e reforcador do efeito dessa barreira em pele danificada por tape stripping. Em estudo
realizado por Byun e colaboradores (2012), a aplicacao do colesterol sozinho foi capaz
de proteger a pele dos danos causados pela radiacéo ultravioleta, especialmente em
condi¢cBes nas quais ja ocorria um comprometimento da barreira cutanea. Por outro
lado, misturas equimolares de lipideos cutaneos, e acidos graxos e ceramida isolados
promoveram efeito contrario, ao agravar danos prexistentes.

Apesar desses resultados, as misturas completas das classes de LF tem sido
atribuida, de modo mais consensual, a normalizacdo da recuperacédo da funcéo de
barreira da pele, pela entrada desses lipideos nas camadas nucleadas da epiderme,
com consequente formacédo de unidades lamelares normais (MAN; FEINGOLD;
ELIAS, 1993). Misturas equimolares de colesterol, ceramida e &acidos graxos
(essenciais ou ndo) permitiram uma recuperacdo normal da pele. Essa taxa de
recuperacdo pode ser, ainda, acelerada significativamente quando a proporcdo de
uma das trés espécies é aumentada, com uma recuperagdo otimizada ocorrendo
quando ela é triplicada (MAO-QIANG; ELIAS; FEINGOLD, 1993; MAO-QIANG et al.;
19964, 1996b). Apesar disso, novamente, a eficiéncia da formulacéo parece depender
do agente causador da alteracdo no tecido cutaneo e com o tipo ou fonte do lipideo
dominante.

Chamlin e colaboradores (2002) verificaram que uma mistura de LF com
ceramida dominante melhorou a dermatite atépica em criancas em estudo aberto, com
reducdo clinica da severidade da doenca e reducdo da TEWL. Nanoparticulas
patenteadas contendo acido oleico, acido palmitico, colesterol e, predominantemente,
ceramida-3 (Locobase® Repair) em estudo realizado com 580 pacientes contendo
dermatite atdpica, dermatite por alergia de contato ou dermatite de contato irritante
foram Gteis em melhorar as propriedades de barreira, com reducdo de secura,
descamacdo ou fissura, mesmo sem exercerem um efeito farmacologico
(BERARDESCA et al., 2001). Em outros estudos clinicos em que Locobase® Repair

foi comparada a uma formulacéo tradicional com petrolato no tratamento de eczema
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ou da pele danificada por dodecil sulfato de s6dio, ndo encontrou-se superioridade do
emoliente com LF em relacdo a melhoria de prurido, eficacia, aceitacdo por parte do
paciente bem como ao uso de corticoides tépicos e, estes foram inferiores a
formulag&o controle em formar uma barreira fisica eficiente que protegesse a pele da
exposicao repetida ao tensoativo (KUCHAREKOVA et al., 2002; KUCHAREKOVA,;
KERKHOF; VALK, 2003). Huang e Chang (2008) demostraram que a aplicacéo
simultanea de ceramida 1 e 3 reduz a TEWL e aumenta a hidratacdo em peles irritadas
por lauril sulfato de sodio pelo benéfico efeito sinérgico entre as moléculas nas
propriedades bioguimicas da pele.

Nesse sentido, estudos demonstraram que o tratamento topico com misturas
com colesterol dominante acelerou a recuperagdo da pele danificada por tape
stripping em ratos envelhecidos (ZETTERSTEN et al., 1997).

Emulsdes ou hanoemulsdes catibnicas compostas de acido graxo, colesterol e
ceramida 3 e 3B promoveram aumento da hidratacdo e elasticidade em peles
saudaveis ou danificadas por acetona ou lauril sulfato de sdédio. Tais resultados
demonstram que a presenca das trés classes lipidicas em promover resultados
clinicos uma vez que as formulacdes contendo apenas as ceramidas associadas nao
foram eficazes ou quando o foram, sua efetividade foi menor (DE PAEPE; ROSEEUW;
ROGIERST, 2002; YILMAZ; BORCHERT, 2006).

Resultados, ainda, sugerem de modo bastante especial, que formulagées com
mistura completa de LF sdo potenciais no tratamento de diversas doencas cutaneas
cronicas, tais como a psoriase, mesmo que nenhum estudo tenho sido feito utilizando
essa doenca em particular. Kim e colaboradores (2012) avaliaram a capacidade de
microparticulas contendo ceramida, colesterol e 4cido estearico na recuperacao das
funcdes de barreira da pele de ratos sensibilizados com oxazolona, a qual induziu a
inflamacédo cutanea crénica. Os resultados evidenciaram que as microparticulas séo
altamente eficazes em recuperar a funcdo de barreira epidérmica em peles
danificadas, promovendo uma reducéao da TEWL e da espessura da pele comparaveis
com desonida 0,05%, amplamente utilizada em inflamacdes cutaneas. Ainda, estudos,
realizados em ratos, sugerem que a aplicagéo topica de uma mistura equimolar de LF
normaliza tanto a homeostase quanto a integridade do EC, sendo, portanto, benéfica
para condicbes dermatoldgicas em que ocorre alteracdo na permeabilidade cutanea,
induzidas pelo estresse psicoldgico ou pelo uso, a curto prazo, toépico ou sistémico de
corticoides (KAO et al., 2003; CHOI et al., 2005).
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A utlizacdo de LF combinada com a nanotecnologia tem oferecido
possibilidades atrativas. Os efeitos benéficos de lipossomas contendo LF extraidos de
tecidos queratinizados, como |a de merino, na pele intacta envelhecida ou seca tem
sido reportada (CODERCH et al.,, 2002). Misturas LF estruturados como cristais
liquidos lamelares proporcionam maior retencéo de agua pelo EC, o que possibilita
melhor recuperacédo da funcéo de barreira da pele danificada (IMOKAWA et al.,1989).
Além disso, os lipideos assim organizados possuem maior capacidade de penetrar a
pele ou de facilitar a penetracdo cutanea de farmacos em comparacdo com emulsdes
convencionais (IWAI; FUKASAWA; SUZUKI, 1998; LEE et al., 2015).

2.7 PENETRACAO CUTANEA DE FARMACOS

Apesar de a localizagcéo da barreira cutanea ter sido por muito tempo objeto de
discussoes, Christopher e Kligman (1964) demonstraram a resisténcia exercida pelo
EC a partir de seu isolamento e, paralelamente, os estudos de Blank (1965) e
Scheuplein e Blank (1971) evidenciaram as particularidades do EC, cuja penetracao
de substancias é determinada por caracteristicas quimicas da molécula e espessura
do EC. Nesse sentido, Andrews, Jeong e Prausnitz (2013) observaram que apesar de
a remocao da epiderme inteira aumentar a permeabilidade da pele, a remocéo do EC
ja é capaz de aumentar drasticamente esse parametro cutaneo. Esses estudos,
portanto, evidenciam o importante papel do EC enquanto barreira.

A penetracdo de farmacos através da pele inclui sua difusdo através da
epiderme intacta e através dos apéndices cutaneos, como foliculos pilosos e
glandulas sebaceas, os quais fornecem uma via “alternativa” a epiderme intacta.
Entretanto, como esses apéndices ocupam apenas 1% da superficie total da pele
humana, a entrada de farmacos por essa rota € considerada muito pequena. Como a
permeacdo de farmacos através da pele é limitada pelo EC, duas rotas podem ser
identificadas: a rota lipidica intercelular entre os cornedcitos e a rota transcelular
através dos corneocitos (Figura 10) (ILLEL, 1997).
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Figura 10 - Rotas para a penetracdo cutanea de farmacos.
Rota transcelular Rota intercelular

Queratina Lipideo AQUE AcidoColesterol
graxo

Fonte: Adaptado de MOSER et al. (2001).

A escolha de farmacos candidatos a penetracdo cutanea deve ser baseada em
fatores, como propriedades fisico-quimicas, interac6es do farmaco com a membrana
cutdnea e aspectos farmacocinéticos. As propriedades fisico-quimicas ideais séo
baixo peso molecular (abaixo de 500 Da), estado de ionizac&o (a presenca de cargas
limita a penetracdo de farmacos), coeficiente de particdo e solubilidade adequados
(farmacos muito hidrofilicos s&o improvaveis de particionar do veiculo para o EC,
enquanto que farmacos muito lipofilicos tém alta afinidade pelo EC e € improvavel que
atinjam outras camadas mais internas da pele) (WIECHERS, 1989; BENSON, 2012).

A difusdo de compostos através da pele pode ser descrita, de modo
simplificado, pela primeira Lei de Fick (HIGUCHI, 1960):

_ ComD Gy

J L Gy

Onde D,, é o coeficiente de difusdo, C,, € a solubilidade do composto na
membrana, é o comprimento da mebrana, C, € a concentracdo do composto no
veiculo e C,,, € a solubilidade do composto no veiculo.

De acordo com essa lei, trés estratégias diferentes podem ser utilizadas para
aumentar a penetracdo de farmacos na pele: o aumento do D,,, do C,, e da razdo
entre o aumento da razéo entre C, e C,; (MOSER et al., 2001).

Promotores de penetracdo cutdnea podem aumentar o coeficiente de difuséo
do farmaco no EC (por exemplo, interrompendo de modo reversivel a barreira
naturalmente exercida pelo EC), aumentar a concentracdo de farmaco no veiculo

(agindo, por exemplo, como anti-solvente), melhorar o coeficiente de particdo do
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farmaco entre a formulacdo e o EC, ou ainda que de forma menos provavel, diminuir
a espessura da pele e assim, aumentarem a penetracdo de compostos na pele.
(WILLIAMS; BARRY, 2012; LANE, 2013).

A fim de reduzir temporéaria e reversivelmente a funcdo de barreira do EC,
diversas estratégias tém sido desenvolvidas. Métodos fisicos, quimicos, a combinacao
de ambos ou ainda a utilizacdo de sistemas resultam em uma melhor penetracdo de
substancias através da pele proporcionando concentracdes adequadas para o
tratamento tépico ou transdérmico (AL-AHMADY; SCUDAMORE; KOSTARELOS,
2015; AZAGURY et al., 2015; TAKEUCHI et al., 2017; ATEF; ALTUWAIJRI, 2018).
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OBJETIVOS

3.3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver fases lamelares associadas a lipideos fisioldgicos e metotrexato

para potencial tratamento topico da psoriase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Estudar o comportamento de fases de diferentes tensoativos e fases oleosas
na formacéo de sistemas liquido cristalinos lamelares.

Incorporar metotrexato nas fases lamelares selecionadas.

Selecionar fases lamelares com caracteristicas sensoriais e viscosidade
adequadas a aplicacao cutanea.

Avaliar o efeito promotor das fases lamelares contendo lipideos fisiol6gicos na
penetracdo cutanea de substancias hidrofilicas fluorescentes por microscopia

confocal de varredura a laser.



52

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas, reagentes e solventes

Acido estearico Sigma Aldrich® (Petaling Jaya, Selangor, Malasia);

Acido oleico Synth® (Diadema, S&o Paulo, Brasil);

Acido (orto) fosforico 85% P. A. Proquimios® (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil);

Alcool cetilico 20etoxilado e 5 propoxilado, Procetyl® AWS, Croda® (Campinas, S&o
Paulo, Brasil);

Ceramida 3 Galena® (Campinas, Sdo Paulo, Brasil);

Cloreto de sodio P. A. Synth (Diadema, Sao Paulo, Brasil);

Colesterol Sigma Aldrich® (Tokyo, Honshu, Japao);

Dietilenoglicol monoetil éter Sigma Aldrich® (Téquio, Honshu, Jap&o);
Etilenodiamina tetrakis (propoxilado etoxilado) tetrol, Tetronic® 701, Sigma Aldrich®
(Saint Louis, Missouri, Estados Unidos);

Fosfato dissddico anidro P. A. Proquimios® (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil);
Fosfato monossddico anidro P. A. Proquimios® (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil);

Hidréxido de soédio (lentilhas) P. A. Vetec® (Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brasil);

Metotrexato Fagron® (Copenhage, Hovedstaden, Dinamarca);

Polioxietileno 10 cetil éter, Brijf® C10, Sigma Aldrich® (Saint Louis, Missouri,
Estados Unidos);

Polioxietileno 2 oleil éter, Brij® 93, Sigma Aldrich® (Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos);

Sulforodamina B Sigma Aldrich® (China).

4.1.2 Equipamentos

Analisador de textura TATX Plus Stable Micro Systems®;

Balanca analitica Schimadzu® modelo AUY 220;
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Banho Maria Hemoquimica®;

Banho ultrassom Unique®;

Bomba de vacuo Solab® modelo SL 61;

Célula de difuséo vertical Hanson Research®;

Medidor de pH MS Tecnopon Instrumenta¢édo® modelo mPA-210;
Microscopio Confocal de Varredura a Laser C2 Plus Nikon®;
Microscépio de luz polarizada Axio Scope® A2;

Rebmetro Haake MARS® II;

Sistema Millipore® para purificacédo de agua (Milli Q Plus).

4.2 METODOS

4.2.1 Construcao dos diagramas de fases

O estudo do comportamento de fases foi investigado pela construgéo de quatro
diferentes diagramas de fases ternarios, fixando-se em todos acido estearico como
fase oleosa e agua purificada como fase aquosa. Foram utilizados quatro diferentes
tensoativos, polioxietileno 2 cetil éter OLETH-2 (Brij® 93); polioxietileno 10 cetil éter,
CETETH-10 (Brij® C10); alcool cetilico 20 etoxilado e 5 propoxilado, PPG-5-CETETH-
20 (Procetyl® AWS) e etilenodiamina tetrakis (propoxilado etoxilado) tetrol (Tetronic®
701, que foi denominado nesse trabalho como T 701). Para a obtencéo dos diagramas
de fases foram preparados pontos internos variando as proporcdes de 5 a 95 % de
cada componente, a saber fase oleosa, fase aquosa e tensoativo.

As misturas de tensoativo e fase oleosa, em diferentes propor¢cdes, foram
aquecidas em banho-maria até 75°C, temperatura suficiente para fusdo dos
componentes sélidos e semissolidos, e a seguir adicionou-se agua na mesma
temperatura. Os sistemas foram entdo homogeneizados com auxilio de um bastédo de
vidro.

As formulagbes foram preparadas em frascos transparentes e apos seu
resfriamento os recipientes foram tampados com tampas de borracha. Os sistemas
foram mantidos em repouso por 7 dias e, em caso de formacao de bolhas, o tempo foi
prolongado até a eliminacdo das mesmas.

ApoOs esse periodo de equilibrio, todos os sistemas foram classificados

visualmente, procurando identificar os sistemas viscosos e transparentes, indicativos
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d formacdo de cristais liquidos. Foi adotada a seguinte classificacdo: sistemas
altamente viscosos transparentes (STAV), sistemas viscosos transparentes (SVT),
sistemas opacos (SO) e separacao de fases (SF). Desse modo, foi possivel delimitar
as diversas regides nos diagramas de fases.

Para a construcéo do diagrama de fases ternario foi calculado o percentual (p/p)
de cada componente, e plotado utilizado o software Sigma Plot®, versdo 10.0 (Systat
Software, EUA).

4.2.2 Caracterizacao dos sistemas por microscopia de luz polarizada (MLP)

ApGs a classificacdo visual, STAV e STV foram analisados por MLP. Para isso,
as amostras A caracterizagcdo por MLP foi realizada utilizando um microscépio de luz
polarizada Axio Scope® A2, da Universidade Federal de Alfenas, campus Pogos de
Caldas. As amostras foram preparadas colocando uma aliquota dos sistemas
selecionados sobre uma lamina, a qual foi coberta com laminula e, em seguida,
analisadas com auxilio de microscopio de luz polarizada. As imagens foram obtidas
num aumento de 50.000 x.

Através desta técnica foi possivel classificar os sistemas quanto a isotropia e
anisotropia. Sobre um plano de luz polarizada, a amostra é anisotropica se for capaz
de desviar o plano da luz incidente e isotropica quando néo for capaz de o fazer. Fases
lamelares e hexagonais sdo anisotropicos e sua organizagdo estrutural resulta em
campos de visualizacéo caracteristicos, como as cruzes de Malta, mosaico ou espiral
no caso da fase lamelar ou estrias no caso da fase hexagonal. Ja a fase cubica,
sistema micelar, microemulsdo e emulséo sao isotrdpicos e observa-se, apenas, um
campo escuro (GOODBY et al., 1998; MCGRAFTH; KLEMAN, 1993; HYDE, 2001).

4.2.3 Avaliagdo do comportamento de fases com associacao de 4cido oleico

Sistemas contendo acido estearico como fase oleosa e classificados como
STAV foram selecionados para avaliagdo do comportamento de fases com associagao
de &cido oleico. O &cido oleico foi adicionado em propor¢des 1:1; 1,5:1; 7:3 e 4:1 (p/p)
em relacédo ao acido estearico. Os sistemas foram preparados pelo aguecimento da
fase oleosa mais tensoativo, seguido da adicdo de agua, ambas as fases a 75°C, e

entdo homogeneizados com auxilio de um bastéo de vidro.
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As formulacbes foram preparadas em frascos transparentes e apos seu
resfriamento os recipientes foram tampados com tampas de borracha. Os sistemas
resultantes foram mantidos em repouso por 7 dias e, em caso de formacao de bolhas,
o tempo foi prolongado até a eliminagdo das mesmas. Apos esse periodo de equilibrio,
todos os sistemas foram classificados visualmente em STV, STAV, SO e SF. Os

sistemas classificados como STV e STAV foram entdo analisados por MLP.

4.2.4 Avaliacdo do comportamento de fases com associagdo de dietilenoglicol

monoetil éter

STAV foram selecionados para avaliacdo do comportamento de fases com
associacdo do cotensoativo dietilenoglicol monoetil éter, o qual foi adicionado em
concentracdes crescentes, ndo ultrapassando 10% em relacdo a composicao inicial
dos sistemas.

Os sistemas foram preparados pelo aguecimento da fase oleosa mais
tensoativo, seguido da adicdo de dgua, ambas as fases a 75 °C (conforme item 4.2.1)
e cotensoativo ndo aquecido, e homogeneizados com um bastéo de vidro.

As formulacdes foram preparadas em frascos transparentes e apds seu
resfriamento os recipientes foram tampados com tampas de borracha. Os sistemas
resultantes foram mantidos em repouso por 7 dias e, em caso de formacao de bolhas,
o tempo foi prolongado até a eliminacdo das mesmas. Apos esse periodo de equilibrio,
todos os sistemas foram classificados visualmente em STV, STAV, SO e SF. Os

sistemas classificados como STV e STAV foram entédo analisados por MLP.

4.2.5 Avaliagdo do comportamento de fases com associacao de colesterol

Sistemas contendo &cido estearico como fase oleosa e classificados como
STAV foram selecionados para avaliacdo do comportamento de fases com associacao
de colesterol. O colesterol foi adicionado na proporcao de 3:7 (p/p) em relacdo ao
acido estearico. Os sistemas foram preparados pelo aquecimento da fase oleosa mais
tensoativo, seguido da adicdo de agua, ambas as fases a 75°C, e entdo
homogeneizados com auxilio de um bast&o de vidro.

As formulagbes foram preparadas em frascos transparentes e apds seu

resfriamento os recipientes foram tampados com tampas de borracha. Os sistemas
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resultantes foram mantidos em repouso por 7 dias e, em caso de formacao de bolhas,
o tempo foi prolongado até a eliminacdo das mesmas. Apos esse periodo de equilibrio,
todos os sistemas foram classificados visualmente em STV, STAV, SO e SF. Os
sistemas classificados como STV e STAV foram entéo analisados por MLP.

4.2.6 Avaliacdo do comportamento de fases com associacao de ceramida 3

Sistemas contendo é&cido estearico e acido esteérico/colesterol como fase
oleosa e classificados como STAV foram selecionados para avaliacdo do
comportamento de fases com associag¢ao de ceramida 3. A ceramida foi adicionada
na proporcao 1:9 em relacdo a fase oleosa original. Os sistemas foram preparados
pelo aquecimento da fase oleosa mais tensoativo, seguido da adicdo de 4gua, ambas
as fases a 75°C, e entdo homogeneizados com auxilio de um bastéo de vidro.

As formulacdes foram preparadas em frascos transparentes e apds seu
resfriamento os recipientes foram tampados com tampas de borracha. Os sistemas
resultantes foram mantidos em repouso por 7 dias e, em caso de formacao de bolhas,
o tempo foi prolongado até a eliminacéo das mesmas. Apos esse periodo de equilibrio,
todos os sistemas foram classificados visualmente em STV, STAV, SO e SF. Os

sistemas classificados como STV e STAV foram entédo analisados por MLP.

4.2.7 Teste de incorporacado do metotrexato e determinacdo de pH dos sistemas

Formulacdes com concentracfes finais de 1% de MTX foram preparadas
conforme descrito nos itens 4.2.1 e 4.2.4 a 4.2.6 sendo o farmaco incorporado em
substituicdo a fase aquosa constituida apenas por agua. Essa concentracdo foi
selecionada devido ao fato de a maior quantidade de MTX solubilizada na fase
aquosa, encontrada experimentalmente, ser de 50 mg/mL.

A partir de uma solucdo de MTX (50 mg/mL em NaOH 1M, pH 8) aquecida,
aliquotas com volume correspondente a quantidade necessaria de MTX foram
adicionadas a mistura de tensoativo e fase oleosa. Caso a aliquota de solucéo fosse
insuficiente para a atingir o volume de fase aquosa da formulacao, esse volume foi
completado com solugédo NaOH 1M, pH 8, sem o farmaco, também aquecida.

Apoés 7 dias de estabilizacdo dos sistemas, realizou-se a medida do pH dos

sistemas selecionados. A medida de pH foi realizada em um medidor de pH MS
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Tecnopon Instrumentacao® utilizando-se amostras incorporadas com MTX diluidas em
agua destilada (5%). O peagametro utilizado foi previamente calibrado com solugdes
tampéao pH 4,0 e 7,4, a uma temperatura de 25+0,5°C.

As formulagdes incorporadas com MTX foram mantidas em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz e foram analisadas macroscopicamente quanto a

possiveis modificacfes e precipitacdo do farmaco, por um periodo de seis meses.

4.2.8 Analise do perfil de textura — TPA

A andlise do perfil de textura foi realizada utilizando um analisador de textura
TATX Plus (Stable Micro Systems®) no modo TPA (Texture Profile Analysis).

As amostras selecionadas foram pesadas (8g de cada uma) em tubos de
centrifuga conicos de 50 mL (Falcon, BD®), mantidas em repouso até que fossem
eliminadas bolhas de ar e a superficie foi mantida lisa com auxilio de uma espéatula.

O ensaio foi realizado com as formulacdes testadas para a incorporacéo do
MTX, porém sem a adi¢do do farmaco.

No modo TPA a prova analitica de 10 mm de diametro desceu a uma velocidade
constante de 1 mm/s até atingir a amostra. O contato foi detectado com uma trigger
force de 0,002 N e entdo a prova analitica entrou na amostra a uma profundidade de
10 mm e voltou até a superficie a uma velocidade de 0,5 mm/s. Apds esse ciclo, a
prova permaneceu em repouso por 5 s e iniciou-se um segundo ciclo de compressao.
As amostras foram analisadas em triplicata a temperatura ambiente.

Durante os dois ciclos de compressédo, o software Texture Exponent Lite do
equipamento plotou uma curva forca versus tempo através da qual obtém-se
caracteristicas mecanicas de textura da amostra como compressibilidade,

adesividade e coesao.

4.2.9 Avaliagéo in vitro da forga bioadesiva

A forca bioadesiva das formulacdes foi avaliada através da medi¢do da forca
necesséria para remover a formulacdo estudada mantida em contato com peles de
orelhas de porco dermatomizadas, utilizando um analisador de textura TATX Plus
(Stable Micro Systems®) no modo Adhesion Test.
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Para a realizacéo do teste, as mesmas formulacdes selecionadas para analise
do perfil de textura foram acondicionadas em frascos plasticos cilindricos rasos e, com
auxilio de uma espatula, a superficie de cada formulacdo foi mantida lisa. Essa
amostra da formulagdo foi entdo colocada sob a prova analitica contendo o modelo
de pele animal utilizado nesse trabalho o qual foi fixado na sonda cilindrica do
equipamento com um anel de borracha de modo a manter a epiderme voltada para o
meio externo.

A fim de garantir o contato com a amostra, a pele foi introduzida a 1mm de
profundidade a partir da superficie da amostra e mantida por 5 s sem a aplicacéo de
nenhuma forca durante o contato. O contato entre amostra e a pele foi detectada por
uma trigger force de 0,002 N para formulacdes menos viscosas e de 0,1 N para
formulacbes altamente viscosas. A seguir, a prova foi removida a uma velocidade
constante de 0,5mm/s até que ndo houvesse contato entre ambas as superficies.

O software Texture Exponent Lite do equipamento registrou a forca necessaria
para a remocao, obtendo-se entdo um gréafico de forca versus tempo. A partir desse
grafico, o software entdo calculou a area obtida durante a fase de destaque da amostra
e pele, denominada trabalho de bioadesdo. Determinou-se também o pico de
bioadesao, que representa a forca maxima durante a retirada da amostra. As amostras

foram analisadas em triplicata a temperatura ambiente.

4.2.10 Analise reologica oscilatoria

A andlise reolégica oscilatoria foi realizada na Universidade Estadual de
Maringéa (UEM), utilizando um redmetro Haake MARS II, no modo oscilatério, a 25 +
0.1 °C, com geometria cone-placa paralelas de 35 mm de diametro, separadas por
uma distancia fixa de 0,052 mm.

A Regiédo Viscoelastica Linear (RVL) foi inicialmente investigada pelo aumento
da tenséo oscilatéria (torque sweep) a uma frequéncia fixa para cada amostra. Essa
regido € caracterizada como a regiao onde a tenséo e a deformacéo séo diretamente
proporcionais e o médulo de armazenamento, ou elastico (G’), permanece constante
(LIPPACHER; MULLER; MADER, 2002; KABOORANI; BLANCHET, 2014).

Apoés a determinacdo da tensdo da regido viscoelastica de cada sistema,
realizou-se o teste de varredura de frequéncia, nessa regido, para a determinacao do

modulo elastico (G’) e do médulo viscoso (G").
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As amostras foram cuidadosamente aplicadas na placa inferior do reémetro,
assegurando o minimo cisalhamento da formulacdo e permitindo um tempo de
repouso (relaxamento da tensédo introduzida antes da andlise) de 1 minuto antes de
cada determinacdo. Um intervalo de frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz, foi analisado para
cada amostra. O modulo elastico (G’) e o0 médulo viscoso (G") foram determinados
utilizando o programa RheoWin 4.10.0000 (Haake®).

4.2.11 Avaliacdo do efeito promotor in vitro de mesofases lamelares associadas a

lipideos fisiol6gicos

Um estudo de penetracdo cutanea in vitro de sulforodamina B, um marcador
fluorescente modelo de farmacos hidrofilicos (KUCHLER et al., 2009), foi realizado a
fim de avaliar o efeito promotor de mesofases lamelares adequadas para a aplicacéo
tdpica e para presumir sua distribuicdo no substrato cutaneo.

O modelo de pele utilizado foi a pele de orelhas de porcos saudaveis
provenientes do Frigorifico Olhos d’Agua (Ipeuna - SP) logo apds o abate rotineiro de
animais para o consumo. As orelhas recebidas foram lavadas e vasos sanguineos,
gordura, tecidos e pelos em excesso foram removidos com auxilio de uma tesoura e,
em seguida, dissecadas com auxilio de pin¢a e bisturi. As peles dissecadas foram
dermatomizadas com auxilio de um dermatdémetro, na espessura de 500 ym para se
obter uma camada fina e uniforme. As peles entdo foram armazenadas a -20°C e,
antes da realizacdo desse estudo, foram mantidas em temperatura ambiente e pelos
ainda restantes foram retirados com auxilio de uma tesoura.

No dia do experimento, a pele descongelada foi montada em célula de difusao
do tipo Franz Hanson Research®, com area de difusdo de 1,77 cm? com o estrato
cérneo voltado para o compartimento doador e a derme voltada para o compartimento
receptor. O compartimento receptor foi preenchido com solugao tampao fosfato salina
(PBS) pH 7,4 e mantido a 37 + 0,5°C sob agitacéo constante (300 rpm). Formulagcbes
liguido cristalinas lamelares testes e controle contendo sulforodamina B na
concentracéo de 0,02% foram aplicadas no compartimento doador.

Em intervalos de tempo pré-determinados (1, 6 e 12 horas) as formulacdes e
controle foram removidos da pele assim como o0 excesso do corante, com auxilio de
papel filtro, para evitar a contaminacdo pelo marcador fluorescente. A seguir, as

amostras de pele foram preparadas colocando-as sobre uma lamina e coberta com
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laminula. As amostras de pele foram entdo examinadas no Microscopio Confocal de
Varredura a Laser C2 Plus Nikon®; utilizando lentes objetivas de 20x a fim de observar
a distribuicdo da sulforodamina B nas camadas da pele. A fluorescéncia foi

recuperada na faixa do vermelho com excitagao de 561 nm.

4.2.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos pelas caracterizagbes fisico-quimicas foram
apresentados pelas médias e desvios-padrdes. A comparacdo entre as médias dos
resultados e valores encontrados na literatura foi determinada por teste t uma amostra.
A comparacdo entre as médias dos resultados foi determinada por analise de
variancia ANOVA e teste post-hoc de Tukey. Foi considerado como estatisticamente

significativo o valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONSTRUCAO DOS DIAGRAMAS TERNARIOS DE FASES

A construcdo de diagramas de fases se mostra como um importante ponto de
partida para o delineamento de diferentes fases formadas por tensoativos, fase oleosa
e fase aquosa, demostrando assim, propriedades fisicas essenciais para o
desenvolvimento da formulag&o farmacéutica mais adequada, uma vez que explana
a proporcdo necessaria de cada componente para a formacdo dos diferentes
agregados (LAWRENCE; RESS, 2000; FEIGENSON; BUBOLTZ, 2001).

Nesse trabalho, foram construidos quatro diagramas, a fim de entender como
quatro diferentes tensoativos: OLETH-2, CETETH-10, PPG-5-CETETH-20, T 701, se
comportaram na presenca de acido esteérico (AE) e agua.

Assim sendo, primeiramente foi construido o Diagrama 1 obtido pela mistura

de OLETH-2, AE e agua conforme observa-se na Figura 11.

Figura 11 - Diagrama de fases ternario obtido com a mistura de OLETH-2, acido esteérico e agua.
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Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas opacos (SO); Separacéo de fases (SF);
(B1) e (B2) Amostras caracterizadas.

Este diagrama mostra que em sua maior parte foram formados sistemas

termodinamicamente instaveis (SF e SO). SF ocorreram apenas uma regiao estreita
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acima de 40% de fase oleosa, acima de 90% de fase aquosa e abaixo de 10% de
tensoativo. A regido mais extensa do diagrama foi representada por SO, 0s quais
foram formados em toda a extensdo de fase oleosa, fase aquosa igual ou superior a
30% e tensoativo entre 10 e 85%. Acredita-se que pelo fato de o OLETH-2 ser
ligeiramente solivel em agua devido a sua hidrofobicidade (EHL = 4) uma extensa
concentracdo de AE pode ser estabilizada pelo tensoativo e, consequentemente uma
grande taxa de SO foi encontrada nesse diagrama (PALLA; SHAH, 2002; KONG;
BHOSALE; ZIEGLER, 2018).

STAV foram formados em uma pequena regido do diagrama, sendo formados
em concentracoes inferiores a 20 % de AE, iguais ou inferiores a 30% de agua e iguais
ou superiores a 60% de OLETH-2.

Quando se fixou a quantidade de tensoativo em 80%, o aumento de 5 para 10%
de AE fez os sistemas passarem da fase cubica (B1), identificada pela observacao de
imagens isotrépicas na MLP, para fase cubica (B2), constatada pela presenca de
estrias na MLP (Figura 12). Pode ser sugerido que, nesse sistema, o aumento de AE

promove alongamento das micelas antes fortemente empacotadas.

Figura 12 - Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada dos sistemas B1 e B2.
| &1 |

Fonte: Da autora.

Uma caracteristica importante dos STAV obtidos com as misturas ternarias de
OLETH-2, AE e agua é que ap0s determinado tempo os STAV tenderam a formar um
sistema bifasico. A fase superior foi formada pelo STAV que pode ser caracterizado
como fase hexagonal ou cubica pela MLP, enquanto a inferior era composta por SO,
gue possuia aspecto visual de uma emulsdo convencional. Essas fases ao serem
misturadas davam origem a um sistema rigido e esbranquicado que apods algum
tempo, voltava a separar-se.

Sharar et al. (2017) ao construirem diagramas contendo OLETH-2 como
tensoativo, gua como fase aquosa e 6leo essencial de laranja ou de canfora como

fase oleosa, para uso na agricultura, também reportaram a capacidade desse
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tensoativo em formar sistemas compostos por duas fases, sendo uma delas cristal

liquido.
Portanto, devido a essa instabilidade, ndo se prosseguiu com as
caracterizagdes de amostras deste diagrama.

O Diagrama 2, ilustrado na Figura 13, foi obtido pela mistura de CETETH-10,
AE e agua.

Figura 13 - Diagrama de fases ternério obtido com a mistura de CETETH-10, &cido estearico e agua.
0

A0 Fase
e X » cubica
10 / \
y % 90
20/ . !
Fase 4 blAV‘ Y 80
hexagonal _ 20 / (," .
4 . |' ‘.‘, 70
C5
Fw/ N 8
s MRVAR \ 60
Y /a / \
Sl A C4 |/ A
f)u" & of J .\. %0 ?
c3/ ~
60 /| ¢
Y ® / \ 40
/| C2/ SO
'Vo l\
y > Y 30
/ c1
80 /
¥ \ 20
80 /
¥ 10
100 / o
. v v " - - v v v - O
0 10 20 30 40 50 60 10 80 90

100
Acido estedrico
Fonte: Da autora.

Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas opacos (SO); (C1), (C2), (C3), (C4) e
(C5) Amostras caracterizadas.

Este diagrama mostra que foram formados apenas dois tipos de sistemas, 0s

SO e STAV. Os SO foram formados na maior parte do diagrama, em todas as
concentracfes de fase oleosa, em quase toda concentracdo de fase aquosa fase
aguosa e até 85% de tensoativo.

Sistemas classificados como STAV foram formados com concentracdes de
tensoativo acima de 30% em uma regido encontrada na parte esquerda do diagrama,
formada em concentrag@es inferiores a 20 % de &cido esteérico, inferiores a 60% de
agua e acima de 30% de CETETH-10.

Quando se fixa a quantidade de AE em 10%, o aumento de 30% para 40% de
tensoativo fez os sistemas que eram opacos (C1) mudassem para STAV. As micelas

empacotaram-se de modo que as micelas passaram a assumir uma forma mais
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alongada, formando, portanto, fases hexagonais (C2 a C4), como indicado pela
textura em forma de fibras na Figura 14. Com o aumento da quantidade de tensoativo
de 60% para 70%, o sistema se tornou ainda mais empacotado resultando em fase
cubica (C5), ja que a MLP mostrou imagens isotropicas (Figura 14).

Figura 14 - Imege'ns obtidas por microscopia de luz polarizada dos sistemas C2, C3, C4 e C5.
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Fonte: Da autora.

Coleman e Attard (2001) demostraram que a mistura binaria de CETETH-10 e
agua resulta em estruturas liquidos cristalinas do tipo cubica, hexagonal e lamelar.
Entretanto, assim como verificado no presente estudo, a adicdo de um terceiro
componente frequentemente provoca mudancas no comportamento de fases nessa
mistura de agua e tensoativo. A adicdo de um macrémero PLA-PEG-PLA (PEG =
polietilenoglicol; PLA = &cido poliatico), composto altamente hidrofilico, por exemplo,
inibe a formacao de fases cubicas e hexagonais, proporcionando apenas a mesofase
lamelar em concentracdes superiores a 35% de tensoativo (CLAPPER; IVERSON;
GUYMON, 2007).

Sendo assim, o diagrama de CETETH-10, AE e &gua aqui desenvolvido
também sustenta a ideia de que o comportamento da mistura binaria € bastante
influenciado pela adicdo de um terceiro componente e que esta influéncia
possivelmente se deva as caracteristicas de solubilidade da molécula adicionada, uma
vez que a adicdo de um componente lipofilico, como o AE, favoreceu a formacao de
fases cubicas e hexagonais, além de SO.

Portanto, misturas de CETETH-10, AE e agua podem resultar em sistemas
liquido cristalinos do tipo hexagonal e cubico, empregando concentracdes de fase
aguosa superiores a 25% para aquele e inferiores a essa quantidade para este.

O Diagrama 3, obtido pela mistura de PPG-5-CETETH-20, AE e agua, esta

ilustrado na Figura 15.
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Figura 15 - Diagrama de fases ternario obtido com a mistura de PPG-5-CETETH-20, acido estearico e
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Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Separacédo de fases (SF); Sistemas opacos (SO);
(P), (PL), (P2), (P3) e (P4) Amostras caracterizadas.

Este diagrama mostra uma grande tendéncia em formar SF e SO. SF foram
formados na parte esquerda e inferior do diagrama, na concentracao inferior a 60%
de fase oleosa, superior a 50% de fase aquosa e inferior a 50% de tensoativo. Os SO,
por sua vez, foram formados a direita do diagrama, em concentracdes superiores a
60% de fase oleosa, inferiores a 50% de fase aquosa e de no maximo 80% de
tensoativo.

A regido de STAV foi formada no vértice superior do diagrama em
concentracfes abaixo de 20% de AE, abaixo de 40% de 4gua e de no minimo 70%
de PPG-5-CETETH-20.

As fases lamelares (P e P2), identificadas por cruzes de Malta e mosaico
(Figura 16), foram formadas em concentragbes de AE menores ou iguais a 10%,
tensoativo entre 60 e 80% e agua entre 15 e 35%. Acima dessa concentracdo de AE
houve um fechamento do filme interfacial anteriormente aberto, com a formacé&o de
micelas alongadas, o que caracteriza uma transicéo de fase lamelar para hexagonal
(P3), que passa a ser dominante (P4) com aumento sucessivo de AE até 20%. Acima
dessa concentracdo, o AE nao pode ser mais estabilizado pelo sistema mantendo sua

estabilidade termodinamica, favorecendo, portanto, a formacéao de SO (Figura 16).
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Fonte: Da autora.

Em relacéo a regido composta por fases lamelares nota-se a existéncia de dois
diferentes tipos de texturas observadas na MLP, as quais merecem ser mais
detalhadas pois podem indicar diferentes interacdes na formacdo de cada fase
lamelar. Geralmente as fases lamelares sdo caracterizadas por cruzes de Malta e
textura semelhante a mosaico (GOODBY et al., 1998; HYDE, 2001). Texturas tipicas
de mosaico foram observadas na parte esquerda da regido composta por fase lamelar,
ou seja, em menores concentracdes de fase oleosa. Por outro lado, em sistemas
contendo quantidades maiores de fase oleosa, ou seja, a direita na regido composta
por fase lamelar, cruzes de Malta foram observadas. De modo curioso, os sistemas
em que se observou a textura de mosaico eram mais transparentes e menos VviSCoS0S
em comparacado com 0s sistemas nos quais observou-se a presenca de cruzes de
Malta, correspondendo a diferentes concentracfes de AE.

Sendo assim, a diminuicdo da relacdo agua/éleo em concentracbes de
tensoativo maiores que 70% promove 0 maior empacotamento dos sistemas com a
mudanca de sistemas lamelares para hexagonais. Este comportamento também foi
observado no diagrama do CETETH-10, em que a diminuicdo de agua promove um
maior empacotamento dos sistemas.

Fixando-se a concentracdo de acido estearico em 10%, o aumento de 10% para
20% de agua fez com que os sistemas hexagonais passassem a serem fases
lamelares. O aumento da concentracdo de agua de 40 para 50%, favoreceu a
formacao de SO a partir de fases lamelares. Consequentes aumentos no componente
aguoso, ja ndo puderam mais ser contidos no sistema sem que houve SF.

Carvalho (2012) demonstrou que a mistura binaria de PPG-5-CETETH-20 e
agua resulta em estruturas liquido cristalinas do tipo hexagonal e cubica, além de
microemulsdes. Entretanto, assim como verificado no presente estudo, a adi¢ao de
um terceiro componente frequentemente provoca mudancas no comportamento de

fases nessa mistura de agua e tensoativo. A adi¢cao de acido oleico, por exemplo, inibe



67

a formacéo de estruturas rigidas como a fase cubica, possivelmente por agir como
cotensoativo mesmo sendo altamente lipofilico (CARVALHO et al., 2013).

O diagrama de PPG-5-CETETH-20, AE e 4gua aqui desenvolvido sugere, mais
uma vez, que o comportamento da mistura binaria € bastante influenciado pela adi¢céo
de um terceiro componente, uma vez que a adicdo de um componente lipofilico que
parece nao agir como cotensoativo, como o AE, apesar de favorecer a formacao de
fases lamelares também favoreceu a formacédo de fases hexagonais (em maior
extensdo em comparagdo com diagrama contendo 4cido oleico) e inibiu a formacgéo
de sistemas liquidos isotropicos, representados por microemulsées, formados no
diagrama de CARVALHO e colaboradores (2013).

Desse modo, misturas de PPG-5-CETETH-20, AE e agua podem resultar em
sistemas liquido cristalinos do tipo hexagonal e lamelar, empregando concentracées
AE superiores a 15% de acido estearico para aqueles e inferiores a essa quantidade
para estes.

A Figura 17 ilustra o Diagrama 4, obtido pela mistura de T 701, AE e agua.

Figura 17 - Diagrama de fases ternario obtido com a mistura de T 701, &cido estearico e agua.
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Fonte: Da autora.
(STAV) Sistemas transparentes altamente viscosos; Separacdo de fases (SF); Sistemas opacos (SO);
(T1); (T1a), (T2), (T3) e (T4) Amostras caracterizadas.

Observa-se que a maior parte do diagrama é formada por SO e SF. Houve uma

consideravel regido com SF, formada com concentracdes de fase oleosa superior a
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40%, fase aquosa abaixo de 60% e tensoativo de até 40%. Proxima a regido de SF,
ocorreu uma extensa regido de SO em todas as concentracdes de fase oleosa, fase
aquosa superior a 40% e tensoativo em concentracdo de no minimo 60%.

A regido classificada como STAV foi formada no vértice superior, com
quaisquer concentracbes de AE e agua, sendo apenas imprescindivel uma
concentracdo de T701 superior a 60%. Nota-se que essa regido de formacéo de STAV
se assemelha a regido de obtencéo desse tipo de sistema no diagrama anteriormente
construido, formado pelo tensoativo PG-5-CETETH-20. Isso demonstra certa
similaridade nas concentracfes de diferentes tensoativos etoxilados e propoxilados
necessarias para a formacéo de STAV.

Dado que o EHL do T 701 ser baixo (EHL entre 1-7) esperava-se uma maior
estabilizacdo de sistemas com grande concentracédo de fase oleosa uma vez que a
literatura relata que copolimeros com baixo EHL tém a capacidade de aumentar a
estabilidade termodinamica de micelas devido as fortes interacdes hidrofobicas (LEE
et al.,, 2011; SALAMA; SHAMMA, 2015). Entretanto, nesse diagrama apenas uma
estabilizacdo parcial ocorreu. Pode ser sugerido que, nesse diagrama, a conformacgao
molecular do tensoativo (Figura 18) ndo favoreceu a formacdo de sistema

termodinamicamente estaveis.

Figura 18 - Configuragcao molecular simplificada da molécula de Tetronic®.
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Fonte: Adaptado de WU et al. (2005).

A regiao composta por STAV era composta apenas por fases lamelares (T1la a
T4), identificadas por cruzes de Malta e vesiculas visualizadas na MLP (Figura 19) e
visualmente menos viscosas dentre as fases lamelares obtidas nos diagramas
anteriores. As fases lamelares foram formadas quando a quantidade de agua de SO

foi reduzida de modo que o filme interfacial se abriu, propiciando uma situacao em que
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a agua e o AE encontraram-se separados por uma dupla camada de tensoativo,

formando, portanto, a fase lamelar.

Figura 19 - Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada dos sistemas T1a, T2, T3 e T4.
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Fonte: Da autora.

Dois diferentes tipos de texturas foram observados na MLP, apesar de nesse
diagrama apenas tenham sido formados sistemas liquido cristalinos do tipo lamelar e
novamente, assim como discutido no diagrama anterior, essas diferentes texturas
merecem ser mencionadas mais detalhadamente pois podem indicar diferentes
interacdes na formagao de cada fase lamelar. Geralmente as fases lamelares sé&o
caracterizadas por cruzes de Malta e textura semelhante a mosaico (GOODBY et al.,
1998; HYDE, 2001). Considerando as amostras produzidas neste trabalho, cruzes de
Malta tipicas dessa mesofase foram observadas em sistemas a direita na regido de
STAV, ou seja, em fases lamelares com maiores concentragdes de fase oleosa. Por
sua vez, em sistemas com menores concentracdes de fase oleosa, ou seja, a
esquerda dessa regido, notou-se na MLP a presenca de estruturas em espirais, as
quais sdo menos usuais, mas também foram relatadas por Eccleston e colaboradores
(2000) e Savic e colaboradores (2011), tendo estes referido a essas estruturas como
anéis de cebola. Apesar de duas texturas também terem sido observadas no diagrama
anterior, diferentemente daquele, neste diagrama n&o havia diferenca no aspecto
visual de sistemas com diferentes texturas caracterizadas na MLP.

Fixando-se a concentracdo de AE em 30%, o aumento de 40% para 50% de
agua fez com que os sistemas lamelares perdessem a estabilidade termodinamica e
passassem a ser SO. ConcentragBes maiores de agua, porém, ndo puderam ser mais
ser estabilizadas pelo sistema de modo que se observou a SF.

Desse modo, misturas de T 701, AE e agua podem resultar em sistemas liquido
cristalinos do tipo lamelar, empregando concentracdes de tensoativo superiores a
60%.
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O acido estearico (Figura 20) é formado por uma cadeia carbdnica saturada de
18 carbonos e um grupamento carboxilico terminal. Sua longa cadeia acila e auséncia
de insaturacdo tornam a molécula pouco hidrossoltvel (EHL = 15) (SEVERINO et al.,
2011). Devido ao fato de ser saturado também, provavelmente suas moléculas se
encontrem totalmente estendidas e se agrupem de modo bastante compacto (ROACH
et al.,, 2004), o que reduz a formacdo de estruturas mais flexiveis e exerce grande
influéncia no comportamento de fases nos diagramas. Essa teoria vai ao encontro da
capacidade de acidos graxos de cadeia com comprimento préximo ao AE em induzir
a formacdo de mesofases mais compactadas, como fases hexagonais e cubicas, ja
reportada pela literatura (KOYNOVA et al., 1988; HEIMBURG et al., 1990), e que
também foi encontrada neste trabalho sobretudo com a utilizacdo de CETETH-10.

Além disso, o fato de o tensoativo CETETH-10 (Figura 20) possuir 10 unidades
de oxido de etileno também favorece a formacédo das mesofases encontradas. Este
resultado vai ao encontro com a teoria do fator de empacotamento que relaciona a
probabilidade de tensoativos a formarem determinados arranjos de acordo com a
geometria da molécula. Para um dado tensoativo etoxilado, um maior nimero de
unidades de Oxido de etileno parece favorecer a formacéo de estruturas cilindricas ou
esféricas por aumentarem a area da cabeca polar e, consequentemente, reduzirem o
valor de PEC (ESUMI; UENO, 2003).

Por outro lado, a formacéo de sistemas com menor grau de empacotamento,
tais como a fase lamelar, s6 foi possivel com a presenca de tensoativos propoxilado
e etoxilados (Figura 20) (PPG-5-CETETH-20 e T 701). O mecanismo de formacéo de
fases lamelares a partir desse grupo de tensoativos provavelmente se deva a
ocorréncia de ligacdes de hidrogénio entre as unidade de 6xido de etileno e a 4gua e
entre a agua e a camada hidratada, camada esta na qual as cadeias hidrofilicas
formam ligacdes de hidrogénio com a agua, e ainda, pela interacédo hidrofébica entre
as cadeias hidrofébicas dos tensoativos e a fase oleosa (CAO et al., 2005).

Ao compararem-se 0s tensoativos empregados e analisando-se o0
comportamento de fases destes sistemas, observa-se que as propoxilas e etoxilas
associadas parecem favorecer a formacao de fases lamelares enquanto que somente

etoxilas favorecem a formacao de fases cubicas e hexagonais.
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Figura 20 - Estrutura molecular dos tensoativos OLETH-2, CETETH-10, PPG-5-CETETH-20e T 701 e
da fase oleosa acido estearico.
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Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al. (2018): CARVALHO et al. (2012); KANICKY: SHAH (2002) e

MITRA; PAUL (2005).

A partir dos resultados obtidos, selecionou-se uma formulacdo de cada um dos
diagramas em que foi possivel a formacao de sistemas liquido cristalinos (Diagramas
2, 3 e 4). O critério utilizado para a escolha desses sistemas foi a baixa concentracao
de tensoativo a fim de minimizar possiveis irritagdes ao tecido cutdneo (LEMERY et
al., 2015). Além disso, os sistemas liquido cristalinos selecionados foram compostos
por fase lamelar, quando ja fora possivel a formacdo dessa mesofase no diagrama,
ou fase hexagonal, quando nao foi possivel a formacéo de fase lamelar no diagrama
correspondente. Dessa forma, as formulacdes escolhidas foram C4, P e T2.

Apesar de terem sido formados cristais liquidos a partir dos diagramas, esses
possuem apenas uma classe de lipideos (a4cido graxo) que compdem a barreira
lipidica da pele e a aplicacdo de apenas um tipo de LF tem sido atribuida uma taxa de
recuperacdo cutanea reduzida ou ainda um agravamento da funcdo de barreira
prejudicada (MAN; FEINGOLD; ELIAS, 1993). Por isso, foram feitas quatro adicbes
aos sistemas selecionados, como sera visto nos itens 5.2 a 5.5, de modo a obter-se
cristais liquidos com uma completa mistura lipidica fisiolégica organizados em fase

lamelar, que é justamente a mesma organizacéo da barreira lipidica normal.
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5.2 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE FASES COM ASSOCIACAO DE
ACIDO OLEICO

O acido oleico (AO) (Figura 21A) € um acido graxo longo que possui 18 atomos
de carbono em sua cadeia (ligacdo dupla em configuracéo cis no carbono 9) e um
grupo funcional carboxilico. Sendo assim, pode ser tido como um analogo
monoinsaturado do acido estearico (SMALL, 1984).

Figura 21 - Estrutura molecular do acido estearico e do &cido oleico (cis) (A) e diferenca entre
empacotamento de acidos graxos saturados (B) e insaturados (C).
o}

(A)
HO CH,

Acido estearico

CH,

Acido oleico OH

Fonte: Adaptado de KANICKY; SHAH (2002).

Devido a semelhanga molecular do AE e do AO, avaliou-se o comportamento
de fases com a associacdo desses &cidos graxos, a fim de elucidar a influéncia da
modificacdo do nivel de insaturacdo da fase oleosa e a consequente alteragdo na
configuracdo molecular dos acidos graxos, nos sistemas selecionados. Os resultados

obtidos estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito da substituicao parcial da fase oleosa composta por acido estearico por acido oleico
nos sistemas C4, P e T2.

Composigdo (% p/p)
- - . ‘Classificacado

Formulacdo Acido  Acido PPG-5- visual MLP
estearico oleico CEVETH-10 cprpry o9 T704 Agua

Cc4 10,0 0,0 60,0 - - 300 STAV Hexagonal
1C4A0 50 50 60,0 - - 300 STAV Hexagonal
2C4A0 40 6,0 60,0 - - 300 STAV Hexagonal
3C4A0 3.0 7.0 60,0 - - 30,0 STV Hexagonal
4C4A0 2.0 8.0 60,0 - - 300 STV Hexagonal

P 50 0,0 - 60,0 - 350 STAV Lamelar
1PAO 25 25 - 60,0 - 350 STAV Lamelar
2PAO 2,0 3,0 - 60,0 - 350 STAV Lamelar
3PAO 1,5 35 - 60,0 - 35,0 STV Lamelar
4PAO 1,0 40 - 60,0 - 35,0 STV Lamelar

T2 10,0 0,0 - - 70,0 20,0 STAV Lamelar
1T2A0 50 5,0 - - 70,0 20,0 STAV Lamelar
2T2A0 40 6.0 - - 700 200 STV Lamelar
3T2A0 3,0 7.0 - - 70,0 20,0 STV Lamelar
4T2A0 2.0 8.0 - - 70,0 20,0 STV Lamelar

Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas transparentes altamente viscosos (STV);
Microscopia de luz polarizada (MLP).

Na Tabela 2 pode ser observado um aumento da fluidez nos trés sistemas com
o0 acréscimo de AO nos sistemas. Nos sistemas C4 e P, o aumento da fluidez ocorreu
guando o AO passou a compor 70% da fase oleosa e no sistema T2 essa modificacao
visual ocorreu quando o AO representou 60% da fase oleosa. Assim, nota-se que em
sistemas visualmente mais viscosos (C4 e P) foi necesséaria uma quantidade maior de
AO para promover a formacgao de sistemas mais fluidos.

Com a reducdo visual da viscosidade dos sistemas, estes passaram da
classificacdo STAV para a STV. A classificacdo dos sistemas em STAV e STV indica
a auséncia ou presenca de fluidez das amostras quando expostas a movimentacao
manual dos frascos a favor da gravidade, respectivamente.

A capacidade de o AO favorecer a formacao de estruturas menos rigidas ja fora
reportada por Srisuk e colaboradores (2012), os quais verificaram que a presenca de
AO em lipossomas os tornou deformaveis e elasticos.

O aumento da fluidez encontrado nos sistemas aqui propostos pode indicar a
ocorréncia de impedimento estérico entre as cadeias do AE e AO, a partir de
determinada concentracdo de AO na fase oleosa de cada um dos sistemas. Sugere-

se que uma fase oleosa composta apenas por acidos graxos saturados (acido
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estedarico) apresente um denso empacotamento com provavel orientacdo paralela
(Figura 21B), em que as cadeias apolares interajam intimamente. A presenca de
ligacdo dupla (AO) na fase oleosa introduz um angulo que desestabiliza as interacoes
hidrofébicas e o ordenamento, devido & conformacdo curva caracteristica da
configuracéo cis (Figura 21C), o que torna a fase oleosa menos coesa, verificada pelo
aumento da fluidez dos sistemas (KANEKO; YANO; SATO, 1998; ROACH et al.,
2004).

Uma evidéncia que vai ao encontro dessa propriedade do AO em desestabilizar
agregados lipidicos € o mecanismo pelo qual ele promove o0 aumento da
permeabilidade cutanea que consiste em perturbar as interacdes entre acidos graxos
saturados presentes no EC (AUNGST, 1989; FRANCOEUR; GOLDEN; POTTS,
1990).

Apesar de o AO ter favorecido a formacao de sistemas menos rigidos, essa
alteracédo nao foi acompanhada da modificacdo de fase, o que reforca a teoria de que
0 AE parece ter grande influéncia na formacgéo de fases nos trés sistemas e na
viscosidade dos mesmos. Sendo assim, infere-se que os sistemas contendo AE como
fase oleosa sdo altamente viscosos e apresentam-se na forma de estruturas
hexagonais ou lamelares pela grande influéncia desse acido graxo. Uma vez que uma
parte deste foi substituida por AO, a fase oleosa passou a ser mais fluida, assim como
0s sistemas resultantes, mas sem a concomitante transi¢céo de fase.

Alguns estudos relatam a alteracdo da viscosidade com a modificacdo da
proporcao de alguns componentes, especialmente da agua ou com a adi¢do de outro
componente. Borné, Nylander e Khan (2001), por exemplo, descreveram a reducao
da viscosidade de fase lamelar sem a danificagdo da estabilizacdo entropica. Amar-
Yuli e colaboradores (2008), por sua vez, demonstraram a reducéo da viscosidade de
fases hexagonais pela incorporacao de aditivos, como o etanol. Entretanto, de modo
bastante curioso, os resultados aqui encontrados sugerem que a modificacdo da
viscosidade por duas maneiras diferentes: seja pela introdu¢cdo de um componente
diferente durante a formulac&o ou pela alteracdo na proporcéo de algum constituinte.

Com base nos resultados encontrados, o AO pode ser utilizado em diferentes
proporcdes para controlar o aspecto viscoso visual de sistemas sem destruir a
estrutura formada sem sua adicéo, o que é desejavel quando a alta viscosidade de
sistemas liquido cristalinos limita sua utilizacdo e sem o uso da disperséo de
mesofases (ALMGREN et al., 2007).
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Considerando que o AO néao favoreceu a formacédo de fases lamelares em
todos os sistemas, que os sistemas formados sem sua incorporacao apresentaram
viscosidade visual compativel com a via topica e que hé relatos na literatura que a
presenca de AO em misturas de lipideos fisioldgicos ndo apresentou eficicia superior
em comparacdo com petrolato na recuperacao da barreira cutanea (THORNFELDT,
1999; LODEN; BARANY, 2000), ndo prosseguiu-se o estudo com nenhum dos

sistemas compostos por AO.

5.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE FASES COM ASSOCIACAO DE
COTENSOATIVO DIETILENOGLICOL MONOETIL ETER

Estudos tém demostrado que a adicdo de alcoois de cadeia carbbdnica curta
pode influenciar o comportamento de fase de sistemas liquido cristalinos. De modo
geral, essas moléculas possuem a capacidade de se acumularem no filme interfacial
formado por tensoativos e por isso, passam a ser denominados cotensoativos. Tém a
capacidade de aumentar a fluidez do filme interfacial e o valor efetivo do PEC e, desse
modo, favorecem a formacéo de estruturas com outras curvaturas, em especial menos
curvas (DE GENNES; TAUPIN, 1982; FONTELL et al., 1991; FIROUZI et al., 1997).

Nesse sentido, avaliou-se a adi¢ao de dietilenoglicol monoetil éter (CoT) (Figura
22), comercialmente conhecido como Transcutol P®, um alcool de cadeia curta
reconhecido promotor da permeacao cutanea de diversos farmacos e aditivo utilizado
em sistemas liquido cristalinos (REN et al., 2014; SOLER et al., 2012; ZHANG et al.,

2015), em diferentes concentracdes.

Figura 22 - Estrutura molecular do cotensoativo dietilenoglicol monoetil éter.
/v O \ /\

Dietilenoglicol monoetil éter
Fonte: Adaptado de OSBORNE (2011).

Em estudo realizado por Javadzadeh e Hamishehkar (2011), CoT na
concentracéo de 2% (p/p) em gel contendo MTX, promoveu um aumento maximizado

da penetracdo do farmaco. Os autores propuseram gue esse promotor penetre
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rapidamente na pele e se deposite nesse tecido devido as suas propriedades fisico-
quimicas e efeito de grau médio a elevado em relacdo a solubilidade.

A Tabela 3 apresenta a composicéo final exata dos sistemas formados, sua
classificacdo visual e as estruturas liquido cristalinas observadas através da MLP.

Tabela 3 - Efeito da associacdo do dietilenoglicol monoetil éter (CoT) aos sistemas C4, P e T2,
compostas por acido estearico como fase oleosa.

Composigdo (% p/p)

Classificacdo

Formulacdo 4.ido PPG-5- " R MLP
estearico CE1E 1010 cpypyy.p9 T701 Agua CoT

C4 10,00 60,00 - - 30,00 0,00 STAV Hexagonal
1C4CoT 9,80 58,82 - - 2941 196 STAV Hexagonal
2C4CoT 9,61 57,69 - - 2885 385 STAV Hexagonal
3C4CoT 943 56,60 - - 2830 566 STAV Hexagonal
4C4CoT 9,26 55,55 27,78 741 STAVISTV Hexagonal
5C4CoT 9,09 54,55 - - 2727 909 STAV/STV Hexagonal

P 5,00 - 60,00 - 35,00 0,00 STAV Lamelar
1PCoT 490 - 58,82 - 3431 196 STAV Hexagonal
2PCoT 4,81 - 57,69 - 3365 385 STAV Hexagonal
3PCoT 4,72 - 56,60 - 33,02 566 STAV/STV Hexagonal
4PCoT 463 - 55,55 - 3241 741 STAVISTV Hexagonal
SPCoT 4,55 = 54,55 - 3182 909 STAV/STV Hexagonal

T2 10,00 - - 70,00 20,00 0,00 STAV Lamelar
1T2CoT 9,80 - - 68,63 19,61 1,96 STAV Lamelar
2T2CoT 9,61 - - 67,31 1923 3,85 STAV/STV  Lamelar
3T2CoT 943 - - 66,04 1887 566 STAV/STV  Lamelar
4T2CoT 9,26 - - 6482 1852 741 STAV/ISTV  Lamelar
5T2CoT 9,09 - - 63,64 18,18 9,09 STAV/STV  Lamelar

Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas transparentes viscosos (STV);
Microscopia de luz polarizada (MLP).

Sistemas com menor viscosidade foram formados com sucesso em sistemas
formados por cada um dos diferentes trés tensoativos estudados, mantendo-se,
entretanto, em qualquer concentracdo empregada, a formacdo de sistemas liquido
cristalinos. Com essa alteracéo visual, os sistemas passaram a ser classificados como
STAVISTV porgue ndo eram tdo viscosos (como anteriormente, sem a adi¢cdo do
cotensoativo) mas ainda nao eram fluidos quando os frascos eram expostos a
movimentagdo manual a favor da gravidade.

Essa reducdo na viscosidade foi observada com a adicdo de CoT na
concentracéo de 7,41% (p/p) no sistema C4. No sistema P, a reducado na viscosidade

ocorreu com uma quantidade menor de CoT adicionado, sendo ja observada quando
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a concentracéao de dietilenoglicol monoetil éter representava 5,66 % (p/p). No sistema
T2, por sua vez, essa alteracdo ocorreu com uma concentracao de alcool ainda menor,
com concentragdes de no minimo 3,85% (p/p).

Desse modo, observa-se que, apesar de haver uma reducéo da viscosidade
dos sistemas com a adi¢cdo de CoT, em comparac¢ao com o sistema inicial que ndo o
continha, séo necessarias diferentes concentracdes de CoT para que essa alteracao,
visualmente observada ocorra.

Observa-se ainda, que a reducao de viscosidade ndo foi acompanhada de
transformacao de fase nos sistemas contendo tensoativo CETETH-10 e T701, para
qualquer concentracao de dietilenoglicol monoetil éter estudada, uma vez que a fase
hexagonal e lamelar, respetivamente, foi mantida.

Entretanto, no sistema formado por PPG5-CETETH-20, a adi¢cdo de alcool na
menor concentracao utilizada (1,96% p/p) ja possibilitou a transicdo de fase lamelar
para a hexagonal, a qual se manteve mesmo com maiores concentracdes de CoT.

Sugere-se que, conforme proposto por Shah e Paradkar (2007), no sistema P,
com a adicdo minima de dietilenoglicol monoetil éter, houve uma consideravel reducao
da agua disponivel para a formacédo da mesofase do sistema liquido cristalino, o que
favoreceu a transicdo da fase lamelar para a fase hexagonal apés a adicéo. De fato,
como observado no Diagrama 3, a reducéo da quantidade de agua da regido em que
foram formadas fases lamelares propicia um maior empacotamento dos sistemas,
favorecendo a formacao de fases hexagonais.

Nos outros dois sistemas (C4 e T2), uma ampla quantidade de alcool pode ser
utilizada para controlar a viscosidade de fases hexagonais ou lamelares,
respectivamente, sem desestrutura-las. Pode ser sugerido que, assim como proposto
por Amar-Yuli e colaboradores (2008), a molécula de CoT compete pela agua da
mesofase hexagonal ou lamelar tornando a cabeca polar do tensoativo desidratada, o
que favorece estruturas menos compactas e, portanto, menos viscosas.

Assim sendo, o CoT parece ter agido como cotensoativo ao promover a
reducao da viscosidade dos sistemas ao qual foi adicionado e pode ser utilizado para
duas finalidades distintas, simultaneas ou ndo, a depender do sistema ao qual é
adicionado. A adi¢do desse alcool pode favorecer a transi¢éo de fases e/ou a reducao
da viscosidade visual, podendo ser empregado quando for desejavel a formacao de

determinada mesofase a partir de outra, mas mantendo a aparente viscosidade do
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sistema inicial ou quando a alta viscosidade de um sistema limitar a sua aplicacao
mantendo a fase inicialmente formada e tido como ideal.

Uma vez que a adicao de dietilenoglicol monoetil éter manteve a fase lamelar
no sistema com tensoativo T701, o sistema contendo uma concentragdo intermediaria
de cotensoativo (3T2CoT) foi escolhido para posteriores estudos por possui um

promotor de permeacao cutanea de MTX.

5.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE FASES COM ASSOCIACAO DE
COLESTEROL

O colesterol (CHO) é uma molécula anfifiica que consiste em um anel
tetraciclico planar, uma cauda hidrofébica e um grupo polar hidroxila, conforme
apresentado na Figura 23 (OSTLUND JUNIOR, 2002).

Figura 23 - Estrutura molecular do colesterol.

HO

Colesterol
Fonte: Adaptado de OSTLUND JUNIOR (2002).

Como componente natural de membranas celulares e da matriz lipidica cutanea
(GRAY et al., 1982), o CHO além de atuar em processos fisioldgicos da pele como
inibicdo de enzimas envolvidas no processo de descamacdo, estabilizacdo da camada
lipidica do EC mantendo os cornedcitos unidos, também exerce influéncia direta na
estrutura liquido cristalina tanto das membranas lipidicas quanto da matriz intercelular
(MADISON et al., 1987; SATO et al., 1998; ELIAS et al., 2014).

O CHO e seus ésteres tém a capacidade de formar uma variedade de sistemas
liguido cristalinos, inclusive criando sistemas com caracteristicas proximas a
organizacdo lipidica epidérmica e representa uma classe de moléculas com
propriedades de promover um aumento da permeabilidade cutanea (BOIKO et al.,
2013).
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Partindo entdo desses pressupostos, adicionou-se CHO aos sistemas
selecionados de modo a verificar a influéncia dessa associacdo no comportamento de

fases dos mesmos. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 - Efeito da adicéo de colesterol a fase oleosa composta por acido estearico aos sistemas C4,

PeT2.
Composicao (% p/p)
Classificagcdo
-0 visual
estedrico Colesterol CETETH-10 o) 0 T701 Agua

C4 10,0 0,0 60.0 - - 30,0 STAV Hexagonal
C4CHO 7.0 3.0 60,0 - - 30,0 STV Lamelar

P 5,00 0,0 - 60,0 - 35,0 STAV Lamelar
PCHO 3,5 15 - 60,0 - 35,0 SO -

T2 10,0 0,0 - - 70,0 200 STAV Lamelar
T2CHO 7.0 30 - - 70,0 200 SF -

Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas transparentes viscosos (STV); Sistemas
opacos (SO); Separacéo de fases (SF), Microscopia de luz polarizada (MLP).

Como pode ser observado na Tabela 4, a associacdo de CHO aos sistemas
C4, P e T2 parece exercer bastante influéncia no comportamento de fases e a
magnitude dessa influéncia parece depender do sistema liquido cristalino ao qual o
CHO foi adicionado, pois trés distintos sistemas foram formados.

No sistema T2 foi observada a separacdo de fases apds a associacdo com
CHO, de modo que se verificou a formacao de duas fases distintas: a fase superior
era composta de uma fase com aspecto ceroso enquanto a fase inferior tinha o
aspecto de um liquido oleoso. Sendo assim, a associacdo do CHO ao sistema T2 foi
capaz de manter a mesofase lamelar, na concentracéo utilizada, provavelmente por
provocar a desestabilizacao do sistema liquido cristalino. Este comportamento pode
ser explicado pela observacgéao relatada por Green et al. (1976), os quais verificaram a
capacidade desse tensoativo em precipitar de micelas compostas por CHO.

Apesar de os tensoativos PPG-5-CETETH-20 e CETETH-10, possuirem
relativa semelhanca estrutural (Figura 20), resultados totalmente distintos foram
observados a partir da associacdo do CHO. Esses tensoativos diferem-se sobretudo,
do ponto de vista molecular, pela composigéo da cabeca polar que é composta por 10
unidades etoxiladas e 20 unidades etoxiladas e 5 propoxiladas, respectivamente.
Partindo-se do pressuposto de que a interacdo entre tensoativos e CHO é
inversamente proporcional ao nimero de grupos de oxido de etileno (OGINO; OTA,
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1976; FORGACS et al., 2004), presume-se que a diferenca encontrada pela presenca
de CHO nos sistemas C4 e P se deva, portanto, ao tipo de tensoativo empregado.

No sistema com o tensoativo PPG-5-CETETH-20, ou seja, no sistema P, a
associacdo do CHO a fase lamelar promoveu a passagem de sistema liquido cristalino
para uma emulsdo convencional, classificado visualmente como sistema opaco. Tal
evento pode ter ocorrido devido a baixa interacdo entre CHO e o tensoativo
empregado, pois este possui um grande nimero de unidades etoxiladas. A partir
dessa reduzida interacdo, o CHO provavelmente tenha passado a compor a fase
oleosa do sistema juntamente com o AE.

Assim sendo, a substituicdo parcial do AE pelo CHO pode ter reduzido o EHL
da fase oleosa, uma vez que o CHO (EHL = 3-4) é mais lipofilico do que aquele acido
graxo (PASQUALI; BREGNI, 2006). Esse aumento da lipofilia da fase oleosa,
portanto, faz com que a estrutura liquido cristalina seja perdida e promova a formacgéao
de uma emuls&o comum.

O comportamento de fases desse sistema (Figura 15) demonstra que o
aumento da concentragéo de fase oleosa no sistema favorece a formagao de sistemas
opacos a partir de cristais liquidos. Esse comportamento, entdo, corroba com a
hipétese de que o aumento do EHL da fase oleosa provocado pela associacdo de
CHO ao sistema, tenha sido o responsavel pela formacéo encontrada.

No sistema com o tensoativo CETETH-10, ou seja, no C4 a associa¢gdo do CHO
favoreceu a transicdo da fase hexagonal para a fase lamelar (Figura 24).
Possivelmente, a quantidade de unidades etoxiladas na porcdo hidrofilica do
tensoativo possibilitou a sua interagcdo com as moléculas de CHO, que devido a suas

propriedades lipofilicas agiu como cotensoativo.

Figura 24 - Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada dos sistemas C4 e C4ACHO.
T N 1 - 2 ‘

Fonte: Da autora.

Assume-se, portanto, que as moléculas de CHO se interpdem entre as

moléculas de tensoativo préximas as suas cabecas. Essa disposicdo entdo
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proporciona uma reducdo da curvatura interfacial, promovendo a transicdo da fase
hexagonal para a fase lamelar.

Estudos prévios também descreveram a capacidade de o CHO atuar como
cotensoativo, em diferentes tipos de formulagbes como microemulsdes e
nanoparticulas lipidicas sélidas, reduzindo a curvatura do filme interfacial (JUPING et
al., 2003; CASTRO et al., 2007; ROZNER; ASERIN; GARTI, 2008).

Desse modo, a associacao de CHO ao sistema CETETH-10 foi a primeira das
associacOes estudadas que possibilitou, simultaneamente, que dois objetivos desse
trabalho fossem alcancados: a formacdo de um sistema liquido cristalino lamelar,
organizacdo semelhante a matriz lipidica intercelular do EC, e a associacdo de dois
LF. Por isso, o sistema C4CHO foi selecionado para posteriores estudos de
caracterizagao.

Esses cristais liquidos com CHO podem ainda melhorar a
penetracdo/permeacao cutanea de farmacos e promover a recuperacdo da barreira
cutdnea que se encontra prejudicada na psoriase ao fornecer mais uma classe de
lipideos essencial aos corpos lamelares.

Esse estudo, portanto, demonstra que o comportamento dos sistemas frente a
presenca de CHO parece ser dependente da interacdo deste com as moléculas de
tensoativo, principalmente dos grupos etoxilados presentes em seu ndcleo hidrofilico,
sendo que a associacado desta molécula exerce grande influéncia na organizacéo de
cristais liquidos.

5.5 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE FASES COM ASSOCIACAO DE
CERAMIDA 3

A ceramida € uma amida de acido graxo com uma longa cadeia amina
hidroxilada. Os acidos graxos e as cadeias longas possuem variados comprimentos,
grau de insaturacao ou hidroxilacéo e, assim, entdo, existem um grupo de moléculas
chamadas de ceramidas, sendo reconhecidos 9 tipos de ceramidas na matriz lipidica
do EC, representando entdo, a maior classe de lipideos (ROBSON et al., 1994).

As ceramidas exercem um papel indispensavel na organizacéo liquido cristalina
lamelar dos lipideos intercelulares cutéaneos, sendo o principal componente da matriz
intercelular do EC (GRAY et al., 1982; BOUWSTRA et al., 1998) e tém um papel
efetivo em manter a barreira da pele reduzindo a TEWL (MEGURO et al., 2000). As
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ceramidas, ainda, representam um grupo de interesse para preparacoes
farmacéuticas e cosméticas por serem promotores de permeacdo cutanea
relacionados com o EC (VAVROVA et al., 2003). Além disso, estudos tém
demonstrado uma importante fungdo do grupo de ceramidas ao atuarem como
segundos mensageiros, em varios processos bioldgicos como proliferacédo celular,
diferenciacéo terminal e apoptose (VERHEIJ et al., 1996).

A ceramida 3 (CER) (Figura 25), em patrticular, utilizada neste estudo, € a mais
abundante das ceramidas da pele saudavel humana (YILMAZ; BORCHET, 2006) e é
especialmente relacionada com a funcdo de barreira da pele, estando, inclusive, em
niveis reduzidos em lesdes psoriaticas (FARWANAH et al., 2005; HUANG; CHANG,
2008).

Figura 25 - Estrutura molecular da ceramida 3.

OH OH

Ceramida 3
Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2003).

Tendo em vista todas essas propriedades das ceramidas no tratamento
cutaneo, adicionou-se a CER aos sistemas selecionados de modo a verificar a
influéncia dessa associacdo no comportamento de fases dos mesmos. Os resultados
obtidos encontram-se dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeito da adicao de ceramida 3 a fase oleosa composta por acido estearico e colesterol aos
sistemas C4CHO, P e T2.

Composicdo (% p/p)

Classificacdo

Formulagdo . - MLP
5 3:;?3: , Colesterol Ceramida3 CETETH-10 oo T701 Agua  Visual
C4CHO 7.0 3.0 0,0 60,0 - - 30,0 STV Lamelar
C4CHOCER 6,3 2.7 1.0 60,0 - - 30.0 STAV Lamelar
P 50 - 0,0 - 60,0 - 35,0 STAV Lamelar
PCER 45 - 05 - 60.0 - 35,0 STAV Lamelar
T2 7.0 - 0,0 - - 700 200 STAV Lamelar
T2CER 6.3 - 1.0 - - 70,0 20.0 SO -

Fonte: Da autora.
Sistemas transparentes altamente viscosos (STAV); Sistemas transparentes viscosos (STV); Sistemas
opacos (SO); Separacéo de fases (SF); Microscopia de luz polarizada (MLP).
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Como pode-se observar na Tabela 5, a associacdo de CER aos sistemas C4,
P e T2 parece exercer pouca influéncia no comportamento de fases e a magnitude
dessa influéncia parece depender do sistema liquido cristalino ao qual a CER foi
associada, pois dois distintos sistemas foram formados a partir das trés fases
lamelares selecionadas.

Novamente, assim como no estudo da associacdo com CHO, as diferencas
encontradas nos sistemas resultantes da associacdo com CER possivelmente pode
ser explicada pela interacéo entre a CER e o tensoativo, especialmente pelo carater
hidrofilico ou lipofilico deste.

No sistema com o tensoativo T 701, ou seja, no sistema T2, a associacao de
CER a fase lamelar promoveu a passagem de sistema liquido cristalino para uma
emulsdo convencional, classificado visualmente como sistema opaco. Como o
tensoativo T 701 possui baixo valor de EHL, acredita-se que haja uma inibicdo da
interacdo entre tipo de tensoativo e a CER, de modo que a estrutura liquido cristalina
foi perdida apdés a associacdo. Assim, a associacdo de CER, na concentracdo
utilizada, inibe a formacéo de cristais liquidos.

Um resultado, bastante diferente foi encontrado com o uso de CETETH-10 e
PPG-5-CETETH-20, os quais possuem EHL mais elevado, respectivamente, 12,9 e
15 (LUCHE; SANTONI; RABILLOUD, 2003; CARVALHO et al., 2012).

Iwai, Fukasawa e Suzuki (1997) demonstraram que a interacdo entre
pseudoceramida e tensoativos € otimizada quando a molécula de tensoativo possui
entre 5 e 25 unidades etoxiladas. Assim sendo, a interacdo entre CER e tensoativos
com maiores valores de EHL parece seguir uma tendéncia bastante semelhante e
pode explicar, ao menos parcialmente, os resultados encontrados neste trabalho.

Provavelmente, a presenca de 10 e 20 unidades etoxiladas (ALMEIDA et al.,
2018) (Figura 20), respectivamente, nos tensoativos CETETH-10 e PPG-5-CETETH-
20 encontra-se na faixa 6tima para interacdo com CER e, possibilitou a manutencao
da estrutura liquido cristalina.

Resultados semelhantes foram encontrados a partir da associacdo de CER aos
sistemas contendo o tensoativo PPG-5-CETETH-20 e CETETH-10, ou seja, ao
sistema P e C4. A CER, em cada um desses dois sistemas, na concentracéo
empregada, pode ser incorporada nas estruturas lamelares anteriormente formadas

sem alteragéo da estrutura liquido cristalina (Figura 26).
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Figura 26 - Imagens obtidas por microscopia de luz polarizada dos sistemas C4CHO, CACHOCER, P

CACHOCER

Fonte: Da autora.

A capacidade de a ceramida estabilizar fases lamelares também fora reportada
por Sot e colaboradores (2005), em que a presenca de ceramida 2, uma ceramida de
cadeia curta com estrutura estrutural muito similar & CER, em misturas de
fosfolipideos inibiu a transicdo da fase lamelar para a fase hexagonal.

Esse comportamento também pode ser explicado nos termos do elevado valor
de PEC das ceramidas (PEC=1), o que favorece a formacao de bicamadas flexiveis,
tipicas de mesofases lamelares (ISRAELACHIVILI, 2011).

Sendo assim, no sistema contendo o tensoativo PPG-5-CETETH-20, apds a
associacdo com CER ha a formacéo de mesofase lamelar com dois lipideos: o AE e
a CER. O favorecimento de formagéo de fase lamelar em mistura de AE e ceramida
em fragdo molar similar a usada no presente trabalho ja fora demonstrado por Ohta e
Hatta (2002), os quais evidenciaram ainda que o espaco lamelar formado tem a
mesma dimensdo de duas moléculas de ceramida e/ou AE e que as cadeias
carbdnicas dos lipideos encontram-se dispostas uniforme e perpendicularmente a
superficie.

Portanto, com o tensoativo PPG-5-CETETH-20 foi possivel a formag¢do de um
sistema liquido cristalino com organizacao similar aos lipideos do EC e com os LF AE
e CER. Espera-se que a associacdo da CER resulte em um produto altamente
funcional no tratamento de desordens cutaneas, sobretudo da psoriase, na qual a
barreira cutdnea encontra-se disfuncional. Por isso, o sistema PCER foi selecionado
para foi escolhido para posteriores estudos de caracterizacao.

No sistema C4CHO, por sua vez, apos a associacdo com CER, denominado
C4CHOCER, ha a formacéo de mesofase lamelar com os trés LF. Desse modo, com
o tensoativo CETETH-10, de maneira ainda mais atrativa, foi possivel a formacao de
um sistema liquido cristalino com organizagéo similar aos lipideos do EC e com as

trés classes de LF: AE, CHO e CER. Sugere-se que a aplicacéo topica desse sistema
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seja ainda mais eficaz em recuperar a funcionalidade da pele psoriatica, e restaurar a
homeostase cutanea ao fornecer uma mistura completa de LF necessarios para a
formacdo de corpos lamelares normais. Por isso, o sistema C4CHOCER foi
selecionado para foi escolhido para posteriores estudos de caracterizagao.

Esse estudo, portanto, demonstra que o comportamento dos sistemas frente a
presenca de CER parece ser dependente do equilibrio hidréfilo-lipofilo do tensoativo
e para 0s com maior valor desse parametro, parece ser muito importante a interagéo
deste com as moléculas de tensoativo, principalmente dos grupos etoxilados
presentes em seu ndcleo hidrofilico, sendo que a associacdo desta molécula exerce

pouca influéncia na organizacao de cristais liquidos.

5.6 TESTE DE INCORPORACAO DO METOTREXATO E DETERMINACAO DE
PH DOS SISTEMAS

O MTX pode ser incorporado na maioria dos sistemas selecionados na
concentracéo desejada de 1%.

Durante um periodo de seis meses nao foram observadas modificacdes
macroscopicas (opacidade ou separacdo de fases) ou precipitacdo do farmaco em
nenhum dos sistemas mantidos fechados, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
0 que sugere uma solubilizacdo total do farmaco. Sendo assim, a adi¢do do farmaco
e a mudanca do potencial hidrogeniénico (pH) da fase aquosa n&o proporcionaram
modificacdes significativas em nenhum dos sistemas estudados.

A incorporacédo de MTX a 1% nas mesofases liquido cristalinas aqui propostas
foi similar a quantidade desse farmaco incorporada em cristais liquidos descritos na
literatura e sugeridos por Cintra e colaboradores (2016). Além disso, essa é
justamente a concentracao utilizada em um gel topico proposto por Eskicirak, Zemheri
e Cerkezoglu (2006), os quais obtiveram uma melhora significativa da severidade
clinica em pacientes com psoriase vulgar, apos 4 semanas de tratamento.

Os valores de pH obtidos para os diferentes sistemas estudados incorporados

com MTX estéo dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores do potencial hidrogeniénico (pH) dos sistemas selecionados incorporados com

metotrexato.

Formulacédo pH
C4CHO 7,49
C4CHOCER 7,50
P 7,43
PCER 7,69
T2 7,33
3T2CoT 7,60

Fonte: Da autora.

Observando-se os valores obtidos da medicao de pH dos sistemas propostos,
verifica-se que os sistemas tiveram valores de pH entre 7,33 e 7,69. Nota-se ainda
gue ocorreu uma pequena reducdo dos valores de pH dos sistemas em comparacao
com a fase aquosa utilizada para a preparacao dos mesmos, pois a fase aquosa de
cada um dos sistemas era composta por solu¢do de MTX pH 8,0.

Todos os sistemas incorporados com MTX tiveram valores de pH situados
dentro da faixa de tolerancia bioldgica para produtos cutaneos, ou seja, de 5,5 a 8,0
(AULTON, 2005).

Sendo assim, 0s sistemas propostos apresentam potencial para a veiculacao
do MTX para o tratamento toépico da psoriase e se mostram como uma alternativa

farmacotécnica para a preparacao de formulacdes tdpicas contendo esse farmaco.

5.7 ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA — TPA

Esta caracterizacao foi realizada a fim de determinar propriedades mecanicas
das formulacdes, tais como compressibilidade, coeséo e adesividade. Nesse sentido,
a analise do perfil de textura é considerada muito importante para o maximo beneficio
ao paciente por possibilitar otimizacdo do tratamento tépico (SENYIGIT et al., 2011).

A compressibilidade € definida como o trabalho necessario para a deformacao
da amostra durante o primeiro ciclo de compressao. Esse parametro esta relacionado
com a ejecao da embalagem e a espalhabilidade da formulacdo na superficie da pele,
e, portanto, com a facilidade de administragédo (JONES et al., 1997; JONES et al.,
2000; SCHWARTZ, 1975).

O parametro coesao descreve a relacdo entre a area da curva forca versus

tempo do segundo ciclo de compressao e do primeiro ciclo de compresséo. Assim
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sendo, o valor obtido releva a capacidade de recuperacao estrutural completa apés o
estresse da aplicacdo da formulacdo (JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997; TAN;
PEH; AL-HANBALLI, 2000).

Por sua vez, a adesividade € definida pela area da forca negativa no primeiro
ciclo de compressao e indica o trabalho necessario para superar as forcas de atracao
entre a amostra e a sonda do experimento e demonstra a capacidade de melhoria da
eficcia clinica através do aumento do tempo no local de administracéo (JONES et al.,
2000; WOOLFSON et al., 1992).

Os resultados obtidos na analise do perfil de textura estdo demonstrados
detalhadamente na Tabela 7, na qual apresentam-se os dados analisados
estatisticamente, e graficamente na Figura 27.

Nao foi possivel realizar as medidas de TPA na amostra 3T2CoT por ser mais
liquida. Para a realizacao do teste TPA € necessario que a amostra ofereca resisténcia
a entrada da prova analitica, denominada forca de disparo. Para a analise de amostras
liguidas seria necessaria uma forca de disparo menor, porém, nessas condicdes a
prova analitica encontra resisténcia do ar, o que interfere na medicao.

Tabela 7 - Valores médios e desvios padrées dos parametros compressibilidade, adesividade e coeséo
obtidos para os sistemas selecionados.

Parametros
Formulacéao o o
Compressibilidade (N.s) Adesividade (N.s) Coeséo

C4CHO 22,538 + 3,656¢d 20,010 £ 2,026" 0,899 + 0,089%
C4CHOCER 34,183 + 5,021b¢c 28,619 + 3,150 0,828 + 0,068
P 44,873 £ 2,271 43,807 + 3,0452 1,022 + 0,0402
PCER 69,639 + 13,1572 53,655 + 6,4512 0,841 + 0,049
T2 14,574 + 1,461 14,574 + 1,461°¢ 0,177 £ 0,032¢

Fonte: Da autora.
Letras minudsculas iguais ha mesma coluna correspondem a médias com diferenca ndo significativa
(p>0,05) de acordo com teste Tukey, para um mesmo parametro.



88

Figura 27 - Graficos das medidas realizadas através da andlise do perfil de textura - TPA quanto a
compressibilidade, coeséo e adesividade.
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Fonte: Da autora.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que os Vvalores de
compressibilidade, adesividade e coesdo das fases lamelares desenvolvidas, de
modo geral, apresentam diferencas significativas (p<0,05).

A compressibilidade é um parametro que pode estar relacionado a rigidez da
amostra, indicando que formulagbes com elevados valores de compressibilidade
possuem ligacGes rigidas entre as moléculas que a compdem, propiciando a
estabilidade das mesmas. A associacdo de CER nos sistemas C4CHO e P
promoveram diferentes interferéncias nos valores de compressibilidade dos sistemas.

A associacao de CER no sistema C4CHO parece néo causar uma interferéncia
significativa (p>0,05). Sendo assim, € provavel que a associacdo da CER ao sistema
contendo tensoativo CETETH-10 favoreca a formacdo de fases lamelares com
semelhante rigidez em comparacao com a fase lamelar sem a associacao.

Entretanto, a mesma associagdo no sistema P causou uma diferenca

significativa em relacdo ao parametro de compressibilidade, favorecendo a formacao
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de uma mesofase lamelar com compressibilidade cerca de 1,5 vezes maior e, além
disso, com a maior compressibilidade (p<0,05) dentre todas as fases lamelares.
Portanto, sugere-se que que a associa¢ao de CER ao sistema contendo tensoativo
PPG-5-CETETH-20 promova a formacado de mesofases com ligagcdes ainda mais
rigidas entre as moléculas de agua, tensoativo e fase oleosa.

As amostras analisadas mostraram-se altamente coesas, ou seja, as interacdes
entre os dominios lamelares dos sistemas sdo altas, sendo dificil a quebra dessas
interagcdes e, portanto, a desestruturagdo desses sistemas. Apesar de a coeséo das
mesofases lamelares estudadas possuirem valores estatisticamente diferentes entre
si (p<0,05), nota-se que houve uma pequena dispersao entre os valores e esses
valores se mostraram préximos a 1. Esses resultados apontam entdo que a
composicdo de tensoativo e as adigbes parecem ter menor influéncia na coeséo
estrutural de fases lamelares. Sendo assim, propde-se que a capacidade das
formulac6es em recuperarem sua estrutura inicial seja uma caracteristica intrinseca
deste tipo de mesofase e possivelmente também sistemas liquido cristalinos em geral.
A Unica excecdo foi o valor encontrado para a amostra T2, que possui coesdo
numericamente bastante inferior a das demais formulacdes e um valor proximo a 0.
Sugere-se, portanto, que o primeiro ciclo de compressdo pode ter causado um
desarranjo nos dominios da estrutura lamelar, de modo que a segunda forca para a
penetrar esse sistema foi menor.

Novamente, a associacdo de CER nos sistemas C4CHO e P promoveu
diferentes interferéncias no parametro de textura analisado, nesse caso, em relacao
a coesao.

A associacao de CER no sistema C4CHO néo parece causar uma interferéncia
significativa (p>0,05) na fase lamelar formada, de modo que a mesofase C4CHOCER
formada apds essa associacdo favorece a formacdo de um sistema com coesao
similar. Sendo assim, é provavel que a associacdo da CER ao sistema contendo
tensoativo CETETH-10 favoreca a formacéao de fases lamelares com igual capacidade
de recuperacdo estrutural apos ser submetida a condicbes estressantes, como a
aplicacao.

Por outro lado, a mesma associagdo no sistema P causou uma diferenca
significativa em relacdo ao parametro de compressibilidade (p<0,05), de modo que a
associacdo de CER ao sistema P favoreceu a formacédo de uma fase lamelar com

menor valor de coeséo. Portanto, sugere-se que que a associacao da CER ao sistema
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contendo tensoativo PPG-5-CETETH-20 promova a formacdo de mesofases com
dominios lamelares relativamente menos coesos.

N&o foram encontradas diferencas significativas em relacdo ao parametro de
adesividade entre sistemas compostos pelo mesmo tensoativo (p>0,05), com e sem
a presenca de CER quando aplicavel. Assim sendo, a presenca de aditivos parece
nao ter grande influéncia nesse parametro mecanico das fases lamelares quando o
tensoativo é mantido o mesmo. Sugere-se, portanto, que a adesividade seja devido,
principalmente, as caracteristicas do tensoativo empregado nas fases lamelares.

De modo geral, as fases lamelares mais coesas sdo também as mais adesivas
e menos compressiveis. Pode-se entdo dizer que esses parametros variam de acordo
com o tensoativo empregado e que o tensoativo PPG-5-CETETH-20 favorece a
formacao de sistemas mais coesos, seguido dos sistemas formados pelo tensoativo
CETETH-10 e o tensoativo T 701 propicie a formacao dos sistemas menos coesos.

Os menores valores dos parametros mecanicos avaliados ja eram esperados
para as fases lamelares compostas pelo tensoativo T 701. Essas amostras eram,
nitidamente, mais fluidas que as demais e apresentavam do ponto de vista
macroscopico a desorientacdo e os defeitos estruturais caracteristicos de fases
lamelares (YARIV et al., 2010). Assim sugere-se que além de ndo favorecer a
estabilizacdo de sistemas termonidanamicamente estaveis, a conformacao molecular
deste tensoativo favoreca a formacédo de mesofases com dominios lamelares menos
empacotados e mais flexiveis, o que é verificado pela reduzida coesao, adesividade e
compressibilidade em comparacdo com 0s outros sistemas estudados.

Em relacéo aos outros dois tensoativos estudados, nota-se as fases lamelares
compostas pelo tensoativo PPG-5-CETETH-10 sdo mais coesas, adesivas e menos
compressiveis que as fases lamelares formadas pelo tensoativo CETETH-10. Sendo
assim, sugere-se que a presenca de um tensoativo com maior volume da por¢ao
hidrofilica (PPG-5-CETETH-10) favoreca a formagdo de fases lamelares com
dominios lamelares mais empacotados e menos flexiveis, o que é verificado pela
elevada coesao, adesividade e compressibilidade em comparacdo com o tensoativo
com menor area hidrofilica (CETETH-10).

A determinacao das caracteristicas mecéanicas forneceu informagdes a respeito
das interacOes que ocorrem entre as moléculas das mesofases lamelares que séo
relevantes e necessarias para o desenvolvimento de formula¢gdes destinadas ao uso

tépico.
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5.8 AVALIACAO IN VITRO DA FORCA BIOADESIVA

Esta caracterizacao foi realizada a fim de determinar as forcas necessérias para
remover as formulagdes analisadas a partir da pele de orelha de porco utilizada neste
estudo como substrato biolégico como modo de avaliar a for¢a bioadesiva in vitro.

A bioadeséao é definida como o estado no qual dois materiais, sendo pelo menos
um de natureza biologica, se mantem unidos por um determinado tempo devido a
presenca de forcas entre as interfaces. Inicialmente, ocorre um intimo contato entre o
material bioadesivo e o substrato biolégico. ApOs essa fase, ha a consolidacdo da
adesividade por interacdes fisico-quimicas que permitem prolongada adesao
(REPKA; MCGINITY, 2000; SMART, 2005).

A propriedade bioadesiva de sistemas de administragcao de farmacos traz como
principal vantagem o aumento do tempo de permanéncia do farmaco no local de
aplicacdo, sendo este, no caso de formulacdes topicas cutaneas, a pele. Devido a
esse contato mais intimo da formulagdo com a barreira biolégica, € possivel manter
uma alta concentracdo do farmaco nos tecidos alvo e assim, reduzir a frequéncia de
aplicacao do produto farmacéutico, o que consequentemente melhora o desempenho
do tratamento clinico (WOODLEY, 2001; SMART et al., 2003; PARENTE et al., 2015).

Polimeros tem sido amplamente empregados em formulacdes bioadesivas, de
modo que existem na literatura diversos estudos preparadas apenas com este tipo de
material visando essa propriedade (HENRIKSEN et al., 1996; SUDHAKAR; KUOTSU,
BANDYOPADHYAY, 2006). Entretanto, cristais liquidos tém sido identificados como
uma nova classe potencial de materiais bioadesivos, devido aos excelentes resultados
observados em diferentes estudos (BENDER et al., 2005; DONG et al., 2006).

Nesse sentido, os valores médios obtidos para os parametros de trabalho
bioadesivo das mesofases lamelares selecionadas encontram-se graficamente

expostos na Figura 28.
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Figura 28 - Gréfico da medida realizada através da avaliacdo in vitro da bioadeséo, através da qual
obteve-se o trabalho de bioadeséao.
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Fonte: Da autora.

De acordo com os resultados obtidos, o maior valor do parametro de trabalho
de bioadeséao foi encontrado para a fase lamelar C4CHO, enquanto que o menor valor
foi obtido com a fase lamelar T2.

Pode-se notar ainda que, os valores desse parametro, em relacdo ao grupo de
tensoativo empregado, foram maiores para as mesofases lamelares formadas pelo
tensoativo CETETH-10 (C4CHO e C4CHOCER), valores mediados foram
encontrados para os sistemas formados pelo tensoativo PPG-5-CETETH-20 (P e
PCER) e os menores valores foram observados nos sistemas liquido cristalinos
formados pelo tensoativo T 701 (T2 e 3T2CoT). Ou seja, a bioadesdo parece
decrescer na seguinte ordem, de acordo com o tensoativo empregado: CETETH-10>
PPG-5-CETETH-20>T 701 (p<0,05).

A menor bioadesdo dos sistemas formados por T 701 era prevista por se
tratarem de sistemas pouco coesos, conforme verificado no estudo de perfil de textura.
Essa dificuldade de sistemas pouco coesos em se aderirem ao substrato bioldgico ja
fora reportada por Carvalho e colaboradores (2010).

Entretanto, ao serem comparados os sistemas formados pelos outros dois tipos
de tensoativo (CETETH-10 e PPG-5-CETETH-20), um comportamento contrario ao
esperado foi observado. Como sera visto na analise reoldgica oscilatéria, no proximo
item, as fases lamelares P e PCER apresentaram maiores modulos de
armazenamento (G’). Sendo assim, esperava-se que essas formulacdes obtivessem
maiores valores de trabalho de bioadesao, pois formulagées com altos valores de G’
tendem a apresentar maiores valores de bioades&o. No entanto, alguns estudos

demonstram que o comportamento contrario, assim como encontrado com o0s
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sistemas aqui propostos, nos quais a rigidez interna dificulta a interacdo entre a
formulacéo e a pele (CARVALHO et al., 2012; SALMAZI et al., 2015).

De modo geral, os resultados obtidos no estudo de bioadesdo também néo se
correlacionaram com os valores de adesividade obtidos no teste TPA, no qual nenhum
tipo de pele foi usado. Assim sendo, 0 uso de pele modificou os valores de adeséo, o
que revela a importancia da simulacdo de um substrato fisiologico em testes
realizados in vitro.

Os resultados encontrados indicam que a adicdo de lipideos e promotores
hidrofilicos de permeacdo podem ndo provocar mudancas substanciais nha
propriedade bioadesiva de formula¢cdes e que essa capacidade parece depender do
sistema ao qual essa adicéo é feita.

A presenca de CER em fase lamelar composta pelo tensoativo CETETH-10
parece influenciar a bioadesé&o. A fase lamelar C4CHO foi mais bioadesiva do que o
sistema contendo ceramida (C4CHOCER), apesar de possuirem semelhanca em
relacdo a coesdo e comportamento reoldgico oscilatério semelhantes. Sugere-se que,
essa reducao tenha ocorrido pela provavel funcao lubrificante exercida pela CER, o
gue acabou por reduzir a interacao do sistema com a pele. A capacidade redutora de
lipideos em relacdo a bioadesividade também foi relatada por Oyafuso e
colaboradores (2017) ao comparar sistemas liquido cristalinos que diferiam pela fase
oleosa empregada. Na presenca de uma superficie hidratada, as ligacdes secundarias
responsaveis pela adesdo a uma superficie que esteja seca sdo mais fracas pois
precisam atuar em uma distancia maior (GERAGHTY et al., 1997). Entretanto, apesar
da consideravel reducdo na bioadesdo, o sistema C4CHOCER possui 6timas
propriedades bioadesivas.

Por outro lado, nos demais sistemas estudados as associa¢cdes parecem nao
influenciar esse parametro avaliado. A associacdo de CER no sistema P e a
incorporacao de cotensoativo dietilenoglicol monoetil éter no sistema T2 manteve as
propriedades bioadesivas dos sistemas de modo que os valores encontrados dentro
de cada grupo de fases lamelares formadas pelo mesmo tensoativo eram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). Ou seja, o trabalho de bioadesao dos
sistemas P e PCER néo possuem diferenca estatistica, assim como o0 que ocorre com
0s sistemas T2 e 3T2CoT.

A partir de todos os resultados encontrados, sugere-se, ainda, que o tensoativo

empregado na formacao das fases lamelares tenham um impacto maior na bioadeséo
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do que as associacdes feitas em cada um dos grupos. Sendo assim, existem
evidéncias que confirmam a hipdtese de que a composi¢cdo dos sistemas seja mais
importante do que a fase em si, em relagdo a bioadeséo.

De modo geral, as fases lamelares propostas apresentaram valores superiores
de trabalho de bioadesdo quando comparadas a hidrogeis de acido poliacrilico
(carbopol 971 e carbopol 974) (p<0,05), os quais sdo hidrogeis tradicionalmente
reconhecidos por suas propriedades bioadesivas. Tal comportamento pode aumentar
a performace clinica da formulacdo desenvolvida ao possibilitar maior tempo de
contato com a pele e ainda, manter a formulacao restrita as lesdes da psoriase,
reduzindo o contato da formulacdo com a pele saudavel. As excecdes foram as fases
formadas pelo tensoativo T 701, as quais apresentaram valores inferiores (CALIXTO
et al., 2015; CARVALHO et al., 2014).

Por apresentar excelentes propriedades bioadesivas, as mesofases lamelares
agui propostas sao boas candidatas a sistemas cutaneos de liberacdo por possuirem
propriedades que favorecem a interacdo entre seus componentes e as células
epidérmicas e ainda, podem otimizar a penetracdo cutanea de MTX na area afetada
pela psoriase e, assim, reduzir a exposicdo da pele sadia ao farmaco administrado

topicamente.

5.9 ANALISE REOLOGICA OSCILATORIA

A analise reoldgica oscilatéria estabelece a relacdo entre tensdo de
cisalhamento e a deformacado resultante desta, fornecendo, portanto, informacdes
sobre a viscoelasticidade e a estrutura das amostras estudadas. Obtém-se 0 modulo
elastico ou modulo de armazenamento (G’) corresponde a energia armazenada
durante o processo de deformacao pelo aumento de tensao e a energia liberada pela
reducdo da tensado. Por outro lado, o mddulo viscoso ou modulo de perda (G”)
representa a energia que nao pode ser armazenada, pois a tensao aplicada dissipa-
se na forma de deformacéo irreversivel (PENZES; CSOKA; EROS, 2004).

A magnitude destes mddulos indica, qualitativamente, a estrutura da amostra.
Se G’>>G”, sugere-se que o sistema esteja quimicamente ligado, se G’>G”, o sistema
encontra-se interligado por ligagbes secundarias e se, G’<G”, as moléculas que
compde o sistema estdo ligadas por interagfes fisicas (CEULEMANS; VINCKIER,;
LUDWIF, 2002; CALLENS et al., 2003).
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Portanto, informacfes adicionais a respeito da estrutura das fases liquido
cristalinas lamelares foram obtidas a partir da realizacdo da analise oscilatoria das
formulac¢des. Curvas tipicas do modulo de armazenamento (G’) e do médulo de perda
(G”) em fungao da frequéncia aplicada s&do demostradas nas Figura 29.

Figura 29 - Reogramas obtidos com as medidas de reologia oscilatéria dos sistemas C4CHO,

C4CHOCER, P e PCER demonstrando a variagdo do médulo de armazenamento G’
(simbolos cheios) e do mdédulo de perda G” (simbolos vazios) em fung¢ao da frequéncia.

15406 5 +C1CHO 15408 + C1ICHOCER
o C1CHO ¢ C1CHOCER
@ 1,E405 @ 1E+05
o N o -
S . .' Q - 8 &
H s © : H s ¢ 8
Q o’ Q @
B 18004 {4 ty 16404 { ¢°
h 4
1,E+403 . v v v . 1,E403 v v v v .
0 2 a 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Frequency (Hz) Frequency (Hz)
1,E+06 P 1E+06 PCER
P PCER
T 1,405 w1EL0s {00 0
- & ‘
o o
{n 1E+04 @ 16+04 {
1,403 v v . . . 1E+03 v v . v .
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Frequency (Hz) Frequency (Hz)

Fonte: Da autora.

As mesofases lamelares C4CHO, C4CHOCER, P e PCER foram selecionadas
para esse estudo por se tratarem de sistemas com caracteristicas de textura e
bioadesdo mais atraentes a aplicacdo cutanea.

Em toda a faixa de frequéncia estudada, os quatro sistemas mostraram possuir
propriedades predominantemente elasticas (G>G”), indicando que a energia
armazenada na estrutura das fases lamelares prevalece sobre a energia dissipada,
comportamento caracteristico de geéis. Este comportamento viscoelastico €
comparavel com os resultados obtidos para diferentes tipos de fases lamelares
(CALVO; RUIZ; VALIENTE, 2016).

De modo geral, as fases lamelares com tensoativo PPG-5-CETETH-10
apresentaram os maiores valores de G’ e os menores valores de G” em comparacéo
com as fases lamelares compostas pelo tensoativo CETETH-10. Sendo assim, a

presenca de um tensoativo com maior volume da porc¢éo hidrofilica (PPG-5-CETETH-
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10) parece ter um efeito expressivo no comportamento reolégico de fases lamelares,
proporcionando sistemas com comportamento mais elastico.

Os efeitos de diferentes composi¢des oleosas na dinamica dos modulos de
armazenamento e de perda também puderam ser estudados, de modo a determinar
a influéncia da associacédo de CER no comportamento reolégico das fases lamelares.

Nos sistemas C4CHO e C4CHOCER, o modulo elastico predomina sobre o
modulo viscoso (G'>G”) em toda a faixa de frequéncia aplicada e os valores de ambos
0s modulos sdo bastante proximos. Observa-se ainda, que ambos 0s modulos sao
dependentes da frequéncia, assim como ja verificado por Makai e colaboradores
(2003) ao estudarem outras fases lamelares. Um comportamento reolégico bastante
semelhante também foi encontrado por Li, Zhao e Wang (2017) ao estudar sistemas
lamelares formado por um tensoativo etoxilado com molécula similar ao CETETH-10.
Nota-se ainda, que a associacdo de CER ao sistema parece nao ter influéncia sobre
0 comportamento reolégico, uma vez que os dois reogramas sao muito similares e o
moddulo elastico continua sendo predominante e sendo bastante proximo ao médulo
de perda. Assim, a associacao de CER na mesofase lamelar parece nao influenciar
no embalamento dos dominios lamelares e, por isso, uma fase lamelar similar é
formada.

Nos sistemas P e PCER, mais uma vez, o modulo elastico predomina sobre o
modulo viscoso (G>G”) em toda a faixa de frequéncia aplicada e o moédulo de
armazenamento é cerca de uma ordem de magnitude maior que 0 viscoso em toda a
faixa de frequéncia estudada. Estes resultados sdo caracteristicos de materiais com
comportamento predominantemente elastico, 0 que sugere que esses sistemas se
encontram bem estruturados e existe fortes interacbes entre as moléculas que os
compdem (YARIV et al., 2010). Observa-se ainda, que ambos 0s médulos sdo menos
dependentes da frequéncia, assim como ja verificado por Németh e colaboradores
(1998) ao estudarem outras fases lamelares. A principal diferenca entre os reogramas
P e PCER, apesar do predominio do modulo de armazenamento, € que ha a
diminuicdo dos valores do comportamento viscosos, e, principalmente elastico,
indicando a relativa reducdo da interacdo entre os dominios da fase lamelar. A
associacdo de CER na mesofase lamelar parece diminuir o embalamento dos
dominios lamelares, aumentando o espaco entre eles e, portanto, favorece a formacao

de fases lamelares menos estaveis e mais fluidas.
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De modo a estabelecer uma analise quantitativa de G’ em relagao a frequéncia
determinou-se o valor r a partir da regresséo linear dos dados numeéricos obtidos.
Calculou-se também o0 exponente n através da seguinte equacédo, o qual indica a

estrutura dos sistemas estudados.

G'=S.o"

Onde G' é o médulo de armazenamento, w,frequéncia oscilatéria e S, a
resisténcia do gel e n, 0 expoente viscoelastico.

De acordo com Saxena, Kaloti e Bohidar (2011), os parametros S e n indicam
a densidade da reticulacdo no interior da formulacdo. Elevados valores de S indicam
grande reticulacdo e forca da estrutura da amostra. De modo contrario, o valor de n
diminui com o aumento da densidade da reticulacdo e valores baixos indicam
estruturas mais fortes. Na Tabela 8 estdo listados os parametros reoldgicos,
indicando os valores da regresséo linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente

viscoelastico (n) para os sistemas estudados.

Tabela 8 - Valores da regressao linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente viscoelastico (n) para
0s sistemas estudados.

Formulacao r S n
C4CHO 0,999 17946 0,542
C4CHOCER 0,999 16626 0,553
P 0,889 155740 0,889
PCER 0,718 97734 0,719

Fonte: Da autora.

Analisando a Tabela 8, observa-se que os valores de S sdo bastante elevados,
sobretudo para as formulacdes P e PCER, o que corroba com os gréficos indicativos
da Figura 29. Assim sendo, os maiores valores de S encontrados para os sistemas P
e PCER indicam fases lamelares mais estruturadas e com fortes interacdes
intermoleculares em comparacao com os sistemas C4CHO e C4CHOCER.

Os valores de r das fases lamelares C4CHO e C4CHOCER préximos a 1
indicam que os sistemas sdo extremamente dependentes da frequéncia angular
aplicada ao contrario dos outros dois sistemas estudados, que possuem valores de r

menores, o0 que revela uma diminuicédo da frequéncia.
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A associagdo de CER ao sistema P provoca uma reducdo do valor de S,
indicando, assim como observado no item no perfil de textura, que a associacao de
CER ao sistema P reduz a compressibilidade do sistema, favorecendo a formacéao de
fases lamelares um menos organizadas.

Apesar de a associacdo de CER ao sistema C4CHO ter promovido uma
discreta reducao do valor de S, esse efeito parece nao ser tdo pronunciado quanto o
observado nos sistemas P e PCER, de modo que os sistemas apresentaram
compressibilidade bastante semelhantes, conforme observado no item no perfil de
textura e reogramas muito similares.

Sendo assim, o estudo reoldgico € uma técnica importante que fornece
informacdes a respeito da viscoelasticidade de sistemas liquido cristalinos
fundamental no desenvolvimento de formulacdes topicas, as quais estao diretamente
relacionadas com o desempenho da utilizacdo dessas preparacoes.

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o comportamento reolégico varia
de forma mais pronunciada de acordo com o tensoativo empregado na fase lamelar,
e, para um mesmo tensoativo, esse comportamento pode variar ligeiramente com a
associacdo de CER. Sendo assim, as fases lamelares contendo tensoativo CETETH-
10 foram as que apresentaram um equilibrio entre comportamento elastico e viscoso,

sendo sistemas organizados mais interessantes para administracéo topica.

5.10 AVALIACAO DO EFEITO PROMOTOR IN VITRO DE MESOFASES
LAMELARES ASSOCIADAS A LIPIDEOS FISIOLOGICOS

A hidrossolubilidade, o peso molecular e o estado dissociado em pH fisioldgico
limitam a difusdo do MTX no EC e sua penetracdo nas camadas viaveis da pele
(AMARIJI et al., 2016; MCCULLOUGH et al., 1976; POE, 1977; TROTTA et al., 2004,
VAIDYANATHAN; CHAUBAL; VASAVADA, 1985).

Assim sendo, estratégias que possibilitem uma modificacdo reversivel na
barreira exercida pelo EC podem permitir a penetragdo do farmaco e seu uso para o
tratamento de diferentes doengas cutaneas, como a psoriase.

Nesse sentido, os sistemas liquido cristalinos foram avaliados frente a sua
capacidade in vitro de promover a penetracao do corante fluorescente sulforodamina
B, um substituto de farmacos hidrofilicos (KUCHLER et al., 2009), para presumir a

distribuicdo do farmaco no substrato cutaneo apés 1, 6 e 12 horas de tratamento.
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As mesofases lamelares C4ACHO e C4ACHOCER foram selecionadas para esse
estudo por se tratarem de sistemas com caracteristicas de textura, bioadesédo e
comportamento reolégico mais atraentes a aplicacdo cutdanea. Como controle foi
usada uma emulsdo convencional obtida pela associagdo de CER e CHO a uma
emulsdo obtida do diagrama 1. A nomenclatura e a composicdo dos sistemas

selecionados, portanto, para esse estudo, estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Nomenclatura e composicdo (%p/p) das fases lamelares e controle usados no estudo de
avaliacdo do efeito promotor in vitro.

Composigao (% p/p)

Formulagao _
Acido ) ,
. Colesterol Ceramida 3 CETETH-10 Agua
estearico
C4CHO 7.0 3,0 0,0 60,0 30,0
C4CHOCER 6,3 2,7 1.0 60,0 30,0
Controle 6,3 2,7 1,0 40,0 50,0

Fonte: Da autora.

Imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) (Figura
30) demonstram a intensidade da fluorescéncia no tecido cutaneo apés 1,6 e 12 horas
guando a sulforodamina B foi aplicada usando controle (Figura 30A-C), C4CHO
(Figura 30D-F) e C4CHOCER (Figura 30G-I).

Observa-se que, independentemente da formulacdo utilizada, ha um aumento
gradual da intensidade da fluorescéncia nas camadas cutaneas de acordo com o
tempo. Esses resultados indicam que todas as formulacbes estudadas foram
eficientes em aumentar a penetracao cutanea do marcador fluorescente.

Quando a emulsédo convencional contendo sulforodamina B foi aplicada na
pele, observou-se, nas imagens obtidas por MCVL, que o marcador fluorescente é
mais retido na camada superior da pele, ou seja, no EC (Figura 30A-C).

Entretanto, uma tendéncia diferente foi claramente observada com a aplicacéo
de fases lamelares na pele, com os quais observou-se, na MCVL, uma maior e mais
profunda penetracdo do marcador fluorescente em comparacédo com controle (Figura

30D-I), mesmo que a emulséo convencional tenha as trés principais classes de LF.
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Figura 30 - Imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser representando a
fluorescéncia do marcador hidrofilico fluorescente sulforodamina B no estrato corneo,
epiderme viavel e derme superior determinada a cada tempo pré-estabelecido apos a
aplicacdo de controle: 1 h (A), 6 h (B) e 12 h (C), fase lamelar C4CHO: 1 h (D), 6 h (E) e
12 h (F) e fase lamelar CACHOCER: 1 h (G), 6 h (H) e 12 h (I). Barra de escala: 20um.

Fonte: Da autora.

O aumento da penetracdo proporcionado pelas formulacdes liquido cristalinas
pode estar relacionado com:

* Presenga de promotor de permeagado cutanea na formulagédo (tensoativo e
CHO), o qual tem a propriedade de promover uma alteracéo reversivel na funcéo de
barreira exercida pelo EC (ASHTON; HADGRAFT; STEVENS, 1986, BOIKO et al.,
2013).

» Organizagcdo dos componentes da formulacdo na forma de cristal liquido.
Estudos tém demonstrado que devido a estrutura similar ao EC, a nanoestrutura dos
sistemas liquido cristalinos lamelares tém a capacidade de interagir com os lipideos

intercelulares no EC, o que o torna mais fluido e permeavel (AYETEKIN et al., 2013;



101

HOSMER; STEINER; LOPES, 2013; LI et al.,, 2016). Supbe-se que os dominios
hidrofilicos desses sistemas provoquem um aumento do volume interlamelar das
bicamadas lipidicas e, portanto, sua desorganizacédo (HOLLER, VALENTA, 2007).

» Eficiéncia na hidratagcdo cutanea. Cristais liquidos tem a propriedade de
fornecer oclusdo cutédnea e assim, possibilitarem uma reducdo da perda de agua
transpidérmica em comparacdo com emulsfes convencionais, sendo, portanto,
hidratantes efetivos (IWAI; FUKASAWA; SUZUKI, 1998).

A presencga de sulforodamina B nas fases lamelares aumentou sua penetracao
nas camadas da pele, alcancando a epiderme viavel apds 6 horas e a derme superior
apos 12 horas de tratamento.

Apesar de ambas as fases lamelares terem sido mais eficientes em aumentar
a penetracéo cutanea do marcador fluorescente, CACHOCER foi ainda mais eficiente
nesse sentido, nos trés tempos avaliados. O aumento da penetracdo cutanea com o
uso de C4CHOCER reflete entdo o efeito da presenca de CER em fases lamelares
em propiciar a presenca de um promotor adicional (CER) e a completa composi¢éo
em relacao as trés classes de lipideos fisioldgicos na matriz lipidica cornea, a qual
poderia favorecer ainda mais a interacdo com a pele e, portanto, torna-lo mais
permeavel.

Como estudos tém demonstrado que o sitio de acdo do MTX na psoriase € a
epiderme (BALL; MCCULLOUGH; WEINSTEIN, 1982; SINGKA et al., 2010), as fases
lamelares aqui propostas, com particular destaque para a C4CHOCER possuem
potencial aplicacdo para veiculacdo tépica do farmaco com concomitante aumento da
penetracdo cutanea uma vez que foi detectada a presenca do marcador hidrofilico na
epiderme viavel e na derme superior, 0 que demonstra o efeito promotor das fases
lamelares paara a penetracdo de substancias hidrofilicas.

Assim sendo, a composi¢cdo de um sistema ndo é o unico fator determinante
para 0 aumento da penetracdo cutanea de substancias, sendo necesséario também
observar a presenca ou auséncia de cristais liquidos, nesse estudo, fases lamelares.
Portanto as fases lamelares propostas se apresentam como potenciais estratégias
para modificar de modo reversivel a barreira exercida pelo EC de modo a
possivelmente favorecer a penetracdo de substancias hidrofilicas, tais como o MTX,
€ Seu uso no tratamento topico da psoriase, especialmente com a associacao das trés

classes de lipideos fisiologicos cutaneos.
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6 CONCLUSAO

Através da construgdo dos diagramas ternarios de fases combinando acido
estearico, agua, CETETH-10, PPG-5-CETETH-20 ou T 701 foi possivel delimitar
regides de formacdo de sistemas liquido cristalinos, ja com uma classe de lipideo
fisiologico. As analises de microscopia de luz polarizada possibilitaram a identificacédo
de fases cubicas, hexagonais e lamelares formadas nesses diagramas ternarios.

A associacdo de &cido oleico aos sistemas selecionados manteve as
mesofases liquido cristalinas anteriormente formadas, mas possibilitaram a formacéo
de sistemas visualmente menos viscosos.

A associacdo de dietilenoglicol monoetil éter a alguns dos sistemas
selecionados possibilitou a incorporacdo de uma molécula com potencial efeito
promotor de penetracdo cutanea de MTX sem transformacdo de fase com
concomitante controle da viscosidade visual.

A associacdo de colesterol aos sistemas selecionados propiciou a
transformacdo de fases devido a interagdo dessa molécula com cada um dos
tensoativos estudados. Essa foi a primeira das associacfes que permitiu a formacéo
de fase lamelar a partir de fase hexagonal (possivelmente por ter agido como
cotensoativo) e ainda permitiu a incorporacdo de mais uma classe de lipideo
fisiolégico.

A associacao de ceramida 3 aos sistemas selecionados manteve a mesofase
de fases lamelares anteriormente formadas (possivelmente por agir como um
estabilizador dessa fase) e possibilitou a formacéo de um sistema com as trés classes
de lipideos fisiolégicos na mesma organizacdo da matriz lipidica cOrnea, objetivo
desse trabalho e que possui potencial para tratar desordens cutaneas em que a
barreira esteja comprometida.

As fases lamelares selecionados, além de serem de baixa execucdo e baixo
custo, possibilitaram a incorporacdo de MTX na concentracao de 1%.

O ensaio de perfil de textura demonstrou que, de modo geral, as fases
lamelares mais coesas sao também mais adesivas e menos compressiveis e possuem
caracteristicas compativeis com a via cutanea de administracéo.

As fases lamelares com tensoativo PPG-5-CETETH-20 s&o mais bioadesivas
do que as contendo CETETH-10 e estas sdo mais adesivas que as com T 701. A
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presenca de ceramida 3 pode reduzir a caracteristica de bioadesédo, mas o0s sistemas,
de modo geral, apresentaram valores bioadesivos ideais.

A andlise reologica demonstrou que todas as fases lamelares apresentaram
comportamento predominantemente elastico e que os sistemas formados por
CETETH-10 possuem reticulacdo menos densa, com modulo de armazenamento de
perda préximos e, por isso, facilitam a aplicacéo tépica.

A utilizacdo de sistemas liquido cristalinos permitiu maior penetragdo cutanea
de sulforodamina B em comparag¢ao com solucdo e emulsdo convencional. Dentre as
fases lamelares estudadas, a que possuia a associacao das trés classes de lipideos
fisiol6gicos foi a mais efetiva, demonstrando a importancia da associacéo lipidica e da
organizacéo liquido cristalina e a provavel acdo promotora de penetracdo da ceramida
3.

Face aos resultados obtidos, pode-se concluir que as fases lamelares
desenvolvidas séo sistemas de base nanotecnoldgica promissores para o tratamento
topico da psoriase ao possibilitar duas estratégias simultaneas: a administracédo de
lipideos cutdneos em sistemas liquidos cristalinos organizados de modo similar ao

espaco intercelular do estrato cérneo e o tratamento farmacolégico com metotrexato.
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