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RESUMO

Introducdo: A psoriase € uma doencga autoimune, inflamatéria e crénica de pele em que ha
uma aceleragdo do crescimento e proliferacdo celular, resultando em eritemas e lesdes de
formato mal definidos, com coloragdes brancas e vermelhas e descamacdo da epiderme. O
metotrexato (MTX) é um dos farmacos para o tratamento de uso sistémico, mas ha diversos
efeitos colaterais. A administracdo topica pode ser uma estratégia para vetorizar a liberacdo
deste farmaco no local de acdo, mas como o estrato corneo epidérmico é uma barreira de
permeacdo de farmacos hidrofilicos, é necessario o desenvolvimento de veiculos que
promovam sua penetracdo na pele. Objetivo: Avaliar o efeito topico do MTX na psoriase
empregando como veiculos sistemas liquido-cristalinos (CLs) e hidrogéis. Método: Estudo do
comportamento de fases pela construgdo do diagrama ternario de fases combinando
polissorbato 80 (Tween® 80), miristato de isopropila (MIP) e agua MiliQ para obtencdo de
CLs. Os hidrogeis testados foram baseados em quitosana (HQS), ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HHPMC) e carbomero alquilado (HCA). As amostras foram
caracterizadas por microscopia de luz polarizada (MLP), reologia oscilatéria, analise de
textura (TPA), solubilidade do MTX, obtencdo do perfil de liberagcdo, estudos ex vivo de
bioadesdo e ensaios in vivo em camundongos com inducdo da dermatite psoriatica.
Resultados: Sistemas contendo tensoativo/6leo/agua nas proporcGes 60/10/30 e 60/20/20
foram caracterizados como fases lamelares (L1 e L2, respectivamente) e 50/10/40 e 50/20/30
como fases hexagonais (H1 e H2, respectivamente). Foi possivel solubilizar o MTX na
concentracdo de 2 mg/mL nos CLs e no hidrogel de HCA (pH=7,4), e 0,1 mg/mL no hidrogel
HQS (pH=3,5) e nédo solubilizado em HPMCP (pH=4,5). A reologia oscilatéria mostrou que
fases hexagonais sdo mais elasticas que as lamelares, e HCA com comportamento semelhante
as lamelares. O teste de TPA correlacionou com a reologia, porém a bioadesdo ex vivo
mostrou melhor interacdo de HCA com a pele suina em relagcdo aos CLs. O perfil de liberacdo
mostrou que H1 e H2 retiveram mais 0 MTX que L1 e L2, devido a sua estrutura mais rigida
e organizada. HCA liberou mais MTX mostrando que a rede polimérica gelificada retém
menos o farmaco.O perfil de liberacdo ajustado para o modelo matematico de Weibull indicou
que a cinética de liberacdo é rapida e complexa. Como prova de principio, os testes in vivo
demonstraram que os CLs promoveram um efeito inflamatério mais exacerbado, porém o
hidrogel de HCA teve eficacia semelhante a dexametasona. Conclusdo: Apesar de ainda ser

necessario estudos para entender a toxicidade e seguranca dos sistemas, nos testes in vivo em



camundongos com dermatite psoriatica induzida por imiquimode, a aplicagdo topica do MTX
pode ser uma nova abordagem para o tratamento da psoriase com menos efeitos colaterais e
eficacia comprovada.

Palavras-chave: Cristais liquidos; Metotrexato; Hidrogéis



ABSTRACT

Introduction: Psoriasis is an autoimmune, inflammatory and chronic skin disease in which
there is an acceleration of cell growth and proliferation, resulting in erythema and ill-defined
lesions, with white and red stains and peeling of the epidermis. Methotrexate (MTX) is one of
the drugs for the treatment of systemic use, but there are several side effects. Topical
administration may be a strategy to vectorize the release of this drug at the site of action, but
as the stratum corneum epidermis is a permeation barrier for hydrophilic drugs, it is necessary
to develop vehicles that promote its penetration into the skin. Objective: To evaluate the
topical effect of MTX in psoriasis using liquid-crystalline systems (CLs) and hydrogels as
vehicles. Method: Study of phase behavior by constructing the ternary phase diagram
combining polysorbate 80 (Tween® 80), isopropyl myristate (MIP) and MiliQ water to obtain
CLs. The hydrogels tested were based on chitosan (HQS), hydroxypropylmethylcellulose
phthalate (HHPMC) and alkylated carbomer (HCA). The samples were characterized by
polarized light microscopy (MLP), oscillatory rheology, texture analysis (TPA), solubility of
MTX, obtaining the release profile, ex vivo bioadhesion studies and in vivo tests in mice with
induction of psoriatic dermatitis. Results: Systems containing surfactant / oil / water in the
proportions 60/10/30 and 60/20/20 were characterized as lamellar phases (L1 and L2,
respectively) and 50/10/40 and 50/20/30 as hexagonal phases ( H1 and H2, respectively). It
was possible to solubilize MTX at a concentration of 2 mg / mL in the CLs and in the HCA
hydrogel (pH = 7.4), and 0.1 mg / mL in the HQS hydrogel (pH = 3.5) and not solubilized in
HPMCP ( pH = 4.5). Oscillatory rheology showed that hexagonal phases are more elastic than
lamellar phases, and HCA with behavior similar to lamellar phases. The TPA test correlated
with rheology, but ex vivo bioadhesion showed a better interaction of HCA with swine skin in
relation to CLs. The release profile showed that H1 and H2 retained MTX more than L1 and
L2, due to their more rigid and organized structure. HCA released more MTX showing that
the gelled polymer network retains the drug less. The release profile adjusted for the Weibull
mathematical model indicated that the release kinetics is fast and complex. As a proof of
principle, in vivo tests showed that CLs promoted a more exacerbated inflammatory effect,
but the HCA hydrogel had similar efficacy to dexamethasone. Conclusion: Although studies
are still needed to understand the toxicity and safety of the systems, in in vivo tests in mice
with imiquimod-induced psoriatic dermatitis, topical application of MTX may be a new

approach for the treatment of psoriasis with less side effects and proven efficacy.

Keywords: Liquid crystals; Methotrexate; Hydrogels
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1 INTRODUCAO

A psoriase é uma doenca autoimune, provocando inflamacéo cronica da pele que afeta
aproximadamente 2-3% da populagdo nos EUA e mais de 125 milhdes de pessoas em todo o
mundo. A doenca é caracterizada por descamacéo da pele, e se manifesta com a formacdo de
lesGes em placas pequenas e localizadas podendo cobrir o corpo inteiro, atingindo a pele,
mucosa oral e genital, bem como as articulacdes e, que exibem células inflamatérias e
neovascularizacdo resultantes da hiperproliferacdo da epiderme com diferenciagdo incompleta
de queratindcitos. A causa da psoriase é desconhecida, embora pareca ser uma doenca
autoimune com a probabilidade de predisposicdo genética (SRISUK et al., 2012;
AVASATTHI et al.,2015).

Pacientes com psoriase experimentam niveis aumentados de estresse, ansiedade,
depressédo e raiva. Tratamentos de primeira linha foram desenvolvidos para o tratamento da
psoriase, mas sao frequentemente menos eficazes devido a baixa penetracdo, aléem de ser
inconveniente para uso prolongado ou associado, com toxicidade significativa (SRISUK et
al., 2012; PRINZ, 2017).

A epiderme da pele é constituida principalmente por estrato corneo rico em
queratindcitos mortos chamados de cornedcitos, melandcitos e células de Langerhans. Ha
também uma rede de proteinas (por exemplo, queratina, filagrina e loricrina) e revestidas com
uma camada de gordura (por exemplo, ceramidas, acidos graxos, colesterol) que a mantém
coesa. Para doengas como psoriase, o desafio & vencer esta barreira da epiderme para
permeacdo de farmacos sem atingir a corrente sanguinea para promover acdo tdpica
(PALMER; DELOUISE, 2016).

O metotrexato (MTX), um antimetabolito, andlogo do &cido fdlico, aprovado pela
FDA dos EUA no inicio de 1972 para o tratamento da psoriase leve e moderada com
administracdo oral e parenteral, provoca ulceracdo mucosa, estomatite, supressao da medula
Ossea, fibrose hepatica e cirrose em uso cronico. Estudos que exploram a administracédo topica
do MTX apontam sua baixa penetracdo cutanea, porém pode ser uma saida vantajosa aos
pacientes para evitar seus efeitos adversos sistémicos apesar de exibirem baixa penetracdo
através do estrato corneo, devido a sua hidrofilia e alta dissociagdo em condices fisioldgicas.
A hidrossolubilidade dependente do pH, a dissocia¢do em condices fisioldgicas de pH e alto

peso molecular sdo restricdes para o desenvolvimento de formulacdes topicas contendo MTX,
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e ainda, a presenca de lipideos no estrato corneo representa barreira lipofilica que restringe a
permeacao de moléculas hidrofilicas (AVASATTHI et al., 2015; AMARIJI et al., 2015).

O tratamento topico com administracdo de medicamento diretamente sobre a leséo
cutanea permite minimizar possiveis efeitos colaterais do tratamento em outros 6rgaos e na
pele ndo lesada. Nas formas leves de psoriase, a terapéutica topica, seja em monoterapia, seja
combinada, costuma ser suficiente para o controle das lesdes. Nas formas moderadas a graves,
o tratamento local, quando associado a fototerapia e/ou a terapia sistémica, propicia mais
conforto ao paciente e acelera a melhora (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2009).

Estratégias para aumentar a solubilidade e particionamento de farmacos na pele
incluem além das convencionais emulsdes, determinadas combinacGes de fase oleosa,
tensoativo e agua, podendo formar nanoestruturas autoemulsionantes termodinamicamente
estaveis, como microemulsdes e cristais liquidos, que agregam vantagens como estabilidade,
grande area interfacial entre regides com diferentes polaridades favorecendo tanto a
incorporacdo de ativos hidrofilicos e hidrofébicos, como também controlar a liberacdo dos
farmacos. Estudos mostram que formulacGes de fase lamelar proporcionam melhores taxas de
penetracdo e de retencdo de &gua, hidratacdo e oclusdo cutadnea quando comparadas com
formulagdes regulares como emulsdes, e tem grande potencial para o tratamento de doencas
como psoriase (CHORILLI et al, 2011; LAGERWALL; SCALIA, 2012; HOSMER,;
STEINER; LOPES, 2013; LY et al, 2016).

Além das vantagens relacionadas a maior hidratacdo que estes sistemas podem causar,
os cristais liquidos possuem estabilidade termodinamica, permitindo que os sistemas se
formem espontaneamente, facilitando o escalonamento. Por serem sistemas anfifilicos os
cristais liquidos permitem a incorporacdo de farmacos hidrofilicos como 0 MTX, e podem
ajudar em sua permeacdo ja que é um farmaco classificado pelo Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB) como de baixa permeabilidade. A estrutura nanométrica aumenta a
area interfacial e capacidade de solubilizacdo, sendo bastante estdveis com boas
caracteristicas bioadesivas, facilita a incorporacdo de ativos e penetracdo na pele, Dependendo
do tipo de fase, formam sistemas com diferentes texturas e viscosidade, melhorando a
aplicabilidade e oclusdo sobre a pele (YAMADA et al, 2011; IWAI; FUKASAWA; SUZUKI,
1998; KIM et al., 2012; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
(BRASIL), 2011).

Outra forma farmacéutica amplamente utilizada para formulages tdpicas € o hidrogel.

Os polimeros formadores de hidrogéis apresentam caracteristicas hidrofilicas, possuem
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biocompatibilidade e baixa tensdo interfacial com os fluidos bioldgicos e tecidos. Essas
caracteristicas fazem com que os hidrogéis sejam aplicados na area biomédica, na regeneracao
de tecidos, em implantes e, na area farmacéutica, sdo utilizados para liberacdo controlada de
farmacos e proteinas em locais especificos do organismo (ABREU, 2008). O comportamento
reoldgico viscoelastico dos hidrogéis é adequado para administracdo topica. Limén et al.
(2019) mostraram atraves de seus estudos em testes ex vivo de permeacdo cutdnea a acao dos
hidrogéis de 1,3-bis[(3-octadecil-1-imidazolio) metil] benzeno dibromido (gelificante). Estes
promovem com sucesso a permeacdo e retencdo de farmacos como triamcinolona acetonido,
betametasona 17-valerato, metotrexato, gemcitabine e tacrolimus na pele. Nos experimentos
in vivo demonstraram que estes hidrogéis diminuem a hiperplasia e reduz o dano tecidual
macroscopico tipicamente observado na pele psoriasica, mais do que estes farmacos
dissolvidos em solucédo. Estas caracteristicas, aléem da facil preparagédo, tornam os hidrogéis
uma boa alternativa a outras para o tratamento da psoriase, aumentando a concentracdo do
medicamento na pele e minimizando os efeitos colaterais.

O objetivo deste trabalho é desenvolver uma formulagdo tépica contendo MTX para
efeito local no tratamento da psoriase. Para isso, foram empregadas duas estratégias,
desenvolvimento de sistemas baseados em tensoativos do tipo cristais liquidos, e
desenvolvimento de hidrogéis. As etapas deste trabalho consistem em determinar o
comportamento de fases de sistemas estabilizados por tensoativo, identificar cristais liquidos,
explorar diferentes polimeros na obtencdo de hidrogéis, para atuarem como veiculos
semissolidos para administracdo topica do MTX; caracterizar os veiculos quanto a reologia,
andlise de textura e perfil de liberacéo in vitro, analisar a bioadesao ex vivo, e ainda, avaliar 0
efeito in vivo dos sistemas em modelo animal de psoriase induzido por imiquimode para

demonstrar a vantagem e eficacia da utilizacdo do MTX pela via tdpica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PSORIASE

A psoriase € uma doenca crbnica, inflamatdria de pele, proliferativa na qual existem tanto
fatores genéticos quanto fatores ambientais. As lesdes caracteristicas consistem em lesdes
vermelhas, escamosas, nitidamente demarcadas, com placas endurecidas, presente
particularmente sobre as superficies extensas em placas (FIGURA 1). A psoriase tem uma
prevaléncia estimada em todo o mundo de 0,1-3% e, até 50% dos pacientes podem apresentar
uma de diminuicdo espontanea em diferentes periodos de tempo (SABIQA et al., 2014).
Acredita-se que as células dendriticas, queratindcitos e as células T desempenham um papel
importante na patogénese da psoriase. De fato, estas células sdo as principais responsaveis
para a producdo de uma grande variedade de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas,
principalmente interleucina (IL)-6, 1L-23, IL-17, IL-21 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a). Estes estimulos inflamatdrios conduzem aos queratindcitos uma hiperproliferacdo e a
formacdo de placas de psoriase (BESSAR et al., 2016).

Figura 1 - Les0es caracteristicas da psoriase em diversas partes do corpo.

Fonte: KALIANDRA CAINELLI (2019); PSORIASE (2019); PSORIASE — ENTENDA SEUS VARIOS
ASPECTOS (2019).
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2.1.1 Diferentes tipos de Psoriase

Tipos de psoriase foram relatados: psoriase em placas (também conhecida como
psoriase vulgar); psoriase eruptiva; psoriase inversa, também chamada psoriase intertriginosa
ou flexural; psoriase pustulosa, que pode tomar a forma de pustulose palmoplantar ou pustular
generalizado; psoriase do couro cabeludo, psoriase artropatica ou psoriase eritrodérmica e
artrite psoriatica (BOEHNCKE; SCHON, 2015).

Os tipos de psoriase podem ser classificados abaixo:

e Psoriase vulgar ou psoriase em placa: afeta aproximadamente 90% das pessoas com
psoriase. Estd definido por classicas placas vermelhas com uma escala prateada, que é
composta de células mortas da pele. As placas podem variam em tamanho de alguns
milimetros para aqueles que cobrem grandes areas do corpo. Séo freqiientemente simétricas e
comuns em superficies extensoras, como 0s cotovelos e joelhos. Essas placas cocam e,
algumas vezes, doem, podendo atingir todas as partes do corpo, inclusive genitais. Em casos
graves, a pele em torno das articulacGes pode rachar e sangrar (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DERMATOLOGIA, 2017).

e Psoriase gutata: apresenta-se como pequenas gotas cor de rosa salméo na pele. Geralmente
a placa tem cor na escala prata-branca. A psoriase gutata afeta cerca de 10% de pessoas com
psoriase € frequentemente desencadeada por uma estreptococo. As feridas sdo cobertas por

uma fina escama, diferente das placas tipicas da psoriase que séo grossas (GOMAN, 2017).

e Psoriase inversa ou flexural: sdo lesdes que aparecem muito vermelhas nas dobras
cuténeas, mais comumente sob o0s seios, axilas, perto 0s genitais, sob as nadegas ou em dobras
abdominais. Aparece como manchas vermelhas e brilhantes de pele, mas com menos escala
do que muitas vezes esta presente em outros tipos de psoriase. Pode ser dolorosa devido a
natureza dos locais que se desenvolve e quadro pode agravar em pessoas obesas ou quando ha

sudorese excessiva e atrito na regido (GOMAN, 2017).

e Psoriase pustulosa: nesta forma, podem ocorrer manchas, bolhas ou pustulas (pequena

bolha que parece conter pus) em todas as partes do corpo ou em areas menores, COmo maos,
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pés ou dedos (chamada de psoriase palmoplantar). Geralmente, se desenvolve rapido, com
bolhas de pus que aparecem poucas horas depois de a pele tornar-se vermelha. As bolhas
secam dentro de um dia ou dois, mas podem reaparecer durante dias ou semanas. A forma
generalizada pode causar febre, calafrios, coceira intensa e fadiga (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2017).

e Psoriase eritrodérmica: embora seja rara, € uma emergéncia médica. E extremamente
inflamatoria e pode afetar a maior parte da superficie do corpo fazendo com que a pele se
torne brilhante vermelha e inflamada, com erupc¢éo cutanea, sensacdo de coceira e queimacéao.
N&o ha pustulas, mas ha uma perda de liquido e calor (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2017).

e Psoriase do couro cabeludo: pode se assemelhar a dermatite seborréica. O crescimento
capilar normalmente nédo é afetado, mas onde ocorrer, ha perda de cabelo, geralmente crescem
de volta quando a psoriase for resolvida. Psoriase do couro cabeludo pode ser muito dificil de
controlar, particularmente quando a escala se torna mais espessa (GOMAN, 2017).

e Psoriase artropéatica ou artrite psoriatica: € um tipo de artrite acompanhada de inflamagao
da pele (psoriase). Pode afetar até 10% das pessoas com psoriase. E um disturbio auto-imune,
onde as defesas do corpo atacam o articulagcBes causando inflamacdo e dor. Afeta mais
comumente as articulacbes dos dedos dos pés e maos, coluna e juntas dos quadris e pode
causar rigidez progressiva e até deformidades permanentes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2017).

2.1.2 Fatores Responsaveis pela Psoriase

A psoriase é uma doenca multifatorial e responsavel por uma anomalia da proliferacéo
e diferenciacdo queratindcitos. Diversos fatores estdo envolvidos na patogénese e 0s
principais sdo: fatores genéticos; fatores ambientais com agentes infecciosos como
estreptococos; fatores fisioldgicos como o estresse e fatores imunoldgicos, por ser uma
doenca inflamatoria cronica ou doenca auto-imune induzida pela interacdo entre

queratinocitos. Essas interacOes, provavelmente desencadeadas por um ou mais antigenos
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ainda desconhecidos, sdo responsdveis pela ativacdo de linfocitos T especificos
desencadeando e mantendo a inflamacdo em curso da psoriase (MIRTIC et al., 2017).

Este desequilibrio envolve o sistema imunoldgico inato e adaptativo, onde o0s
linfécitos T atuam sobre as células saudaveis da pele, atacando-as como se tivesse tratando de
uma infeccdo, provavelmente como consequéncia de uma predisposicdo genética. E ainda,
fatores enddgenos e exdgenos que podem provocar a psoriase, cortes na pele ou exposicao
exagerada ao sol, infeccBes precedentes, stress, consumo exagerado de alcool ou drogas,
medicacBes prescritas para outros problemas (como litio ou medicamentos antimalaricos) ou
até sob influéncia do ambiente que envolve o organismo, podendo também contribuir para
uma piora posterior da doenga (DOENCAS AUTO-IMUNES, 2008).

Pesquisas direcionadas na imunopatogénese da psoriase resultaram em varias terapias
altamente especificas de componentes alvo do sistema imunoldgico. Para entender como essas
terapias agem contra a psoriase, € necessario a informacao sobre a fisiopatologia complexa da
doenca (FIGURA 2) (PRINZ, 2017).

Figura 2 — Fisiopatologia complexa da pele com psoriase
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Fonte: Adaptado de SUKHOV; ADAMOPOULOS; MAVERAKIS (2016).
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A hipbtese imunoldgica postula que a interacdo entre linfocitos T e células
epidérmicas (queratinocitos e Células de Langerhans) leva a ativacdo de linfécitos e producao
de mediadores que induzem proliferacio de queratindcitos. E uma doenca inflamatoria
associada a producdo de muitas citocinas onde ha anomalias e diferenciacdo de queratindcitos
responsaveis pela paraqueratose causando alteragBes epidérmicas e a liberagdo de citocinas
pelas células do sistema imune. As células ativadas produzem um conjunto de citocinas,
incluindo interleucina-1 (IL-1), que ativa a apresentacdo antigénica, a interleucina 8 (IL-8)
que recruta neutrdfilos polinucleares e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que estimula

proliferacdo de queratindcitos (PRINZ, 2017).

2.1.3 Tratamento Topico Da Psoriase

O tratamento tépico com administracdo de medicamento diretamente sobre a lesdo
cutanea permite minimizar possiveis efeitos colaterais do tratamento em outros 6rgdos e na
pele ndo lesada. Nas formas leves de psoriase, a terapéutica tdpica, seja em monoterapia, seja
combinada, costuma ser suficiente para o controle das lesGes. Nas formas moderadas a graves,
o tratamento local, quando associado a fototerapia e/ou a terapia sistémica, propicia mais
conforto ao paciente e acelera a melhora. As formas topicas sdéo mais comumente usadas no
tratamento da pele psoriatica, e estes geralmente contém antiinflamatérios, ativos
queratoliticos e emolientes. No entanto, sua baixa biodisponibilidade dérmica e as
dificuldades na sua aplicagdo podem resultar em efeitos terapéuticos insuficientes.
Atualmente, o interesse no desenvolvimento de novos veiculos para permeacdo tdpica, estao
em constante crescimento (MIRTIC et al., 2017). Na Tabela 1, estdo relacionados os tipos de
medicamentos topicos disponiveis no Brasil, e na Tabela 2, outros ativos utilizados como
coadjuvantes tépicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2020). Como
medida geral, creme hidratante (com ureia a 5%-20% e lactato de aménia a 10%, por

exemplo) deve ser utilizado nas lesdes 1vez/dia.
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Tabela 1 - Principios ativos utilizados na terapéutica da psoriase

Principios ativos \ Formas de apresentacao
Pomada, creme, gel, locdo cremosa, locéo capilar, fita
Corticosterdides oclusiva, injecdo intralesional, xampu

Analogos da vitamina D
(calcipotriol, calcitriol) Pomada

coaltar e LCD (Liquor Xampu, logdo capilar, formulagdes magistrais
Carbonis Detergens)

Antralina Formulag6es magistrais
Imunomoduladores topicos

(tacrolimus, pimecrolimus)
Fonte: Sociedade Brasileira de Dermatologia (2020).

Pomada e creme

Tabela 2 - Terapéutica tépica da psoriase - coadjuvantes

Queratoliticos/hidratantes - acido salicilico 3 a 6 % em vaselina, cold cream,
locéo capilar
- ureia 5 a 20% em creme, pomada e locao
- lactato de amonia 12% em logéo e creme
- ceramidas em creme ou locao

Outros - 4guas termais
- 6leo mineral

Fonte: Sociedade Brasileira de Dermatologia (2020).

Os corticocosteroides  topicos exercem na pele acdo antiproliferativa,
imunossupressora, antipruriginosa, anti-inflamatoria e vasoconstritora e sdo as medicagdes
topicas mais usadas no tratamento da psoriase. Os Corticosteroides topicos como o clobetasol
creme e solucdo capilar a 0,05% e a betametasona sdo os de primeira escolha entre eles. O
tratamento podera ser oclusivo nas lesdes cutaneas com filme de polietileno caso sejam elas
hiperceratéticas ou xerdticas, para aumentar a penetracdo do farmaco. Apesar dos efeitos
colaterais e adversos locais, 0 uso destes medicamentos ainda sdo frequentes. E necessario
observar pois aplicacdo em grandes superficies pode levar a absorcdo sistémica e
hipercortisolismo. E importante avaliar alternancia com outras medicagdes topicas. . O uso em
grandes superficies pode levar a absorcdo sistémica, com resultante hipercortisolismo,

especialmente em criangas.
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Tabela 3 — Corticosteroides topicos usados na Psoriase

N Principais x o .
Substancias FArMAcos Uso Apresentacdo Eficicia Cuidados
Efeitos
Corticosteroides propionato de 1xdia Pom?gaégreme Alta/ ?J(;Ete:g:zﬁogg
poténcia muito alta  clobetasol 0,05% ¢ Moderada prolonge
Xampu Taquifilaxia
dipropionato de Efeitos
Corticosteroides prop . Pomada Moderada/  colaterais com o
o betameasona 1xdia x
poténcia alta Creme Locéo Leve uso prolongado
0,05% e O
Taquifilaxia
Efeitos
Corticosterodides furoato de . Moderada/  colaterais com o
Al Ixdia Pomada Creme
poténcia média mometasona 0,1% Leve uso prolongado
Taquifilaxia
Pomada Efeitos
Corticosterdides acetato de . Leve/ colaterais com o
A . - 2xdia Creme P .
poténcia baixa hidrocortisona 1% x Minima uso muito
Locdo
prolongado
Lesdes Atrofia
Corticosteroides acetonido de localizadas Frascos de 2 mL Alta/ :
. L A : Efeitos
intralesionais triamcinolona persistentes 3 (40mg) Moderada o
sistémicos
a5 mg/mL

Fonte: Sociedade Brasileira de Dermatologia (2009).

As indicacOes dos corticosteroides topicos estdo descritas a seguir:

e Calcipotriol em pomada: Deve ser utilizado 2 vezes/dia no inicio do tratamento, podendo
ser reduzido para 1 vez/dia na fase de manutencgéo, A dose semanal ndo deve exceder 100 g.
Pode provocar irritacdo local transitoria, dermatite facial e dermatite perioral. Sempre
associado a protecdo solar, deve ser utilizado com cautela na face por risco de dermatite de
contato irritativa e fotossensibilidade.

e Acido salicilico a 5% em pomada: Deve ser aplicada nas lesbes hiperceratoticas 1
vez/dia. Pode desencadear irritacdo local quando utilizado em superficies extensas.
Especialmente em criancas, pode ocorrer salicilismo.

e Alcatréo mineral a 1% em pomada: Deve ser utilizado diariamente nas lesdes de
psoriase. Provoca irritacdo local.

e UVB: Os esquemas de doses e cronograma de aplicacdo das sessOes 2-3/semana
combinados ou ndo com farmacos (PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES
TERAPEUTICAS, 2019).

Apesar de uma ampla variedade de modalidades de tratamento que existe para o

tratamento da psoriase, a insatisfacdo clinica representa desafios. Esquemas terapéuticos para
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atender as necessidades individuais do paciente podem ser fundamentais para melhorar a
adesdo ao tratamento e os resultados clinicos. A maioria dos pacientes com psoriase moderada
é tratada principalmente com medicagdes topicas que geralmente sdo tratamentos praticos,
seguros e eficazes, mas nem sempre com adesdo correta e satisfacdo dos pacientes
(GREENBERG, 2016).Para pacientes com psoriase leve ou moderada, o tratamento deve
comegar com a hidratacdo da pele associada a corticosteroides topicos (dexametasona em
areas mais delgadas e clobetasol em outras areas). Se o tratamento funcionar bem, deve-se
comecar a reduzir o uso de corticosteréides e usar emolientes / hidratantes, pomada de
alcatrdo ou &cido salicilico para manutengdo. Se ndo houver melhora, o calcipotriol pode ser
combinado. Se ainda ndo houver melhora clinica, a fototerapia ou terapia sistémica deve ser
considerada na mesma ordem do tratamento para psoriase grave. Para pacientes com psoriase
grave, 0s tratamentos topicos devem ser usados na mesma ordem que o regime de tratamento
de psoriase leve ou moderado relacionado a outras terapias. Inicialmente, se houver
fototerapia disponivel, a radiacdo UVB ou PUVA deve ser utilizada. Se a resposta for
suficiente, continuar o tratamento e reavaliar a cada trés meses. Se ndo houver melhora, €
recomendado iniciar o tratamento sistémico: MTX é o medicamento de primeira linha e
acitretina € o medicamento de segunda linha e, se ndo houver melhora, a ciclosporina é a
terceira opcdo (FIGURA 3). A ciclosporina ndo deve ser combinada com fototerapia. A
rotagdo do tratamento também deve ser considerada para minimizar as reagdes adversas e as
doses cumulativas. Como a psoriase € uma doenga com recorréncia e remissao, é necessario
alternar o tratamento para reduzir as reacfes adversas. Utilizar o tratamento em um tempo
pré-determinado ou até que a dose maxima recomendada seja atingida ou até que ocorra uma
reacdo adversa (PSORIASE — AVALIANDO O TRATAMENTO, 2019).
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Figura 3 - Escala Esquematica para tratamento da psoriase
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Fonte: Adaptado de PINTO; FILIPE, (2011).

O principal objetivo do tratamento é a desaceleracdo da hiperproliferacdo de
queratindcitos e diminuicdo da inflamacdo bloqueando vias inflamatorias especificas
(BESSAR et al., 2016). A terapia € associada a um conjunto distinto de riscos e desafios e €
aplicada em pacientes conforme a gravidade da psoriase de acordo a resposta ou insatisfacdo
com os tratamentos (GREENBERG, 2016).

Os avancos no conhecimento da fisiopatologia da psoriase permitiram o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, direcionadas especificamente para
neutralizar os mediadores/células que estdo na sua génese — as chamadas terapéuticas
bioldgicas: agentes terapéuticos produzidos por organismos, através do uso de biotecnologia
recombinante. Esta abordagem revolucionou a terapéutica da psoriase, pois estes novos
farmacos mostraram ser eficazes na reducdo do indice PASI, com excelente perfil de
seguranca e com toxicidade de 6rgdo muito menor que os tratamentos sistémicos classicos.
Existem os tipos de agentes bioldgicos: anticorpos monoclonais (...mabs); anticorpos
quiméricos (...ximab); anticorpos humanizados (...zumab); anticorpos humanos (...umab);
proteinas de fuséo (...cept). E necessario fazer a mudanca de terapéutica entre bioldgicos com
mecanismos de acdo diferentes, na auséncia de resposta a um deles ou quando ha efeitos
adversos importantes (PINTO; FILIPE, 2011).

Os anticorpos monoclonais séo produtos biologicos aprovados para o tratamento da

doenga. O principais inibidores do TNFa sdo etanercept, adalimumab, e infliximab para o
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tratamento de psoriase e artrite psoriatica, e 0 golimumab tem sido aprovado para artrite
psoriatica. Ustekinumab, um droga que bloqueia a interleucina 12 e 23, também é aprovado
para ambas as indicagdes. O ustekinumab interfere no desenvolvimento de linfécitos Thl7,
que sdo importantes células efetoras na inflamacdo psoriésica. Secukinumab foi aprovado
como o primeiro blogueio bioldgico IL-17A, uma citoquina efectiva produzida por TH17 e
outras células (FIGURA 4) (BOEHNCKE; SCHON, 2015).

Figura 4 - Modelo do eixo 1L-23/Th17 na imunopatogénese da psoriase e moléculas alvo da psoriase.
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Fonte: Adaptado de RONHOLT; IVERSEN, (2017).

A eficacia da terapia biologica de curto prazo parece ser melhor que as drogas
sistémicas convencionais, embora isso tenha sido comprovado em apenas em alguns estudos
clinicos comparativos. Os produtos bioldgicos normalmente sdo utilizados para tratamento a
longo prazo pois ndo ha evidéncia de toxicidade cumulativa ou interacbes medicamentosas.
Além disso, tem um bom perfil de seguranca com apenas um pequeno aumento nas infeccdes
oportunistas. Inibidores do TNFa sdo geralmente utilizados apds fototerapia e quando as
terapias sistémicas convencionais falharam, ou ndo foram tolerados ou foram contraindicados.

Este tratamento é de segunda escolha devido ao alto custos dos medicamentos, que sdo da
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ordem de dez vezes maior do que para drogas sisttmicas convencionais (BOEHNCKE;
SCHON, 2015).

2.2 INDICACOES TERAPEUTICAS DO METOTREXATO NA PSORIASE

O MTX é amplamente estudado como um agente efetivo no tratamento de varios tipos
de neoplasias e doengas autoimunes (ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013).
O MTX é um antimetabdlito, estruturalmente analogo ao acido félico, que inibe de maneira
competitiva a atividade da enzima diidrofolato-redutase, sendo considerado quimioterapico
especifico da fase S (de sintese) do ciclo celular. Sua agcdo € mais marcante sobre populacdes
celulares em fase de crescimento exponencial, o que explica efeito seletivo sobre células
tumorais e agdo sobre tecidos em proliferagdo. Foi originalmente usado em psoriase devido a
seu efeito nos queratindcitos em rapida divisdo. Sabe-se hoje, entretanto, que o efeito mais
marcante do MTX pode ser anti-inflamatorio, diminuindo a quimiotaxia dos
polimorfonucleares, inibindo a inflamacéo cutanea C5- a induzida, diminuindo a quimiotaxia
B4-induzida e o numero de células OK-T6 positivas na epiderme. A eficacia do MTX na
psoriase deve-se também a suas propriedades imunomoduladoras, freando a producéo de IL-1
e diminuindo a densidade de células de Langherhans na epiderme, parecendo ainda ter efeito
nas células apresentadoras de antigeno (MARTINS; ARRUDA, 2004). Contudo, o efeito do
MTX in vitro na célula linfide ¢ 1000 vezes maior que o efeito do MTX sobre o
queratindcito. Nas concentracGes atingidas in vivo, 0 MTX atua de forma mais significativa
como agente imunossupressor, por inibi¢do da sintese de DNA em células imunocompetentes,
do que como agente antiproliferativo (MARQUES, 2009).

O tratamento sistémico com MTX é utilizado na psoriase severa, incluindo farmacos
como os retindides e ciclosporina (RAUT; PRABHU; PATRAVALE, 2013). Os beneficios e
riscos da terapéutica com o MTX devem ser cuidadosamente considerados antes do inicio do
tratamento. Em principio, o MTX ¢ indicado para psoriase eritrodérmica, psoriase artropatica
moderada a grave, psoriase pustulosa aguda (generalizada ou localizada), psoriase em placas
grave ou incapacitante, e naqueles casos com ma resposta a fototerapia e/ou tratamento com
retindides (MARQUES, 2009).

A escolha de MTX oral no tratamento da psoriase moderada a grave requer uma

avaliacdo prévia da adequacdo do farmaco, a maioria dos pacientes respondem ao tratamento
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apresentam melhora antes de 8 semanas. Os métodos ndo invasivos sdo preferidos para
monitorizar hepatotoxicidade (CARRASCOSA et al., 2015). O MTX pode ser administrado
como monoterapia ou como terapia de combinacdo para a psoriase. A resposta da
monoterapia é geralmente visto em 1-4 semanas, com pelo menos reducdo de 50% em 70-
80% dos doentes tratados. O MTX também é combinado com varios outros agentes tépicos e
sistémicos para diminuir a dose e, consequentemente, 0s seus efeitos secundarios, e também
para aumentar a eficacia do tratamento (DOGRA; MAHAJAN, 2013).

Os pacientes que sdo submetidos ao uso sistémico deste farmaco por longos periodos e
em altas doses apresentam muitos efeitos adversos graves, como toxicidade gastrica, hepatica,
pulmonar e supressdo da medula 6ssea (YANG; KAMIYA; GOTO, 2012). A descontinuacdo
do MTX geralmente é dada pelo seu perfil toxicoldgico e ndo por sua ineficacia. Além disso,
seus parametros farmacocinéticos possuem variabilidade interindividual muito elevada (30—
90%). Sua biodisponibilidade em baixas doses pode ser completa, mas em altas doses diminui
para cerca de 10-20%. Sua absorc¢éo intestinal é saturavel e grande parte do MTX absorvido é
eliminada pelo figado num curto periodo de tempo, resultando em baixas doses nos tecidos
alvo (MOHAMMADI-SAMANI et al., 2013; PRASAD; KOUL, 2013; PRASAD, ANAND;
KOUL, 2011). Desta maneira, se tornam necessarios estudos que visam ao controle da
liberagdo do MTX, para diminuir sua toxicidade e aumentar sua eficicia. No tratamento com
MTX, as consideracdes de seguranca sdo frequentemente limitantes em adicdo a eficacia.
Consideracdes farmaco-econémicas sdo cada vez mais importantes na orientacdo das decisfes
de tratamento. A decisdo final da escolha terapéutica do paciente com psoriase deve ser
baseada em suas necessidades e preferéncias, mas também nas consequéncias clinicas e
econbmicas da estratégia terapéutica adotada, e alguns estudos confirmam maior tempo de
remissdo e menor custo em esquemas rotativos com o emprego do MTX (MARTINS;
ARRUDA, 2004).

O MTX é disponivel em comprimidos de 2,5 mg e em solugdo injetavel de 2ml (50mg
de MTX) e de 20 ml (500mg de MTX), ambos na concentragdo de 2,5mg/0,1ml e a selecdo de
pacientes ao uso do MTX deve levar em consideracédo os critérios de contraindicacdo absoluta
e relativa, pensadas no contexto risco-beneficio do paciente, sempre com monitorizacdo
clinica e laboratorial do paciente. (MARQUES, 2009).

Portanto, 0 MTX ¢ usado no tratamento sistémico da psoriase, por via oral ou
injetavel. Este farmaco causa inimeros efeitos colaterais, logo, a administragdo tdpica de

MTX pode ser benéfica para reduzir seus efeitos colaterais.
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2.3 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO METOTREXATO (MTX)

O MTX, acido N-[4-[[2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metilamino] benzoil] -L-
glutdmico (C6HIN3O3), cuja estrutura quimica se encontra na Figura 2, é um po cristalino
alaranjado ou amarelo e higroscopico. Praticamente insollvel em agua e em alcool etilico.
Facilmente solivel em solucdes de hidroxidos alcalinos e carbonatos, pouco solGvel em
solucéo de acido cloridrico 6 M. Sua faixa de fusdo é de 159°C a 163°C. Deve ser armazenado
em recipientes bem fechados e protegidos da luz (FARMACOPEIA BRASILEIRA 6 ed.,
2019).

De acordo com Santos et al. (2017), o MTX é solvel em solug@es alcalinas e acidas,
enguanto entre seus valores de pKa de 4,7 e 5,71, a sua solubilidade diminui, o que induz a
precipitacdo (FIGURA 5).

O MTX é classificado no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) como
Classe Il onde apresenta alta solubilidade e baixa permeabilidade através de membranas
bioldgicas de uso oral. Com esse sistema € possivel avaliar e prever a absorcdo oral deste
farmaco (DEZANI, 2017). E altamente polar (log P=-1,85), ou seja, com coeficiente de
particdo P<1 indicando afinidade preferencialmente pela fase aquosa (hidrofilia) sendo dificil
de permear no estrato corneo. A hidrossolubilidade dependente do pH, a dissociacdo em
condicdes fisioldgicas de pH e alto peso molecular (454,44g/mol) faz com que o0 MTX seja
considerado um farmaco de baixa permeabilidade (YANG; KAMIYA; GOTO, 2012), pois a
presenca de lipideos no estrato corneo representa uma barreira lipofilica que restringe a
permeacdo de moléculas (AMARJI et al., 2015).
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Figura 5 — MTX em diferentes formas idnicas dependendo do pH
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al. (2017).

2.4 ESTRUTURA DA PELE

A pele é um 6rgéo constituido por varios estratos subdivididos em camadas tissulares
distintas chamadas de epiderme e derme, cujas estruturas influenciam na permeacdo de
farmacos. Representa cerca de 15% do peso corporal total de um adulto e tem uma area de
superficie de aproximadamente 2 m? (SOARES et al., 2015). E um 6rgdo composto por duas
camadas principais: epiderme e derme e possui varias fungdes importantes, incluindo:
protecdo de barreira fisica, vigilancia imunoldgica, regulacdo térmica, protecdo contra luz

ultravioleta e retencdo de dgua (FIGURA 6).



36

Figura 6 — Estrutura da pele
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Fonte: CENFE. 2019. Disponivel em: https://cenfewc.com.br/fag/quais-sao-as-camadas-da-pele-e-suas-
caracteristica/. Acesso em: 10 de maio, 2020.

A epiderme é responsével pela protecdo da barreira fisica contra fatores exdgenos e
retencdo de agua. E constituido principalmente por queratindcitos, melandcitos e células de
Langerhans. Os queratindcitos formam a barreira fisica da pele a medida que se diferenciam
terminalmente da camada basal ao estrato cérneo (PALMER; DELOUISE, 2016).

Os queratindcitos sdo as principais células da camada basal e estdo em maior
quantidade. Sintetizam a queratina e, com 0 processo de migracdo para a superficie, sofrem
transformacGes deixando no lugar, estruturas planas e firmes de queratina, formando a
camada cdrnea ou queratinizada, garantindo a impermeabilizacdo e evitando a desidratacdo
(KASHIWABARA et al., 2016).

O estrato cdrneo € composto por queratindcitos fisicamente mortos, e sdo mantidas
juntas por uma rede de proteinas (por exemplo, queratina, filagrina e loricrina) e revestidas
com uma camada de gordura (por exemplo, ceramidas, acidos graxos, colesterol). O estrato
cdrneo e as jungdes estreitas no estrato granuloso criam uma barreira impermeavel a agua que
é impermeavel a maioria das moléculas de farmacos acima de 500 kDa e hidrofilicas. Os
melandcitos, também na epiderme, fornecem melanina aos queratindcitos para absorver e
bloquear a radiacdo ultravioleta. As células de Langerhans, os macrofagos e as células
dendriticas dérmicas examinam a derme em busca de patdgenos e produtos quimicos
xenobioticos (PALMER; DELOUISE, 2016).


https://cenfewc.com.br/faq/quais-sao-as-camadas-da-pele-e-suas-caracteristica/
https://cenfewc.com.br/faq/quais-sao-as-camadas-da-pele-e-suas-caracteristica/
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Abaixo da epiderme, existe a camada chamada derme. E uma camada composta de um
tecido conjuntivo dividido em duas camadas, conjuntivo frouxo e conjuntivo denso. A derme
perde espessura com o avancar dos anos, além de perder a capacidade vascular e diminuir a
regeneracdo celular, o nimero de fibras elésticas e colagenas, resultando em rugas e
ressecamento da pele (FAGNANI et al., 2013).

A derme possui uma rede maior quando comparada as demais camadas da pele
responsavel pelo controle da temperatura corporal, irrigacdo da epiderme e promovendo a
difusdo de nutrientes e oxigénio para as camadas celulares mais profundas. As principais
células da derme sdo os fibroblastos, que produzem grandes quantidades de fibras conjuntivas
de colageno, e elastina, garantindo a sustentacdo, a extensibilidade e a resisténcia da pele.
Esta camada contém os receptores sensitivos da dor, da temperatura e do tato
(KASHIWABARA et al., 2016).

O tecido chamado de hipoderme fica situado abaixo da derme e serve para unir esta
com os 6rgdos profundos do corpo. Tem como funcdo a protegdo dos 6rgdos e como reserva
de energia além de também controlar a temperatura corporal. Tem na sua composicao, células
chamadas de adipdcitos e sua espessura varia segundo a localizacdo, 0 sexo e a idade. A
hipoderme representa 15 a 30% do peso corporal (FAGNANI et al., 2013; KASHIWABARA
et al., 2016).

A absorcdo de farmacos na pele é afetada por vérios fatores, tais como espessura,
temperatura, grau de hidratacdo, limpeza da pele, fluxo sanguineo, concentracdo de lipidios,
numero de foliculos pilosos, funcéo das glandulas sudoriparas, raca, pH na superficie da pele
e integridade do estrato corneo. Outros aspectos a serem levados em consideracdo séo
préprios da formulacdo, como a natureza do farmaco e o tipo de forma farmacéutica que
interferem na absorcdo percutanea. O fluxo transdérmico é grandemente influenciado pelo
coeficiente de particdo e pela solubilidade em agua, visto que moléculas de alta polaridade e
de grande tamanho encontram dificuldade para penetrar na pele. As caracteristicas 6timas
para a absorcéo percutanea séo, principalmente, baixo peso molecular e solubilidade adequada
em meios hidrofilico e hidrofébico (SILVA et al, 2010).
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2.5 SISTEMAS DE LIBERACAO TOPICOS E TRANSDERMICOS

Um farmaco aplicado a superficie da pele ou seja, pela via topica, tem trés principais
rotas de penetracdo na epiderme: através dos glandulas sudoriparas, pelos foliculos pilosos e
glandulas sebaceas associadas, ou através do estrato cdérneo continuo. A maioria dos
compostos permeam pela pele por uma combinacdo destas vias e a contribuicdo relativa de
cada uma delas esta relacionada a atividade fisico-quimica e propriedades da molécula do
farmaco. A liberagdo de compostos ativos a pele tem trés objetivos diferentes: epidérmico,
absorcdo topica ou transdérmica. Cosméticos, repelentes de insetos e desinfetantes séo
exemplos de formulacdes comuns projetadas para manter o composto ativo na superficie da
pele. As formulagdes topicas permitem que o ativo penetre em profundidades regides da pele.
As formulagbes transdérmicas visam fornecer o ativo a circulagdo sistémica (BENSON;
WATKINSON, 2012; ZHU et al., 2020).

Sistemas de liberacdo transdérmicos tém sido amplamente estudados nas ultimas
décadas, como uma alternativa atraente e valiosa para a administracdo oral e parenteral. As
principais vantagens de liberacdo transdérmica sao principalmente por ndo ser invasiva, dar
conforto ao paciente, evita 0 metabolismo de primeira passagem, evitando sérios efeitos, e
ignora as variaveis que afetam a absorcdo de farmacos no gastrointestinal. Apesar dessas
vantagens Obvias de liberacdo transdérmica, o niUmero de farmacos administrados por esta via
é bastante limitado devido a funcdo barreira de estrato cérneo, a camada mais externa da
epiderme da pele. Varias abordagens incluindo o uso de promotores de permeacéo,
iontoforese, eletroporacdo, injecdes e nanocarreadores estdo sendo aplicados para aumentar a
penetracdo de farmacos para superar a funcdo de barreira da pele (ZEB et al., 2016). Os
principais objetivos sdo evitar administracGes repetidas, ter liberacdo prolongada e manter as
concentragBes plasmaticas constantes. As vantagens da via transdérmica de administracéo de
farmacos sdo: diminuir as variagdes plasmaticas de farmaco; diminuir a frequéncia de
administracdo; anular a variabilidade da absorcdo oral; anular 0 metabolismo pré-sistémico;
possibilidade imediata de interromper a administracdo (MARTINS;VEIGA, 2002).

Em circunstancias normais, onde a camada externa da pele, o estrato cdrneo
permanece intacto, a via transdérmica é relativamente pequena e limitada a moléculas
lipofilicas neutras com baixo peso molecular. Sem a manipulagdo de formulas modernas e o
uso da tecnologia para obter melhorias na penetracdo, muitos farmacos e importantes

peptideos terapéuticos, como proteinas, ndo estariam disponiveis para administracdo topica.
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Os objetivos do aprimoramento da penetracdo incluem em aumentar a quantidade de
substancias possiveis de penetracdo e liberacdo transdérmica; aumentar a taxa de liberacdo
transdérmica de substancias especificas e direciona-los para areas especificas com reagoes
cuténeas adversas minimas. As estratégias para o aprimoramento da penetracdo vao desde a
oclusdo simples e a otimizacdo da simulacdo até o uso de métodos / tecnologias quimicas e
fisicas, ou combinacOes destes. Os varios métodos serdo classificados mecanicamente, de
acordo com seus efeitos sobre o estrato corneo da pele. Os métodos de injecdo direta (por
exemplo, microagulhas) penetram o estrato corneo fornecer uma substancia ativa a uma
profundidade predeterminada. Técnicas mecanicas, como a microdermoabrasdo, melhoram a
penetragdo por reduzir a espessura da barreira do estrato corneo, podendo causar um
enfraquecimento geral da barreira. Tecnologias ablativas ou cavitacionais eliminam a barreira
do estrato corneo em locais discretos, formando microporos ou microcanais através dos quais
a difusdo pode ocorrer. Finalmente, existem tecnologias como o ultrassom ndo-experimental,
magnetoforese e iontoforese séo projetadas para melhorar a penetragdo aumentando a forca
motriz de uma substancia/ativo. A Figura 7 demonstra a penetracdo de substancias aplicadas
topicamente através da pele ndo tratada e ap0s o tratamento com injecdo direta, reducdo de
barreira e tecnologias de cavitacdo (BENSON; WATKINSON, 2012.

Figura 7 - Penetracdo de substancias aplicadas topicamente através da pele ndo tratada e apds tratamento com
injecdo direta, reducdo de barreira e tecnologias de cavitagéo.
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Fonte: Adaptado de BENSON; WATKINSON, (2012).

A via transdérmica, portanto, é explorada para tratamentos sistémicos. Para tratamentos
localizados na pele, a via tdpica ou transepidérmica torna-se mais atraente, pois pode evitar o
efeito sistémico e efeitos adversos, além da diminuicdo da dose e menor exposi¢cdo ao

farmaco.
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Para acdo topica do MTX deve-se levar em consideracdo seu mecanismo de agdo
ocorrer em células da derme, logo, 0 MTX hidrofilico precisa vencer o estrato cérneo.

O uso de promotores de penetracdo pode contrinuir para o transporte transepidérmico.
Esses agentes interagem com 0s constituintes do estrato corneo tornando-o mais permeavel a
alguns compostos e induz um aumento temporario e reversivel na permeabilidade da pele.
Estes promotores sdo incorporados nas formulacdes de modo a melhorar a difuséo e a
solubilidade do farmaco na pele. (JAVADZADEHA et al.,2011).

Considerando os importantes efeitos colaterais sisttmicos da terapia com MTX, como
hepatotoxicidade, mielossupresséao e fibrose pulmonar nausea, vomito, diarreia, estomatite e a
ulceracdo cutdnea (PINTO et al., 2014; CINTRA et al., 2016), uma maneira estratégica de
minimizar essa toxicidade seria aplicacdo e acdo localizada do farmaco. Neste sentido, este
trabalho visou o desenvolvimento de sistemas topicos, explorando sistemas tensoativos
compostos por promotores de permeacdo, como também sistemas poliméricos alquilados

geleificados.

2.6 FORMULACOES COM BASE EM TENSOATIVOS

Emulsbes sdo definidas como um sistema polifasico, no qual se encontra uma fase
liquida (descontinua ou interna) é estabilizada em outra fase liquida (continua ou externa) pela
acao de um emulsionante. O comportamento de uma emulsdo depende fortemente do tamanho
das goticulas da fase dispersa. Para uma emulsdo atingir estabilidade cinética, é necessaria
uma combinacdo adequada de ingredientes, de conhecimentos de quimica e de processos de
fabricagio (FRANZOL; REZENDE, 2015)

Além das emulsBes convencionais, dependendo da composi¢cdo, podem formar
microemulsbes (MEs) e cristais liquidos (CLs), que sdo termodinamicamente estaveis, se
formam espontaneamente e possuem estrutura interna nanoestruturada, diferente das
emulsdes, que requerem energia para sua formacdo e suas goticulas internas é da ordem de
micrometros. A nanoestrutura confere vantagens como maior solubilizacdo de ativos, melhor
penetracdo através dos tecidos bioldgicos, facilidade no preparo devido a sua formacéo
espontanea, o que facilita o escalonamento, além disso, suas propriedades adesivas abrem
novos caminhos para o desenvolvimento de formulacdes bioadesivas que podem ser utilizadas

em diferentes vias de administracdo oral, topica, transdérmica, ocular, parenteral, vaginal e
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retal (DAMASCENO et al., 2011 ; CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2013; SILVA et
al., 2014).).

Os CLs liotropicos sdo 6timos veiculos para aplicacdo localizada, pois fluem como
liquidos e, em parte, mantém a estrutura dos sélidos cristalinos. O comportamento de fases
dos tensoativos que estabilizam sistemas liquido-cristalinos e microemulsionados &
extremamente atraente para 0 campo da nanotecnologia, porque as estruturas sdo estaveis e a
sua producao pode variar a composi¢ao e agente tensoativo, a fase oleosa e a fase aquosa, e se
pode verificar a viscosidade e a textura dos sistemas sendo possivel modular a
viscoelasticidade, a rigidez e a adesdo de tais sistemas apenas alterando as proporc¢des dos
componentes. Portanto, os sistemas tensoativos tem grande potencial como sistemas de
liberacdo topica de farmacos (TANGSO et al., 2014; DANCIU et al., 2015; OYAFUSO et al.,
2015).

Os CLs podem ser classificados do tipo lamelar, hexagonal, cibico (FIGURA 6). A
estrutura interna também chamada de mesofase lamelar, é constituida por camadas paralelas e
planares de bicamadas de tensoativo, separadas por camadas de solvente, formando uma rede
uni ou bidimensional. A mesofase hexagonal, forma agregados por meio de arranjo de
cilindros longos. A mesofase cubica, no entanto, consiste em micelas normais ou reversas
empacotadas em simetria cibica ou bicontinua (JOHNSSON et al., 2006; FARKAS et al.,
2007; CARVALHO, 2014).

Os CLs combinam beneficios de emulsdes O/A e A/O, pois proporcionam a mesma
condutancia inicial da superficie da pele de uma emulsdao O/A, e a mesma oclusividade de
uma emulsdo A/O, proporcionando aos CLs uma alta capacidade de retengdo de agua,
promovendo hidratacdo imediata e duradoura do estrato corneo danificado. Devido & sua
semelhanca estrutural com os lipidios intercelulares do estrato corneo, os CLs oferecem as
mesmas propriedades protetoras que os lipidios intercelulares naturais. Estes lipideos
formadores de cristais liquidos ndo sdo tdxicos e sdo biodegradaveis sendo usados em varias
rotas de administracdo (SUZUKI et al., 1993; IWAI; FUKASAWA; SUZUKI, 1998; CHEN;
MA; GUI, 2014).

Sugere-se que a baixa umidade pode ser um fator essencial na exacerbacdo da psoriase
pois ha uma inducéo da hiperproliferacdo epidermica, estado de desidratacao da epiderme por
perda da fungéo, principalmente em lugares de clima frio e seco. Baseado em estudos in vivo
em camundongos, foi possivel observar que ha diminuigcdo do teor de lipideos e aumento da

espessura da camada epidérmica (KIM et al., 2002).
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Os cristais liquidos podem oferecer vantagens para a aplicacdo e tratamento tdpico da
psoriase. De fato, recentemente, sistemas de liberacdo de farmacos baseados em cristais
liquidos tém sido desenvolvidos para o tratamento da psoriase e resultados promissores tém
sido obtidos, tanto in vitro quanto in vivo (LOPES et al., 2006; VICENTINI et al., 2013;
DEPIERI et al., 2016; ROSSETI et al., 2016).

Lopes et al (2006) afirmam que ha um aumento da retencdo cutanea ou penetracdo nas
camadas mais profundas da pele com consequente liberacdo transdérmica de farmacos com
aplicacdo topica de sistemas liquido-cristalinos.

Em seus estudos, Cintra (2016) sugere que diversas formulacdes dentre elas os CLs que
liberam MTX de maneira controlada se mostraram nado citotoxicas, portanto, sugerindo que
sdo interessantes para serem utilizados como novos sistemas para aplicacdo de MTX na pele.

Wonglertnirant et al., (2012) mostraram que tensoativos aniénicos como lauril sulfato
de sodio e bromamida de cetiltrimetilaménio aumentaram a permeacdo de farmacos,
principalmente através de interacBes com lipideos intercelulares no estrato cérneo com a
criacdo de um microambiente perturbado entre cadeias alquilicas lipidicas e grupos de
cabecas polares.

O mecanismo de agdo dos tensoativos anibnicos tendem a interagir bem com a
queratina nos cornedcitos, abrem a estrutura densa da queratina e a tornam mais permeével, e
aumentam a absorcao transdérmica pela desordem da camada lipidica do estrato cérneo (SOM
et al., 2012). Quantidades crescentes de farmaco permeado resultaram em um aumento nas
interacfes da membrana. No entanto, para escolher promotor de permeacao cutanea, ndo se
deve considerar apenas 0 aumento da permeacdo, mas também toxicidade e irritacéo.

Som et al. (2012) afimam que os tensoativos catidnicos interagem com proteinas da
pele via interacdes polares e ligacdo hidrofobica. A interacdo hidrofobica entre as cadeias de
tensoativos catiénicos e proteinas resultam em grupos de cabegas ibnicas pendentes e
subsequente inchaco do estrato corneo. Estes sdo mais destrutivos para os tecidos da pele,
causando um aumento maior no fluxo do que os tensoativos anidnicos.

Com relacdo aos tensoativos ndo idnicos, ha dois possiveis mecanismos pelos quais a
taxa de transporte e permeacao de farmacos: o primeiro é que tensoativo pode penetrar nas
regides intercelulares do estrato corneo, aumentar a fluidez e, eventualmente, solubilizar e
extrair componentes lipidicos; e o segundo mecanismo é pela penetracdo do tensoativo na
matriz intercelular seguida de interacdo e ligacdo com os filamentos de queratina podendo
resultar em uma ruptura dentro do cornedcito. Além disso, os tensoativos ndo iénicos sdo

capazes de emulsionar o sebo, aumentando assim o coeficiente termodinamico dos farmacos e
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permitindo que ele penetre nas celulas com maior eficacia. Os polissorbatos, oferecem um
meio de aumentar a permeacdo do farmaco através da pele sendo demonstrado um aumento
significativo da permeacdo do farmaco até 13 vezes quando aplicada na pele do camundongo
sem pelo (SOM et al., 2012).

Na literatura, 0 emprego de MEs e CLs para administracdo cutanea de MTX é bem
escassa, mas um estudo de Von Zuben (2012) evidenciou resultados promissores com 0
emprego da fase lamelar para o tratamento topico da psoriase com MTX, apesar de ressaltar a
importancia de continuidade de estudos in vivo, avaliagdo da toxicidade e estudos clinicos a
fim de comprovar a seguranca, a estabilidade das formulacGes desenvolvidas e a obtencédo de
efeitos terapéuticos desejados com a utilizagdo de doses menores do medicamento foram
desenvolvidas. Este trabalho foi testado apenas com formulagdes de fase lamelar.

No presente trabalho estdo sendo testadas formulacbes de fase lamelar e hexagonal,
com outros componentes e tensoativos de custo mais acessivel, e ainda hidrogeéis, além da
realizacdo de testes in vivo para comprovacédo da eficacia e tratamento da psoriase.

A escolha dos componentes dos CLs como o Tween 80® e miristato de isopropila se
deve a baixa toxicidade, facilidade de aquisi¢do, baixo custo e a existéncia em grau
farmacéutico (FIGURA 8). O Tween 80® é um tensoativo ndo iénico muito utilizado em
formulagdes, interagindo com a pele causando um desarranjo estrutural lipidico, aumentando
a permeabilidade da pele (RAFEIRO, 2013).

Figura 8 - Estruturas quimicas: A: miristato de isopropila; B: polissorbato 80
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Fonte: Adaptado de FCiéncias (2020); SCHWARTZBERG; NAVARI, (2018)

O miristato de isopropila € uma substancia liquida, praticamente inodora, e tem sido
estudado e impulsionado como um intensificador de penetracdo na pele. Embora o miristato
de isopropila tenha sido amplamente utilizado como um aprimorador seguro da permeacéo,

surpreendentemente, seu mecanismo de acdo ainda ndo foi esclarecido em detalhes, porém ha
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estudos que sugerem que o miristato de isopropila afeta os lipidios do estrato corneo e o
coeficiente de parti¢do entre o estrato cdrneo e o veiculo (BENSON; WATKINSON, 2012).

2.7 HIDROGEIS

Sao redes tridimensionais poliméricas que podem intumescer em meio aquoso e
ainda sdo capazes de absorver grande quantidade de agua na sua estrutura sem se dissolver
(DRESSLER, 2008). Os hidrogéis poliméricos sdo constituidos de cadeias macromoleculares
interligadas por interacBes quimicas e fisicas, sendo os obtidos por reticulacbes fisicas
formadas por ligacdes reversiveis (interacdo iGnica ou secundaria), enquanto 0s quimicos sao
formados por ligagBes irreversiveis (ligacdes covalentes) (CHAGAS, 2012; LIMON et al.,
2019).

Os hidrogéis apresentam caracteristicas de hidrofilicidade as quais podem ser
controladas pela natureza dos grupamentos presentes em suas cadeias, como: -OH, -COOH, -
CONH2, NH2, SOH3 (AOUADA, 2009). Devido a esses grupos funcionais, os hidrogeis séo
sensiveis as condi¢cdes do ambiente como temperatura, composicao do solvente e pH, o que
conferira propriedade fisico-quimica Unicas (DRESSLER, 2008). Eles possuem
biocompatibilidade e baixa tensdo interfacial com os fluidos bioldgicos e tecidos. A natureza
viscoelastica dos hidrogéis minimiza a irritacdo mecénica e de friccdo ao tecido das
vizinhangas, ndo causam dor e dano a mucosa ou ao interior dos vasos sanguineos, e nem
risco de infecgdo. Essas caracteristicas fazem com que os hidrogéis sejam aplicados na &rea
biomédica, na regeneracdo de tecidos, em implantes e na area farmacéutica, para liberacédo
controlada de farmacos e proteinas em locais especificos do organismo (ABREU, 2008).

A tixotropia ou mudanca dependente do tempo na viscosidade é uma propriedade
desejavel para formulagdes farmacéuticas nos quesitos de flexibilidade na liberacdo de
farmacos. Os hidrogéis sdo faceis de aplicar na superficie da pele, resultando em alta adeséo e
tolerancia do paciente. Os hidrogéis séo tipicamente classificados como sistemas nédo-
newtonianos que exibem relacdo ndo-linear entre a taxa de estresse e cisalhamento (ou
deformacéo) (JAIN, 2016). As formulacGes topicas tixotropicas deformam-se durante a
aplicacdo, isto é, tornam-se mais fluidas e consequentemente o espalhamento no local da
aplicacdo é mais facil. No final da aplicacdo, a perda do fArmaco € evitada pela recuperacdo

da viscosidade inicial.
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O comportamento tixotropico é caracterizado quando a reestruturacdo do gel ocorre
lentamente. Em geral, a tixotropia de produtos semissélidos influencia no prazo de validade e
na aplicacdo topica e pode ser influenciada por varios fatores em um sistema de gel como pH,
temperatura, modificacdo ou combina¢Bes de polimeros, adicdo de cétions ou anions e
concentragOes de polimeros. (CID et al., 2012).

O desenvolvimento de sistemas de reservatorios mais convenientes € claramente
desejavel, e uma area notavel de interesse tem sido o uso de hidrogéis contendo farmacos.
Utilizar um hidrogel, ao invés de uma solucdo, facilita o tratamento de farmacos e permite ao
paciente para permanecer ativo. Os hidrogéis atrairam cada vez mais a atencdo nos ultimos
anos, em vista do seu comportamento de intumescimento, adesividade e biocompatibilidade.
A incorporacdo de farmacos em hidrogéis permite a modulacdo de sua cinética de liberacdo
(ALVAREZ-FIGUEROA, BLANCO-MENDEZ, 2001).

Ha diversos tipos de hidrogéis utilizados para fabricacdo de formulactes
farmacéuticas. Sdo varios os polimeros utilizados na formacdo desses hidrogéis, entre eles
estdo os polimeros naturais (alginato, quitosana, metilcelulose, xantana) e os polimeros
sintéticos (alcool polivinilico, éxido de polietileno), podendo ter carater anidnico, catidénico
ou neutro, dando condigdes favoraveis para desenvolver sistemas de liberacdo de farmacos de
aplicacdo topica (CHAGAS, 2012; LIMON et al., 2019).

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina que é encontrada em abundancia
na natureza, principalmente em carapaca de crustaceos. Devido ao carater basico, atribuido a
presenca do grupamento amina nas unidades repetidas, e a sua biodegradabilidade, esses dois
polimeros vem despertando bastante interesse de cientistas e tecnélogos, que tém descoberto
diversas aplicacdes, especialmente na area biomédica (CANELLA; GARCIA, 2001). A
quitosana é o polimero natural mais favoravel para a formacdo de hidrogel termossensivel,
pois possui propriedades antibacterianas, biocompativeis e biodegradaveis. E insolGvel em
solucbes neutras e alcalinas, mas é solivel em &cidos diluidos como o &cido cloridrico,
acetico e perclérico onde os grupos amino séo protonados (DEHSHAHRI et al, 2021).

O polimero de carbono alquilado de nome comercial Pemulen® TR-2 é um
emulsificante polimérico introduzido no final dos anos 1980 por B.F. Goodrich e agora
produzido pela Noveon, uma subsidiaria da Lubrizol. Na literatura da inddstria cosmética,
Pemulen TR-2 faz parte de uma classe de copolimeros referidos como polimeros cruzados de
acrilato / C10-30 alquil acrilato. Consiste em um &cido poli acrilico semelhante ao
Carbopol®, reticuladas com um metacrilato de cadeia longa. Assim, este polimero possui

regides lipoliticas (o metacrilato) bem como regides hidrofilicas (o acido acrilico). Essas
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regides de afinidade diferente permitem que Pemulen® TR-2 atua como um emulsificante
primario, ou seja, pode ser usado para fazer 6leo em emulsdes de agua (O / W) sem a adicdo
de sabdo ou surfactante. Os géis feitos com Pemulen TR-2 sdo mais viscosos no pH intervalo
de 5-9 (RAVENEL, 2010).

A hidroxipropilemetilcelulose (HPMC) é um polimero derivado da celulose com alta
capacidade de molhagem e alta velocidade de hidratagio. E largamente utilizado como um
excipiente, em formulacdes farmacéuticas orais e tdpicas como agente gelificante e em
produtos cosméticos e alimentares. E um polimero hidrosoldvel ndo idnico, ndo téxico e nio
irritante. Est4 disponivel em vérios tipos e viscosidades. O HPMC é utilizado também como
agente emulsificante, suspensor e estabilizante para gel (SALGADO, 2008).

Alvarez-Figueroa; Blanco-Mendez (2001) testou microemulsdes e hidrogéis contendo
acido acrilico e acrilamida (combinados ou nao) além de tensoativos e co-tensoativos,
componentes de fase oleosa e MTX para a administracdo topica no tratamento da psoriase. Os
testes foram feitos in vitro, onde o MTX foi incorporado no hidrogel na concentracéo de 120 e
200 mg/mL testando o farmaco saturado na permeacao por difusdo passiva e a associacdo de
iontoforese para otimizar a permeacdo. A eficacia do MTX é observada, mas o estudo sugere
a administracdo tdpica deste medicamento desde que utilize as concentracGes ideais de MTX
nas formulagGes para tratamento da psoriase nos hidrogéis.

Kumar, Sandhu e Kaur (2004) testaram um hidrogel de MTX topico a 0,25% (Rextop;
Systopic Laboratories, india) em pacientes com lesdo palmoplantar. Quatorze pacientes
adultos foram incluidos no estudo, onde foi aplicado duas vezes ao dia nas lesdes por 12
semanas. As lesdes foram avaliadas quanto ao grau de eritema, descamacéo, endurecimento e
infiltragcéo, e foram pontuadas com uma pontuacéo de gravidade de 0—3 (0, ausente; 1, leve; 2,
moderada; 3, grave) a cada 2 semanas. O tempo médio para melhoria foi de pelo menos 6
semanas. Nenhum dos pacientes apresentou melhora completa das lesdes. O MTX 0,25% em
gel hidrofilico é bem tolerado, mas ndo € muito eficaz no controle das lesGes da psoriase
palmoplantar. Uma concentragdo mais alta em uma base diferente com melhor penetracéo
poderia fornecer melhores resultados.

O medicamento Rextop Gel 1% auxilia na inibicdo das células da pele que estdo em
crescente proliferacdo. Destina-se apenas a uso externo e deve ser usado conforme
recomendado pelo médico. O tempo médio de melhora é de pelo menos seis semanas. Apesar
da boa tolerancia da formulacdo, ndo é muito eficaz no controle das lesGes da psoriase
palmoplantar. Além de efeitos colaterais como nausea, vomito, perda de apetite e dor

abdominal, ha também incompatibilidades que devem ser observadas (REXTOP GEL, 2020).
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Outros dois medicamentos similares de uso topico contendo metotrexato sdo comercializados
na India com nomes comerciais: Dermotrex Gel 1% p/p (East West Pharma Ltd.) e Trexjoy
Gel 1% p/p (Intas Pharmaceuticals Ltd.). Sdo utilizados para tratar a psoriase, quando outros
tratamentos ndo sdo eficazes. Estes medicamentos ndo séo recomendados durante a gravidez
ou durante a amamentacdo (DERMOTREX, 2020; TREXJOX, 2020).

Estudos de Eskicirak.B, Zemheri E. e Cerkezoglu A. (2006) tiveram como objetivo
avaliar a eficacia e tolerabilidade do gel de MTX topico a 1% de hidroximetilcelulose e
placebo (pomada de vaselina) como tratamento para a psoriase com 40 pacientes com psoriase
cronica do tipo placa, duas vezes ao dia por 8 semanas. As lesdes foram pontuadas na linha de
base e apds 2, 4, 6 e 8 semanas de tratamento para eritema, descamacdo e infiltracdo. A
melhora global e caracteristicas histopatologicas também foram avaliadas ap6s o tratamento
com MTX. Os resultados no final do tratamento, o eritema foi totalmente eliminado em
47,5% dos pacientes tratados com MTX e 7,5% daqueles tratados com placebo. A melhora da
infiltragdo foi de 22% dos pacientes tratados com MTX e 2,5% dos pacientes tratados com
placebo (P < 0,01). A melhora clinica foi quase a mesma para os dois grupos em relacdo a
descamacéo (P < 0,5). A melhoria global foi de 97% para pacientes tratados com metotrexato
e 60% para aqueles tratados com placebo com uma diferenca significativa entre os grupos (P
< 0,01). Uma melhoria histopatoldgica foi alcancada no grupo tratado com MTX (P < 0,01).
Nao foram observados efeitos colaterais, concluindo que este estudo sugere que o MTX a 1%
em um gel hidrofilico é bem tolerado e significativamente mais eficaz que o placebo como
medicamento topico para o tratamento de psoriase vulgar.

O estudo envolveu a preparacdo de 0,25% MTX niossomal incorporado em gel de
quitosana visando aumentar a penetracdo percutanea e a eficacia terapéutica avaliando quanto
a irritacdo e sensibilizacdo em 10 voluntarios humanos na fase | e 30 voluntarios na fase II,
sequido pela eficacia do gel calculada pelo método PASI. Um estudo duplo-cego controlado
por placebo em pacientes com psoriase pela comparacdo de sua eficacia com um gel de MTX
(Rextop®, Systopic, India) e o MTX niossomal mostraram que na 122 semana o gel de
metotrexato niossomal € mais eficaz que o placebo e o gel de MTX comercializado em termos
de eficacia clinica, tolerabilidade e adesdo do paciente com melhor absorcao e penetracdo do
MTX na pele sendo aplicado 1 vez ao dia. Os autores afirmam que embora os resultados
tenham sido encorajadores, um nimero maior de pacientes com um estudo multicéntrico
precisa ser realizado para concluir a eficdcia da nova formulagdo (LAKSHMI et al., 2007).

Syed et al (2001) testou MTX in vivo num estudo duplo-cego controlado por placebo

com o objetivo de avaliar a eficécia clinica e a tolerabilidade do MTX 0,25% incorporado em


https://www.1mg.com/manufacturer/east-west-pharma-72555
https://www.1mg.com/manufacturer/intas-pharmaceuticals-ltd-55048
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um gel hidrofilico (hidroxietilcelulose a 1%) no tratamento de pacientes com psoriase vulgar.
Os voluntérios passaram por avaliacdo utilizando o indice PASI para avaliar a gravidade das
lesBes psoriaticas, além de métodos clinicos e histopatoldgicos. O medicamento experimental
foi aplicado as lesdes duas vezes ao dia por 5 dias / semana por 12 semanas. O tratamento foi
bem tolerado por todos os pacientes, sem sintomas adversos e ap0s 0s testes os voluntérios
foram acompanhados por 12 meses a partir do primeiro dia do tratamento. Os resultados deste
estudo demonstram que o MTX 0,25% em um gel hidrofilico é bem tolerado e
significativamente mais eficaz que o placebo como medicamento tépico aplicado pelo
paciente no tratamento da psoriase vulgar.

Jabur et al. (2009) testaram um hidrogel de carboximetilcelulose com MTX 0,5% v/v
contendo glicerina, metilparabeno e dimetilformamida (promotor de absor¢do). Estes testes
foram feitos em 65 voluntarios divididos em 2 grupos: com o hidrogel de MTX e com
hidrogel placebo. Ap6s anamnese para avaliar os critérios de inclusdo e exclusdo, os
voluntarios foram instruidos a utilizar o produto 1 vez ao dia durante 8 semanas. As analises
foram feitas a cada 2 semanas pelo indice PASI e observaram que houve reducdo da
porcentagem média da pontuacdo PASI, portanto foi detectada a melhora da psoriase. Foi
possivel concluir que a composi¢cdo do hidrogel base pode influenciar no resultado de
permeacdo do farmaco e que o este € eficaz no tratamento de psoriase em placas com efeitos
colaterais transitorios, que desaparecem com a descontinuacdo da terapia. Sugerem-se mais
estudos com maior numero de pacientes para estabelecer a concentracdo efetiva correta de
MTX base de hidrogel além de compreender melhor 0 mecanismo de acdo exato para MTX

topico.



Figura 9 - Estruturas quimicas: A: quitosana; B: carbono alquilado; C: hidroxipropilmetilcelulose
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Fonte: Adaptado de ResearchGate GmbH (2020); PBworks, Inc (2020).

O presente estudo visa testar in vitro e in vivo a aplicacdo topica de MTX para psoriase
na tentativa de avaliar a eficacia do farmaco em cristais liquidos e hidrogéis de ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), gel de carbono alquilado (Pemulen®) e quitosana
(FIGURA 9), com o objetivo de testar géis aniénicos, cationicos e aniénicos alquilados como
veiculos para aplicagdo tépica do MTX.

2.8 MODELO DE INDUCAO DE PSORIASE

De acordo com Sponchiado (2015), alguns pacientes relatam que apds 0 uso topico
prolongado de imiquimode (IMQ) aparecem lesdes psoriaticas na regido da aplicacdo e em
outros locais no corpo.

Fits et al. (2009) caracterizaram o modelo de mdaltipla aplicacdo, com o objetivo de
psoriase induzida pela aplicagdo topica de IMQ em camundongos, ficando comprovada a
validade desse modelo como ferramenta de pesquisa em estudos pré-clinicos de farmacos
antipsoriaticos (SPONCHIADO, 2015).
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O IMQ é uma imidazoquinolina amina cuja estrutura quimica (1- (2-metilpropil)-1H-
imidazoll [4;5-C] quinolina 4 amina)e formula molecular C14H:gN4. E 0 primeiro membro da
familia das imidazoquinolinas (MACEDO, CARNEIRO; MATAYOSHlI, 2007).

Figura 10 - Estrutura molecular do Imiquimode
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Fonte: MACEDO, CARNEIRO; MATAYOSHI (2017)

O IMQ (FIGURA 10) é um modificador da resposta imune local de uso tépico indicado
no tratamento de verrugas externas da regido genital e anal, conhecidas como Condiloma
acuminado, uma doenca sexualmente transmissivel provocada por virus (papiloma virus
humano — HPV), em pacientes com idade igual ou superior a 12 anos; Ceratose actinica em
adultos com sistema imunolégico normal causado por exposi¢do excessiva ao sol; Carcinoma
basocelular superficial em adultos com sistema imunoldgico normal, quando um método
cirdrgico é menos apropriado (NETO, 2002; IMIQUIMODE, 2019)

Nos estudos de Amarji et al (2015), utilizou-se a aplicacdo topica de IMQ creme a 5%
para induzir a psoriase e dermatite em camundongos para avaliacdo de farmacos
antipsoriaticos como o MTX. Outros testes como o de dermatite de contato e de sensibilizacdo
da pele complementam os estudos para a comprovagdo da eficacia de formulagfes. Apos a
inducdo com IMQ houve a observacdo clinica das queratoses actinicas e superficiais nos
camundongos C57BL/6 (8-11 semanas de vida). A aplicacdo topica foi por 5 dias
consecutivos sobre as costas raspadas dos camundongos. Para a inducdo de inflamacéo
cuténea, a dose utilizada IMQ aplicada foi de 4 mg/dia. A dexametasona 0,1% creme (p/p) foi
usada como controle positivo (CP). As formulacGes testadas também foram aplicadas
topicamente durante 5 dias, uma vez ao dia na area da pele inflamada. A gravidade da
inflamacéo foi monitorada diariamente usando Area Padréo de Psoriase e indice de Gravidade
(PASI).
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Lin et al. (2015) também demonstrou em sua pesquisa que o IMQ induz a psoriase
na pele em camundongos e afirma que este € um modelo que serve para investigar a atividade
in vivo do fluxo dos farmacos na pele psoriatica em comparagdo com a pele saudavel.

Rajitha P. e Sabitha, M. (2017) testaram a permeacdo do MTX in vitro e in vivo em
diferentes formulages (solugéo, nanogel de quitosana e gel de carbopol). Nos estudos in vivo,
utilizou-se o IMQ para inducdo da psoriase em camundongos BALB/C. A severidade da
inflamacdo foi medida por indice de gravidade (PASI).

E possivel verificar que o modelo de inducdo da psoriase por IMQ em modelos
animais é muito utilizado, pois a dermatite causada na pele do animal se assemelha a uma
inflamac&o, irritacdo e descamacgdo da doenca a ser estudada. Assim, diversos farmacos

podem ser testados por via tdpica na busca de formulagdes menos agressivas e eficazes.

2.9 INDICE DA GRAVIDADE DA PSORIASE POR AREA (PASI)

O PASI é utilizado tanto em estudos clinicos, para avaliar a eficacia de novos
medicamentos, quanto no dia-a-dia dos consultorios médicos. Em geral, os médicos calculam
0 PASI dos pacientes antes, durante e depois do tratamento, para que possam avaliar se houve
melhora, em quanto tempo e se o tratamento esta sendo eficaz. O acompanhamento do PASI
é também fundamental para avaliar a necessidade de uma mudanga no tratamento (BRASIL,
2013)

A avaliacdo da extensdo da psoriase pode ser realizada por meio de um instrumento
chamado Psoriasis Area and Severity Index (PASI). Trata-se de uma estimativa subjetiva
calculada pelo profissional avaliador. O corpo é esguematicamente dividido em quatro
regides: membros inferiores, membros superiores, tronco e cabeca. Para cada uma delas, séo
avaliados trés parametros: eritema (vermelhiddo), infiltracdo (espessura) e descamacéo
(QUADRO 1). A pontuacao desses fatores é multiplicada pela extensdo da doenca em cada
regido e, posteriormente, também pela porcentagem de superficie corporal que aquela regido
representa. Ao final, os dados de cada regido sdo somados podendo ter resultados de 0-72
(grau méximo de doenga) (QUADRO 2). Esse instrumento permite estratificar a gravidade da
psoriase em leve a moderada (PASI inferior a 12) e grave (PASI igual ou superior a 12) e tem
sido utilizado como desfecho principal de estudos clinicos que avaliam eficacia de

tratamentos para psoriase pela comparacdo dos resultados obtidos antes, durante e apos as
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intervencbes. O indice mais frequentemente utilizado para documentar a efetividade de
terapias individuais para psoriase extensa é o PASI-75 que representa melhora superior a 75%
do escore medido pelo PASI. O PASI é considerado menos sensivel em pacientes com
acometimento de menos de 10% da superficie corporal e € pouco utilizado na pratica clinica
por sua complexidade, porém é o desfecho de escolha dos estudos mais relevantes
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2017).

Quadro 1 — indice de Gravidade e Extensdo das Lesdes Psoriticas Utilizadas para Calculo do PASI

EXTENSAO INDICE DE GRAVIDADE
(Soma dos Escores de eritema, infiltracdo e descamacao)

0 (ausente)

1 (abaixo de 10%) Eritema Infiltracdo Descamacéo

2 (10%-30%) 0 (ausente) 0 (ausente) 0 (ausente)

3 (30%-50%) 1 (leve) 1 (leve) 1 (leve)

4 (50%-70%) 2(moderado) 2(moderado) 2(moderado)

5 (70%-90%) 3 (intenso) 3 (intenso) 3 (intenso)

6 (acima de 90%) 4 (muito intenso) 4 (muito intenso) 4 (muito intenso)

Fonte: Adaptado de Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Psoriase (2019).

Quadro 2 — Calculo do Psoriasis Areaand Severity Index (PASI)

R s INDICE DE INDICE DE PASI
REGIAO PSC* EXTE('\SAO GRAVIDADE** DA REGIAO
(1G) (PSC) x (E) x (1G)
Cabeca 0,1
Tronco 0,2
Membros superiores 0,3
Membros inferiores 0,4

PASI TOTAL (soma dos PASI
das regides)

Fonte: Adaptado de PSORIASE — AVALIANDO O TRATAMENTO (2019)

Legenda: *Porcentagem da superficie corporal (0,1=10%;0,2=20%:;0,3=30%;0,4=40%
**Baseado no Quadro 2

O termo “PASI” associado aos numeros 50, 75, 90 ou 100 faz referéncia ao percentual
de reducdo da gravidade da psoriase em resposta ao tratamento. Entdo, quando o paciente
alcangou PASI 90, significa que a psoriase melhorou pelo menos 90% em comparagdo ao
inicio do tratamento ou a medida de PASI anterior. Para fins de tratamento, a psoriase pode
ser dividida em leve ou moderada (igual ou superior a 19% da superficie corporal ou escore
PASI inferior a 12) e grave (igual ou superior a 20% da superficie corporal ou escore PASI
igual ou superior a 12) (PSORIASE — AVALIANDO O TRATAMENTO, 2019).

Tendo em vista o estabelecimento de modelos animais prévios para psoriase induzida

por IMQ e o PASI como um método bem estabelecido para diagnosticar a psoriase, este
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trabalho tem como objetivo usar estas ferramentas como prova de principio para avaliar a

eficacia tdpica dos sistemas propostos neste trabalho.
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3 OBJETIVO

Desenvolver sistemas topicos para a¢do cutanea do MTX no tratamento da psoriase,

explorando sistemas estabilizados por tensoativos e hidrogéis como veiculos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o comportamento de fases de sistemas baseados em tensoativos pela construcéo
de diagrama de fases;

e Desenvolver hidrogéis e avaliar a solubilidade do MTX,

e Determinar a capacidade de incorporacéo e estabilizacdo do farmaco nos sistemas,

e Caracterizar as formulagdes por meio de andlises fisico-quimicas como microscopia de
luz polarizada, analise reoldgica, analise de textura e bioadesdo em pele de orelha suina;

e Auvaliar o perfil de liberacio do MTX in vitro a partir dos sistemas de liberacdo
desenvolvidos nas diferentes formulagtes;

e Realizar prova de conceito das formulagdes por meio de estudos in vivo com modelo
animal, utilizando camundongos suigos e inducdo da dermatite psoriatica para avaliacao das

formulacdes selecionadas a partir dos estudos in vitro.
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4 MATERIAIS

4.1 LISTA DE EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos AP56 Phoenix, Araraquara-SP, Brasil

Agitador magnético MULTISTIRRER, F203A0177, Velp Scientifica, Europa

Agitador magnético Multistirrer, Velp Scientifica, Italia

Agitador Vortex VX-38 Even

Analisador de textura TATX Plus Stable Micro Systems®;Brasil

Balanca analitica modelo AUY 220 Schimadzu®

Balanca semi-analitica modelo 3200A, Even

Banho de ultrassom, Unique, Brasil

Banho Maria Hemoquimica®;

Banho Ultrassom Unique®

Bomba de vacuo Solab Modelo SL61, Brasil.

Bomba de vacuo, Prismatec, Série 5255, Brasil.

Células de difusdo tipo Franz, Hanson Research Corporation®, Chatsworth, Estados Unidos
Centrifuga Celm Modelo LS-3plus

CLAE marca Shimadzu (LC-20AT, detector UV-Vis SPD-20A, modulo de comunicagao
CBM-20A, autoamostrador SIL-20AHT, Shimadzu). Kioto, Japéo.

Coluna cromatogréfica LiChrosphere 100 RP-18 (150x4,6d.i.) com particulas de 5um,
Alemanha.

Espectrofotdometro UV-Vis 2401-PC, Shimadzu

Espectrofotometro UV-Vis UV-M5I, Bel Photonics

Anthos Zenyth 200; Biochrom, Cambridge, UK

ELx50, Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont, USA

Medidor de pH MS Tecnopon Instrumentacdo® modelo mPA-210; Brasil

Microscépio de Luz Polarizada AXIOPHOT Zeiss, Alemanha

Microscopio SZ61 acoplado com acessorio de fixacdo polarizado simples S0214, Olympus
Panela de pressao elétrica MONDIAL, Modelo PE-12, Brasil

pHmetro Tecnopon Modelo mPA-210

pHmetro Digimed DM-22, Brasil

Redmetro MARS 11, Haake ®
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Sistema Millipore® para purificacdo de agua (Milli Q Plus).

Toupcam Industrial Digital Camera UCMOS05100KPA, China

Stable Micro Systems Texture Analyser, TA-XT Express, Reino Unido.
TURRAX Modelo MA102

4.2 LISTA DE MATERIAIS

Acetato de sodio tri-hidratado, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil
Acetonitrila, Merck, Alemanha

Acido acético glacial, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil

Acido cloridrico, Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil

Acido formico 88%, Biotec Reagentes Analiticos, Pinhais, Brasil
Adjuvante Completo de Freund, Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos
Agua Milli-Q

Anasedan solucdo injetavel (xilazina 2%), Ceva, Paulinia, Brasil

Dopalen solucgéo injetavel (ketamina 10%), Ceva, Paulinia, Brasil

Fosfato de potassio monobasico PA, Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.,Indaiatuba,
Brasil

Fosfato de sodio dibasico heptahidratado PA, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil
Hidroxido de sodio, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil

Hidroxipropril metilcelulose ftalato (tipo HP-55), Shin Etsu, Téquio, Japao
Membrana Spectra/Por molecularporous, Spectrum, Rancho Dominguez, Canada
Metanol, Panreac Quimica SLU, Barcelona, Espanha

Metotrexato, Fermion, OY-Finlandia

Miristato de isopropila, Synth, Diadema-SP, Brazil

PARAFILM, BEMIS PM-996, USA

PEMULEN® TR-1NF Polymeric emulsifier, Lubrizol, Cleveland, USA.
Polissobato 80, TWEEN 80, Synth, Diadema-SP, Brasil

Quitosana de baixa viscosidade, Sigma Aldrich, St. Louis, Estados Unidos
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5. METODOLOGIA

5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A QUANTIFICACAO DO
MTX POR ESPECTROSCOPIA UV

Para a construcdo da curva analitica foram preparados solu¢des-padrdo em metanol nas
concentrac@es de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10 e 20 pg/mL. As andlises foram realizadas em triplicata,
e avaliadas em espectrofotdmetro. Com base em estudos anteriores de LIU, X et al. (2009),
WU, H. (2007), WANG, X. et al. (2014), o MTX foi analisado no comprimento de onda de
306 nm. Foi determinada a regressdo linear, a linearidade através do coeficiente de correlacdo,

precisdo, exatiddo, repetibilidade, limite de deteccdo e quantificacéo.

5.2 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO MTX EM DIFERENTES pHs

Foram preparadas solugdes aquosas em diferentes pHs: 3; 4,5 e 7 em tubos de ensaio
onde foi adicionado 30 mg/mL de MTX, agitados por 24 horas em agitador de tubos e em
sequida foram centrifugados por 20 minutos a 3400 rpm em centrifuga Celm Modelo LS-
3Plus. Apos este procedimento, a amostra ficou em repouso por 24 horas. O sobrenadante foi
retirado e diluido em metanol para leitura em Espectrofotdmetro UV-VIS (BEL PHOTONICS
UV — M51) a 306 nm para leitura da concentracdo do MTX.

5.3 OBTENCAO DOS HIDROGEIS

Foram obtidos trés hidrogéis em diferentes pHs — 3,0; 4,5 e 7,4 - com 0 objetivo de se
obter formulagdes em que as trés diferentes formas iénicas do MTX prevalecam: em pH=3,0
a forma cationica, em pH=4,5 a forma zwiteriénica e em pH=7,4 a forma anionica. Para isso,
foram empregados diferentes polimeros, cuja solubilidade é mais adequada para cada faixa de
pH.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25364248
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Para o hidrogel com pH=3,0, foi selecionada a quitosana de baixa viscosidade (Sigma
Aldrich), um polimero catidnico, na concentracdo de a 10% p/p. Para incorporacdo do MTX,
o farmaco foi previamente dissolvido em &cido acético 0,1M, com a posterior adicdo do
polimero e agitacdo até completa dispersdo. Este sistema foi nomeado de HQS (hidrogel de
quitosana).

O hidrogel em pH=4,5 foi preparado com hidroxipropilmetilcelulose 100 cP (Sigma
Aldrich), um polimero néo idnico, a 10% p/p. Para seu preparo, o farmaco foi solubilizado em
agua com a posterior adicdo do polimero até completa dispersdo e ajuste do pH com é&cido
acético 0,1 M. Este sistema foi nomeado de HHPMC (hidrogel de hidroxipropilmetilcelulose).

O hidrogel com pH=7,4 foi preparado com carbdmero alquilado C10-C30 (Pemulen®,
Lubrizol), um polimero aniénico, a 2% p/p. Seu preparo foi realizado com a completa
dispersdo do polimero em tampéo fosfato 0,01 M (pH 7,4), usando agitador magnético para
dispersdo e solubilizacdo do MTX no gel. Este sistema foi nomeado como HCA (hidrogel de
carbdémero alquilado).

Para cada sistema, o0 MTX foi adicionado na concentracdo obtida no ensaio de solubilidade

em seus respectivos pHs.

5.4 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASE TERNARIO DOS SISTEMAS
CONTENDO TENSOATIVO, OLEO E AGUA (CRISTAIS LIQUIDOS)

O diagrama de fase ternario foi obtido pela titulacdo aquosa das misturas contendo o
tensoativo Tween® 80 (polissorbato 80) e fase oleosa miristato de isopropila nas proporgdes
1.9, 2:8, 3.7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Um volume de 500uL de agua purificada foi
adicionado paulatinamente com uma micropipeta. Apdés cada adi¢do, os sistemas foram
homogeneizados e mantidos em repouso por 24 h. Em caso de formacao de bolhas, este tempo
foi prolongado até a eliminacdo das mesmas ser observado. As mudancas de fases foram
identificadas visualmente sendo os sistemas classificados como Sistemas Liquidos
Transparentes, Sistemas Viscosos Transparentes e Separacao de Fases. O percentual (%p/p)
de cada componente foi calculado para a constru¢do do diagrama de fases ternario, utilizado o
software Sigma Plot 10.
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5.4.1 Incorporagdo do MTX nos Sistemas Liquido Cristalinos

Os Cls sdo formados espontaneamente por meio de mistura simples dos componentes.
Os componentes polissorbato 80 e o miristato de isopropila foram pesados em um pequeno
béquer e em seguida foi adicionado uma quantidade de solucdo mée de MTX equivalente a
2mg/mL. Acertou-se o volume com solucdo tampéo fosfato 0,01 M. Ajustou-se o pH para 7,4
com solucdo de NaOH 1 M e agitou-se utilizando bastdo de vidro até total incorporacdo dos
componentes. Apos identificacdo, as formulagfes foram armazenadas em frascos de vidro

fechados e ao abrigo da luz e calor.

5.5 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA (MLP)

A caracterizagdo por MLP foi realizada utilizando um microscépio de luz polarizada
(Microscopio SZ61 acoplado com acessorio de fixacdo polarizado simples S0214, Olympus)
localizado no Laboratério Multiusuarios da UNIFAL/MG.

Uma quantidade de cerca de 50 mg das formulacdes foi colocada sobre laminas de
vidro, cobertas com laminula e analisadas no microscopio, em laboratorio climatizado. Com
esta técnica foi possivel classificar os sistemas quanto a isotropia e anisotropia, e auxiliar na
identificagdo das mesofases (GOODBY et al., 1998). As mesofases internas nanométricas
formadas foram classificadas e fotografadas para comparacdo (FIGURA 11).

Figura 11 - Representacdo esquematica das mesofases dos cristais liquidos: (A) Lamelar; (B)

Hexagonal,
(C) Cubica

(A) (B) (C)

Fonte:  Disponivel —em:  https:.//www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-A-lamellar-B-
hexagonal-and-C-cubic-liquid-crystal_fig9 322173866. Acesso em: 31 julh. 2020.


https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-A-lamellar-B-hexagonal-and-C-cubic-liquid-crystal_fig9_322173866
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-A-lamellar-B-hexagonal-and-C-cubic-liquid-crystal_fig9_322173866
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5.6 CARACTERIZAGCAO REOLOGICA POR ENSAIOS DE FLUXO CONTINUO E
ENSAIOS OSCILATORIOS DE VARREDURA DE FREQUENCIA

As medidas reoldgicas foram realizadas em parceria com UEM — Universidade
Estadual de Maringa. Utilizando um Reémetro MARS II, no modo oscilatério. A analise
oscilatéria dos sistemas foi realizada a 25 + 0.1 °C, com geometria cone-placa paralelas de 35
mm de didmetro, separadas por uma distancia fixa de 0,052 mm. A Regido Viscoelastica
Linear (RVL) foi inicialmente investigada pelo aumento da tensdo oscilatéria (torque sweep)
a uma frequéncia fixa para cada amostra. A RVL é caracterizada como a regido onde a tensao
e a deformagdo sdo diretamente proporcional e o modulo de estocagem, ou elastico (G’)
permanece constante. Uma deformacgdo dentro da RVL foi selecionada para subsequentes
analises de varredura de frequéncia. As amostras foram cuidadosamente aplicadas na placa
inferior do redmetro, assegurando o minimo cisalhnamento da formula¢do e permitindo um
tempo de repouso (relaxamento da tensdo introduzida antes da analise) de 1 minuto antes de
cada determinacdo (BRUSCHI, M. L.et al., 2007; DE SOUZA FERREIRA et al., 2017). Um
intervalo de frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz, foi analisado para cada amostra. O modulo eléstico
(G’), o médulo viscoso (G") e a viscosidade dinamica (") foram determinados utilizando o
programa RheoWin 4.10.0000 (Haake®). Experimentalmente, o primeiro ponto de coleta de
dado gerado pelo redbmetro a 0,1 Hz esta sujeito a artefatos do instrumento e, assim, sera
tratado com cautela.

O estudo reoldgico representa uma técnica eficiente para caracterizar propriedades
estruturais de diferentes materiais (AMORIM, 2012; DINU et al., 2012). As propriedades
reoldgicas influenciam no processo de desenvolvimento de produtos, seja na area
farmacéutica, cosmética ou quimica, sendo possivel avaliar o comportamento destes materiais
em relacdo aos parametros de escoamento, remogdo da embalagem e aplicacdo no local de
acdo (LEE et al., 2009).
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5.7 AVALIACAO DO PERFIL DE TEXTURA (TPA)

A avaliacdo do perfil de textura foi realizada utilizando um analisador de textura TA-
XTplus disponivel no Departamento de Alimentos e Medicamentos da UNIFAL-MG, pelo
teste conhecido como TPA (Texture Profile Analysis).

Este teste consiste em dois ciclos de compressdo da amostra com 0s quais é possivel
obter caracteristicas mecanicas, como dureza, resisténcia a compressdao, coesdo e adesao.
Estes atributos sdo desejaveis nas formulacfes que contribuem para a aceitabilidade final do
usuario da formulagdo incluindo 6timas propriedades mecénicas como a facilidade de
remocdo do produto a partir do recipiente, boa espalhabilidade na pele ou mucosa, boa
bioadesdo para assegurar a retencdo no local da aplicacdo, viscosidade aceitavel e,
consequentemente a influéncia na liberacdo e absorcao dos farmacos (CINTRA et al., 2013)..

No modo TPA, utiliza-se cerca de 10g de amostra em um tubo Falcon de 50 ml, onde
a prova analitica é disposta cerca de 5 cm acima da superficie da amostra, desce numa
velocidade constante de 5 mm/s, penetra na amostra numa profundidade de 10 mm e volta até
a sua superficie. Apos este primeiro ciclo, 5 segundos depois se inicia a segunda compresséo.
Durante os dois ciclos de compressdo, o software Texture Exponent Lite do equipamento
constroi a curva de forga versus tempo com a qual é possivel obter os parametros mecanicos.
As amostras foram analisadas em temperatura ambiente de 25°C+0,5°C.

Para a analise estatistica, os dados paramétricos foram analisados pela ANOVA
seguida de pds-teste de Newman-keuls, utilizando-se o software GraphPad Prism, versdo 5
(GraphPad Software, La Jolla, C.A). Os dados ndo paramétricos foram comparados pelo teste
de Kruskal-Wallis empregando-se o software R versdo 4.0.2 usando o pacote Agricolae (DE
MENDIBURU, 2017).

5.8 TESTE DE AVALIACAO DA FORCA BIOADESIVA

A forca de bioadesdo foi avaliada pela medida da forca necessaria para destacar as
amostras mantidas em contato com a pele utilizando o analisador de textura TAXTplus.
O isolamento da pele foi realizado a partir de orelhas suinas provenientes de

abatedouro. Primeiramente foi aparado os pelos da orelha, em seguida foi dessecada
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cuidadosamente com bisturi retirando-a inteira inclusive com a hipoderme sem falhas ou
furos. Até o dia da andlise, foi armazenada em congelador para manter sua integridade (a pele
ndo deve ser armazenada mais do que 3 meses de congelamento).

As amostras sao dispostas logo abaixo da prova analitica contendo a pele fixada com
um anel de borracha. Utiliza-se de 4-6g de amostra em um recipiente raso, onde a prova
analitica fica cerca de 5 cm acima da superficie da amostra. A pele é introduzida na amostra
em 1 mm e mantida por tempo de 5 segundos. Apos esta etapa, a prova € retirada da amostra
numa velocidade de 5 mm/s até total separacdo das duas superficies. O software do
equipamento Texture Exponent Lite registra a forga necessaria para a remoc¢do, gerando um
grafico de forca versus tempo, com o qual se calcula a area de bioadesdo. As amostras foram
termostatizadas em banho-maria a temperatura de 37°C+0,5°C.

Para a analise estatistica, os dados ndo paramétricos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis empregando-se o software R versdo 4.0.2 usando o pacote Agricolae (DE
MENDIBURU, 2017).

59 VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE
METOTREXATO NOS ENSAIOS DE LIBERAGAO DO MTX

Para quantificacdo do MTX no meio receptor, foi desenvolvido e validado um método
analitico por CLAE, segundo normas estabelecidas pela RDC N° 166, de 24 de julho de 2017.
As condigbes cromatogréficas e pardmetros validados estdo resumidos a seguir:

O sistema de CLAE marca Shimadzu utilizado esta disponivel no Laboratorio de
Pesquisa em Sistemas de Liberacdo de Farmacos da UNIFAL/MG (LC-20AT, detector UV-
Vis SPD-20A, modulo de comunicacdo CBM-20A, autoamostrador SIL-20AHT, Shimadzu)

O método analitico para dosagem do MTX foi realizado em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna cromatografica LiChrosphere 100 RP-18
(150x4,6d.i.) com particulas de 5um. A fase movel foi preparada a partir de agua MiliQ
acidificada com 0,2% de acido formico 88% e pH 3,5 ajustado com NaOH, e metanol
(70:30v/v). A vazdo de fase movel foi de 1,0 mL/min., o volume de injecdo de 50 puL e a
deteccdo UV a 306 nm.
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5.9.1 Curva de Calibracao

As solugbes de trabalho foram preparadas em solugdo tampdo fosfato 0,2 mol/L, pH
7,4, na faixa de concentragdes de 0,5 a 35 pg/mL, O ensaio foi realizado em triplicata e foram
determinados o coeficiente de correlacdo (r) e a equacdo de reta cujo coeficiente angular
(inclinacdo) e b representa o coeficiente linear (intercepto).

A seletividade foi realizada pela comparacdo de cromatogramas de solucdo padréo de
MTX 35pg/mL com o meio receptor sem o farmaco.

5.9.1.1 Precisao

A precisdo foi expressa matematicamente pelo desvio padrdo relativo (DPR),
apresentado na equacdo 1. A precisdo deve ser demonstrada pela dispersédo dos resultados,

calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) da série de medic¢des conforme a formula:

DPR = (DP/CMD) X 100 Equacdo 1
Em que:
DP é o desvio padrédo
CMD é a concentracdo média determinada (ANVISA, 2017).

A exatiddo do método analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em
relacdo ao real e foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracédo teodrica correspondente conforme Equacdo 2, apresentada
a sequir:

concentragao média experimental

Exatiddo = x 100
concentragio tedrica

" Equacéo 2
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5.9.1.2 Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo foi estabelecido por meio da analise de amostras contendo
concentracfes conhecidas e decrescentes do farmaco em estudo, até a menor quantidade que

pode ser detectada. Esta estimativa foi feita através da Equacéo 3.

LD=33. o

IC N
Equacéo 3

Em que:

IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo, o ¢ o desvio padrdo e pode ser obtido de 3 formas:

| - a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de calibracao
construidas contendo concentragdes do analito proximas ao suposto limite de deteccéo;

Il - a partir do desvio padrao residual da linha de regressao;

Il - a partir da estimativa de ruido proveniente da analise de um apropriado nimero de
amostras do branco (ANVISA, 2017).

O limite de quantificacdo foi determinado experimentalmente por meio da anélise de
amostras contendo concentracdes decrescentes do farmaco em estudo, até a menor quantidade

que pode ser detectada com precisdo e exatidao aceitaveis, expresso pela equacéo 4.

[Q=10.¢

IC )
Equacéo 4

Em que:

IC € a inclinacdo da curva de calibracéo,

o ¢ o desvio padrao e pode ser obtido de 3 formas:

| - a partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de calibrago
construidas contendo concentrages do analito proximas ao suposto limite de deteccéo;

Il - a partir do desvio padréo residual da linha de regressao;

Il - a partir da estimativa de ruido proveniente da analise de um apropriado nimero de
amostras do branco (ANVISA, 2017).
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5.10 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

A liberagdo do MTX a partir das formulagdes escolhidas foi avaliada utilizando-se 6
células de difusdo tipo Franz de volume de 7 mL (Microette Plus, Hanson Research
Corporation). A liberacdo do farmaco foi avaliada utilizando-se membrana semipermeavel de
acetato de celulose de 14 kDa SpectraPor®. O compartimento receptor foi preenchido com
solucdo receptora composta por tampdo fosfato monobasico 0,01 M pH 7,4 (ZUBEN, 2012).
As formulagdes foram previamente pesadas em papel manteiga e transferidas com auxilio de
espatula sobre a membrana disposta na célula de difusdo (aproximadamente 300 mg e area de
exposicdo de 1,77cm?) (FIGURA 12).

Figura 12 - Representacao esquematica da célula de difusdo utilizada para o teste de liberagéao in vitro

amostra

v

— ' presilhas
membrana de acetato )
de celulose

E—

— ————» saida para retirada de
aliquotas do meio receptor
banho
termostatizado
—«——— entrada para reposicio
de meio receptor
g 3/”—‘-&.
«~——== —-— agitador magnético

Fonte: Adaptado de CARVALHO (2012).

Os experimentos foram conduzidos a 37°C e a solugédo receptora foi constantemente
agitada a 300 rpm, por meio de placa magnética agitadora, onde as células ficaram dispostas.
Aliguotas de 1 mL foram coletadas nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 24 e 36 horas,
filtradas em membrana 0,45 pm (Milex Milipore®) e analisadas por CLAE conforme o
método analitico validado no item 4.9. As aliquotas da coleta e os volumes desprezados foram
repostos automaticamente com o objetivo de manter a condicdo “sink” do sistema e 0S
valores utilizados nos célculos da quantidade real permeada por tempo em funcdo da éarea de
exposicdo. A Equacdo 5 (USP, 2010), demonstrada abaixo, foi utilizada para calcular a

quantidade real liberada/permeada (Q real) em determinado tempo:
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Qreal,t=Ct. Vr+XVc ,Cc Equacdo 5

Onde:

Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;
C t = concentracao obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solugdo receptora (7 mL);

Cc = concentragdo da amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza),

Segundo Costa e Lobo (2001), é possivel selecionar o melhor modelo matematico
efetuando-se regressdo ndo linear e os dados sdo analisados avaliando os parametros de R?
ajustado.

A Equacéo 6 abaixo do modelo Weibull exprime a fragdo cumulativa do farmaco em

solugéo em funcéo do tempo t:

b
m=1- exp ﬂ
a
Equacéo 6
Onde:
t é o tempo

Ti = representa o intervalo de tempo antes do inicio do processo de liberagdo (na maioria das
vezes é zero),
b é o pardmetro de forma que caracteriza a curva como sendo exponencial

a é o tempo de escala do processo

5.11 ENSAIO IN VIVO

No presente trabalho, foi estudado o comportamento das formulagdes selecionadas pelo
teste in vivo na pele psoriatica (inducdo da psoriase por IMQ). Ap6s 0 experimento, a analise
macroscopica da pele bem como o0s parametros bioquimicos, histopatélogicos e

imunoenzimaticos foram avaliados.
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5.11.1 Animais e ética

Quarenta e dois camundongos suicos machos com 8 semanas de vida foram utilizados.
Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas,
alocados em caixas individuais e mantidos em biotério de experimentagdo com ambiente com
temperatura (21+2°C), umidade (60-70%) e luminosidade controladas (ciclo claro/escuro de
12/12 horas). Agua e racdo foram fornecidos a vontade. O protocolo experimental teste foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA/UNIFAL/MG, protocolo
17/2018).

5.11.2 Modelo de psoriase e grupos experimentais

Os seis grupos com sete animais foram submetidos ao mesmo procedimento inicial de
inducdo da dermatite psoriatica por meio da administracdo topica de creme dermatoldgico
contendo 5% de IMQ, de acordo com metodologia descrita por Meng et al. (2017).
Brevemente, a regido dorsolateral dos animais foi tricotomizada com auxilio de barbeador
elétrico. Em seguida, os pelos remanescentes foram removidos por meio da aplicacdo de
creme depilatério (Veet, Reckitt, Benckiser, Reino Unido) durante 6 minutos, seguido pela
remocdao dos residuos de creme com solucdo de NaCl a 0,9%. A dermatite foi induzida pela
administragdo topica de 62,5 mg do creme IMQ (Modik, Germed, Hortolandia, SP, Brasil) em
uma érea demarcada de 1 cm? no dorso dos animais. O IMQ foi administrado diariamente
durante 10 dias com a utilizacdo de espatula de aco inoxidavel e pincel. Animais submetidos a
tricotomia e ndo tratados com IMQ foram usados como controle negativo da dermatite
(FIGURA 13).

As lesBes dos animais foram analisados por meio do método PASI adaptado, em
sequida os animais foram eutanasiados com anestésico Ketamina® seguido de deslocamento
cervical — método fisico. Foi retirado fragmentos da pele do dorso dos camundongos para

analises posteriores.
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Figura 13 — Inducdo da dermatite psoriatica em modelo animal

o sl LR i A e

D E F

Fonte: Do autor

Legenda: A: camundongo com pelo raspado com maquina aparadora de pelos;B: aplicacdo do creme
depilatorio para retirada total de pelos;C: Delimitacdo da éarea de aplicacdo;D: Aplicacdo de creme
indutor de dermatite psoriatica;E: Dorso do camundongo com dermatite psoriatica; F: camundongo no
final do experimento.

Apb6s o periodo de inducdo, os animais foram tratados topicamente com 1g das
formulagdes de MTX, na concentragdo de 10mg de MTX / mL. Animais controle positivo do
tratamento foram receberam 1 g de pomada contendo 1 mg do antiinflamatorio esteroidal
dexametasona (Germed, Hortolandia, SP, Brasil). Todos os tratamentos foram administrados
diariamente, durante 5 dias consecutivos e no mesmo periodo da manha (7:00h-9:00h). Foram
utilizados 6 grupos experimentais com 7 animais em cada grupo, o qual foi tratado como
segue: Grupo CN (controle negativo da dermatite), sem dermatite e sem tratamento; Grupo
CD (controle positivo da dermatite), IMQ; Grupo CT (controle positivo do tratamento), IMQ
+ dexametasona creme; Grupo L1, IMQ + férmula L1-MTX; Grupo H2, IMQ + férmula
H2-MTX; Grupo HCA, IMQ + féormula HCA-MTX. Ao final do experimento os animais
foram eutanasiados por exsanguinacdo apds anestesia intraperitoneal com 100 mg/kg de
Quetamina e 50 mg/kg de Xilasina. Dois fragmentos de 5mm x 5 mm (comprimento X

largura) da pele dorsal foram coletados na area tratada.
5.11.3 Analise Macroscépica da Face Dérmica da Pele

A primeira analise a ser feita ao retirar o fragmento da pele psoriatica do camundongo
é a analise macroscépica da face dérmica da pele. O fragmento retirado é colocado em uma
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superficie lisa e clara, com a pele externa virada para baixo. Séo tiradas duas fotos de cada
fragmento para verificacdo das veias na face dérmica interna. E avaliado a congestéo vascular,

neovascularizacdo, tamanho de vasos, e 0s sinais da inflamacao (rubor, calor, edema).

5.11.4 Analise bioguimica de ciclooxigenase e prostaglandina

A atividade enzimética de em ciclooxigenase 2 (COX-2) na pele foi avaliada usando
um kit bioquimico e as instru¢fes do fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).
Fragmento da pele foi homogeneizado em tampéo de lise e centrifugado a 10.000 x g, 4°C por
15 min. O sobrenadante foi coletado e usado para mensurar a atividade de COX-2. O ensaio
foi baseado no componente peroxidase dessa enzima, no qual a atividade peroxidase foi
medida espectrofotometricamente (Anthos Zenyth 200; Biochrom, Cambridge, UK),
monitorando a producdo de N, N, N ', N'-tetrametil-p-fenilenodiamina oxidada a 590 nm. A
atividade de COX-2 foi distinguida usando o inibidor enzimatico DuP-697. A sensibilidade do
ensaio de COX variou entre 13 a 63 nmol/min/mL.

Os niveis de prostaglandina E2 (PGE2) na pele foram quantificados a partir de ensaio
imunoenzimatico tipo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando Kkits
comerciais e instruces do fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).
Resumidamente, 10 pl de sobrenadante do homogeneizado foram adicionados a microplacas
de 96 pocos previamente sensibilizadas com anticorpos especificos contra PGE2. Os niveis de
prostaglandina foram determinados a 412 nm por espectrofotometria (ELx50, Bio-Tek
Instruments, Winooski, Vermont, USA). A sensibilidade do ensaio variou de 7,8 a 1000 pg /
mL (PGE2). Os resultados foram normalizados de acordo com a concentragao de proteinas no

sobrenadante, conforme previamente descrito (SANTOS et al., 2015).

5.11.5 Anaélise bioquimica de N-acetilglucosaminidase e mieloperoxidade

Para analisar a atividade das enzimas N-acetilglucosaminidase e mieloperoxidade,
amostras de pele foram homogeneizadas na presenca de um coquetel inibidor de protease
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e centrifugadas a 3000 x g por 15 min. O acumulo de
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macrofagos na pele foi estimado em funcgdo da atividade da enzima lisossdmica N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG), que € intensamente produzida a partir da ativacdo de
monaocitos/macrofagos (GUEDES-DA-SILVA et al., 2015). A atividade da N-acetil-B-D-
glucosaminidase foi determinada no homogeneizado de pele usando um kit colorimétrico
bioquimico comercial e as instrucGes do fabricante (Abcam, Cambridge, Reino Unido). O
ensaio de NAG utiliza um derivado sintético do p-nitrofenol (R-pNP) como substrato
enzimatico cuja reacdo libera o pNP, que é medido por espectrofotometria 9 (Anthos Zenyth
200; Biochrom, Cambridge, UK) a 400 nm (MENDONCA et al., 2020).

O recrutamento e ativacdo de neutrofilos na pele foi estimado a partir da atividade da
enzima mieloperoxidase, conforme metodologia previamente descrito (GUEDES-DA-SILVA
et al., 2015). Apds a centrifugacdo da amostra, o pelet foi coletado, homogeneizado em
tampéo pH 4,7 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02 M e Na2-EDTA 0,015 M) e centrifugado por 10
minutos a 12.000 x g (4° C). O pelet foi suspendido em tampéo fosfato de sédio a 0,05 M (pH
5,4) contendo 0,5% de brometo de hexa-1,6-bis-deciltrimetilaménio. A atividade da
mieloperoxidase foi determinada por espectrofotometria (Anthos Zenyth 200; Biochrom,
Cambridge, UK) medindo a variacdo da absorbancia a 450 nm, usando 0,3 mM de H,0, a
preparada em tampéo fosfato de sodio (pH 6,0) e 1,6 mM de 3,3'-5,5-tetrametilbenzidina
dissolvida em dimetilsulfoxido (MENDONCA et al., 2020).

5.11.6 Analise de citocinas

Os niveis de citocinas na pele foram avaliados por meio de ensaio imunoenzimatico
tipo ELISA, utilizando kits comerciais (USCN Life Science Inc., Wuhan, China). Foi
utilizado o sobrenadante da pele processada no ensaio de NAG e MPO. Brevemente, placas
de 96 pogos com alta afinidade para proteinas foram sensibilizadas com anticorpos de captura
para as interleucinas 1 (IL-1) e 10 (IL-10), interferon gama (INF-y), e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) por 16 horas a 4°C. Em seguida, os pogos foram bloqueados por 1 hora
a temperatura ambiente e 1% albumina bovina sérica preparada em tampédo fosfato de sodio
(PBS). Apds lavagem com PBS acrescido de 0,05% (v/v) de Tween 20 (PBS-T), 50 ul do
homogeneizado foram adicionadas aos pogos e incubadas por 16 horas a 4°C. Apos lavagem
com PBS-T, os pocos foram incubados a temperatura ambiente por 1 hora com 50 ul dos

respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados diluidos. Mediante lavagem com PBS-T, 50
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WL de avidina conjugada a peroxidase foi adicionada a cada poco e incubadas a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds lavagem com PBS-T, a reacdo foi revelada com a adicdo de
50 pL de tampdo de revelacdo (0,5 mg/mL de Ortofenilenodiamino (OPD), diluido em
tampéo citrato, (pH 5,0 contendo 0,05% de H,0,). A reacdo foi interrompida com 50 uL de
acido sulfarico 4N apds 15 minutos. A leitura das absorbancias foi medida a 492 nm em leitor
de ELISA (ELx50, Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont, USA). A quantificacdo das
citocinas foi determinada pela obtencdo da curva padrdo, utilizando citocinas recombinantes
com concentrac¢des conhecidas (RODRIGUES et al., 2017).

5.11.7 Processamento histoldgico da pele

O fragmento de pele utilizado na analise histopatoldgica foi fixado em formol
tamponado (pH 7,2) a 10% durante 24h, desidratado em etanol, diafanizado em xilol e
incluido em parafina histologica (NOVAES et al., 2016)). Para cada fragmento de pele, foram
obtidos 4 cortes semi-Seriados com 5 um de espessura, os quais foram coletados em intervalos
de 100 um para evitar analisar a mesma area histologica. As secc¢des histoldgicas foram
coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para andlise histopatoldgica geral (GONCALVES
et al., 2013, 2014). Os cortes foram montados sobre lamina histologica e visualizados em
microscopio de campo claro com lente objetiva de 40x (AxioScope Al, Carl Zeiss,
Alemanha). Imagens histoldgicas digitais foram obtidas utilizando-se cdmera fotografica
acoplada ao microscopio (Axiocam, Carl Zeiss, Germany). Para cada animal, foram obtidas
48 imagens (24 da epiderme e 24 da derme) histologicas aleatdrias ndo coincidentes, as quais

foram submetidas a analise histopatoldgica e estereologica.

5.11.8 Analise histopatoldgica da pele

A anélise histopatolégica da pele foi realizada a partir das mesmas imagens
histolégicas coradas com H&E (DA SILVA et al.,, 2018). Foi avaliada a distribuicdo
macroestrutural da rede de vasos sanguineos dérmicos como evidéncia de congestdo vascular,

a distribuicdo da queratina/hiperqueratose, e o infiltrado inflamatério na epiderme. Foi
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adotado sistema de pontuacdo histopatolégica estabelecido por Kim et al. (2015), o qual foi
utilizado para classificar a gravidade dos achados/alteragdes morfologicas em: 0= nenhum
(normal), 1= leve, 2= moderado; 3= marcante, e 4= muito marcante (severa). Como a
queratina também é encontrada na pele normal/saudavel, o escore histopatolégico foi ajustado
para refletir a distribuigdo da queratina como segue: 1= normal, 2= hiperqueratose leve, 3=
hiperqueratose moderada, 3= hiperqueratose marcante; e 4= hiperqueratose severa. O método
de diagrama de campo hexagonal foi usado para representar os resultados histopatoldgicos
(FELIZARDO et al., 2018) de congestdo vascular. A pele dos animais que ndo foram
submetidos a inducdo de dermatite por IMQ e que ndo receberam nenhum tratamento com as
formulagOes testadas foi utilizada como padrdo de normalidade para a caracterizacdo do

escore histopatolégico.

5.11.9 Analise histomorfométrica da pele

A espessura da epiderme e a area de superficie de contato entre derme e epiderme
foram diretamente mensurados por meio de funcéo de linear e de contorno do programa de
analise de imagens Image Pro-plus 4.5 (Media Cybernetcs, Silver Spring, USA). A
celularidade/infiltrado inflamatdrio na derme ([cel]) foi avaliado por meio do calculo da
densidade de nuamero de células (Qa) por unidade de area histologica. Esse parametro foi
avaliado pelo método estereolégico (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995) por meio da
relacdo Qa= X[cel] / At; onde X[cel] corresponde ao numero de células dentro da area de teste
(At) aplicada sobre a derme. Para a analise de Qa, foi usada uma area de teste (At) com 1.38 x
10* um? ao nivel do tecido. A anélise estereoldgica foi realizada com o auxilio do programa de
analise de imagens Image Pro-plus 4.5 (Media Cybernetcs, Silver Spring, USA)
(GONGALVES et al., 2013; 2016).

5.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa GraphPad Prism

versdo 5.0. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo da média (DPM). A
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anélise da distribuicdo dos dados foi realizada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov. Os
dados com distribuicdo paramétrica foram avaliados por analise de variancia unifatorial
(ANOVA one-way) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para compara¢Ges multiplas.
As variaveis com distribuicdo ndo paramétrica foram comparadas pelo teste de Kruskal-

Wallis. Resultados com valores de P<0,05 foram considerados significativos.



74

6. RESULTADOS

6.1 CURVA DE CALIBRACAO DO MTX POR ESPECTROFOTOMETRIA PARA
AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO MTX

Validou-se uma metodologia analitica por espectrometria UV a fim de padronizar um
método de quantificacio do MTX. Uma metodologia é considerada validada quando os
parametros de linearidade, repetitibilidade, seletividade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo
e limite de quantificacéo estdo dentro das especificagOes exigidas (BRASIL, 2017).

Apobs as leituras no espectrofotdmetro das amostras de MTX diluidas em tampéo
fosfato e submetidas a diferentes pHs para avaliagdo da solubilidade, obtiveram-se as

respectivas absorbancias, expostas na Tabela 4.

Tabela 4 - Absorbancias de solu¢es-padrdo de MTX a 0,5 — 20 pug/mL em metanol a 306 nm.

Concentragao(ug/ml) Média Desvio Padréo Coeficiente de Variacéo
2,5 0,209 0,003 1,43
5 0,415 0,004 1,0
75 0,632 0,004 0,6
10 0,810 0,024 3,0
15 1,250 0,013 1,1
20 1,663 0,014 0,8

Fonte: Da autora

Com base na média dos valores das absorbancias encontradas para cada nivel de
concentracdo, foi obtido o céalculo da regressdo linear da curva analitica, obtendo-se a
inclinagéo (0,0831 + 0,005), y-intercepto (0,0011 + 0,0009) e coeficiente de correlacdo linear
(R?) de 0,9996 (EQUACAO 7), observando-se linearidade dos resultados. Entdo, a curva
obtida foi: (FIGURA 14).

y =0,0831x+0,0011 Equacéo 7
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Figura 14 - Representacao grafica da curva de calibragdo de solugdes padrdo contendo MTX a 0,5- 20 pg/mL a
306 nm por espectrofotometria UV.
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Fonte: Da autora

6.1.1 Precisdo e exatiddo

A precisdo e exatiddo do método analitico foram determinadas segundo ANVISA
(2017), nas concentracdes de 1, 5 e 20 pg/mL, e os resultados dos calculos de precisdo (CVs)
e exatiddao (R%) estdo contidos na Tabela 5. A faixa de trabalho ficou compreendida entre
80% (oitenta por cento) a 120% (cento e vinte por cento), com valores de CVs inferiores a
5%.

Eles indicam que o método € preciso, pois os valores de CVs sdo inferiores a 5%, e
apresentam exatidao, pois os limites de recuperacdo ndo foram inferiores a 80% e nem
superiores a 120% (ANVISA, 2003).

Tabela 5 - Precisdo e exatiddo do método analitico para quantificacdo do MTX nas formulagdes.

Concentracao Média Desvio Padrao Preciséo Exatidéo
(ng/ml) M DP CVv %
1 0,069 0,001 1,449 91,7
5 0,357 0,004 1,221 100,6
20 1,395 0,016 1,143 99,2

Fonte: Da autora



76

A sensibilidade da metodologia analitica foi determinada através dos limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) conforme as equaces 3 e 4 respectivamente. A menor
concentracdo detectada (LD) pelo método analitico foi 0,0367 pg/mL,enquanto que o LQ
calculado foi 1,1118 pg/mL.

Para verificar se 0 método é linear o calculo de regressdo linear com base no resultado

do teste de Cochran* (C) deve ser calculado utilizando a formula da Equacao 8 abaixo:

C = meior variincia® Equagéo 8

Yraridncias®

*se 0 valor encontrado for superior ou igual ao Citico, @ distribuicdo é heterocedéastica e
requer regressdo pelo método dos minimos quadrados ponderados.

Apos o célculo, foi possivel avaliar que o método encontrado foi de distribuicdo
homocedéstica apo6s verificar que o C= 0,5858 encontrado e analisado juntamente com o
Ceritico = 0,616 na tabela da Consulta Publica n°129 de 12 de fevereiro de 2016 foi inferior
confirmando que o método ¢ linear, pois independente da concentracdo do MTX hé igualdade

(homogeneidade) entre as variancias.

6.2 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO MTX EM DIFERENTES pHs

O MTX foi dissolvido em solucdes de diferentes pHs (3,0; 4,5 e 7,0) para avaliacao da
solubilidade, foram encontradas as concentragdes expostas na TABELA 6. Esta analise

mostra que, em pH mais baixo a solubilidade é mais restrita.

Tabela 6 - Concentracdo real de MTX (mg/mL) em diferentes pHs para avalia¢do da solubilidade

Sol.pH=3,0 Sol.pH=4,5 Sol.pH=7,0
C real (mg/mL) 0,116 0,007 2,008
Desvio padréo 0,008 0,009 0,005

Fonte: Da autora
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6.3 PREPARACAO E INCORPORACAO DO MTX NOS HIDROGEIS

O MTX possui diferentes formas ionizaveis, como previamente apresentado na Figura
3. Tendo isso em vista, foi obtido hidrogéis em diferentes pHs cujas diferentes formas iénicas
prevalecam. A obtencdo de formulacdes com as diferentes formas ibnicas pode permitir a
comparacao se este fator é critico na penetracdo do MTX na pele.

Foram selecionados polimeros cuja solubilidade coincida com cada faixa de pH destas
formas ionizaveis do MTX. Para a forma catiénica em pH<3,36, foi selecionado hidrogeéis a
base de quitosana (HQS), polimero catiénico cuja dispersdo é realizada em solugdes acidas.
Para a forma zwiteridnica em pH entre 3,36 e 4,7, foi selecionado um polimero anidnico
HHPMC e pH ajustado para 4,5. Forma aniénica em pH>5,71, foi selecionado o carbdémero
alquilado (HCA), polimero anibnico cuja solubilidade é obtida em pH neutro.

Os hidrogéis sem MTX (base) apresentaram-se transparentes. Com a incorporacgao do
MTX em HQS e HHPMC também resultou em géis transparentes e levemente amarelados
(FIGURA 15). Porém, como a solubilidade foi muito baixa para os hidrogéis de HQS e
HHPMC (> 0,1 mg/mL), prosseguiu-se os estudos com o hidrogel de HCA. Portanto, a
tentativa de aplicar diferentes formas iénicas no MTX para avaliar seu efeito topico ndo foi

possivel devido a solubilidade limitada encontrada.

Figura 15 - Sequencia das formulas na foto: da esquerda para a direita;: HQS, HHPMC. Os hidrogéis estdo na
concentragdo de 0,1mg/mL MTX.

Fonte: Da autora
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6.4 DIAGRAMA TERNARIO DE FASES

O diagrama de fases permite o estudo de um grande nimero de formulagdes com
composicdes e variacbes das concentragdes das fases, permitindo descrever em condigfes
experimentais, a possibilidade de obter sistemas nanoestruturados como microemulsdes e
cristais liquidos, bem como as regides de transi¢do entre os sistemas obtidos (CINTRA et al.,
2013; ZUBEN, 2012).

Com o objetivo de encontrar formulacdes estaveis de fases lamelar e hexagonal,
caracteristicos de sistemas liquido-cristalinos, neste diagrama de fases foi utilizado a agua
(fase aquosa), miristato de isopropila (fase oleosa) e Tween 80® (tensoativo). Como as
formulacdes foram desenvolvidas para uso tdépico, a utilizagdo de componentes néo irritantes
é de extrema importancia.

A maior parte deste diagrama foi composta por combinagfes que separaram fases,
sendo que as formulagdes escolhidas se mostraram visualmente estaveis durante todo o tempo
de estudo (42 meses). Os pontos L1, L2, H1 e H2 foram as formulacGes na regido onde se
formaram sistemas viscosos transparentes (SVT), indicativos de formacéo de cristais liquidos
(CLs). Estas por sua vez, foram selecionadas para caracterizacao fisico-quimica (FIGURA 16)

Figura 16 - Diagrama de fases composto por Tween 80®, miristato de isopropila (MIP) e 4gua, L1 e 12 (fase
lamelar) H1 e H2 (fase hexagonal)

miristato de isopropila

Fonte: Da autora
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6.5 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA (MLP)

A microscopia de luz polarizada (MLP) se tornou uma ferramenta amplamente
utilizada para identificacdo priméaria de microemulsdes e de mesofases de sistemas liquido-
cristalinos. A MLP apresenta a capacidade de propagar o feixe de luz em uma so direcéo
devido a presenca de um sistema polarizador de luz, acoplado ao seu condensador. As
composicdes das formulagdes selecionadas para caracterizagdo estdo descritas na Tabela 7,
com suas respectivas caracterizagdes por MPL. As imagens obtidas estdo dispostas na Figura
17.

As formulacgdes escolhidas apresentaram anisotropia, com a presenca de fases liquido-
cristalinas, sugerem ser 2 formulas de mesofase lamelar e 2 formulas de mesofase hexagonal
pois, por evidenciar “cruzes de malta”, que sdo estruturas caracteristicas de fase lamelar (L1 e
L2). Nas formulagbes H1 e H2 foi verificado “estrias”, caracteristicas de fase hexagonal
(CARVALHO, 2012). As diferentes mesofases encontradas na faixa do diagrama estudado
parecem ter correlacdo com a quantidade de tensoativo. A concentragdo maior de tensoativo
(60% p/p) proporcionou a formagéo de fase lamelar, enquanto a diminuigdo para 50% p/p
houve a mudanca para a fase hexagonal. Pode ser sugerido que a diminui¢do do tensoativo
aumentou a tensdo interfacial entre fase aquosa e oleosa, mudando para a fase hexagonal, cuja

area interfacial entre ambas as fases pode ser menor que a fase lamelar.

Figura 17 - Sequencia das formulas na foto (Aumento 20x): da esquerda para a direita: a) L1(sistema lamelar);
b) L2 (sistema lamelar); c) H1 (sistema hexagonal); d) H2 (sistema hexagonal).
v e N . *0y

c)

Fonte: Da autora
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Tabela 7 - Porcentagem de Tween® 80/MIP/4gua e classificacio das formulagdes L1, L2, H1 e H2.

Amostra Fase Tensoativo % Fase oleosa %  Fase aquosa % Classificacao
(Tween® 80) (MIP) (Agua)
L1 60 10 30 lamelar
L2 60 20 20 lamelar
H1 50 10 40 hexagonal
H2 50 20 30 hexagonal

Fonte: Da autora

6.6 INCORPORACAO DO MTX NOS SISTEMAS CRISTAIS LIQUIDOS (CLs)

O MTX foi incorporado na concentragdo de 2 mg/mL nos sistemas CLs (FIGURA 18)
pois foi a concentracao soltvel encontrada em pH 7,4 no ensaio de solubilidade.

As formulagBes L1, L2, H1 e H2 que apresentam pH 7,4, ap6s a incorporagdo do
MTX, ndo apresentou turbidez nos sistemas, ou seja, neste pH o farmaco esta soltvel e as
formulacgdes apresentam-se limpidas.

Figura 18 - Sequencia das férmulas na foto: da esquerda para a direita: L1, L2, H1, H2, Todas as formulagGes na
concentracdo de 2mg/mL MTX.

Fonte: Da autora

6.7 ANALISE REOLOGICA OSCILATORIA DOS CLs E HIDROGEL

Anélises reoldgicas compreendem o estudo do comportamento da deformacdo de um

material quando submetido a uma dada tensdo, podendo resultar em deformag6es do tipo
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viscosa ou elastica, ou seja, conforme o tipo de tensdo aplicada sobre o material, este ird
apresentar comportamento de um solido elastico ou de um liquido viscoso (SCHRAMM,
2006).

As caracterizagBes reologicas foram feitas nos mddulos de armazenamento ou
elastico (G’) e mddulo de perda ou viscoso (G”), em funcdo da frequéncia. Quando ocorre
predominio do modulo elastico (G’) sobre o mddulo viscoso (G”) compreende-se que 0
sistema possui uma maior estruturacdo, e fortes interacdes entre as moléculas (YARIV et al.,
2010). O moédulo elastico ou de armazenamento (G’) ¢ a medida elastica do material, ou seja,
a capacidade que o material possui de armazenar energia. O médulo viscoso ou de perda (G*”)
determina a capacidade do fluido em dissipar energia em forma de calor. As amostras foram
estudadas em relacdo ao seu comportamento viscoelastico, com objetivo de avaliar as
caracteristicas estruturais das formulacGes. Foram realizados ensaios de varredura com
frequéncia de 0,1 a 10Hz. Uma deformacéo dentro da Regido Viscoelastica Linear (RVL) foi

definida para avaliacdo para as analises de varredura de frequéncia (mais préximo de 5Hz).

Os reogramas obtidos estdo na Figura 19.
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Figura 19 - Reogramas mostrando a dependéncia da frequéncia dos madulos elastico (G") (circulo preto) e
viscoso (G") (tridngulo vermelho), viscosidade dindmica (n') (quadrado azul): fases hexagonais (H1
e H2), fases lamelares (L1 e L2) e hidrogel (ACH).
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Fonte: Da autora

A Tabela 8 mostra os dados de G°, G” e viscosidade (1’) numa frequéncia fixa (4,6
Hz) para comparacdo da magnitude dos valores obtidos para cada amostra. Para todas as
amostras, 0 médulo de armazenamento (G’) foi maior que o modulo de perda (G”), sendo que
a incorporagdo do MTX aumentou de maneira geral o G’ das amostras, sugerindo que a
estrutura molecular do farmaco pode estar participando da formacdo da rede tanto liquido-
cristalina como do hidrogel. Estes resultados sdo caracteristicos de um comportamento
predominantemente elastico, sugerindo que os sistemas estdo bem estruturados e possuem

fortes interacGes entre as moléculas (YARIV et al., 2010).
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Tabela 8 - Valores do modulo de armazenamento (G’), modulo de perda (G”) e viscosidade (n) na frequéncia de

fixa de 4,6Hz.
Sem MTX Com MTX a 2 mg/mi

Amostras Frequencia , , . Frequencia , , ,

(H2) G G N (H2) G G n
L1 4,6 1673,0 930,9 65,6 4,6 1905,0 8426 714

L2 4.6 202,5 105,7 7,8 4,6 209,6  113,3 8,2
H1 4,6 8665,0 6753,0 376,7 4,6 26120,0 7761,0 934,2
H2 4,6 31050,0 1043,0 1065,0 4,6 8600,0 1237,0 2979
HCA 4,6 256,9 31,0 8,9 4,6 371,3 37,1 12,8

Fonte: Da autora

No presente trabalho, foi possivel verificar que as mesofases hexagonais apresentaram
maior viscosidade em relacdo aos sistemas lamelares. Isso pode ser explicado pela diferenca
na estrutura de ambas as mesofases. A fase lamelar é formada por camadas paralelas e planas
de bicamadas de tensoativo separadas por camadas de solvente, formando rede
unidimensional, apresentando uma caracteristica de liquido viscoso. Na fase hexagonal, os
agregados sdo formados pelo arranjo de cilindros longos, originando estruturas
bidimensionais, tendo uma aparéncia mais viscosa como um gel (FORMARIZ et al., 2005).

O hidrogel HCA apresentou menos estruturado com relacdo a H1 e H2 (cristais
liquidos hexagonais) e semelhante com modulo elastico com valores entre L1 e L2 (cristais
liquidos lamelares).

Por andlise reologica oscilatoria, as formulacbes foram submetidas a estresse para
simular condi¢Bes compativeis com a aplicacdo in vivo do produto, fornecendo informacdes
importantes quanto a sua adequacao para uso clinico (FERREIRA et al., 2017). Todas as
formulagdes apresentaram-se dependentes de frequéncia. Essa dependéncia foi observada em
maior magnitude para n', que diminuiu notavelmente com o aumento da frequéncia.

H1 sem MTX apresentou caracteristica elastoviscosa abaixo de 3,16 Hz (G” > G'). O
comportamento das fases hexagonais foi mais modificado pelo carregamento do MTX do que
as fases lamelares e hidrogel.

O aumento de G' e G" observado para HCA foi pequeno, o que indica que, neste
caso, as interacdes moleculares ndo covalentes e 0 emaranhamento da cadeia polimérica nao
sdo os principais responsaveis pela formagdo da estrutura elastica (JONES et al., 2016).

Embora o HCA néo tenha apresentado os maiores valores absolutos de G', a magnitude da
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superioridade de G' sobre G" foi maior para o hidrogel em todas as frequéncias o que indica
um comportamento elastico mais acentuado para o hidrogel, que proporciona maior retencdo
cutanea (FERREIRA et al., 2017), uma caracteristica muito favoravel para formulagdes

topicas.

6.8 ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA) DOS CLs E HIDROGEL

A analise do perfil de textura (TPA) foi originalmente proposta como um método
adequado para caracterizar formas farmacéuticas semissélidas de farmacos por JONES et al.
(1997). As propriedades de textura de uma formulagdo € um pardmetro importante na
otimizacdo de formulacGes topicas que poderdo dar indicios da aplicabilidade da formulacédo
no local de administracdo influenciando no resultado da terapia (CINTRA et al, 2013).

As formulacGes foram submetidas ao teste de TPA e os resultados estdo na Tabela 9:

Tabela 9 - Resultado das andlises de TPA das formulagdes CLs e Hidrogel ndo carregados.

Adesividade Compressibilidade Coesividade
Amostras (N.s) (N.s)

Média + DP Média + DP Media + DP
H1 5,796% + 0,214 7,590¢ +0,127 0,798" + 0,082
H2 5,253% +1,041 7,978° 2,331 0,707" 0,059
L1 2,034° +0,315 3,666" + 1,285 0,664" +0,170
L2 0,055% + 0,021 0,472° +0,519 0,763" +0,531
HCA 0,597° +0,138 1,735 +0,379 0,805" + 0,026

Fonte: Da autora
Legenda: letras iguais correspondem igualdade estatistica (P > 0,05)

A adesividade é o trabalho necessario para ultrapassar as forcas de atracdo entre o
material e a superficie da sonda; a coeséo € a razdo do trabalho realizado no segundo ciclo
pelo trabalho realizado no primeiro ciclo; a compressibilidade ou compressdo é a forca
méaxima registrada no primeiro ciclo de penetracéo.

A analise estatistica (TABELA 7) demonstrou que os valores encontrados sao
significativamente diferentes, sendo que apenas os cristais liquidos hexagonais (H1 e H2)
apresentam adesao estatisticamente semelhantes. Os valores da compressdo das formulagdes
apresentaram-se com homogeneidade de variancia e normalidade de residuos, sendo possivel

analisar que os dois cristais liquidos lamelares (L1 e L2) apresentaram compressao
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estatisticamente diferentes entre si (P < 0,05), os CLs hexagonais (H1 e H2) apresentaram
compressdo semelhantes entre si (P > 0,05) e o hidrogel (HCA) apresentou compressdo
diferente dos CLs hexagonais (H1 e H2) e semelhantes dos Cls lamelares (valor intermediario
entre L1 e L2).

A coesividade obtida para as amostras estd dentre a faixa de valor 0,6 a 0,8. Quanto
mais proximo o valor for de uma unidade, maior a coesdo. Para valores menores que um,
significa que os sistemas apresentam menor resisténcia a compressao quando a prova analitica
penetra na amostra pela segunda vez. Isto € um indicativo de sistemas tixotropicos, ou seja,
afinam com o cisalhamento da amostra. Na analise estatistica referente a coeséo, é possivel
concluir que todas as formulagbes foram idénticas, apesar dos valores aparentarem ser
diferentes, todas tem boa capacidade de coesao.

Avaliando os CLs, pode-se observar que os hexagonais H1 e H2 apresentaram valores
de compressao e adesdo semelhantes e bem maiores que as fases lamelares L1 e L2. As fases
lamelares, por sua vez, tiveram diferenca de valores, sendo L1 maior que L2, por esta situar-
se mais proxima de uma regido de separacdo de fases no diagrama ternario de fases. O
hidrogel HCA obteve valores de compressdo e adesdo intermediarios entre L1 e L2. Estes

dados corroboram com a reologia, confirmando a estruturagéo dos sistemas.

6.9 ANALISE DO PERFIL DE BIOADESAO DOS CLs E HIDROGEL

A bioadesdo € relacionada com a fixacdo da formulacdo sobre a pele, considerando o
movimento do corpo, sudorese e acdes externas, que podem levar a remocao da formulacao.
Os resultados dos ensaios de bioadesdo realizados no texturémetro estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Resultado das analises de bioadesdo das formulages CLs e hidrogel

Amostras Trabalho de Bioadesdo (N.s) Desvio Padrdo Coeficiente de Variacdo (%)
H1 0,063 0,004 7,461
H2 0,064 0,014 21,780
L1 0,078% 0,010 14,003
L2 0,057° 0,005 8,898
HCA 0,119° 0,017 14,288

Fonte: Da autora
Legenda: letras iguais correspondem igualdade estatistica (P > 0,05)
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A analise estatistica mostrou que os valores de bioadesdo das formulagbes foram
significativamente diferentes. O hidrogel HCA e L1 mostraram ter maior adesdo
estatisticamente semelhante, seguido da bioadeséo intermediéria dos CLs hexagonais H1 e H2
e, por ultimo, o que menos adere a pele foi L2.

Desta maneira, diferente dos resultados prévios de reologia e TPA, a amostra lamelar
L1 apresentou maior bioadesdo que as fases hexagonais. Com relagcdo ao hidrogel HCA, este
apresentou maior bioadesdo do que o CLs.

Estes resultados mostram que formulagBes com estrutura mais rigida como fases
hexagonais ndo necessariamente correlacionam com melhor bioadeséo.

Comparando a bioadesdo, em que a analise ¢é feita com pele suina, e a adesdo no TPA,
em que a andlise ¢ feita apenas com o toque da prova analitica, podemos observar que ha uma
diferenca no comportamento dos sistemas. Portanto, estes resultados mostraram visualmente

gue o hidrogel possui melhor bioadesdo que os CLs.

6.10 VALIDACAO DO MTX POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

Foram testadas diversas proporcbes de fase moével de (acido formico a 0,2%) e
metanol para deteccdo do melhor tempo de retencdo do MTX. A proporcédo escolhida foi

(70:30), pois o tempo de retengéo ficou entre 4 e 6 minutos (FIGURA 20).
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Figura 20 — Representacdo grafica do cromatograma da solugdo padréo de MTX e o meio receptor
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Fonte: Da autora

A curva de calibracdo do MTX foi realizada nas concentragdes de 0,5; 2,5; 5; 10; 20;
25 e 35 pg/mL. Validou-se uma metodologia analitica por CLAE a fim de padronizar um
método de quantificacdo do MTX e apds as leituras em CLAE das amostras de MTX diluidas
em tampéo fosfato e obtiveram-se os respectivos picos de retengdo, expostos na Tabela 11.

Com base na média dos valores das areas dos picos encontrados para cada nivel de
concentracdo, foi obtido o calculo da regressdo linear da curva analitica, obtendo-se a
inclinacdo (224539),, y-intercepto (23977) e coeficiente de correlacao linear de 0,9997. Entéo,
a curva obtida foi: e y = 224539x — 23977.

Considera-se que 0,91 < R < 0,99 é uma correlacdo fortissima, mas mesmo assim, ao
aplicar os testes para avaliar a linearidade e homocedasticidade, verificou-se que a curva de

calibracéo deveria ser ajustada (FIGURA 21).



Tabela 11 - Leitura das areas sob a curva das solu¢6es-padrdo contendo MTX a 0,5 — 35 pg/mL a 306 nm.
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Concentragao (ug/ml) u.A Desvio Padrao Coeficiente de Variagéo

0,5 80652 160,48 0,1989
2,5 543049 2235,83 0,4117

5 1124052 4371,78 0,3889

10 2236513 1357,25 0,0606

20 4461193 1807,95 0,0405

25 5492051 2062,73 0,0375

35 7898457 26478,91 0,3352

Fonte: Da autora

Figura 21 - Representacdo gréafica da curva de calibracdo de solucBes padrdo contendo MTX a 0,5-35 pg/mL a

306 nm.
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O teste de Cochran* (C) deve ser calculado utilizando a Equacédo 6 (pag. 54) para

comparar a variancia, e, avaliar se esta aumenta a medida que aumenta a concentragéo,

verificando assim se ha homocedasticidade.

Por meio do software R® efetuou-se o ajuste linear pelo método dos minimos

guadrados ponderados para obtencdo da equacdo da reta ajustada. A confiabilidade da reta

obtida foi avaliada estatisticamente pela avaliacdo da significancia do coeficiente angular

(teste F), analise da soma residual dos quadrados minimos (SSE), inspecdo visual da
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distribuicdo dos residuos em torno do eixo x e da plotagem simultdnea de y observado
experimentalmente e y calculado a partir da equacdo da reta.

Pelo teste de Cochran, foi possivel constatar que os dados encontrados foram
heterocedasticos, pois 0 C= 0,954 encontrado e comparado ao Cgiico = 0,561 na tabela da
Consulta Publica n°129 de 12 de fevereiro de 2016 foi superior e requer regressdo pelo
método dos minimos quadrados ponderados.

Para corrigir a heterocedasticidade, aplica-se o Método de Minimos Quadrados
Ponderados. A Andlise da soma residual dos minimos quadrados ponderados (quanto mais
proxima de zero, melhor) foi calculada pelo software R e os valores reais encontrados de R?
ajustado foi 0,9998 e r=0,9999, indicando uma boa correlagdo entre as varidveis, definindo

entdo uma nova Equacéo 9:

y =224797,3.x — 27738,9 Equacdo 9

O teste F demonstrou que o coeficiente angular foi significativo com valor de p <
2,2x10™*. A soma residual dos minimos quadrados ponderados (quanto mais préxima de zero,
melhor), calculada pelo Programa R, foi 2,2874x10° e o teste de Shapiro-Wilk demonstrou
que ndo ha normalidade dos residuos e apresentou p < 0,05. Abaixo Figura 22 ilustra o gréfico
dos residuos versus concentracdo indica que o problema da heterocedasticidade dos erros foi

solucionado, pois os residuos ponderados estdo dispostos homogeneamente em torno de zero.

Figura 22 - Gréfico de distribuicdo de residuos (em torno do eixo X) versus concentracao
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A plotagem simultanea dos valores experimentais e dos valores calculados a partir da
equacdo resultante do ajuste ponderado (FIGURA 23) demonstra coincidéncia, indicando a

adequacao da regressao efetuada.

Figura 23 - Representacao grafica da curva de calibragdo ajustada pela soma residual dos minimos quadrados
ponderados com solugbes padrdo contendo MTX a 0,5-35 pg/mL a 306 nm, evidenciando que 0s
valores calculados a partir da equacédo sdo praticamente coincidentes com os valores experimentais.
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Fonte: Da autora

6.10.1 Limite de Detecgdo e Limite de Quantificacdo

Foi calculado os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) empregando-se 0s
valores de desvio padrdo e da inclinagdo da curva analitica, conforme demonstrados nas
equacdes 3 e 4, respectivamente. A menor concentragdo detectada (LD) pelo método analitico
foi 0,047 pg/mL, enquanto que o LQ calculado foi 0,144 pg/mL. Portanto, baseado nos
resultados obtidos durante estes ensaios, conclui-se que o método proposto é adequado e
seguro para a quantificacdo e deteccdo do MTX.

A precisdo e exatiddo do método analitico foi determinada usando trés réplicas de

solugdes padrao de MTX nas concentragoes de 0,5, 10 e 35 pug/mL, e os resultados dos
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calculos de precisdo (CVs) e exatiddo estdo contidos na Tabela 12. Os resultados foram
analisados de acordo com a RDC 166/2017.

Além de linear, 0 método demonstrou ser exato (houve recuperacdo entre 96,4% e
120,7%). Encontrou-se uma precisdo intradia muito favoravel (TABELA 12), com DPR
méaximo de 0,199%. A precisdo interdia variou de 2,622 a 6,646%. A legislagcdo vigente
estabelece que os limites aceitaveis para tais parametros devem ser justificados de acordo com
0 objetivo do método e sua variabilidade intrinseca, a concentracdo de trabalho e a
concentracdo do analito na amostra (BRASIL, 2017).

Segundo Brito et al. (2003) a validagdo € essencial para definir se métodos estudados
estdo adequados aos objetivos a que se destinam, com resultados confidveis e
satisfatoriamente interpretados. Desta forma, possibilita o conhecimento das limitacbes e da
confiabilidade nas medidas realizadas nas analises. A exatiddo e a precisdo do método séo
parametros sempre estudados, quando forem testes quantitativos. Deve-se ressaltar que o
método pode ser considerado validado, mesmo que alguns parametros ndo se enquadrem nos
limites estabelecidos na literatura, mas que sejam criteriosamente conhecidos e, portanto,

adequados aos objetivos do estudo a ser realizado.

Tabela 12 - Resultados para a determinacéo de exatidao e precisdo intra e interdia do método de quantificacdo de
MTX por CLAE

_ c.t. c.e. (ng.mL™) L .
Ensaio L Preciséo (%) Exatidao (%o)
(ng.mL"™) M DP
< 0,5 0,466 0,001 0,199 96,4
-c'é 10,0 10,067 0,006 0,060 100,7
= 35,0 35,283 0,118 0,335 100,7
- 0,5 0,603 0,033 6,646 120,7
g 10,0 10,620 0,562 5,348 106,3
= 35,0 34,185 0,893 2,622 97,6

Fonte: Da autora
Legenda: c.t. = concentracao tedrica; c.e. = concentragdo experimental; M = média; DP = desvio padrédo

O principal objetivo deste método € possibilitar a comparacdo entre diferentes
amostras quanto a capacidade de incorporacdo do farmaco pelos sistemas e a seu perfil de

liberagéo.
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Considera-se que ha possiveis erros humanos no preparo das amostras, € que 0 metodo
estd sujeito as variagbes do equipamento, além de oscilacGes de energia, temperatura entre
outros.

A legislagdo em vigor (BRASIL, 2017) ndo especifica 0 DPR méximo aceitavel da
concentracdo do analito na amostra e nem da concentracdo de trabalho. Na auséncia de um
pardmetro de comparagdo, optou-se por avaliar a precisdo intermediaria pelo teste t de
student, conforme sugerido na consulta publica que precedeu a legislacdo vigente (ANVISA,
2016). Na concentragdo de 0,5 e 10 pg.mL™, anélises efetuadas em 6 dias diferentes
observou-se igualdade entre alguns dias mas diferenca entre outros. Para as concentragoes de
35 ug.mL™, apresentaram p > 0,05, ou seja, houve igualdade estatistica presumindo amostras
com variancias equivalentes. A falta de reprodutibilidade perfeita ndo invalida completamente
a aplicagdo do metodo. Como foram demonstradas linearidade, exatiddo e repetibilidade
perfeitamente aceitaveis, uma alternativa coerente seria quantificar as amostras a partir de

uma nova curva de calibra¢éo construida para cada dia de analise.

6.11 TESTE DE LIBERACAO DAS FORMULACOES CLs e HIDROGEL

Inicialmente foi feito o teste de liberacdo com formulagdes contendo 2 mg/mL de
MTX, por ser a solubilidade do MTX em pH 7,4. Testes preliminares feitos com as
formulagdes de MTX nesta concentragdo resultaram em valores abaixo do limite de
quantificacdo. Na tentativa de supersaturar as amostras para possivelmente forcar maior
liberacdo do farmaco, as formulagbes foram manipuladas com 10 mg/mL de MTX e
novamente avaliadas no teste de liberacdo in vitro. Conforme Maderuelo, Zarzuelo e Lanao
(2011) descrevem, em geral, a saturagdo do sistema com o farmaco pode resultar em maiores
taxas de liberacéo.

Os resultados de liberacdo foram expressos relacionando a quantidade de massa
acumulada de MTX liberada (%) em funcdo do tempo de coleta. As formulagdes foram
testadas em triplicata e os perfis de liberacdo das formulagdes estdo demonstrados na Figura
24. Os dados foram plotados no programa Sigma® até 6h de ensaio, pois nos tempos
subsequentes ndo houve deteccdo do farmaco.
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Figura 24 - Representacéao grafica da % liberacdo de MTX (%p/v) versus tempo (horas) das formulagdes L1, L2,

H1, H2 e HCA
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Fonte: Da autora

E possivel identificar que as formulagBes hexagonais (H1 e H2) retiveram mais 0
MTX do que as formulagdes lamelares (L1 e L2), ou seja, liberaram menos farmaco/tempo
devido a sua estrutura mais rigida e organizada. Portanto, a rede liquido cristalina retém mais
a liberacdo de MTX do que uma rede polimérica gelificada. Para a andlise dos perfis de
liberagdo, foram estudados os modelos matematicos de liberagdo como os de Primeira Ordem,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull e os critérios utilizados para avaliacdo e comparacao
das formulagdes foram o valor de R? ajustado e o coeficiente b. Os valores estdo

demonstrados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Critérios para avaliagdo e escolha dos modelos matematicos

Korsmeyer-Peppas Higuchi 1% ordem Weibull Weibull
Amostras , . , , . , . o
R* ajustado R°ajustado R“ajustado R ajustado Coeficiente b

L1 0,8992 0,5649 0,5273 0,9960 2,1109
L2 0,9949 0,9944 0,5613 1,0000 0,7993
H1 0,6799 0,1655 0,0000 0,9509 1,3083
H2 0,9843 0,9605 0,8587 0,9933 1,5178
HCA 0,9395 0,9545 0,7410 0,9999 1,0455

Fonte: Da autora

Apds aplicacdo dos modelos matematicos, todas as formulacGes apresentaram valores
elevados de R ajustado, sendo o modelo Weibull o que melhor se ajustou ao perfil de
liberacdo das formulacdes L1, L2, H1, H2 e HCA. Este modelo pode ser aplicado com
sucesso a quase todos os tipos de curvas de dissolucdo e é comumente usada em estudos de
novas formas farmacéuticas.

No modelo de Weibull, é possivel obter o coeficiente b, que caracteriza a curva como
exponencial. A curva (b = 1 — cinética de 12 ordem) onde o gradiente de concentragdo no meio
de dissolugcdo aumenta a taxa; sigmdide, em forma de S, com curvatura para cima seguida de
um ponto de virada; (b > 1 — cinética rapida) ou parabolica, com uma inclinagdo inicial mais
alta, onde a funcdo Weibull indica que o processo de liberagdo € um mecanismo complexo e
(b < 1 — cinética lenta) que indica um mecanismo combinado que € freqientemente
encontrado em estudos de liberacdo (COSTA e LOBO, 2001; PAPADOPOULOU et al.,
2006).

A Tabela 16 apresenta os valores do coeficiente b obtidos pelo modelo de Weibull.
Independentemente da concentragdo dos componentes dos CLs ou do polimero utilizado no
hidrogel, todas as formulacBes exibiram uma cinética rapida e mecanismo de liberacdo
complexo (b > 1), exceto em L2 que apresentou coeficiente b < 1, mostrando ter um
mecanismo combinado com cinética lenta. E possivel comprovar este perfil ao analisar a
Figura 21.

As formulacdes escolhidas para os testes in vivo foram os CLs L1 (lamelar) e H2

(hexagonal) e HCA por apresentarem menor tempo de liberagéo.
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6.12 MODELO EXPERIMETAL IN VIVO

Apos a inducdo da dermatite pasoriatica por IMQ, os resultados das lesfes formadas
foram acompanhadas pelo indice de PASI dos camundongos ao longo do experimento
demonstrou um aumento progressivo da dermatite psoriatica dia-a-dia confirmando que o
IMQ é capaz de promover da inducdo. Também foi analisado o indice PASI adaptado nos
inicio e final do tratamento subsequente para avaliar a melhora visual do eritema, descamacéo
e area envolvida pela dermatite psoridtica da pele (FIGURA 25) e os resultados foram
posteriormente confirmados com os testes histologicos por meio de fotomicrografias,

bioguimicos, e imunoenzimaticos de citocinas inflamatdrias.

Figura 25 - Camundongos suicos ap6s 5 dias de tratamento tdpico de MTX: A - Grupo CN (controle negativo
da dermatite), sem dermatite e sem tratamento; B - Grupo CD (controle positivo da dermatite),
IMQ; C-: Grupo CT (controle positivo do tratamento), IMQ + dexametasona creme; D - Grupo L1,
IMQ + férmula L1-MTX; E — Grupo H2, IMQ + férmula H2-MTX; F - Grupo HCA, IMQ +
formula HCA-MTX.

L HCA

Fonte: Da autora
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A Tabela 14 mostra a evolucdo visual da dermatite psoriatica apds o tratamento das
formulacdes, dando informacBes que posteriormente serdo confirmadas pelas analises
histologicas, bioquimicas e imunohistoldgicas. As formulagcbes que apresentaram melhora do
eritema foram os grupos CT, L1 e HCA. Com relacdo a descamacdo, a dermatite psoriatica
foram os grupos CT e HCA. Com relacéo a area afetada, a melhora foi nas formulagfes CD,
CT, L1e HCA.

Tabela 14 - indice de PASI antes e depois do tratamento da dermatite psoriatica

1° dia tratamento 5° dia do tratamento
PASI (%) PASI (%)
Area Area
Grupos | Eriiema | Descamacdo | envolvida Eritema Descamagao envolvida
(1cm?) (1cm?)
CN (0) 100%  (0) 100% o (0)100% (0) 100% 0%
1) 66,66% 0) 33,33% 80 -100%
CD 8 3333% (0) 100%  +100% 8 49.99% (0) 100%
(2) 16,66%
0,
@ s @ B :
CT (3) 33.33% (1) 16,66%  +100% (1) 100% (0) 100% 80-100%
(0) 20% . 90-100%
L1 () 71,42% (0) 2857% 41009 (1) 40% ((1’) 28(;’
(3) 2857% (1) 71,42% (2) 40% (1) 20%
(0) 42,85% 100%
(1) 42,85% ,85%
Ho (1) 57,14%  (0) 57,15%  +100% (2) 42,85% (1) 57,15%
(2) 42,28% (1) 42,85% (3) 14,29%
Hea (1) 4285% (1)4285% o0 (1) 57,15% 80-100%

(2) 57,14%

(2) 57,14%

(2) 42,85%

(0) 100%

Fonte: Da autora

Legenda:(0) — sem dermatite psoridtica; (1) — dermatite suave; (2) — dermatite moderada; (3) — dermatite severa;
(4) — dermatite muito severa. *A porcentagem da tabela representa a quantidade de animais por grupo que foram
classificados no indice PASI

A anélise macroscopica da face dérmica da pele (FIGURA 26) indicou distribuicéo
mais evidente da rede macrovascular nos grupos CD e L1 e HCA comparado com 0s grupos
CN e CT. A pele dos animais do grupo H2 apresentou maior congestdo vascular com
ramificacdo mais proeminente em relacdo aos demais grupos. Esses achados foram
confirmados pelo escore histopatologico de congestdo vascular. Além disso, a anélise

morfomeétrica indicou que a pele dos animais dos grupos CD e L1 e HCA apresentou notdria
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congestédo vascular, representada pelo maior comprimento da rede macrovascular comparado
aos grupos CN e CT (P<0,05). Esse parametro foi mais elevado no grupo H2 em relacéo aos
demais grupos (P<0,05).

E possivel perceber um processo de neovascularizagdo no qual novas estruturas
vasculares se formam e, especificamente neste caso pode ser chamada de angiogénese. Esta
congestdo visivel se refere ao aumento de volume de sangue em um tecido deixando 0s vasos
sanguineos (capilares) repletos e dilatados e a hiperemia deixa érgdo avermelhado vivo,
tumefeito, quente, confirmando um processo inflamatério instalado. A formulacdo H2 foi a

gue mais apresentou 0s eventos citados acima.
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Figura 26 - Imagens macroscopicas da face dérmica dos fragmentos de pele coletados, representacdo do escore histopatologico (diagrama de campo hexagonal) de congestéo
vascular (A) e comprimento da rede macrovascular total (B) em camundongos controle e com dermatite psoriatica tratados com diferentes formulages de
metotrexato. CN= sem dermatite e sem tratamento; CD= IMQ, CT= IMQ + dexametasona creme, L1= IMQ + férmula L1-MTX, H2= IMQ + férmula H2-MTX,

HCA= IMQ + formula HCA-MTX. Nas imagens, 0s vasos sanguineos sao observados como filamentos em cor escura (preta ou marrom). O losango representa o

efeito conjunto dos escores histopatoldgicos de todos os grupos. Grupos com escores histopatoldgicos mais elevados apresentam maior influéncia sobre o
deslocamento do losango.
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Fonte: Da autora
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Como demonstrado na Figura 27, os animais do grupo controle apresentaram epiderme
delgada e distribuicdo tipica da queratina na camada cdrnea, caracterizada por delgadas
laminas de queratina frouxa. Os animais dos grupos CD, L1 e H2 apresentaram espessamento
da epiderme comparado aos grupos CN, CT e HCA (P<0,05). Inflamacéo e hiperqueratose
leve ou moderada foram identificadas nos grupos CD, CT e HCA comparado ao grupo CN
(P<0,05). Acantose foi claramente identificada nos grupos L1 e H2, Este aumento da
espessura da epiderme (acantose), geralmente devido ao espessamento do estrato espinhoso
da pele e é uma das caracteristicas histologicas encontradas na psoriase. Além disso, 0s
animais dos grupos L1 e H2 ainda apresentaram marcante paraqueratose, hipogranulose,

infiltrado inflamatorio e microabscessos epidérmicos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Epiderme
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Estrato_espinhoso&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pele
https://pt.wikipedia.org/wiki/Psor%C3%ADase
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Figura 27 - Fotomicrografias da pele e pardmetros microestruturais (A-C) da epiderme de camundongos controle e com dermatite psoriatica tratados com diferentes
formulagGes de metotrexato - aumento de 40X. CN= sem dermatite e sem tratamento; CD= IMQ, CT= IMQ + dexametasona creme, L1= IMQ + férmula L1-
MTX, H2= IMQ + formula H2-MTX, HCA= IMQ + férmula HCA-MTX. Simbolos nas imagens: A Cabeg¢a de seta= queratina, De= derme, Ep= epiderme,
Estrela= microabscesso. Nos graficos, letras diferentes nas colunas (a, b, c, d) indicam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05). NI= nao identificado.
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Fonte: Da autora
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A andlise histopatoldgica da derme (FIGURA 28) indicou microestrutura normal da
derme em animais do grupo CN, caracterizada por baixa celularidade, ampla distribuicdo de
feixes de fibras colagenas bem definidos, vasos sanguineos com limem estreito, perfis de
celulas musculares lisas em distribuigdo difusa. A derme dos animais dos grupos CD, L1, H2
e HCA apresentaram maior celularidade e densidade de volume de vasos sanguineos em
relacdo aos grupos CN e CT (P<0,05). Congestdo e dilatacdo vascular foi claramente

observada no grupo H2.
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Figura 28 - Fotomicrografias da pele e pardmetros microestruturais da derme (A e B) de camundongos controle e com dermatite psoriaticapsoriatica tratados com diferentes
formulacGes de metotrexato — aumento de 40X. CN= sem dermatite e sem tratamento; CD= IMQ, CT= IMQ + dexametasona creme, L1= IMQ + formula L1-
MTX, H2= IMQ + férmula H2-MTX, HCA= IMQ + formula HCA-MTX. Simbolos nas imagens: * Asterisco= Matriz colagénica, A Cabeca de seta= vasos
sanguineos, —Seta= células do conjuntivo da derme. Nos graficos, letras diferentes nas colunas (a, b, ¢, d) indicam diferenga estatistica entre os grupos (P<0,05).
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Como indicado na Figura 29, os animais dos grupos CD, L1 e H2 apresentaram maior
atividade de Ciclooxigenase (COX-2) e Mieloperoxidase (MPO) e maior producdo de
Prostaglandina-2 (PGE2) comparado aos grupos CN, CT e HCA (P<0,05). A atividade de N-
Acetil-D-Glucosamina (NAG) maior nos grupos CD e HCA comparado aos grupos CN e CT
(P<0,05). Esses parametros foram ainda maiores nos grupos L1 e H2 (P<0,05).

A COX-2 esta presente nos locais de inflamagdo, sendo, por isso, denominada de
enzima indutiva. Ela é expressa primariamente por células do processo inflamatério, como
macrofagos e mondcitos. Também se encontra em outros tecidos e 6rgdos, e € induzida pelas
citocinas (IL-1, 1L-2), fator de necrose tumoral e outros mediadores nos sitios de inflamacao.
Por outro lado, a expressao da COX-2 pode ser inibida por glicocorticoides, IL-4, IL-10 e IL-
14 (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente nos neutréfilos, monaocitos e
alguns subtipos de macrofagos teciduais. A atividade exacerbada da MPO esta relacionada a
injaria tecidual presente em muitas doencas inflamatérias como artrite, arterioesclerose,
doencas pulmonares entre outras (NOLDIN, 2011).

A PGEZ2 sdo substancias similares aos hormonios, também chamadas de eicosanoides,
produzidas por quase todas as células que participam do processo inflamatério como
mastocitos, macréfagos, e plaquetas, geralmente em locais de dano tecidual ou infecgéo,
envolvidos nas lesdes e doencas. Elas controlam os processos, tais como a inflamacéo, o fluxo
de sangue e a formacdo de coagulos de sangue. Tem importante acdo vasodilatadora,
permitindo extravasamento de plasma e migracdo de celulas em tecidos inflamados (SILVA,
2005).

A NAG (N-acetil glucosaminidase) é produto do metabolismo da glicose, um
derivado da glucosamina naturalmente encontrado no organismo humano que juntamente com
o d-glucuronato compde o acido hialaurdnico, presente em todos os tecidos do corpo (CHOU
et al., 2015). A NAG é uma enzima lisossomal que é produzida por mondcitos ativados,
principalmente macrdfagos. A medida de sua atividade é considerada um indicador indireto
da presenca de células mononucleares como mastécitos e macrofagos no local da inflamacéo
(RAUH, 2008). (SILVA, 2009).
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Figura 29 - Atividade de ciclooxigenase 2 (COX-2), mieloperoxidase (MPO), N-acetilglucosaminidase (NAG), e
niveis de prostaglandina E2 (PGE2) na pele de camundongos controle e com dermatite psoriatica
tratados com diferentes formulacBes de metotrexato. CN= sem dermatite e sem tratamento; CD=
IMQ, CT= IMQ + dexametasona creme, L1= IMQ + férmula L1-MTX, H2= IMQ + férmula H2-
MTX, HCA= IMQ + férmula HCA-MTX. Nos graficos, letras diferentes nas colunas (a, b, ¢, d)
indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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A analise imunoenzimatica de citocinas na pele (FIGURA 30) indicou niveis elevados
de IL-1 e IFN-y na pele dos animais dos grupos CD e HCA comparados aos grupos CN e CT
(P<0,05). Esses parametros foram maiores nos grupos L1 e H2 em relacdo aos grupos CN,
CD, CT e HCA (P<0,05). Os niveis cutaneos de TNF-a no grupo CD foram mais elevados em
relacdo aos grupos CN, CT e HCA (P<0,05). Esse parametro foi maior nos grupos L1 e H2
comparado aos grupos CN, CD, CT e HCA (P<0,05). Os niveis de IL-10 foram mais elevados
nos grupos L1 e H2 comparado aos grupos CN e CT (P<0,05). Esse parametro foi maior ainda

nos grupos CD e HCA comparado aos demais grupos (P<0,05).
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Figura 30 - Niveis de citocinas na pele de camundongos controle e com dermatite psoriatica tratados com
diferentes formulacdes de metotrexato. CN= sem dermatite e sem tratamento; CD= IMQ, CT= IMQ
+ dexametasona creme, L1= IMQ + férmula L1-MTX, H2= IMQ + formula H2-MTX, HCA= IMQ
+ formula HCA-MTX. Nos gréficos, letras diferentes nas colunas (a, b, ¢, d) indicam diferenca
estatistica entre os grupos (P<0,05).
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Para que ndo haja efeitos colaterais e adversos muito intensos no tratamento com MTX,
a proposta deste trabalho é oferecer uma melhora das lesbes psoriaticas de maneira tdpica.
Apobs os resultados, formulagdo HCA se mostrou proxima ao tratamento controle com
dexametasona, ou seja, apresentando melhora dos sintomas e da condicdo inflamatoria da
pele, reduzindo a hiperqueratose e espessura da epiderme.

No presente estudo, a formulacdo HCA demonstrou menor atividade inflamatéria em
comparagdo com as outras formulagcbes. Em comparacdo com oS grupos controle, esta
formulacdo foi estatisticamente semelhante apenas pela atividade de COX-2 e MPO e
diferente na atividade de PGE-2 e NAG.

Os resultados deste trabalho mostram que os CLs devem ser aplicados com cautela.
Uma possivel explicagdo para o efeito negativo visualizado para L1 e H2 pode estar na
composicdo. O miristato de isopropila (MIP) é considerado um excipiente seguro e pode ser
encontrado em varios produtos para uso topico registrado no FDA. De acordo com uma busca

realizada na base de dados “Inactive Ingredient Search for Approved Drug Products”, pode
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ser encontrado produtos topicos e transdérmicos contendo MIP na faixa entre 0,01mg/mg até
41,3% plv. Ja a consulta do polissorbato 80 (Tween® 80) na mesma base de dados mostra
produtos topicos registrados com um limite até 15% p/v. Este valor ndo é um limite de
seguranga, apenas uma referéncia de que ha um produto registrado com esta quantidade. L1 e
H2 possuem 60 e 50% p/p, respectivamente, além da alta quantidade de tensoativo, pode estar
relacionada com os efeitos inflamatdrios observados.

Portanto, os resultados deste trabalho sdo muito importantes para atualizar o estado da
arte com relacdo a aplicacdo dos cristais liquidos com cautela quando se trata de sistemas
topicos. As altas concentracbes dos tensoativos e lipideos necessarios para obter a
nanoestrutura podem ter um efeito negativo quando se trata de tolerancia dérmica.

HCA é composto por carbémero alquilado C10-C30, um emulsionante polimérico
conhecido por sua baixa irritabilidade e bom sensorial, além de promover a formacdo de uma
camada oclusiva na pele, promovendo a liberagdo do farmaco (Pemulen™, Lubrizol). HCA,
apesar de ser um hidrogel, seu polimero contém cadeias alquilicas C10-C30 que podem ter

atuado no efeito oclusivo da pele de maneira mais eficiente, sem irritabilidade.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, o principal objetivo foi desenvolver sistemas topicos para
administracdo cutdnea do MTX no tratamento da psoriase, pois apresentam indmeras
vantagens quando comparados as formulagGes de uso sistémico. O delineamento de
formulagdes do tipo sistemas liquido cristalinos e hidrogéis como veiculos sdo promissores,
na tentativa de promover melhor permeacéo do farmaco na pele.

A partir do diagrama de fases, foram selecionadas 4 formulacGes do tipo sistemas
liquido-cristalinos preparado a partir da mistura dos componentes miristato de isopropila,
polissorbato 80 (Tween 80®) e 4gua purificada. Além destas formulacdes, foram também
selecionados 3 tipos de hidrogel: gel de quitosana, gel de hidroxipropilmetilcelulose e gel de
Pemulen®;

A técnica de microscopia de luz polarizada permitiu visualizar a organizacao interna
dos sistemas e classifica-los como sistema liquido cristalinos de fase lamelar e fase hexagonal
(L1, L2, H1, H2);

Foi testado hidrogéis com diferentes pHs para verificar a solubilidade e o
comportamento do MTX (forma catidnica, anidnica e zwiteribnica) e o pH que mais
solubilizou 0 MTX (2 mg/mL) foi pH=7,4 no hidrogel HCA (Pemulen - carbono alquilado);

Nos ensaios de reologia, verificou-se que, G’ era sempre maior que G”, sendo entdo
sistemas mais elasticos que viscosos. A inclinagdo das curvas é menor para H2, mostrando ser
0 sistema com maior estruturacdo. Quando ha a incorporagdo do MTX, o G’ das amostras,
aumentaram sugerindo que a estrutura molecular do farmaco pode estar participando da
formacdo da rede tanto liquido cristalina como do hidrogel.

O gel de HCA ndo exibiu tixotropia no reograma de fluxo, porque a curva
ascendente se sobrepds com a curva descendente. Esta caracteristica € desejavel, pois sua
administracdo topica € facilitada pela diminuicdo da viscosidade do gel na aplicacdo da forca
de cisalhamento devido as particulas se alinhando em a direcdo do fluxo.Quando essa forca é
cessada, o gel volta rapidamente a configuracdo estrutural inicial viscosa de forma
independente do tempo, o que auxilia na adesdo destes géis para a pele (SILVA et al., 2017.).

Nos testes utilizando analisador de textura, o teste TPA mostrou que as fases
hexagonais H1 e H2 apresentaram valores de compressdo e adesdo semelhantes e bem

maiores que as fases lamelares L1 e L2. O hidrogel HCA obteve valores de compresséo e
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adesdo intermediarios entre L1 e L2. Ja nas analises de bioadesdo, a amostra lamelar L1
apresentou maior bioadesdo que as fases hexagonais. Com relacdo ao hidrogel HCA, este
apresentou maior bioadesdo do que o CLs. Estes resultados mostram que formula¢Ges com
estrutura mais rigida como fases hexagonais ndo necessariamente correlacionam com melhor
bioadeséo.

A adesividade e coesividade das formulagdes dos hidrogéis garantem a adesdo
prolongada da formulacdo em superficies bioldgicas. Estas caracteristicas sdo desejaveis para
produtos tdpicos, incluindo aceitabilidade pelo paciente, espalhabilidade e resisténcia a
friccdo. Essas caracteristicas mecéanicas fornecem informacGes sobre as interacfes entre 0s
componentes do sistema que é importante no desenvolvimento de formulagdes tdpicas
bioadesivas. A bioadesdo tém sido estudada nos hidrogéis, mostrando que estes sdo bons
veiculos para farmaco de uso topico. Sistemas como os CLs também apresentam valores
semelhantes aos dos hidrogéis e, portanto, sdo bons candidatos como sistemas de
administragdo tdépica de medicamentos, pois esses sistemas anfifilicos tém mostrado
capacidade bioadesiva, biocompatibilidade e liberacdo controlada de drogas.

Estudos de Fonseca-Santos et al. (2017) afirmam que hidrogéis compostos de
homopolimero de carbdémero que & um polimero de acido poliacrilico levemente reticulado
comumente utilizado em sistemas de baixa viscosidade, oferecem valores aceitaveis pois
exibem um valor de alta coesividade, o que indica que sua estrutura é estavel, pois sua
estrutura original é rapidamente restaurada ap6s o primeira compressdo. Isso confirma os
resultados reolégicos mencionados acima, indicando que o hidrogel de HCA tem um matriz
estavel e facil de ser administrada, o que faz ele ser um veiculo promissor para aplicacdo
topica de medicamentos.

O método analitico para quantificagio do MTX por CLAE foi validado, onde se
obteve valores satisfatorios de linearidade, especificidade, Limite de Quantificacdo, Limite de
Deteccdo, precisdo e exatiddo, adequados para quantificagdo do MTX nos ensaios de
liberagéo.

O ensaio de liberacdo in vitro foi feito com as formula¢des contendo o MTX saturado
(10mg/mL) na tentativa de aumentar a liberacdo e apos 36h de avaliacdo, verificou-se que o
tempo méaximo de liberacéo foi de 6 horas. Identificou-se que as formula¢des hexagonais (H1
e H2) retiveram mais 0 MTX do que as formulagdes lamelares (L1 e L2), ou seja, liberaram
menos farmaco/tempo devido a sua estrutura mais rigida e organizada. O hidrogel HCA
liberou mais MTX constatando que a rede liquido cristalina retém mais a liberacdo de MTX

do que uma rede polimérica gelificada. Todas as formulacBes apresentam cinética de
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liberagdo cujos parametros obtidos sugerem que o mecanismo se caracteriza por uma curva
exponencial. Os critérios utilizados para avaliacdo e comparacdo das formulacGes foram o
valor de R? ajustado (valores maiores que 0,95) confirmando o modelo Weibull como o
melhor perfil de liberacdo das formulagdes, sendo considerado um modelo empirico que
quando apresenta coeficiente b com valores maiores que 1, indica curvaturas ascendentes
seguidas de um ponto de mudanga de inclina¢do, como sigmoides (em formato de “S’’), um
mecanismo de liberacdo complexo comumente adaptado em estudos de novas formas
farmacéuticas que apresentam mecanismo de difusdo do farmaco dificeis de serem descritos,
pois o transporte dos farmacos, de uma maneira geral, envolvem diversos fendmenos fisicos e
quimicos no interior dos sistemas farmacéuticos.

O mecanismo de liberacdo dos CLs pode estar relacionado com a difusdo do farmaco
através das regides polares e apolares da estrutura liquido-cristalina, resultando num
mecanismo mais complexo. O HCA é hidrogel e provavelmente o mecanismo de liberacédo
estd associado ao intumescimento da rede polimérica e difusdo do farmaco através do gel.

Polimeros sdo substancias constituidas por um ou mais tipos de monémeros ligados em
cadeia linear ou ramificada. Cadeias lineares comportam, somente, um tipo de unidade
monomérica enquanto que, polimeros constituidos por mais de um tipo de mondmero,
chamados de copolimeros, apresentam estrutura reticulada, onde as unidades estdo dispostas
de forma aleatéria, alternada ou sequencial. O Pemulen® é um dos copolimeros do &cido
acrilico modificados por grupos acrilatos de alquila e ligados ao alil pentaeritritol. O
estabelecimento de ligacdes covalentes, i6nicas ou de pontes de hidrogénio, entre as cadeias
poliméricas, pode levar a formacdo de polimeros com cadeias tridimensionais, capazes de
prolongar o efeito da liberacdo dos farmacos. Porém, como a rede de HCA ndo é tédo
organizada como dos CLs, sua liberacéo foi mais rapida.

Para um melhor ententimento da liberacdo do farmaco em contato com a pele, este
estudo poderia ser complementado com o teste de permeacdo in vitro com a pele da orelha de
porco dermatomizada para avaliagdo da retencdo e permeacdo do MTX nas camadas da
epiderme pele.

Nos estudos in vivo com modelo experimental para dermatite psoriatica induzida por
IMQ, foi testado seis grupos (3 grupos controle e 3 formulagdes) e os testes realizados foram:
avaliacdo macroscopica da face dérmica, analise histopatoldgica da epiderme e derme
superior, atividade de COX-2, MPO, PGE2 e de NAG e analise imunoenzimatica de citocinas
e de maneira geral, a formulacdo HCA (hidrogel) apresentou resultados semelhantes aos

grupos controle com uma melhora da dermatite psoriatica maior do que os cristais liquidos.
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De acordo com Silva (2009), quando um processo inflamatdrio torna-se cronico, as
células mononucleares sdo ativadas, sofrem degranulacdo e promovem a liberacdo de uma
bateria de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos,
que promoverdo o recrutamento e a ativacdo de outras células inflamatorias, o que leva ao
aumento do processo inflamatério. Este processo inflamatério foi confirmado pela analises de
dosagem dos mediadores inflamatérios.

Na derme, os linfocitos T se encontram e interagem com as células dendriticas e
macrofagos, formando novas sinapses imunoldgicas e produzindo inimeras citocinas, que
instalam e amplificam o processo inflamatorio. Ha também fatores de crescimentos e TNF-a
envolvidos neste processo que favorecem a angiogénese e a hiperproliferacdo celular.

A imunopatogénese da psoriase é complexa e envolve alteracdes do sistema
imunoldgico inato (queratindcitos, celulas dendriticas, macrofagos, neutrofilos, mastocitos,
células endoteliais) e adaptativo (linfocitos T). Os linfécitos T ativados pela psoriase
produzem diversas citocinas como INF-y, TNF-a, IL-2, IL-17, IL-6, IL-22 e outras
substancias envolvidas no processo inflamatério. O TNF-a estimula no queratindcito a
producdo de ILs e proteinas quimiotaticas para neutrofilos, além de aumentar a producédo de
linfocitos T, de IL-1 e do proprio TNF-a, além de fatores de crescimentos. Essa cascata de
reacOes induz a producdo de inimeras proteinas inflamatoérias (SANCHEZ, 2010).

Lee et al. (2012) estudaram formulagdes contendo MTX para tratamento da artrite
reumatoide e apds analises das citocinas inflamatdrias por imunohistoquimica em
camundongos afirmaram que as expressdes de TNF-a, IL-1, IL-6, iINOS e COX-2 se
mostraram reduzidas quando tratadas de maneira percutanea sendo dependente da dose,
confirmando esta redugéo quando as concentracdes dessas citocinas foram dosadas no soro
em mais de 70% dos camundongos e ainda reduziu significativamente os niveis de enzimas
destrutivas nas articulagcfes inflamadas. A formulacdo de uso tépico permaneceu no local da
aplicacdo sem irritacdo cutanea significativa, alterac@es histoldgicas ou disfuncdo nos érgaos
mostrando vantagens sobre o tratamento sistémico.

A 1L-10 é produzida por mondcitos e células Th2, mastocitos e também em um certo
subconjunto de células T e células B ativadas. A IL-10 pode exercer tanto efeitos
imunossupressores ou efeitos imunoestimulatorios em uma variedade de tipos de células. E
um potente inibidor de mondcitos / fun¢do do macroéfago, suprimindo a producéo de uma série
de citocinas pré-inflamatorias incluindo TNF-a, IL-1, IL-6, proteinas inflamatorias de
macréfagos (MIP-1) e IL-8, embora a liberacdo de quimiocina antiinflamatéria (MCP-1) seja

aumentada. A expressao de IL-10 por células apresentadoras de antigeno (CAA) pode ser uma
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via estabelecida para a inducdo de tolerancia especifica de antigeno como a de alérgenos. Em
contraste, a IL-10 regula positivamente expressdo do mondcito de IL-1Ra, outra citocina
antiinflamatéria, sem efeitos diretos nos queratindcitos contribuindo para o efeito
antipsoriatico, ou seja, uma terapia bem tolerada e imunologicamente eficaz. O polimorfismo
genético e a expressdo da IL-10 é um potencial marcador imunoldgico no tratamento da
psoriase e outras doencas autoimunes (AL-ROBAEE et al.,2008; OLIVEIRA et al., 2011).
Outros estudos de Asadullah et al. (2001) e Hensen et al. (2003) confirmam a utilizacdo da
inducdo da expressao de IL-10 em terapias antipsoriaticas.

Asadullah et al. (2004) afirmam que baixo nivel de expressdo de I1L-10 encontrado em
pacientes com psoriase pode ter relevancia fisiopatoldgica para esta doenga imunolégica. A
inducdo da expressdo de IL-10 foi encontrada por terapias antipsoridticas convencionais,
apoiando a hipotese de que IL-10 pode ser uma citocina chave na psoriase e que a propria
aplicacdo subcutanea dessa citocina pode ter efeitos terapéuticos.

No presente estudo, foi verificado um aumento da IL-10 e diminui¢do de INF-y,
TNF-a nos grupos CD e HCA com relacéo as outras formulagdes testadas, sugerindo que a
inducdo desta citocina pode estar relacionada a melhora da dermatite psoriatica pelos fatores
ja citados anteriomente por Al-Robaee et al. (2008).

Esta andlise imunoenzimatica das citocinas reafirma os demais testes ja analisados
anteriormente, pois a dermatite psoritica tem como sintomas a inflamag&o, descamacéo e
aumento da espessura da pele, confirmando que apos o tratamento, ndo houve a cura total
destes sintomas, porém a formulacdo HCA se mostrou mais proximos dos controles e
melhores do que as formulagdes L1 e H2.

Nos estudos de Rajitha e Sabitha (2017) ha relatos que ha efeitos benéficos do MTX na
psoriase em aplicacdes tdpicas, pois foram testados formulacGes variadas como hidrogel,
solucdo e nanogel de quitosana, mas hd duas possibilidades que devem ser avaliadas: a
formulacdo poderd ficar retida na epiderme permitindo que o MTX atue no local, nos
queratindcitos proliferados ou em células T estimuladas na pele, causando atividade anti-
psoriatica ou, dependendo da formulagdo, havera permeacdo do MTX ficando retido em
camadas mais profundas da derme, aumentando as chances de entrada do farmaco na
circulacdo sistémica, podendo exibir atividade anti-psoriatica por mecanismos sistémicos.

Neste trabalho, foi explorado como veiculos CLs e hidrogéis. Os cristais liquidos séo
muito explorados como sistemas de liberacdo de farmacos e, especificamente para a pele, o
carater anfifilico do sistema, associado a sua nanoestrutura, pode favorecer tanto a oclusdo

como penetracdo do farmaco através do estrato corneo. De acordo com a publicacdo de
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Lapteva & Kalia (2013) em “Expert Opinion on Drug Delivery”, hé varios estudos reportados
na literatura empregando fases lamelares e hexagonais para aplicacdo topica e transdérmica;
porém, ha poucos estudos focando na tolerancia destes sistemas.

Apesar dos CLs serem comumente reportados como veiculos promissores para
administragdo topica, este trabalho mostrou evidéncias da baixa tolerabilidade da pele frente &
sua aplicacdo. Foi sugerido que a alta concentracdo do tensoativo, necessaria para obtencao
destes sistemas, pode ser promotor deste efeito negativo. Entdo, para confirmar tal afirmativa,
uma sugestdo de continuidade deste estudo seria adicionar no teste in vivo grupos com a
formulacdo vazia (sem MTX), e também a administracdo de cada componente dos CLs
isolados, para confirmar a seguranga de cada um. Mesmo assim, a aplicacdo de CLs a pele
deve ser considerada com cautela, sendo sempre associada com estudos de seguranca.

Este trabalno mostrou o grande potencial dos hidrogéis formados por polimeros
alquilados, que por seu carater anfifilico e cadeias alquilicas, pode também promover um
efeito oclusivo na pele, além de se mostrar um bom veiculo para 0 MTX. Seu efeito na
recuperacdo da pele psoridtica in vivo foi tdo eficiente quanto ao tratamento com
dexametasona (farmaco controle utilizado). Outra questdo que poderia ser estudada € a
comparacdo de outros hidrogéis com polimeros ndo alquilados para avaliagcdo in vivo da
eficdcia no tratamento da dermatite psoriatica, inclusive modificando a concentracdo destes
polimeros, apesar de ja& haver outros trabalhos citados com polimeros como a
hidroxietilcelulose e quitosana. Sugere-se estudar a estabilidade a longo prazo da formulacéo
de carbdmero alquilado (Pemulen®) pois obteve melhores resultados na melhoria da dermatite
psoriatica. Contudo, neste estudo foi possivel verificar que o MTX pode ser utilizado pela via
topica no tratamento da psoriase, apresentando bons resultados, e, podendo, portanto, ser

considerado como uma nova abordagem para o tratamento da psoriase.
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8 CONCLUSAO

Apo6s o desenvolvimento dos cristais liquidos lamelares e hexagonais e hidrogéis
escolhidos para veicular o MTX em pH 7,4, as formulac@es foram submetidas aos testes in
vitro de reologia oscilatoria, textura, bioadesédo e liberacdo pela célula de Franz, foi possivel
verificar que que o CLs e hidrogel de HCA apresentaram parametros criticos de qualidade
adequados & uma formulacdo tépica. Porém, nos testes in vivo em camundongos com psoriase
induzida com IMQ, os CLs apresentaram efeito negativo e o hidrogel HCA apresentou
resultados semelhantes ao controle positivo. Portanto, sugere-se que o MTX pode ser
utilizado na forma topica para o tratamento da psoriase. Este estudo mostra como a escolha
correta dos componentes a serem utilizados no veiculo e estudos com relagdo a toxicidade e

seguranca sao importantes para ter uma formulacdo de uso tépico viavel.
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