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RESUMO

O tacrolimus (TAC) é um medicamento de origem natural utilizado na aplicacéo tépica
convencional para o controle de doengas autoimunes cutaneas, como a dermatite
atopica, a psoriase e o vitiligo. No entanto, a aplicacdo direta do medicamento muitas
vezes causa efeitos adversos significativos em alguns pacientes acarretando em uma
menor adesdo ao tratamento. Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberacao
modificado pode ser utilizado para intensificar a permeacao cutanea, reduzir a dose
aplicada topicamente, diminuir os efeitos adversos e aumentar a biodistribuicdo do
farmaco. A partir disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro e in vivo as
nanocépsulas de poli(e-caprolactona) contendo TAC desenvolvidas, caracterizadas e
guantificadas previamente. O estudo da estabilidade das nanocapsulas de PCL foi
conduzido utilizando a espectroscopia Raman. O mecanismo de liberacao in vitro do
farmaco foi estudado a partir do ensaio de liberacdo, avaliando a cinética de liberacéo
por modelos matematicos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas e Hixson-Crowell. A permeacdo cutanea in vitro foi analisada utilizando
células verticais de difusdo de Franz e a técnica de espectroscopia fotoacustica. A
atividade anti-inflamatoria foi avaliada in vivo segundo o modelo da inducao do edema
de orelha em camundongos Balb/c machos. A analise dos resultados Raman
demonstrou que o0 mecanismo de degradacdo das nanocapsulas ocorreu
principalmente em dominios amorfos do PCL e resultou em um aumento da
cristalinidade do polimero, concluindo que as nanoparticulas tiveram uma estabilidade
adequada em até 60 dias ap0s a preparacao. A liberacdo do farmaco em experimentos
in vitro mostraram uma liberacao controlada do TAC. O estudo da cinética de liberacéo
mostrou uma cinética de ordem zero e de acordo com o modelo Korsmeyer-Peppas,
foram observadas caracteristicas de transporte andmalas. Segundo o estudo de
permeacéo in vitro utilizando o modelo de células de Franz foi possivel observar que
tanto o farmaco livre como a formulacdo permaneceram retidas nas membranas,
sendo o desejavel para a aplicacdo tépica. O ensaio de permeacdo pela
espectroscopia fotoacustica revelou que as nanocapsulas foram capazes de reduzir a
permeacdo cutanea do TAC por todas as camadas da pele, melhorando a
biodistribuicdo e acumulando a maior concentracdo das nanoparticulas no estrato
cérneo, epiderme viavel e na regido dérmica. As nanocapsulas de PCL carregadas
com TAC exibiram excelente atividade anti-inflamatdria quando comparadas ao
farmaco livre e, portanto, essas nanocapsulas podem ser usadas adequadamente
como uma nova forma farmacéutica para o controle de doencas autoimunes cutaneas
e os resultados fornecem uma base experimental para considerar as formulacées uma
estratégia viavel de administracdo topica, que pode figurar como uma alternativa a
forma comercial atualmente empregada.

Palavras-chave: Doencas autoimunes cutaneas. Imunomodulador. Lactona
macrolidea. Permeacéao cutanea.



ABSTRACT

Tacrolimus (TAC) is a drug of natural origin used in conventional topical application to
control autoimmune skin diseases such as atopic dermatitis, psoriasis and vitiligo.
However, topical application of the drug often causes significant adverse effects in
some patients, leading to lower adherence to treatment. Thus, the development of
modified delivery systems can be used to enhance skin permeation, reduce the dose
applied topically, decrease adverse effects and increase drug biodistribution. Based
on this, the aim of the present study was to evaluate in vitro and in vivo TAC-loaded
poly(e-caprolactone) nanocapsules developed, characterized and quantified
previously. Stability studies of PCL nanocapsules was conducted using Raman
spectroscopy. In vitro drug release mechanism was performed from in vitro drug
release experiments, evaluating the release kinetics by mathematical models of zero
order, first order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas and Hixson-Crowell. In vitro skin
permeation was analyzed using vertical Franz diffusion cells and photoacoustic
spectroscopy. Anti-inflammatory activity was evaluated in vivo according to the model
of induction of ear edema in male Balb/c mice. Raman results showed that the
mechanism of degradation of the nanocapsules occurred mainly in amorphous
domains of the PCL and resulted in an increase in the crystallinity of the polymer,
concluding that the nanoparticles had adequate stability up to 60 days after
preparation. In vitro drug dissolution experiments showed a controlled release of TAC.
The release kinetics showed zero-order kinetics. As per the Korsmeyer—Peppas
model, anomalous transport features were observed. In vitro permeation study by
Franz cell model demonstrates that pure TAC and TAC-loaded poly(e-caprolactone)
nanocapsules remained retained in the membranes, which is desirable for topical
application. Photoacoustic spectroscopy assay revealed that nanocapsules were able
to reduce the cutaneous permeation of the TAC through skin layers, improving the
biodistribution and accumulating the highest concentration of the nanoparticles in the
stratum corneum, viable epidermis and in the dermal region. TAC-loaded PCL
nanocapsules exhibited excellent anti-inflammatory activity when compared to the free
drug. TAC-loaded PCL nanocapsules can be suitably used as a novel nano-based
dosage form to control of cutaneous autoimmune diseases and the results provide an
experimental basis for formulations both as a viable topical and alternative
administration strategy, which may appear as an alternative to the commercial form
currently employed.

Keywords: Cutaneous autoimmune diseases. Immunomodulator. Macrolide lactone.
Skin permeation.
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1 INTRODUCAO

As doencas autoimunes cutédneas sao caracterizadas por uma inflamacéo
cronica que podem ter um efeito devastador no bem-estar do paciente e na sua
qualidade de vida. Os disturbios autoimunes na pele incluem doencas bolhosas
autoimunes, doencas vasculares do colageno, alopecia areata e vitiligo. Além disso,
esta crescendo evidéncias de que os distirbios mais comuns, como psoriase,
dermatite atopica (DA), vitiligo e liquen plano também estdo ligados aos processos
autoimunes (SATOLLI; ROVESTI; FELICIANI, 2019, p. 89).

Dentre os tratamentos farmacoldgicos tépicos para essas doengas destacam-
se varias modalidades como os corticosteréides, a fototerapia, os analogos da
vitamina D, o acido salicilico, os retindides e os imunossupressores, dentre eles, os
inibidores de calcineurina, como o tacrolimus (CARR, 2013, p. 303; LEE et al., 2010,
p. 1057; MASON et al., 2013, p. 800).

Tacrolimus (TAC), também conhecido como FK506, cuja formula molecular é
C44HegNO12, € uma lactona macrolidea hidrofobica pertencente a classe dos inibidores
de calcineurina, sendo produzido pela fermentacdo da bactéria Streptomyces
tsukubaensis (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154; MOREIRA; SILVA; CREMASCO,
2020, p. 1; NAKAHARA et al., 2017, p. 233; NISHIYAMA,; IZUMI; OKUHARA, 1995, p.
65; SHOUGHY, 2017, p. 1; SHOUGHY; ALJASSAR; TABBARA, 2020, p. 1). O TAC
atua inibindo a ativacéo de linfocitos T helper e seu uso topico € principalmente para
doencas autoimunes cutaneas, como vitiligo e DA (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154;
NAKAHARA et al., 2017, p. 233; SHOUGHY, 2017, p. 1; SHOUGHY; ALJASSAR;
TABBARA, 2020, p. 1).

O TAC foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e € encontrado como pomada em sua
forma farmacéutica para uso dermatolégico, nas concentracbes de 0,03%, para
criancas de 2 a 16 anos e a 0,1% para os demais pacientes (YU et al., 2018, p. 129).
No geral, as preparacoes topicas de TAC possuem efeitos adversos significativos,
como prurido, queimacao e sensacdo de calor no local da aplicacdo no inicio do
tratamento que levam a uma baixa adeséo dos pacientes, com impacto na qualidade
de vida (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 158).

Além disso, a alta massa molecular, alta hidrofobicidade e baixa solubilidade

em agua do TAC podem limitar sua capacidade de permear eficazmente pela pele.
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Por isso, torna-se importante formular um sistema percutdaneo de liberacdo do
farmaco, utilizando a nanotecnologia farmacéutica, para que aumente a sua
permeacéo em relagdo a sua pomada convencional e, consequentemente, reduza a
dose e os efeitos adversos no tratamento das doencas (CAMARGO et al., 2020, p. 2;
YU et al., 2018, p. 130). Ainda, espera-se que esse sistema de liberacdo tenha a
capacidade de depositar mais farmaco, persista na pele por mais tempo e ndo cause
danos (YU et al., 2018, p. 130).

Frente ao exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade fisico-
guimica por espectroscopia Raman, verificar o perfil de permeacao por células de
difusdo de Franz e espectroscopia fotoacustica — sendo inédito na literatura, além de
estudar o efeito anti-inflamatério das suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo
TAC previamente desenvolvidas, caracterizadas e quantificadas durante a realizacao

do mestrado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade fisico-quimica, o perfil de permeacéo e estudar o efeito
anti-inflamatério das suspensbes de nanocapsulas de PCL contendo TAC,

previamente desenvolvidas, caracterizadas e quantificadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar as nanocépsulas poliméricas a partir do poliéster biodegradavel
poli(e-caprolactona) contendo o TAC, segundo o método de deposicao interfacial do
polimero pré-formado seguido pela evaporacéo do solvente;

o Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas por
espectroscopia Raman durante 120 dias;

o Estimar o perfil de liberacéo in vitro das nanocapsulas de PCL utilizando
0s ensaios de liberacao;

o Investigar, por meio de modelos matematicos, a cinética e 0 mecanismo
de liberacao do farmaco;

o Estudar a permeacao in vitro do farmaco, a partir das nanocapsulas
poliméricas e empregando a membrana sintética Strat-M® com o uso do ensaio de
permeacédo cutanea com células de difusdo de Franz e a técnica de espectroscopia
fotoacustica;

o Analisar a atividade anti-inflamatoria in vivo do farmaco a partir das
nanocapsulas poliméricas por meio do modelo de edema de orelha;

o Verificar a acdo das nanocapsulas poliméricas contendo TAC sobre a

migracao celular por meio de analises histologicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 NANOTECNOLOGIA NA SAUDE

Um dos objetivos principais de uma tecnologia voltada a area da saude é de
tornar mais acessivel os cuidados médicos e farmacéuticos para toda a populacgéo,
minimizando a variabilidade individual causada por varios fatores como a genética, o
meio ambiente e o estilo de vida. A partir disso, foi demonstrado que cada individuo
tem uma pré-disposicdo a desenvolver certas doencgas, com diferentes consequéncias
nas respostas farmacologicas e nos efeitos colaterais (CALABRETTA et al., 2020, p.
2841).

Com isso, um trabalho multiprofissional & necessario para acarretar em um
progresso na area médica, com avangos em novas técnicas diagnosticas, novas
instrumentacdes e materiais, novas técnicas de alta performance, novas drogas e
novos sistemas de liberacdo de ativos para terapia farmacologica (CALABRETTA et
al., 2020, p. 2841).

A nanomedicina € uma area interdisciplinar que trabalha em parceria com a
nanociéncia, a nanoengenharia e a nanotecnologia e € esperado que essa ciéncia
ajude a desenvolver melhores dispositivos, farmacos e outras tecnologias para
diagnosticos precoces ou tratamento de uma vasta gama de doencas com alta
especificidade, eficacia e personalizacdo, com o objetivo principal de melhorar a
gualidade de vida dos pacientes (PELAZ et al., 2017, p. 2315).

Nos Ultimos anos o desafio principal da nanomedicina consistiu em
desenvolver uma nova tecnologia que alcancasse as inUmeras vantagens do
considerado novo conceito de precisdo médica na vida cotidiana (CALABRETTA et
al., 2020, p. 2841).

A nanotecnologia pode ser definida como a manipulacdo da matéria em
relacdo ao seu tamanho variando de 0,1 a 1000 nandmetros (nm), ou seja, materiais
na ordem de um milésimo da espessura de um fio de cabelo humano. Essa tecnologia
€ aplicada por conta das caracteristicas quimicas e fisicas Unicas dos materiais
utilizados (SHAFIQUE; LUO, 2019, p. 1).

As propriedades exclusivas do tamanho nanométrico podem levar a varias

melhorias, sendo o tamanho da particula um importante fator que inevitavelmente



18

afeta as caracteristicas dos materiais (SHAFIQUE; LUO, 2019, p. 1). A Figura 1 indica

0s sistemas nanomeétricos com a faixa de tamanho.

FIGURA 1 — Sistemas nanométricos e aproximacao da faixa de tamanho
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Fonte: Adaptado de WAHLICH, J. et al. Nanomedicines for the delivery of biologics. Pharmaceutics,
v. 11, n. 5, p. 1-14, 2019.

A nanomedicina difere dos outros campos da medicina por envolver o
desenvolvimento e aplicacdo de materiais e tecnologias na escala dos nanémetros. A
maioria dos estudiosos associa a nanomedicina com formulagdes farmacéuticas, onde
particulas leves ou pesadas em dimensdo nanométrica sdo injetadas no corpo
humano para diagnéstico ou tratamento. Contudo, esse campo de estudo abrange
uma ampla gama de pesquisa e desenvolvimento (PELAZ et al., 2017, p. 2315).

A nanotecnologia tem um papel importante no campo da medicina justamente
pela limitacdo e problemas encontrados nos farmacos e formula¢des convencionais.
Sendo um dos empecilhos a dificuldade de remover partes dos sistemas pelo
organismo, principalmente em casos de materiais ndo biodegradaveis, levando a uma

toxicidade. Além disso, a maioria dos sistemas convencionais tem um alto efeito burst
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imediatamente ap0s administracdo da droga e a solubilidade em agua de alguns
farmacos tendem a ser baixas (FARJADIAN et al., 2018, p. 2).

Existem propriedades em nanoescala para todos os tipos de materiais,
independentemente de serem encontrados na natureza ou de forma sintética (PELAZ
et al., 2017, p. 2315). O emprego de sistemas de liberagdo de ativos tem sido
amplamente estudado e desenvolvido por conta de sua biocompatibilidade e a
habilidade de liberar de forma controlada e/ou vetorizada (DENG et al. 2020, p. 1).

Geralmente um nanossistema tem um invélucro externo que protege no
nacleo interno a molécula terapéutica ou a substancia diagndstica e esse invélucro
pode ser produzido por polimeros, lipideos ou metais (LANGER; WEISSLEDER, 2015,
p. 135). Dentre os inUmeros sistemas nanotecnoldgicos para liberacdo de farmacos
podem ser citados 0s nanocristais, as nanoparticulas poliméricas, os lipossomas, as
nanoparticulas magnéticas, as micelas, os dendrimeros, os nanotubos de carbono, as
nanoparticulas metalicas e outros (FARJADIAN et al., 2018, p. 4).

As nanoparticulas sdo o0s componentes-chave da nanomedicina e
consequentemente, uma grande variedade de nanoparticulas existe. Muitos desses
nanomateriais tem tamanhos e formatos independentes, assim como as propriedades
opticas, eletrénicas e magnéticas, e essas propriedades dependem de métodos para
sintetizar, purificar e caracterizar (PELAZ et al., 2017, p. 2315).

Muitos pesquisadores notaram que uma pequena mudanca no tamanho e
formato pode afetar significativamente as propriedades das nanoparticulas. Sinteses
com precisdo sao, portanto, necessarias para produzir amostras com distribuicoes
uniformes, a fim de correlacionar as funcdes observadas com caracteristicas
especificas da nanoparticula. A caracterizacdo detalhada dessas particulas usadas
para aplicacdo médica também sao criticas porque € preciso conhecer e entender o
gue serd injetado no corpo humano (PELAZ et al., 2017, p. 2315).

No geral, as nhanoparticulas na area da saude estdo sendo desenvolvidas para
o tratamento de doencas, como sistema de liberacédo de ativos ou como componentes
importantes das formulaces. No caso dos sistemas de transporte de ativos baseados
em nanoparticulas, ha uma capacidade Unica de atravessar as barreiras bioldgicas e
com isso, penetrar, por exemplo, em tumores através dos vasos sanguineos e ficarem
retidas no local devido a mé drenagem linfatica no microambiente tumoral (PELAZ et
al., 2017, p. 2316).
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7

Para fazer uso da nanomedicina como tratamento das doencas € muito
importante conseguir estabilizar os sistemas nanométricos com eficacia e seguranca
nos sistemas biolégicos (PELAZ et al., 2017, p. 2316).

3.1.1 Nanocapsulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser divididas em nanocapsulas e
nanoesferas, dependendo do método de preparo e da formulagdo (Figura 2). As
nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um
nacleo oleoso, podendo o ativo estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Enquanto que as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo na composic¢ao,
sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (DENG et al., 2020, p. 2; SCHAFFAZICK et al., 2003, p. 726).

FIGURA 2 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas
Nanocapsulas Nanoesferas
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Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK, S. R. et al. Caracterizagdo e estabilidade fisico-quimica de
sistemas poliméricos nanoparticulados para administragcdo de farmacos. Quimica Nova, v. 26, n. 5, p.
726-737, 2003.

Essas nanoparticulas sé@o geralmente definidas como particulas solidas
coloidais com tamanho nanométrico, sendo comum encontrar na literatura particulas
com tamanho entre 100 e 500 nm, afim de evitar uma depuracdo rapida apos
administracao intravenosa, prolongar a meia-vida na circulacdo e, ao mesmo tempo,
aumentar a probabilidade de atravessar varias barreiras biolégicas e prevenir o
acumulo em capilares e/ou outros 6rgaos (DENG et al., 2020, p. 1).

As nanoparticulas poliméricas ndo conseguem apenas modular as
propriedades farmacocinéticas de varias substancias devido ao tamanho pequeno,
mas também afetar a biocompatibilidade e a biodegradabilidade dos polimeros

empregados para produzir essas particulas (DENG et al., 2020, p. 1).
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Nos ultimos anos, as hanocpsulas poliméricas tém atraido maior interesse
na administracdo de medicamentos devido a estrutura do nucleo encapsulado.
Quando comparado com as nanoesferas, o nucleo oleoso poder aumentar
efetivamente o encapsulamento de ativos, enquanto reduz o conteddo da matriz
polimérica das nanoparticulas. Além disso, o ativo encapsulado pode ser isolado do
ambiente do tecido pelo invélucro polimérico, evitando assim a degradacdo ou
liberacdo precoce induzida pelo pH, temperatura, enzimas e outros fatores biol6gicos
(DENG et al., 2020, p. 1).

O invllucro também pode ser funcionalizado por moléculas inteligentes
capazes de interagir com biomoléculas-alvo, permitindo a entrega dos farmacos com
maior precisdo. Essas vantagens acabam sendo o motivo do grande interesse e da
aplicacao das nanocapsulas no campo farmacéutico como transportador de farmacos
e ativos cosméticos (DENG et al., 2020, p. 1,2).

Em relacdo ao material polimérico utilizado para formar a matriz da
nanocapsula, eles desempenham um papel critico no desenvolvimento da mesma
para carregar, proteger e liberar os ativos. As propriedades dos polimeros exercem
influéncia significativa na estabilidade, eficiéncia de encapsulacéao, perfil de liberacao
e na biodistribuicdo da nanocapsula como sistema de liberacdo de farmacos (DENG
et al., 2020, p. 2).

Os materiais poliméricos biocompativeis tém sido amplamente considerados
como candidatos apropriados para o0 desenvolvimento das nanoparticulas
poliméricas. Na maioria dos casos, esses polimeros devem ser biodegradaveis com o
objetivo de liberar o ativo e eliminar o restante do sistema pelo organismo. Porém,
polimeros ndo biodegradaveis, mas biocompativeis — como o polietilenoglicol (PEG)
e o alcool polivinilico (PVA) — também tem sido amplamente utilizado para contribuir
na fabricacdo dessas particulas e eles podem ajudar na liberacdo de ativos por
difusdo, gracas a sua hidrofilicidade (DENG et al., 2020, p. 2).

Para satisfazer os diferentes requisitos de aplicacéo, varios polimeros foram
empregados para a formulacdo de nanocapsulas e eles podem ser classificados em
polimeros naturais ou sintéticos, de acordo com sua fonte primaria (DENG et al., 2020,
p. 2). Os polimeros mais empregados sdo o poli(acido latico) (PLA), o poli(e-
caprolactona) (PCL) e o poli(acido latico-co-glicolico) (PLGA), além da utilizacdo de
polissacarideos como quitosana e alginato, e demais polimeros atdxicos,
biodegradaveis e biocompativeis (SOUTO et al., 2019, p. 10).
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O nudcleo das nanocapsulas pode ser oco ou de fase liquida ou sdlida,
tornando-o capaz de transportar diferentes tipos de ativos. As nanocpsulas podem
apresentar um nucleo oleico ou aquoso. O oleico € altamente adequado para o
encapsulamento de moléculas hidrofébicas, enquanto que o aquoso para ativos
hidrofilicos. Esse 6leo pode ser derivado de 6leo vegetal, como 6leo de soja, 6leo de
palma, ou de acidos graxos, como os triglicerideos de cadeia média (DENG et al.,
2020, p. 4).

A fase oleosa possui composicdo ideal para o desenvolvimento das
nanocapsulas, devido a capacidade de dissolver ativos lipofilicos e por sua
biosseguranca, além de ser meio de dissolucdo, o Oleo também pode fornecer
simultaneamente uma funcionalidade terapéutica, como por exemplo, o 6leo de
eugenol com propriedade anti-inflamatoria e anestésica (DENG et al., 2020, p. 4;
VILELA et al., 2021, p. 661).

Existem trés métodos classicos para formacgéo das nanocapsulas poliméricas:
o meétodo de deposicédo interfacial do polimero pré-formado, o método de
nanoemulsdo e o método camada a camada, 0s quais ndo houveram alteracao técnica
significativa durante as ultimas décadas e as trés estratégias existentes ja atenderam
aos mais diversos requisitos para fabricacdo de nanocapsulas (DENG et al., 2020, p.
5).

O método de deposicao interfacial ou nanoprecipitacdo foi amplamente
utilizado para desenvolver as nanocapsulas. O método foi criado por Fessi et al. em
1989, onde utiliza métodos de deposicao interfacial para preparar as particulas a partir
de uma fase organica e outra aquosa (DENG et al., 2020, p. 5).

Em sintese, a fase organica é preparada dissolvendo o 6leo com os demais
componentes lipofilicos em solventes organicos apropriados, como a acetona ou 0
etanol, e subsequente sdo adicionados através de uma agulha fina em gotejamento
lento e constante na fase aquosa. O polimero utilizado pode ser dissolvido na fase
aquosa ou organica, dependendo da afinidade do polimero pelo solvente e um ou
mais surfactantes podem ser adicionados para melhorar a estabilidade da
nanocapsula. Em seguida, a suspensao aguosa € obtida pela remocao do solvente
organico por difusdo ou evaporacao (DENG et al., 2020, p. 5).

As caracteristicas das nanocapsulas podem ser influenciadas principalmente
pela concentracdo dos polimeros, método de injecdo da fase organica, razdo de

volume entre a fase organica e a fase aquosa e também a natureza dos materiais.
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Esse método foi utilizado intensamente na ultima década devido a operacao simples,
sem forca externa aplicada e a extensa aplicabilidade para varios ativos (DENG et al.,
2020, p. 5).

Em relacdo ao método de nanoemulséo, séo utilizados instrumentos de alta
energia para pré-formar a nanoemulsdo de diferentes maneiras, como a difuséo, a
evaporacao ou a coacervacao dos monomeros. Para a preparacao da nanoemulsao,
a fase organica é emulsionada na fase aquosa na presenca de um surfactante sob
uma energia suporte constante como a sonicagao ou a homogeneizacao (DENG et
al., 2020, p. 6).

Por fim, o terceiro método, camada a camada, tem sido abordado como
promissor para a fabricagdo das nanocépsulas compostas por multicamadas. O
meétodo permite que as propriedades de direcionamento e liberagéo sejam controladas
modulando a composicdo e a espessura da matriz polimérica que recobre o ndcleo.
O mecanismo de formulacéo por esse método geralmente usa a atracéo eletrostatica
para obter a deposicdo sequencial de polications e polianions em volta do ndcleo,
seguido pela escarificacdo do mesmo (DENG et al., 2020, p. 8).

Com isso, as inovagdes na formulacdo das nanocépsulas sdo mais focadas
na utilizacdo criativa dos materiais, a fim de satisfazer diferentes propdésitos das
aplicacdes de administracdo de medicamentos. Varias novas nanocapsulas criadas
usando materiais com diferentes desempenhos pode fornecer multiplas capacidades
de carga e/ou liberacéo das substancias ativas, tudo depende do propésito do sistema
(DENG et al., 2020, p. 5).

Atualmente foi possivel encontrar na literatura varios estudos utilizando
nanocapsulas poliméricas com diversos tipos de polimeros, como por exemplo, o de
Gomes et al. (2019), onde desenvolveram nanocapsulas de uma blenda de PCL-PEG
para avaliar a atividade antiplaquetaria de longa duracéo do cilostazol; Carletto et al.
(2021), avaliaram as nanocapsulas de PLA carregadas de &cido ursélico na reducéo
dos danos causados pela deficiéncia de estrogénio na cicatrizacédo de feridas; Rudnik
et al. (2020), desenvolveram nanocapsulas de PCL contendo curcumina e metotrexato
com objetivo de aumentar a citotoxicidade contra células de cancer de pulméo e
Baroni et al. (2021), verificaram a reducédo da expressédo de TNF-a no peritdnio de
ratos apos a infusdo de solucdo de dialise peritoneal por nanocapsulas de PCL

carregadas de sinvastatina.
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3.1.2 Poli(e-caprolactona)

Os poliésteres alifaticos e os seus copolimeros sdo polimeros sintéticos muito
comuns e sao extensivamente estudados e utilizados como sistema de liberagcéo de
ativos, devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Como ja citado, os mais
utilizados sdo o PLA, o PCL, o PLGA e seus copolimeros, sendo o PCL capaz de
fornecer um periodo de degradacdo muito mais longo que os demais. Portanto, o PCL
€ mais adequado para medicamentos como sistema de liberacdo a longo prazo ou
aplicacbes médicas. Além disso, o PCL tem um custo menor que o PLA e 0 PLGA, o
que acaba sendo também uma vantagem (DENG et al., 2020, p. 3).

O PCL € um polimero biodegradavel cujo o uso inclui o desenvolvimento de
curativos, dispositivos contraceptivos, dispositivos de fixacéo e sistemas de liberacéo
de ativos. O PCL tem sido utilizado para o tratamento de diversas doencgas, carreando
proteinas, peptideos, vacinas e outras moléculas bioativas. Em alguns usos na
terapéutica como carreador encontram-se a possibilidade de levar ativos que sejam
capazes de diminuir a inflamacéao localizada ao mesmo tempo que ocorre regeneracao
tecidual ou carrear fatores bioativos antes da implantacdo para promover o
crescimento celular (ESPINOZA et al., 2019, p. 1,2).

O PCL também tem sido empregado na engenharia de tecidos devido a sua
vantagem nas propriedades viscoelastica e reolédgica. O 0sso, a cartilagem, o sistema
cardiovascular, 0s vasos sanguineos, 0s nervos, os tenddes e os ligamentos também
sdo areas onde o PCL tem sido extensivamente aplicado visando reparacdo e
substituicdo dos tecidos (ESPINOZA et al., 2019, p. 2).

O PCL é um polimero semicristalino e possui temperatura de transicdo vitrea
entre -65 a -60 °C, temperatura de fusdo entre 59 a 64 °C e temperatura de
decomposicéo acima de 350 °C, dependendo da cristalinidade particular do polimero
submetido a analise. Esse ponto de fusédo baixo permite uma boa mistura com outros
polimeros e com isso, facilita a criacdo de outras estruturas poliméricas para uso como
em sistema de liberacéo de ativos (BOSE et al., 2019, p. 17; ESPINOZA et al., 2019,
p. 6; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015, p. 966; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010,
p. 1218).

A cristalinidade desse polimero varia de acordo com seu peso, diminuindo a
medida que a massa molecular é aumentada. Ele é solivel em diversos solventes

organicos como o cloroférmio, o diclorometano, o tetracloreto de carbono, o benzeno,
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o tolueno, o ciclohexano, e o 2-nitropropano a temperatura ambiente; levemente
solivel em acetona, acetato de etila, dimetilformaldeido e acetonitrila (LABET,;
THIELEMANS, 2009, p. 3484).

Quimicamente o PCL, Figura 3, € composto por unidades repetidas
linearmente de hexanoato, cuja formula molecular é (CeH1002)n, também conhecido
como polimero de 6-caprolactona. Como mencionado, o PCL pode ser copolimerizado
com outros polimeros, permitindo a modificacdo de suas propriedades fisicas,
guimicas e mecanicas com grande versatilidade. Além disso, a copolimerizacdo afeta
as propriedades como cristalinidade, solubilidade, degradacdo e permeabilidade,
dependendo das razBes empregadas, resultando em polimeros feitos sob medida
para a entrega de ativos (ABAMOR et al., 2018, p. 1018; ESPINOZA et al., 2019, p.
6; HIVECHI; BAHRAMI; SIEGEL, 2019; SIQUEIRA et al., 2018, p. 929).

FIGURA 3 - Estrutura quimica do monémero de PCL
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Fonte: O autor

Esse polimero é tipicamente obtido por processos de polimerizacdo usando
um mondmero e um iniciador. Na reacdo, o mondémero e o iniciador sdo misturados
sob atmosfera de nitrogénio a altas temperaturas, levando a formacéo dos polimeros.
Depois o polimero obtido é resfriado, dissolvido em um solvente organico e purificado
para remover as moléculas que nao reagiram. O polimero restante € entéo liofilizado
e armazenado para usos adicionais, que incluem a obtencdo de nanoparticulas,
microparticulas e demais estruturas poliméricas (ESPINOZA et al., 2019, p. 1).

A FDA aprovou o uso do PCL em humanos devido aos estudos cientificos do
polimero que provaram a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade. Os ensaios
toxicol6gicos mostraram que 0 mesmo ndo € mutagénico e € in6cuo em varios
modelos animais, sendo que em alguns estudos in vivo usando implantes de PCL foi
possivel observar que o polimero passa por uma degradacao hidrolitica, na auséncia
de enzimas, por clivagem dos grupos ésteres até sua massa molecular ser
suficientemente baixa para permitir maior degradacéo celular (ABAMOR et al., 2018,
p. 1018; ESPINOZA et al., 2019, p. 4; HIVECHI; BAHRAMI; SIEGEL, 2019, p. 929;
SIQUEIRA et al., 2018, p. 929).
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O processo de degradacao € geralmente muito lento, cerca de 2 a 3 anos e
envolve sua conversdo final em acido e-hidroxicapréico que & completamente
metabolizado pelo corpo humano. Por conta disso, o PCL também é considerado um
polimero bioabsorvivel, implicando em uma enorme vantagem para aplicacdes
médicas. Esses recursos, junto com a alta permeabilidade de muitos agentes
terapéuticos de massa molecular relativamente baixa (menos de 400 Da) acarreta no
PCL ser adequado para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de ativos
(ESPINOZA et al., 2019, p. 4; NADAL et al., 2019, p. 2).

Por muitos anos, o principal impedimento para a completa aplicagédo do PCL
em sistemas nanoparticulados tem sido por conta da sua baixa degradacéo, embora
o comportamento de degradacdo tenha sido estabelecido principalmente em
implantes em modelos in vivo. Apesar desses resultados serem verdadeiros para
implantes ndo significa que o0 mesmo comportamento seja esperado em materiais
nanoparticulados, justamente por toda mudanca fisico-quimica que ocorre em
nanomateriais (ESPINOZA et al., 2019, p. 5).

Espera-se que as taxas de degradacao estejam intimamente relacionadas a
area superficial do material e a presenca de enzimas. A diminuicdo do tamanho do
material implica em um incremento na area superficial, onde maiores taxas de
degradacéo sdo esperadas para particulas menores quando o processo enzimatico
esta envolvido (ESPINOZA et al., 2019, p. 5).

Isto é explicado com base na ideia de que o efeito enziméatico € exercido na
superficie do material, uma vez que a difusdo na matriz polimérica hidrofébica é dificil,
envolvendo um processo de degradacdo geralmente dividido em duas etapas:
adsorcao enzimatica inicial e hidrolise subsequente que permite a degradacédo dos
polimeros (ESPINOZA et al., 2019, p. 5).

A taxa de degradacdo também depende da massa molar do PCL e da sua
cristalinidade, onde ja foi observado que a degradacao ocorre preferencialmente em
regides amorfas e, portanto, graus mais altos de cristalinidade estariam associados a
menores taxas de degradacdo. Assim como massas moleculares mais altas também
implicam em degradacdes mais lentas, ja que moléculas poliméricas maiores
precisam de mais cadeias para produzir oligdbmeros sollveis em agua curtos 0s
suficientes para permitir uma eroséo (ESPINOZA et al., 2019, p. 5).

Na literatura foi possivel encontrar trabalhos utilizando o PCL para o

desenvolvimento de sistemas de liberacdo de ativos, como exemplo de Rabha et al.
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(2021), que sintetizaram, caracterizaram e avaliaram o efeito de nanoparticulas de
PCL-plurénico contendo diosgenina sobre células do cancer cerebral; Balcucho;
Narvaez e Castro-Mayorga (2020), estudaram curativos antimicrobianos e
biocompativeis de PCL e nanoparticulas de 6xido de cobre contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e Park et al. (2019), desenvolveram uma nanoemulsao
de PCL-PEG carregada com cloro e6 para a terapia fotodinamica e administragéo de

medicamentos in vivo.

3.2 APELE E SUAS CELULAS DE DEFESA

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, contendo aproximadamente 2 m2, e
atua como uma barreira de protecdo contra 0s agentes externos — a poluicédo, os
microrganismos, a radiacao ultravioleta, entre outros — sendo, entédo, a primeira linha
de defesa do organismo. Além disso, a pele executa varias funcdes como
termorregulacéo, retencédo hidrica, protecdo imunolégica, cicatrizagcdo e metabolica
(KAUR et al., 2019, p. 2; WOODBY et al., 2020, p. 236).

A pele é composta por duas camadas: a epiderme e a derme, e o tecido
subcutédneo como tecido de sustentacdo. A epiderme € uma bainha de células com
0,2 mm de espessura de queratinécitos, que estdo em diferentes estagios de
diferenciacao, juntamente com os melandcitos, as células imunoldgicas, as nervosas
e as células-tronco epidérmicas confinadas a camada proliferativa basal (KAUR et al.,
2019, p. 2; WOODBY et al., 2020, p. 236).

A epiderme é dividida em quatro camadas: a camada cérnea (composta de
cornedcitos mortos), a camada granulosa, a camada espinhosa e a camada basal,
onde contém as células transitoriamente amplificadoras que podem sofrer
diferenciacdo. O tipo de organizacao “tijolos e argamassa” dos queratinécitos na
epiderme atua como uma barreira que separa o ambiente interno do externo,
juntamente com a regulacédo hidrica (KAUR et al., 2019, p. 2; WOODBY et al., 2020,
p. 236).

Durante o processo de gueratinizacdo 0s queratinécitos se retiram do ciclo
celular e comecam a expressar marcadores dependentes da diferenciacdo, ou seja, a
gueratina, que eventualmente acabam tornando-se cornedcitos anucleados e
densamente queratinizados. Essas células sdo mantidas juntas no estrato corneo de

multiplas camadas por uma matriz extracelular (MEC) carregada de lipideos, que
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desempenha a funcéo de barreira da pele, sendo essa fungéo a responsavel de evitar
a perda de agua transepidermal e com isso, controlar o balanco hidroelétrico
(MARANDUCA et al., 2020, p. 18; WOODBY et al., 2020, p. 236).

A derme é composta por um tecido conjuntivo espesso e encontra-se entre a
epiderme e o tecido subcuténeo e consiste em um estrato reticular e um papilar. O
estrato papilar € a camada superior, rica em fibras finas de coldgeno e a camada
inferior, derme reticular, consiste em fibras de coldgeno espessas. Incorporadas a
derme estdo estruturas como as terminagdes nervosas, as glandulas sebaceas, os
foliculos capilares e os vasos sanguineos e linfaticos. Os fibroblastos sao os principais
tipos de células na derme e estdo envolvidos na secrecao de colageno, elastina e
glicosaminoglicanos. Outras células, como as células endoteliais, as nervosas e as
dendriticas, também estéo presentes na derme (KAUR et al., 2019, p. 1; WOODBY et
al., 2020, p. 236).

A derme é responsavel por transmitir as propriedades sensoriais e mecanicas
da pele. Entre a camada basal e a matriz extracelular encontra-se a juncéo
dermoepidérmica, responsavel pela difusdo de nutrientes para epiderme e
comunicacao entre as células via sinalizacéo paracrina para manter a homeostase. A
matriz extracelular é especializada e é constituida por colagenos tipo I, Ill, IV e VII,
lamininas e fibrilina (KAUR et al., 2019, p. 2).

Um dos sistemas também presente na pele é o sistema imunoldgico e ele é
responsavel por criar um balanco permanente entre a resposta pro-inflamatéria e anti-
inflamatoria. Na superficie da pele também ha uma infinidade de bactérias que formam
a microbiota cutanea e também tem o papel de protecéo contra invasédo de patdgenos
(MARANDUCA et al., 2020, p. 18,19).

A pele possui um mecanismo poderoso para reparar sua integridade apos
traumas ou agressdes por radiacao ultravioleta ou outros agentes quimicos, como 0s
farmacos e os ativos cosméticos. Cabe também ao sistema imune a funcéo de reparo
dessa pele lesionada. Qualquer perturbacédo da microbiota da pele e/ou do mecanismo
de reparo da pele leva a processos inflamatérios cutaneos, assim como ao
desequilibrio entre fatores pr6 e anti-inflamatorios e a ocorréncia de doencas
dermatolégicas inflamatérias e alérgicas. O conceito do sistema imunolégico da pele
pode ser visto como uma relagcdo complexa entre as células imunes, as células
epiteliais e o ambiente externo (MARANDUCA et al., 2020, p. 18,19).
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Dentre as células imunologicas presentes na pele temos as células mieloides
residentes que incluem as células de Langerhans, as células dendriticas dérmicas, 0s
macrofagos, 0s mastécitos e os eosindfilos. Os neutrofilos sdo raramente encontrados
na pele saudavel e, portanto, ndo sdo células residentes. No entanto, os neutroéfilos
povoam a pele em condi¢des inflamatorias e apos uma ferida (NGUYEN; SOULIKA,
2019, p. 6).

As células mieloides residentes na pele contribuem para a homeostase da
mesma secretando os fatores de crescimento necessarios para a sobrevivéncia dos
gueratindcitos, fibroblastos e células endoteliais. Além disso, eles mantém as 6timas
funcbes do tecido por fagocitose, células apoptéticas e integridade dos vasos
sanguineos (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 6).

Em condig¢des inflamatodrias, as células mieloides respondem imediatamente
e produzem mediadores proé-inflamatorios que conduzem a ativagdo de células na
vizinhanca local e a infiltrag&do do local afetado por células imunes periféricas. Essas
células na pele também servem como ligacao entre o inato e o adaptativo imunolégico
(NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 6).

As células de Langerhans sao células dendriticas que apresentam antigenos
e desempenham um papel na imunidade a longo prazo. Elas foram descobertas em
1970 por Ralph Steinman e Zanvil Cohn e estdo envolvidas na geracao de linfocitos
CD8+ e na transformacéo de linfocitos CD4+ em varios subtipos celulares (Thl, Th2,
Th17). As células dendriticas tem um papel protetor e supressor dos disturbios da pele
e sdo encontradas na epiderme. Estas células tem origem mieloide e apresentam
caracteristicas proximas dos monacitos. Ao nivel da pele, as células dendriticas sédo
inseridas entre os queratindcitos e criam juncdes estreitas entre eles (NGUYEN;
SOULIKA, 2019, p. 6).

Os macréfagos sdo encontrados na camada dérmica da pele e requerem IL-
34 para a sobrevivéncia. Uma das fontes de macréfagos € derivada de embrides
progenitores que semeiam a pele no pré-natal e se renovam de maneira semelhante
as células de Langerhans. A segunda e principal fonte de macréfagos dérmicos sao
0Ss monacitos circulantes que amadurecem quando chegam na pele. Essa populacdo
se renova a cada 10 dias quase inteiramente (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 8).

Os macrofagos removem células mortas e também sao responséaveis pela
regeneracdo homeostatica do cabelo. Eles podem ser localizados nas vénulas pés-

capilares da pele e secretam quimiocinas que dirigem o recrutamento de neutréfilos.
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No entanto, a deplecdo de macrofagos nédo se traduz em uma reducgédo de neutréfilos
na pele em feridas, indicando que os macrofagos dérmicos sao dispensaveis para a
infiltracdo de neutréfilos (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 8).

Os mastocitos sdo ceélulas imunes da linhagem mieloide que se encontram
abaixo dos epitélios de superficie e desempenham um papel importante na defesa do
hospedeiro (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 7). Sdo comumente encontrados na
derme e entram na pele a partir da medula 6ssea como progenitores e amadurecem
localmente em resposta a estimulos. Nos humanos os mastécitos sdo encontrados
em todas as areas da pele, mas sdo mais numerosos nos bracos e nas pernas
(NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 9).

A densidade de mastécitos na derme papilar aumenta com a idade e sdo mais
frequentemente localizadas na proximidade das fibras nervosas que tem sido
associada a reducao da quantidade de remodelacdo da matriz extracelular na pele
observada nas fases posteriores da vida (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 9).

Os mastacitos contem granulos contendo mediadores pré-inflamatorios, como
a histamina, os proteoglicanos, a serotonina, a triptase e as quinases. S&ao
classicamente conhecidos por seu envolvimento em reac¢des alérgicas, pois produzem
e liberam grandes quantidades de histamina quando seus receptores Fce séo
reticulados via complexos de antigeno IgE (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 9).

Por fim, os eosindfilos sdo células residentes na pele, mas pouco se sabe
sobre seu papel na homeostase do tecido. Os granulos eosinofilicos sédo carregados
com proteinas potentes e toxicas, além de uma variedade de citocinas e quimiocinas
pré-formadas e liberadas em resposta a estimulos apropriados (NGUYEN; SOULIKA,
2019, p. 10).

O lancamento de seu conteudo granular € mediado por um processo
conhecido como degranulacdo fragmentada e esse processo denota a degranulacéo
em pequenas porc¢des, de modo a hdo comprometer a viabilidade da célula. Como os
mastécitos, os eosindfilos também produzem todos os tipos de leucotrienos e
prostaglandinas, sendo este essencial para a infiltracdo eosinofilica da pele em
reacdes de hipersensibilidade, como na DA (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 10).

O papel dos eosindfilos nas dermatoses ou doencas da pele associadas a
eosinofilia, como dermatite alérgica de contato e urticaria sdo bem elucidadas. Nas
dermatoses eosinofilicas, uma extensa degranulacdo eosinofilica na pele resulta em
dano tecidual (NGUYEN; SOULIKA, 2019, p. 10).
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3.2.1 Doengas Autoimunes Cutaneas

Os disturbios autoimunes sdo um grupo de condigcdes em que estruturas ou
danos funcionais as células, aos tecidos, aos 6rgaos ou aos sistemas organicos sao
produzidos por uma correlacdo de células ou anticorpos imunologicamente
competentes contra o componente normal do corpo (GANAPATHY et al., 2017, p. 14).
Isso ocorre como resultado da interacdo entre varios fatores genéticos, ambientais e
endocrinos no sistema imunoldgico pelos possiveis mecanismos:

1. descarga no tecido de autoanticorpos especificos via iniciacdo de

complementos que levam a citdlise das células alvo;

2. ligacdo automética de anticorpos a mediadores solGveis resultantes na

deposicao de complexos imunes;

3. auto ataque mediado por anticorpos no sistema imune natural, resultando

em fagocitose, citotoxicidade e anticorpos de imunidade celular mediada;
4. autoanticorpo contra antigenos estranhos e epitopos e auto antigeno que
imitam o antigeno estranho resultando em dano celular; e

5. acao de autoanticorpos nas estruturas da superficie celular resultando na
estimulacéo/obstrucdo da estrutura alvo (GANAPATHY et al., 2017, p.
14).

Essas doencas sdo caracterizadas por uma recidiva cronica que podem ter
um efeito devastador no bem-estar do paciente e na sua qualidade de vida (SATOLLI;
ROVESTI; FELICIANI, 2019, p. 89).

As doencas autoimunes progridem do estagio de ativacdo para a leséo
crbnica através de um aumento no numero de neo-antigenos direcionados por
linfocitos e anticorpos. Isso ainda aciona todas as células adjacentes para exibir mais
epitopos que propagam a leséo, resultando em mais danos nos tecidos (GANAPATHY
etal., 2017, p. 14).

Os disturbios autoimunes na pele incluem as doencas bolhosas autoimunes,
as doencas vasculares do colageno, a alopecia areata e o vitiligo. Além disso, esta
crescendo evidéncias de que os distlirbios mais comuns, como a psoriase, a DA e o0
liquen plano também estao ligados aos processos autoimunes (SATOLLI; ROVESTI;
FELICIANI, 2019, p. 89).
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A patogénese mais apoiada atualmente por estudos € sobre a associacao
gendmica ampla (GWAS), que sugere que o agrupamento de genes associado a
funcdo de barreira e a inflamac&o por Th2 funcionam como genes de suscetibilidade
a essas doengas (NAKAHARA et al., 2017, p. 233).

A psoriase € uma doenca hiperproliferativa crénica da pele com sintomas
tipicos que incluem placas espessadas, vermelhas e com crostas que afeta
aproximadamente 2% da populacdo em geral. Essa doenga possui um imenso
impacto sobre a vida dos pacientes e as comorbidades comuns com a psoriase
incluem a doenca cardiaca coronariana, a depresséo, a doenca cerebrovascular e a
sindrome metabdlica, e, portanto, a triagem com essas comorbidades em pacientes
com psoriase € essencial (SATOLLI; ROVESTI; FELICIANI, 2019, p. 96).

A gualidade de vida prejudicada afeta negativamente na psique dos pacientes
e inicia um mecanismo que pode levar a depressao, a ansiedade, a disfuncdo social
e a perda de confianca. A carga psicossocial da doenca pode se tornar mais um fardo
fisico e, portanto, a qualidade de vida melhora se esses fatores psicologicos também
séo tratados adequadamente (SATOLLI; ROVESTI; FELICIANI, 2019, p. 96).

A psoriase € uma doenca autoimune mediada por células T, caracterizada
pela proliferacdo de queratindcitos e proteinas pro-inflamatérias que sdo reguladas
positivamente na doenca e agem como quimioatraentes para as células imunes. A
hipotese mais aceita € de que as células T efetoras se acumulam nos linfonodos e,
finalmente, migram para a pele através do sangue. Além disso, a pele psoriatica
mostra-se como outra fonte de células T inflamatdrias. Em pacientes com a doenca,
varias citocinas pro-inflamatoérias estdo em concentracao plasmatica mais alta como,
a IL-6, a IL-2, a IL-10, o IFN-y, a IL-17, a IL-21, a IL-22, a IL-23 e a IL-9, enquanto
baixas concentracdes foram encontradas para a IL-4 e a IL-27 (MARANDUCA et al.,
2020, p. 21).

A DA é uma doenca inflamatéria crénica da pele afetando de 15 a 30% das
criancas nos paises industrializados e ela é caracterizada como uma doenca
inflamatoria cutanea crénica do tipo Th2 associada a hiperreatividade a gatilhos
ambientais. A DA tem um fendtipo caracteristico, com lesfes cutaneas tipicamente
distribuidas, que muitas vezes tornam seu diagnostico simples e nitido (MARANDUCA
et al., 2020, p. 21).

Outro nome para DA é eczema e além da inflamacéo, vermelhid&o, coceira e

secura da pele, também é possivel observar uma hiperplasia epidérmica, infiltrados
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de células T e células dendriticas, além do aumento da producéo de mediadores
inflamatérios com aumento dos niveis séricos de IgE (KANDIKATTU; MISHRA, 2018,
p. 9).

S. aureus € encontrado em mais de 90% dos pacientes com essa lesdo e as
lesbes exsudativas agudas da pele podem conter mais de 10 milhdes desses
microrganismos por centimetro quadrado e esse aumento no numero jé foi encontrado
mesmo na pele integra e no vestibulo nasal ou &reas intertriginosas (MARANDUCA et
al., 2020, p. 21).

Cocar é um fator muito importante levando a uma perturbacdo da funcéo
barreira da pele e com isso expondo as moléculas da MEC conhecidas por atuar como
adesinas para o S. aureus como a fibronectina, o colageno, o fibrinogénio, a elastina
e a laminina. Aléem disso, a ligacdo bacteriana parece ser maior nos locais da pele
com a inflamacéo mediada por Th2 e o respectivo meio de citocinas, devido a inducéo
de uma producao aprimorada dessas adesinas e a regulacdo negativa de peptideos
antimicrobianos necessarios para controlar a proliferacao da bactéria (MARANDUCA
et al., 2020, p. 21).

Outra doenca autoimune cutanea € o vitiligo, um disturbio desfigurante que
também influencia negativamente na autoestima e na qualidade de vida dos
pacientes. A caracteristica desta doenca é que os melandcitos epidérmicos sao
direcionados e destruidos de varias maneiras e a consequéncia € o aparecimento de
despigmentacao irregular na pele. Numerosos estudos mostraram que os melandcitos
de pacientes com vitiligo tém defeitos intrinsecos que reduzem sua capacidade de
gerenciar estresses celulares (MARANDUCA et al., 2020, p. 21).

Os fatores patogénicos do vitiligo incluem infiltrados de linfocito T CD8+ e Th
1 na pele lesionada, com o0 aumento da expressao de IFN-y, fator de necrose tumoral
a (TNF-a), fator de crescimento transformador B (TGF- B) diminuido e autoanticorpos
circulantes contra a tirosina hidroxilase. Além disso, varios estudos encontraram alta
prevaléncia de estresse psicoldgico antecedente em pacientes com vitiligo, sugerindo
gue estresses especificos podem desencadear ou exacerbar a doenca
(MARANDUCA et al., 2020, p. 21).

Dentre os tratamentos farmacoldgicos topicos para essas doencas destacam-
se varias modalidades como os corticosteroides, a fototerapia, os analogos da
vitamina D, o acido salicilico, os retindides e os imunossupressores, dentre eles, 0s
inibidores de calcineurina, como o tacrolimus (CARR, 2013, p. 303; KANDIKATTU,
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VENKATESHAIAH: MISHRA, 2019, p. 12; LEE et al., 2010, p. 1057: MASON et al.,
2013, p. 800).

3.3 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DO TACROLIMUS

O tacrolimus (TAC), também conhecido como FK506, cuja férmula molecular
€ CusHegNO12 € a estrutura quimica tridimensional esta representada na Figura 4, é
uma lactona macrolidea hidrofobica descoberta em 1983 por Fujisawa em seu
laboratério de pesquisa com produtos naturais, principalmente de origem microbiana.
E pertencente a classe dos inibidores de calcineurina, sendo produzido pela
fermentacao da bactéria Streptomyces tsukubaensis, isolado de uma cepa encontrada
no solo coletado perto do Monte Tsukuba (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154;
MOREIRA; SILVA; CREMASCO, 2020, p. 1; NAKAHARA et al.,, 2017; p. 233,
NISHIYAMA; 1ZUMI; OKUHARA, 1995, p. 65; SHOUGHY, 2017, p. 1; SHOUGHY;
ALJASSAR; TABBARA, 2020, p. 1).

FIGURA 4 — Estrutura tridimensional otimizada pelo pacote de programas Gaussian 09 em nivel de
teoria HF/6-31G

Fonte: O autor



35

Esse farmaco foi um dos primeiros imunossupressores macrolideos
descobertos e com potentes efeitos imunossupressores in vitro. O TAC, assim como
a ciclosporina, inibe a calcineurina, levando a supressao da ativagédo das células T,
porém o TAC possui um efeito imunossupressor 10 a 100 vezes mais potente que a
ciclosporina, com diminuicdo da vasoconstricdo e efeito fibrinogénico (MALECIC;
YOUNG, 2016, p. 154; MOREIRA; SILVA; CREMASCO, 2020, p. 1).

O TAC atua inibindo a ativacdo de ambos os fenétipos do linfécito T helper
(Thl e Th2) e o seu uso sistémico € amplamente utilizado para profilaxia de rejeicéo
apos transplante de 6rgéos soélidos e seu uso topico é principalmente para doencas
autoimunes cutaneas (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154; NAKAHARA et al., 2017, p.
233; SHOUGHY, 2017, p. 1; SHOUGHY; ALJASSAR; TABBARA, 2020, p. 1).

A producéo de Thl leva a liberac&o de IFN-y e IL-2, enquanto que a producao
de Th2 produz as citocinas IL-4 e IL-5 que sé&o eficientemente inibidas pelo TAC. O
farmaco também suprime a liberacdo de histamina dos mastécitos. Uma resposta
alérgica mediada por citocinas do Th2 pode estar envolvida com o inicio e a
progresséo de doencas autoimunes cutaneas, e o cocar das feridas devido ao prurido
severo levam a uma lesdo que destroi a funcéo de barreira da pele, resultando em um
ciclo vicioso que agrava ainda mais os sintomas (NAKAHARA et al., 2017, p. 233).

Sobre as suas propriedades fisico-quimicas foi possivel encontrar a alta
massa molecular de 822 Da, pKa 1 = 2,94; pKa 2 = 9,95; pKa 3 = 14,07, log P de 3,96
+ 0,83 e ponto de fusdo na faixa entre 126-129 °C. Ele € um farmaco insoluvel em
agua (4-12 pg/mL), levemente solavel em hidrocarbonetos saturados e altamente
soluvel em lipidios e solventes organicos, como metanol, etanol, acetona e
propilenoglicol. Apresenta-se isoladamente na forma de cristais brancos e como forma
farmacéutica é possivel encontrar como cépsula, injetavel e pomada para aplicacéo
topica (CAMARGO et al., 2020, p. 1,2; MOREIRA; SILVA; CREMASCO, 2020, p. 1;
PUBCHEM, 2022).

Em relacdo a classificacdo biofarmacéutica, o TAC é um farmaco classe I,
sendo, portanto, de alta permeabilidade e baixa solubilidade. Enquanto que na
categoria de risco na gravidez pelo FDA ele se enquadra como risco C (AusPAR,
2010, p. 5; CESAR; AZEVEDO; MOTA, 2017, p. 20).

Sobre a sua farmacocinética, o farmaco € absorvido no intestino delgado e o
tempo de meia-vida é em média de 5 a 7 horas, com seu pico de concentragdo maxima

no sangue e plasma atingindo em aproximadamente de 1 a 8 horas. Por ser altamente
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lipofilico a sua distribuicdo ocorre por todos os tecidos. No sangue a maior parte do
farmaco é absorvido pelos eritrécitos e no plasma o TAC se liga a albumina e a a-1
glicoproteina acida (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 6; MOREIRA, 2008, p. 10).

E extensamente metabolizado no figado, pelas enzimas do citocromo P450
CYP3A, ocorrendo primeiramente reacao de desmetilacdo e hidroxilagcéo, seguida de
oxidacao. Menos de 1% de sua composicao original é excretada inalterada pela urina
e bile. O TAC toépico € minimamente absorvido em pacientes com pele normal, mas
uma absorc¢ao clinicamente significativa foi relatada quando usado em pacientes com
doencas cutaneas (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 6; MOREIRA, 2008, p. 10).

A respeito da farmacodindmica, os antigenos se ligam a receptores das
células T aumentando o influxo de célcio. Esse calcio intracelular aumentado se liga
a calmodulina (CaM) e ativa a calcineurina (CaN) que desfosforila o fator nuclear de
células T ativadas (NF-AT). A forma desfosforilada do NF-AT citoplasmatico transloca-
se do citosol para o nucleo e forma um complexo com a subunidade nuclear do NF-
AT (NF-ATc), podendo ligar-se a regido promotora de varios genes de citocinas e
induzir a transcricao génica (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 8; MALECIC; YOUNG,
2016, p. 154; SHOUGHY, 2017, p. 1; SISTI; SISTI; ORANGES, 2016, p. 187).

Com isso, ao penetrar pela membrana celular, o TAC liga-se ao seu receptor
intracelular formando um complexo com a proteina de ligacdo FK (FKBP) e bloqueia
a funcéo do calcio e da fosfatase dependente de calmodulina, a calcineurina (CaN).
Essa interacdo resulta na supressao da transcricdo do gene da citocina dependente
de NF-AT e imunossupressao. Assim, o TAC inibe a transcricéo de citocinas e suprime
a proliferacdo de células T. O farmaco também causa a diminuicdo da transcricao e
liberacdo de outros derivados de citocinas dessas células, incluindo a IL-3, a IL-4, a
IL-8, 0 TNF-a, o INF-y e o fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF). Além
disso, também foi relatado que a exocitose de células T citotdxicas € inibida pelo TAC
(KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 8; MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154; SHOUGHY,
2017, p. 1; SISTI; SISTI; ORANGES, 2016, p. 187). A Figura 5 esquematiza o

mecanismo de acdo do TAC na célula.
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FIGURA 5 — Bloqueio da transducéo de sinal mediada pelo receptor de linfécitos T por TAC
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TAC

O TAC foi aprovado pelo FDA e pela ANVISA e é encontrado como pomada
em sua forma farmacéutica para uso dermatologico, nas concentracdes de 0,03%,
para criancas de 2 a 16 anos, a 0,1% para os demais pacientes (YU et al., 2018, p.
129). Devido a um mecanismo de acdo mais seletivo que nao altera a sintese de
colageno, os inibidores de calcineurina topicos podem ser utilizados como agentes
poupadores de corticosterdides (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 154).

No geral, as preparacdes topicas de TAC foram bem toleradas por pacientes
com doencas autoimunes da pele, porém foi relatado efeitos adversos significativos,
como prurido, queimacao e sensacao de calor no local da aplicagdo no inicio do
tratamento (MALECIC; YOUNG, 2016, p. 158).

Essa irritacdo local provavelmente ocorra por conta da ativacdo dos
nociceptores de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV-1) distribuidos pelos
terminais dos neurbnios sensoriais, que € um mecanismo de acdo conhecido do

medicamento. A atenuagéo da irritacdo da pele ao longo do tempo tem uma base
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fisioldgica porque as aplicagbes repetidas demonstraram dessensibilizar a ativagéo
neuronal sensorial subsequente e, eventualmente, anular a resposta irritante
(OHTSUKI; MORIMOTO; NAKAGAWA, 2018, p. 938).

Mas ao contrério dos corticosteréides, o TAC néo esta associado a atrofia da
pele, estrias ou talangectasia e, portanto, pode ser mais apropriado para 0 uso em
areas cutaneas mais suscetiveis a esses efeitos. Contudo, mesmo essa sendo uma
vantagem do uso do TAC, os efeitos adversos acabam afetando na ades&o dos
pacientes ao tratamento, levando os mesmos a uma suspensdo da terapia
(CAMARGO et al., 2020, p. 2; MALECIC; YOUNG, 2016, p. 158).

A alta massa molecular, a alta hidrofobicidade e a baixa solubilidade em agua
do TAC podem limitar sua capacidade de permear eficazmente pela pele. Assim,
torna-se importante formular um sistema percutaneo de liberacdo do farmaco que
aumente a sua permeacdo em relacdo a sua pomada convencional e,
consequentemente, reduza a dose e os efeitos adversos no tratamento das doencas
(CAMARGO et al., 2020, p. 2; YU et al., 2018, p. 130).

Estudos recentes com nanotecnologia e utlizando pele humana
demonstraram que com 0 uso dessa técnica ocorre maior deposi¢do do farmaco na
camada dérmica e essa penetracdo mais profunda acarreta no aumento da sua acéo
terapéutica e reduz os efeitos adversos (DHEER et al., 2018, p. 223). Portanto, é
clinicamente valido formular um sistema de liberacdo do farmaco para intensificar a
permeacdo do mesmo na pele e assim reduzir sua dose aplicada topicamente para
minimizar os efeitos adversos e manter a eficacia ao mesmo tempo. Espera-se que
esse sistema de liberacéo tenha a capacidade de depositar mais farmaco, persista na
pele por mais tempo e ndo cause danos (YU et al., 2018, p. 130).

Com relacao as doencas autoimunes da pele, o TAC é amplamente utilizado
principalmente para tratamento da psoriase, vitiligo e DA. Para a DA, o TAC provou
ser notavelmente eficaz no tratamento dos disturbios cutdneos imunomediados. A
eficacia da pomada a 0,1% é equivalente a de um corticosterodide da classe mais forte
com base em ensaios clinicos e randomizados e foi o tratamento preferencial a longo
prazo para impedir a ruptura da barreira cutanea (YU et al., 2018, p. 130).

Além do mecanismo de acao ja citado, o TAC também pode se ligar aos
receptores dos esteroides na superficie celular, inibir a liberacdo de histamina e
serotonina pelos mastdcitos e inativar as células de Langerhans (YU et al., 2018, p.
130).
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O TAC tem se mostrado uma terapia eficaz e uma alternativa para
corticosteréides em criangas e adultos. Na DA foi demonstrado que o TAC suprime a
ativacdo de células Thl/Th2, a degranulacdo de mastdcitos, a liberacdo de
neurotransmissor sensorial priméario, a dessensibilizacdo do receptor TRPV-1, a
supressédo da producao de IL-31 e IL-33, a supressdo do comprometimento do
equilibrio TLR2/TLR1 e a producdo de periostina que reduz a coceira, 0
comportamento de cocar e a preservacdo da reducdo do cristal liquido lamelar
(KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 9).

No vitiligo o TAC apresentou além do efeito imunomodulador, inibidor da IL-2
e IFN-y, o efeito de reduzir o estresse antioxidante sistémico que promove o controle
da doenca e repigmentacdo em pacientes com vitiligo. Em alguns estudos o farmaco
teve melhores taxas de repigmentacdo em comparacao com o placebo, especialmente
na face, com o pigmento aparecendo dentro dos primeiros quatros meses de
tratamento. Os inibidores de calcineurina sédo geralmente seguros para essa doenca,
podendo ser utilizados em areas sensiveis como 0 rosto, 0 pescoco e as areas
intertriginosas e em criancas por longos periodos quando usadas de forma
intermitente (VOJVODIC et al., 2020, p. 14).

Sobre a psoriase, a inflamacédo esta relacionada a uma resposta imune
exacerbada, onde o medicamento imunossupressor € uma estratégia terapéutica
valida e o TAC também se provou util para o tratamento dessa doenca. Nesse caso 0
farmaco inibe a producdo em massa de linfocinas envolvidas na producao de IL-2 e,
portanto, acarreta na imunossupressao, impedindo a ativacéo de linfocitos T, ja que
essas ceélulas ativadas sdo necessarias para o desenvolvimento e persisténcia das
lesdes da psoriase (WAN et al., 2017, p. 1486).

Porém alguns estudos demonstraram que a aplicacdo topica da pomada de
TAC era apenas eficaz sob oclusdo ou em algumas regides especificas do corpo em
gue a pele era mais fina e mais permeavel, como a face e as areas intertriginosas. A
fraca eficacia para terapia foi atribuida a sua alta hidrofobicidade e alto peso
molecular, que impedem que o farmaco permeie a pele. Com isso, faz-se novamente
necessario o desenvolvimento de um sistema de liberacdo percutaneo para melhorar
a eficacia do medicamento (WAN et al., 2017, p. 1486).

Na literatura foi possivel verificar a existéncia de varios sistemas de liberacéo
para o TAC e uso topico, como Savic et al. (2017), que desenvolveram, caracterizaram

e avaliaram a permeacao cuténea in vitro e in vivo de microemulsdes a base de lecitina
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carregadas com TAC; Yu et al. (2018), criaram nanoparticulas de quitosana contendo
TAC combinada com nicotinamida para aumentar a administracdo percutéanea e a
eficicia do tratamento para DA; Gabriel et al. (2016), verificaram a melhoria da entrega
topica do TAC por meio de uma formulagéo de hidrogel para o tratamento de psoriase;
Zhuo; Abourehab e Hussain (2018), analisaram a eficacia do direcionamento dérmico

e de anti-dermatite de nanoparticulas carregadas de TAC e acido hialurénico.

3.3.1 Efeito Imunomodulador do Tacrolimus na Pele

3.3.1.1 A supressao da ativacao do nervo sensorial por tacrolimus

Os nervos sensoriais da pele séo distribuidos na juncéo dermoepidérmica e
no compartimento dérmico. No caso de peles lesionadas, as fibras nervosas
sensoriais se estendem amplamente na epiderme e acredita-se que sejam altamente
suscetiveis a estimulagdo (NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

Alguns estudos apontaram a possibilidade de que o TAC pode atuar
diretamente nesses nervos e inibir a sua ativacdo. Exames imuno-histologicos dos
niveis da expressao da substancia P, fator de crescimento do nervo e neurotrofina-3
na lesédo de peles com DA pré e poés aplicacdo de TAC topico foram realizados e
verificaram que a expressao de peptideos derivados dos nervos sensoriais diminuiu
significativamente apos o tratamento (NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

A administracdo topica do TAC causa dessensibilizacdo da liberacdo da
sustancia P das células nervosas sensoriais inibindo o influxo de célcio nessas células
através da fosforilacdo do receptor TRPV-1. Sugere-se que a irritacdo da pele
causada pela aplicacdo de TAC topico pode ser atribuida a acdo direta do TAC nos
nervos sensoriais, uma vez que uma quantidade notavel de influxo de calcio nas
células nervosas foi observada logo apos a aplicacdo do farmaco. Portanto, conclui-
se que o efeito colateral sensorial do TAC e seu efeito antipruriginoso sdo devidos aos
seus efeitos diretos nas terminacdes nervosas cutaneas (NAKAHARA et al., 2017, p.
234).
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3.3.1.2 A supresséo de IL-31 por tacrolimus

Muitos estudos mostraram que a IL-31 derivado de células Th2 atua como
mediadores do prurido em doencas autoimunes cutaneas, ja que niveis elevados da
citocina no soro de pacientes doentes estéo significativamente correlacionados com a
gravidade e os sintomas clinicos. Os receptores de IL-31 foram relatados como
colocalizados com o TRPV-1 e o receptor de potencial transitério A1 (TRPA1) em
células nervosas sensoriais (NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

Foi relatado também que o TAC inibiu lesdes na pele em pacientes doentes
por meio de regulacdo negativa de IL-31 em niveis cutaneos. Além disso, os niveis
cutaneos de IL-31 foram forte e significativamente correlacionados com o numero de
fibras nervosas. Estudos sugeriram que o TAC pode aliviar a coceira ndo apenas por
dessensibilizacdo do nervo sensorial, mas também diminuindo os niveis de IL-31
(NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

3.3.1.3 Aresposta imune inata e adaptativa e o tacrolimus

A imunidade inata € mediada por eosinofilos, macréfagos, mastécitos, células
dendriticas, neutrofilos, células NK e NKT, ao passo que, o sistema complemento, a
proteina C reativa, os peptideos antimicrobianos e a lectina ligadora de manose (MBL)
medeiam a imunidade inata humoral. Enquanto que as células T séo responsaveis
pela imunidade celular adaptativa, as células B desempenham papel na imunidade
adaptativa humoral e os anticorpos possuem funcdo imunolégica em resposta a
alérgenos para controlar reac6es imunoldgicas (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p.
6,7).

Acredita-se que a inflamacdo alérgica seja induzida pela producdo de
anticorpos IgE e pela infiltracdo local de células inflamatérias ativadas, como os
eosindfilos e as células Th2, que geram um meio rico em citocinas e ainda aceleram
a resposta imune adquirida. Contudo, as alergias do tipo inata sdo atribuidas
principalmente pela producéo de IL-18, IL-25 e IL-33 ou linfopoietina estromal timica
(TSLP), que nao requerem a producao de anticorpos IgE (KANDIKATTU; MISHRA,
2018, p. 7; NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

As células linfoides inatas (ILC) sdo categorizadas em trés subconjuntos: as

ILC1, as ILC2 e as ILC3 e elas desempenham um papel critico na resposta alérgica
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do tipo inata. Entre elas, as células ILC2 sdo particularmente importantes, pois
induzem a graves inflamac®es alérgicas pela liberacdo de grandes quantidades de IL-
5 e IL-13 em resposta a IL-25, IL-33 e TSLP, onde ja foi relatado que essas
substancias estao envolvidas na patogénese de doengas autoimunes cutaneas, como
DA (NAKAHARA et al., 2017, p. 234).

Um dos estimulantes da resposta alérgica inata na pele é a prépria microbiota
da superficie e o S. aureus. A enterotoxina estafilococica tipo B (SEB) é um
superantigeno potente que induz a proliferacdo das células T e producédo de IL-33,
bem como IL-31. O TAC inibe a proliferacao de células T induzida por SEB de maneira
dose-dependente, o que leva a uma supressao da colonizagcdo por S. aureus em
pessoas com doencgas autoimunes cutaneas tratadas com TAC topico (NAKAHARA
et al., 2017, p. 234).

Além disso, receptores toll-like (TLRs) encontrados na pele funcionam como
sensores para substancias microbianas e o polimorfismo do TLR tipo 2 esta associado
a forma grave da DA. Foi relatado que nesse caso a expressdo de TLR1 esta
aumentada enquanto que a expressdo do TLR2 esta diminuida, com isso, o TAC
topico normaliza esse desequilibrio de TLR1/TLR2 por regulacdo negativa da
expressdo do receptor tipo 1 e regulacdo positiva do receptor tipo 2 que
eventualmente aumenta o efeito antibacteriano na pele (NAKAHARA et al., 2017, p.
235).

3.3.1.4 A supressao da cronicidade por tacrolimus

Nas doencas autoimunes cutaneas, 0 cocar repetidamente transforma as
lesdes eritematosas agudas em liquenificados cronicos intrataveis. Essas lesbes
liquenificadas e espessadas sdo decorrentes de acantose epidérmica e fibrose
dérmica. O TAC é capaz de diminuir significativamente a proliferacdo de fibroblastos
e sua producao de colageno tipo I, ambos estimulados pelo TGF-f1 (NAKAHARA et
al., 2017, p. 235).

Alguns autores avaliaram e quantificaram o perfil de infiltracdo de células
inflamatorias na pele lesada antes e apds o tratamento com TAC topico e perceberam
gue o numero de linfécitos CD3+, CD4+ ou CD8+, eosindfilos e neutréfilos diminuiu
significativamente na aplicacdo do TAC em comparagdo a outros farmacos. Além

disso, perceberam que houve a reducdo significativa do numero de células
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inflamatdrias que expressam IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a e IL-12 e esses resultados
coincidem com o fato de que o TAC inibe ndo apenas IFN-y, IL-4 e a producéo de IL-
17 por células T CD4+ de memdria humana, mas também a diferenciacdo de células
T naive em células de memoéria Thl, Th2 e Th17 (NAKAHARA et al., 2017, p. 235).

3.3.1.5 A supressdo da ativacdo de mastocitos, células dendriticas, basofilos e

eosinofilos por tacrolimus

Estudos anteriores relataram que o TAC suprime a liberacdo de histamina
pelos mastdcitos estimulados com anticorpos anti-IgE. A inducdo do ligante de
guimiocinas C-C (CCL) 1, CCL3, CCL4 e CCL18 de mastdcitos ativados por anti-IgE
também é significativamente inibida por TAC e aumentada por dexametasona. Além
disso, a combinacdo com esteroides pode ser mais eficaz do que separados para o
tratamento dessas doencas em que as quimiocinas derivadas de mastocitos
desempenham um papel importante. Os mastécitos também desempenham um papel
fundamental na promocéo de inflamacdes alérgicas em resposta a toxina 6 produzida
por S. aureus. No entanto, ainda ndo se sabe se o TAC inibe a ativacdo de mastécitos
induzidos pela bactéria (KANDIKATTU; MISHRA, 2018, p. 7; NAKAHARA, 2017, p.
235).

O TAC também inibe a producéo de citocinas apos a ativacdo de células T e
diminui a expressdo do receptor de IgE de alta afinidade (FceRI) em células
dendriticas da pele com doencas autoimunes. Além do mais, o TAC inibe a liberacéo
de histamina dependente de IgE de mastocitos e basofilos (KANDIKATTU; MISHRA,
2018, p. 7).
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3.3.1.6 Efeitos do tacrolimus na fungéo de barreira cutanea

Em doencas cutaneas a disfuncdo da barreira cutdnea € causada por uma
etiologia complexa, incluindo mutagdes do gene ou inibicdo da expressao da filagrina
por citocinas liberadas por Th2 e les6es mecénicas por arranhdes, sendo necessaria,
portanto, a aplicacao tépica de emolientes para o tratamento dessas doencas. O TAC
melhora significativamente a disfuncédo da barreira cutanea como a perda de agua
transepidermal e os valores de hidratacdo da pele, além de aumentar de forma
significativa as lamelas lipidicas intercelulares (NAKAHARA et al., 2017, p. 235,236).

A Figura 6 resume alguns pontos dos mecanismos de acdo do TAC em

doencas autoimunes cutaneas.

FIGURA 6 — Resumo dos mecanismos de acdo do TAC em doengas autoimunes cutaneas
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3.4 TECNICAS DE PERMEACAO CUTANEA IN VITRO

Sabe-se que um conjunto complexo de estruturas e mecanismos se
combinam para criar a barreira da pele, e a compreensao de como esses mecanismos
funcionam pode permitir que produtos sejam projetados para supera-la. Estudiosos ja
observaram que cosméticos e medicamentos podem ser multifuncionais,
proporcionando beneficios ndo apenas na superficie da pele, mas em camadas mais
profundas (MACHADO et al., 2017, p. 743).

A epiderme como a camada mais externa da pele tem como principal funcao
a de protecdo e manter a fungéo barreira, como ja mencionado anteriormente, e essa
funcdo acaba sendo afetado por varios fatores como a idade, a etnia e o género. Além
disso, os disturbios da pele acarretam em perturbacdes no manto acido resultando em
um pH mais elevado da superficie — acima da faixa entre 4,0 e 6,0 — que pode
contribuir para a ocorréncia das doencas topicas (MACHADO et al., 2017, p. 744).

Como o estrato coérneo é a linha de frente com o meio externo, ele acaba
sendo alvo de varios ativos cutaneos, mas ndo o unico. Anexos cutaneos, como 0s
foliculos pilosos e as glandulas sudoriparas e sebaceas também sao alvos
terapéuticos, sendo as glandulas objetos interessantes por justamente atingirem a
derme profunda e a superficie da pele (MACHADO et al., 2017, p. 744).

Para melhorar essa permeacdo cutanea toda a formulacdo deve ser muito
bem planejada, pensando nos veiculos, na forma farmacéutica, nos surfactantes, nos
agentes promotores de permeacao e outros fatores. Mas ultimamente algo que tem
sido de grande interesse para melhorar a permeacao sao 0s nanomateriais por conta
do seu tamanho, formato e propriedades fisico-quimicas, e para isso, como ja dito,
existem inumeros dispositivos de liberacdo modificada capazes de superar a barreira
cutanea e alcancar os sitios alvos (MACHADO et al., 2017, p. 744).

A extensdo da penetracdo na pele de uma substancia pode depender da via
de absorcdo e existem trés caminhos que podem estar envolvidos na permeacao
transdérmica de compostos: 1) 0os anexos cutaneos; 2) os lipideos intercelulares no
estrato cérneo e 3) os cornedcitos. O numero de substancias que podem atravessar
0 estrato corneo sob condicBes passivas € muito limitado, e, portanto, facilitadores de
permeacdo sdo empregados para promover a penetracao ativa (MACHADO et al.,
2017, p. 745,746).
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Estes permeadores podem ser produtos quimicos ou substancias que tem a
capacidade de alterar as propriedades da pele. Os mecanismos para tais mudancas
incluem: 1) interrupcao da estrutura da bicamada lipidica; 2) extracédo dos lipideos do
estrato corneo; 3) aumentar a solubilidade ativa e particionamento no estrato corneo;
4) alteracdo da hidratacdo do estrato cérneo e 5) interacdo com a queratina dos
cornedcitos (MACHADO et al., 2017, p. 745,746).

A avaliacdo da permeacéo percutanea de moléculas € uma das etapas mais
importantes na avaliacdo da seguranca e/ou eficacia de cosméticos e medicamentos
topicos. A permeacdao percutanea é geralmente avaliada in silico, in vitro, ex vivo e/ou
in vivo em modelos animais e humanos. Dentre os métodos in vitro/ex vivo
(dependendo da membrana utilizada) podemos destacar o método classico de difuséo
por células de Franz e a técnica fisica de espectroscopia fotoacustica (MACHADO et
al., 2017, p. 746; NADAL et al., 2019, p. 3).

3.4.1 Difuséo por Células de Franz

A célula vertical de difusdo de Franz € um dos sistemas mais amplamente
utilizados para estudos de permeacao cutanea in vitro/ex vivo. Essa célula possui um
compartimento superior doador e um compartimento inferior receptor, onde o0s
compartimentos sdo separados por uma membrana permeavel e a amostra é aplicada
na superficie da membrana no compartimento doador. O material passa através da
membrana para 0 compartimento receptor, que contém um meio que € agitado
continuamente. Em tempos pré-determinados as amostras sédo coletadas do receptor
em uma abertura lateral e analisado em método analitico adequado (GARCIA et al.,
2018, p. 1; MACHADO et al., 2017, p. 746). A Figura 7 esquematiza a célula vertical

de difusado de Franz.
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FIGURA 7 — Estrutura simplificada da célula vertical de difusdo de Franz

@)Compartimento doador

Membrana biolégica ou sintética

-

>» Compartimento receptor

<’ ==>» Barra magnética

Fonte: O autor

Além disso, a droga restante na membrana pode ser extraida e medida no
final do periodo experimental. Considera¢des do método incluem a escolha da célula
de difusdo e a membrana, a escolha do fluido receptor, os tempos de amostragem e
o protocolo de aplicacdo de medicamentos. Os parametros experimentais como as
condicbes de agitacdo, se a membrana € artificial ou biologica, a temperatura, a
frequéncia de amostragem e outros, influenciardo na avaliacdo da permeacao e
contribuirdo para a variabilidade (GARCIA et al., 2018, p. 2).

No projeto original a célula de Franz era estatica e tinha uma Unica porta de
amostragem sem interrupcdes. Anos depois, varias modificacbes foram
subsequentemente feitas ao design original, onde a parte central da camara receptora
pode ser fechada em uma camisa de agua para controle de temperatura e um segundo
braco lateral foi adicionado para permitir a operacdo de fluxo continuo. O
compartimento doador pode ser selado e a célula pode ser fabricada em uma
variedade de diametros de area de superficie ativa (GARCIA et al., 2018, p. 2;
MACHADO et al., 2017, p. 746).

Em ambas as células — estéatica ou fluxo continuo — o meio do compartimento
receptor € mantido a um nivel adequado de temperatura para fornecer uma
temperatura superficial da membrana de 32 + 2 °C, imitando as condi¢cdes da pele
conforme exigido pela Farmacopéia Americana (USP). Além disso, o fluido receptor
deve ser escolhido para garantir a solubilidade do ativo, mas ndo sendo um fator
limitante na difusdo (GARCIA et al., 2018, p. 2).
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No caso de ativos polares, o liquido receptor é geralmente um agente
fisioldgico, j& para compostos de solubilidade limitada, modificadores de fluidos como
etanol (até 70%), éter oleilico de polietileno (20) (6%), ciclodextrina (0,1%) ou
albumina bovina sérica pode ser utilizada e é de critica importancia que o fluido
receptor ndo modifique as propriedades de barreira da membrana, pois isso invalidaria
os resultados (GARCIA et al., 2018, p. 2; SHESHALA et al., 2019, p. 163).

Esses modelos in vitro/ex vivo usam membranas bioldgicas, reconstruidas ou
artificiais e sdo Uteis como procedimentos para determinacdo de parametros de
permeacéo da pele, como o fluxo, os coeficientes de particdo e os coeficientes de
difusdo (MACHADO et al., 2017, p. 747). Como exemplo, podemos citar a pele
proveniente da orelha de suinos, do dorso de ratos ou a pele humana apos cirurgias
plasticas, como abdominoplastia. Entre as sintéticas temos a membrana artificial
liquida utilizada no ensaio de permeabilidade de membrana artificial paralela a pele
(PAMPA) e a Strat-M® (NEUPANE et al., 2020, p. 11-13).

Ao usar a pele como membrana, deve-se ter em mente que além de medir o
farmaco que penetra no receptor ao longo tempo também deve-se medir a droga
remanescente na membrana. A pele deve ser retirada da célula de difuséo,
cuidadosamente limpa e o estrato cérneo removido por um procedimento de tap
stripping, onde uma fita € colada na superficie da pele e retirada até vinte vezes,
seguida da extracdo da droga. O restante das camadas da epiderme e derme (se
presente) também sdo submetidos a um processo de extracdo do ativo. As amostras
sdo quantificadas por método analitico adequado que fornecera especificidade e
sensibilidade (GARCIA et al., 2018, p. 2).

Com esta técnica, é possivel estimar ndo apenas a quantidade de droga
permeada, mas também a quantidade de droga retida na pele, contribuindo para o
design do sistema de administracdo topica/transdérmica de medicamentos. A
concentracdo de farmaco no estrato corneo e epiderme/derme séo indicacbes de
administracdo tépica, enquanto que a concentracdo na solucdo receptora é uma
indicacao de entrega transdérmica (GARCIA et al., 2018, p. 2).

Dependendo das propriedades fisico-quimicas do composto, é provavel que
aconteca da maior quantidade recuperada na pele ao final do experimento penetre em
tecidos mais profundos e/ou seja absorvido pela circulacdo cutdnea ao longo do

tempo. Com uma exceg¢ao para compostos muito lipofilicos que podem ser retidos no
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estrato cérneo, com particionamento muito baixo para as camadas epidérmicas mais
aquosas (GARCIA et al., 2018, p. 2).

As membranas sintéticas para estudos de permeacao in vitro foram
originalmente desenvolvidas para serem usadas como uma alternativa ao uso de
modelos de pele humana ja que a determinacéo da permeacdo de farmacos usando
métodos ex vivo possui varias desvantagens que dificultam os dados de
reprodutibilidade da triagem de candidatos a medicamentos/cosméticos, incluindo: as
variagcbes da espessura da pele de doadores, os estados de pele doentes, as
condicbes de armazenamento, a complexidade da preparacdo da membrana, a
densidade dos foliculos, a idade do doador e os altos custos laboratoriais, enquanto
gue as membranas sintéticas ndo possuem esses problemas e sim algumas
vantagens, como: a espessura controlada da membrana, o menor tempo de
preparacdo da membrana, o baixo espaco de armazenamento e custo relativamente
baixo (HAQ et al., 2018a, p. 432).

Dentre as iniUmeras membranas sintéticas para utilizar em testes in vitro de
permeacdo cutanea temos a Strat-M® e ela foi projetada com a intencdo de
compatrtilhar caracteristicas estruturais e quimicas encontradas na epiderme humana,
como as camadas e os lipideos. A espessura de cada membrana Strat-M® é de
aproximadamente 300 micrémetros (um), compreendendo uma camada superior
suportada por duas camadas de poli(étersulfona) porosa (PES) sobre uma Unica
camada suporte de tecido de poliolefina, como representado na Figura 8 (HAQ et al.,
2018a, p. 433; HAQ et al., 2018b, p. 59).
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FIGURA 8 — Estrutura simplificada das multicamadas da membrana Strat-M®
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Fonte: O autor

As camadas da membrana sdo cada vez mais porosas e abertas e também
cada vez maiores na espessura para imitar as diferentes camadas da pele humana
(epiderme, derme e tecido subcutédneo). A membrana porosa foi desenvolvida com
uma mistura prépria de lipidios sintéticos ja que a pele possui varios lipidios como, os
fosfolipidios e as ceramidas, que conferem o carater hidrofobico da pele. Esta
membrana sintética contém uma combinacéo de lipidios (as ceramidas, o colesterol,
0s acidos graxos livres, e outros componentes) em uma proporcao especifica do
estrato corneo humano (HAQ et al., 2018a, p. 433).

A Strat-M® tem o0 objetivo de ser uma membrana econdémica para testes e
para a otimizacao de formulacdes farmacéuticas com boa reprodutibilidade afim de
aumentar a confianca durante a fase inicial do medicamento/formulacdo em
desenvolvimento (HAQ et al., 2018a, p. 433).

Haq et al. (2018a, p. 433), demonstrou que a Strat-M® tem potencial para ser
usada como uma triagem precoce para selecionar o melhor desempenho para
formulacdes transdérmicas contendo nicotina. As membranas compartilharam um
comportamento semelhante de permeabilidade ao medicamento quando comparado
a um modelo de pele humana ex vivo. Com isso, concluiram que as membranas
sintéticas podem ser usadas como uma ferramenta de triagem para escolher as
formulacbes de melhor desempenho e avaliar os sistemas transdérmicos em

comparacao com a pele de cadaver humano.
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3.4.2 Espectroscopia Fotoacustica

A técnica de espectroscopia fotoacustica (PAS) foi descoberta por Tyndall,
Rontgen e Alexander Graham Bell em 1881, enquanto Graham Bell trabalhava com
Charles Summer Tainter no fotofone. Bell descobriu que o selénio e outros materiais
sélidos emitiam som quando iluminados por uma luz modulada, que foi conseguida
passando-a através de um disco rotativo com orificios. Bell, usando o
espectrofotometro, descobriu que a intensidade do som emitido dependia do
comprimento de onda ou da cor da luz incidente e que, portanto, o efeito devia ser
atribuido a um processo de absorcéo 6ptica (HERNANDEZ-AGUILAR et al., 2019, p.
2).

Cinquenta anos ap0s sua descoberta, o efeito da PAS foi usado em estudos
de gases. Desde entédo, tornou-se uma técnica bem estabelecida para analise de
gases, utilizada nas areas do meio ambiente e alimenticia. No entanto, o efeito da
PAS nos solidos foi aparentemente ignorado por 90 anos até 1973, quando
Rosencwaig comecou seu estudo. Provavelmente esse atraso foi devido a falta de
detectores de som sensiveis e a uma luz de alta poténcia (HERNANDEZ-AGUILAR et
al., 2019, p. 2).

Segundo Astrath (2011, p. 19), o efeito fotoacustico consiste na geracéo de
uma onda acustica que pode ser observada quando a luz modulada € absorvida pela
amostra em uma célula fechada contendo gas, que pode ser o proprio ar. A incidéncia
da luz e sua consequente absorcdo resultam em excitacdo dos niveis de energia da
amostra e como consequéncia ocorrera um relaxamento, que se néao for radiativo,
induzira a geracgao de calor no material.

Ao usar essa energia modulada, este aquecimento torna-se periddico,
gerando uma onda de pressdo no gas em contato com a amostra. Um microfone
acoplado na camara fotoacustica detecta esta variacdo da pressao, produzindo o sinal
fotoacustico e sua intensidade depende da frequéncia de modulacéo da luz incidente.
Portanto, o sinal fotoacustico € o resultado da interacdo da radiacdo com a matéria e
sua natureza é definida pelas propriedades opticas e térmicas das amostras. A
obtencdo de espectros de absorcédo Opticas gerados a partir do sinal caracteriza a
PAS (ASTRATH, 2011, p. 19).

Embora ainda ndo seja um método de rotina na industria farmacéutica, a PAS

ja& demonstrou ser uma técnica valiosa para avaliar a penetracéo e distribuicdo de



52

substancias por toda a pele in vitro e in vivo e tem sido amplamente utilizada como
alternativa para determinar a permeacdo percutanea de substancias aplicadas
topicamente (ROCHA et al., 2007, p. 133; SEHN et al., 2009, p. 116; TRUITE et al.,
2007, p. 1529).

Além disso, a PAS é um método que permite a realizacdo de experimentos
gue determinam o perfil de penetragcdo do medicamento ao longo da espessura da
pele em profundidades de até 200 um (NADAL et al., 2019, p. 3).

O primeiro relato do uso da PAS no estudo de pele foi a avaliacdo da
penetracdo de dimetilsulfoxido (DMSQO) em pele de porco ex vivo (TRUITE et al., 2007,
p. 1530). Outro trabalho também aplicou esse método em um grupo de voluntarios
para avaliar in vivo as taxas de penetracdo dos filtros solares através da pele e
agentes antifungicos através da unha. Os resultados mostraram a capacidade da
técnica de quantificar a taxa de penetracdo das substancias, permitindo obter
informacdes sobre a eficiéncia dos promotores de penetracdo utilizados também em
formulacdes (ROCHA et al., 2009, p. 133). O uso dessa técnica na pesquisa com pele
também foi expandido para aplicacdes terapéuticas, evidenciando a importancia deste
meétodo para esta area (SEHN et al., 2009, p. 116; TRUITE et al., 2007, p. 1530).

Nadal et al. (2019), avaliaram por meio da PAS e utilizando a membrana
sintética Strat-M® que a microencapsulacdo de adapaleno diminuiu a difusédo
transmembrana in vitro do farmaco concluindo que a formulacéo poderia ser utilizada
em outros produtos inovadores para o tratamento de peles acneicas. Por fim,
destacaram a caracteristica particular da espectroscopia fotoacustica em estimar a

permeacéo de ativos através de membranas sintéticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);

Camera CCD (Horiba Scientific, modelo Synapse, Palaiseau, Franca);
Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha);

Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector de fotodiodos
(SHIMADZU, modelo Nexera X2 System®, Quito, Japéo);

Destilador de 4gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Espectrometro micro-Raman confocal (modelo LabRam HR800, Horiba-
Jobin Yvon, Palaiseau, Franca);

Espectroscopio fotoacustico — Lampada de xendnio de 1000 W (66926 da
Newport Corporation/Oriel);

Espectroscopio fotoacustico — Chopper (SR540 Stanford Research
System);

Espectroscopio fotoacustico — Amplificador lock-in de duas fases (SR830 da
Stanford Research System);

Espectroscopio fotoacustico — Monocromador (74100 da Newport
Corporation/Oriel);

Espectroscopio fotoacustico — Microfone (4953 da Bruel & Kjaer);
Espectroscopio fotoacustico — Pré-amplificador (2669-L da B&K) e canal de
condicionamento (2690-A-0S1 da B&K);

Evaporador rotatorio (FISATOM, modelo 801, Diadema, Brasil);

Liofilizador (LIOTOP, L202, Séo Paulo, Brasil);

Microscopio optico (Olympus AX70, Waltham, Massachusetts, EUA);
Paquimetro digital (Stainless Hardened, Mtx);

pHmetro digital (HANNA, HI 2221, Sdo Paulo, Brasil);

Placa de agitacdo e aquecimento (FISATOM, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

Refratbmetro (BRIX ACUCAR, modelo RM-T90 ATC, Ribeirdo Preto,
Brasil);

Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, EUA);
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4.2 REAGENTES E SOLVENTES
421 Farmaco

e Tacrolimus — TAC (Mw 822,0389 g/mol, 99,3% (m/m) de pureza, Fagron
S.A., Rotterdam, Holanda).

4.2.2 Polimero
e Poli(s-caprolactona) (Mw 14.000 g/mol, Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil).
4.2.3 Agua Purificada

e Agua purificada pelo processo de destilacdo (H.O destilada), em
equipamento tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, Sdo Paulo, Brasil);
e Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificacdo em equipamento Milli-

Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

4.2.4 Solventes e Demais Reagentes

e Acetona ((CHs)2CO) (Synth, Diadema, Brasil);

e Acido Formico (CH20;) (Biotec Produtos Quimicos, S&o José dos Pinhais,
Brasil);

e Metanol (CH30H) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados
Unidos);

e Metanol (CH3OH) (Synth, Diadema, Brasil);

e Monooleato de sorbitano etoxilado 20 (polissorbato 80, Tween® 80,
Delaware, Porto Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span® 80, OXITENO, Maua, Sédo Paulo);

e Propilenoglicol (C3HgO>) (Synth S/A, Diadema, Brasil);

e Triglicerideos dos acidos céaprico/caprilico (FOCUS QUIMICA, S&o Paulo,

Brasil).
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4.2.5 Materiais

e Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,20 ym de abertura dos
poros (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha);

e Membrana de dialise de celulose de peso molecular cut-off (MWCO) 12-14
kDa; poros de 2,4 nm, D9652 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

e Membrana sintética Strat-M® de 25 mm (Millipore, Merck, Billerica,
Massachusetts, USA).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio com a obtencédo das nanocapsulas poliméricas
contendo TAC. Conseguinte, houve a realizacdo dos experimentos de estabilidade
fisico-quimica durante 120 dias utilizando a técnica de espectroscopia Raman. Apos
isso, realizou-se o0 ensaio de liberacéo in vitro das nanocapsulas de PCL, resultando
na cinética e no mecanismo de liberacdo do farmaco. Posteriormente, verificou-se a
permeacédo cutanea in vitro das nanocapsulas e do TAC livre utilizando as técnicas de
difusdo por célula estatica de Franz e espectroscopia fotoacustica. Por fim, a
formulacdo foi estudada quanto a atividade anti-inflamatoria in vivo por meio do
modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de TPA na orelha de
camundongos machos Balb/c. As etapas estdo esquematizadas no fluxograma da

Figura 9.
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FIGURA 9 — Fluxograma das etapas da pesquisa

Obtencédo das nanocéapsulas poliméricas contendo TAC —
Sistema nanoparticulado (TAC+PCL): deposicéo interfacial do polimero pré-formado

Avaliagcdo da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas contendo TAC —
Espectroscopia Raman

Ensaio de liberagéo in vitro das nanocapsulas poliméricas contendo TAC —
Cinética e mecanismo de liberacéo

Estudo da permeacéo cutanea in vitro das nanocapsulas poliméricas contendo TAC —
Célula de difuséo de Franz e Espectroscopia Fotoacustica

Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vivo —
Modelo de edema de orelha induzido pela aplicagédo tépica do TPA em camundongos Balb/c

Fonte: O autor

44 OBTENCAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO
TACROLIMUS

As suspensfes de nanocapsulas obtidas a partir do polimero PCL contendo
TAC foram preparadas pelo método da deposicéo interfacial do polimero pré-formado
descrito por Fessi et al. (1989) p. 82, cuja formulacdo encontra-se na Tabela 1.
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TABELA 1 — Formulagbes das nanocapsulas poliméricas contendo TAC, obtidas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado

Formulacao
Composicéao NC-N NC-1 NC-2 NC-3
(0 mg/mL) (0,2 mg/mL) (2 mg/mL) (5 mg/mL)
Fase aquosa
Tween 80® (g) 0,077 0,077 0,077 0,077
Agua ultrapura (mL) 53 53 53 53

Fase organica

TAC (g) — 0,001 0,01 0,05

PCL (g) 0,1 0,1 0,1 0,1
Span 80°(g) 0,077 0,077 0,077 0,077

MCT* (g) 0,3 0,3 0,3 0,3
Acetona (mL) 27 27 27 27

Fonte: O autor
*MCT: Triglicerideos de cadeia média

Constituindo a fase organica, o polimero foi solubilizado em acetona na
presenca de Span® 80, TAC e triglicerideos de cadeia média (MCT). Para a fase
aquosa, foi adicionado o Tween® 80 e agitado magneticamente para incorporacdo do
tensoativo. A fase organica apdés alguns minutos em agitacdo moderada e a
temperatura de 40 °C, foi adicionada na fase aquosa sob gotejamento lento, continuo
(1 gota/s) e agitacao vigorosa. Ao final, a suspenséao foi mantida em agitacao por mais
10 minutos e o solvente organico eliminado sob pressédo reduzida em evaporador
rotatorio (Figura 10), atingindo um volume final de 10 mL e concentracdo de TAC de
0,1, 1 e 5 mg/mL (NC-1, NC-2 e NC-3, respectivamente). Para fins comparativos, foi
preparada uma suspensao de nanocapsulas sem a adi¢ao do farmaco (NC-N), como

controle negativo.
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FIGURA 10 — Esquema do método de obtencdo das nanocépsulas poliméricas contendo TAC
preparadas pela deposicao interfacial do polimero pré-formado
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Fonte: O autor

As nanocapsulas poliméricas foram devidamente caracterizadas e avaliadas
guanto a eficiéncia de encapsulacdo em estudo prévio, o qual obtiveram resultados
satisfatorios (CAMARGO, 2020).

45 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS
POLIMERICAS POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

As suspensdes de nanocapsulas poliméricas foram armazenadas em
temperatura ambiente (25 + 2 °C) e protegidas da luz em frascos de vidro ambar. As
mesmas foram monitoradas durante 120 dias de armazenamento, analisando 0s
resultados mensalmente em espectrometro Raman.

Os espectros Raman foram registrados usando um espectrébmetro micro-
Raman confocal (modelo LabRam HR800, Horiba-Jobin Yon, Palaiseau, Franca)
equipado com um laser de diodo a 785 nm. Utilizou-se uma lente objetiva de 50x (NA
= 0,8) e um orificio confocal ajustavel. A dispersdo Raman foi detectada usando uma
camera CCD (Horiba Scientific, modelo Synapse, Palaiseau, Franca).

O desempenho instrumental foi calibrado com linha fonénica de silicio a 520
cmL. Cada amostra foi medida com 15 segundos de aquisicdo e 30 varreduras. Todos
os resultados foram obtidos a partir de uma aliquota da nanossuspenséo colocada em

uma lamina de quartzo com a amostra sendo seca em temperatura ambiente.
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Trés faixas de espectros Raman foram escolhidas para uma andlise detalhada
a fim de avaliar as diferengas no grau de cristalinidade. O tratamento mateméatico
usado para identificar as variagcdes no espectro, que poderia estar relacionado com a
fase amorfa/cristalina, foi uma deconvolugéo gaussiana. O centro de cada banda foi
baseado segundo o encontrado na literatura para lactonas macrolideas e PCL. A
largura e a area foram ajustadas usando um procedimento de minimizacao por funcéo
de ajuste de pico do software Origin Pro (verséo 2020).

Os resultados obtidos pela espectroscopia Raman foram comparados com
estudos anteriormente realizados (CAMARGO, 2020, p. 91-96), onde verificou-se a
estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas contendo TAC avaliando o
pH, o tamanho de particula, o indice de polidispersdo e o potencial zeta também por
120 dias e armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz.

4.6 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS
CONTENDO TACROLIMUS

Os estudos de liberacéo in vitro foram conduzidos utilizando células verticais
estéticas de difusdo de Franz (BAO et al., 2017, p. 6; SANTOS-SILVA et al., 2019, p.
11), com um compartimento receptor de 12 mL, com area disponivel para a difusao
de 1,77 cm? — FIGURA 11, e para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas
membranas de dialise de celulose (peso molecular cut-off (MWCO) 12-14 kDa; poros
de 2,4 nm, D9652, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), as quais foram previamente
hidratadas no meio receptor de etanol 70% por 24 horas (SHESHALA et al., 2019, p.
163).
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FIGURA 11 — Células verticais estaticas de difusdo de Franz utilizadas para os experimentos

Fone; Aa

Posteriormente, essas membranas foram colocadas entre os compartimentos
doador e receptor das células verticais. No compartimento doador, 1 mL da solucao
contendo cada amostra a ser testada (TAC em propilenoglicol ou NC-2) foi colocada
em uma concentracdo equivalente a 0,1% (m/v) de TAC. A suspensdo de
nanocapsulas (formulacdo NC-2) foi utilizada imediatamente apds sua preparacéo e
nao exigiu qualquer procedimento de ressuspensao.

O meio receptor foi totalmente preenchido com etanol 70% (12 mL) para
garantir a condicao sink. O sistema foi mantido sob agitacdo constante a 32 + 2°C e

ocluido para evitar a evaporacdo das amostras.
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Foram retiradas aliquotas de 2 mL da fase receptora em tempos previamente
determinados e para manter o volume constante, a cada coleta foi reposto ao sistema
0 mesmo volume retirado da solucao receptora (BAO et al., 2017; SANTOS-SILVA et
al., 2019). O estudo foi conduzido em sextuplicada.

As amostras obtidas nas aliquotas foram analisadas por UHPLC-PDA, frente
a metodo analitico anteriormente desenvolvido e validado (CAMARGO et al., 2021).
A massa de farmaco acumulada no compartimento receptor em cada tempo foi
calculada levando em considera¢do o volume total da célula, a quantidade total de

farmaco retirada nas coletas e a area efetiva para liberacao na célula.

4.6.1 Avaliacdo dos Perfis de Liberagéo

Para determinar a cinética de liberacdo das nanocapsulas, os resultados in
vitro foram ajustados aos modelos matematicos de ordem zero, primeira ordem,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Hixson-Crowell. O ajuste dos dados experimentais ao
modelo foi realizado por linearizacdo e o R2 ajustado foi usado como critério de

selecéo do modelo.

4.7 ESTUDO DA PERMEACAO IN VITRO POR DIFUSAO EM CELULA ESTATICA
DE FRANZ

Para a realizacdo da avaliacdo da permeacao in vitro foram utilizadas
membranas sintéticas Strat-M® de 25 mm (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA)
devido a sua alta similaridade com a pele humana. Com isso, estas membranas
permitiram que a avaliacao da permeacéo cutanea fosse realizada sem a necessidade
da utilizacdo de material biol6gico. A membrana ndo necessitou de tratamento prévio
e foram utilizadas com o lado brilhante voltado para o compartimento doador, como
indicado pelo fabricante.

O estudo de permeacédo cutanea foi executado da mesma maneira que o
ensaio de liberacdo in vitro anteriormente mencionado e utilizando os mesmos tempos

de retirada das aliquotas.
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48 ESTUDO DA PERMEACAO IN VITRO POR ESPECTROSCOPIA DE
FOTOACUSTICA

Para a realizacdo dos testes de PAS, no sentindo de elucidar a permeacgéo
cutanea frente a membrana Strat-M®, foram utilizados como amostras o TAC puro, 0
PCL puro, a mistura fisica (MF) (TAC:PCL 1:1) e as suspensdes de nanocépsulas
poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N, NC-2 e NC-3).

4.8.1 Espectroscopia Fotoacustica

As medidas fotoacusticas foram realizadas em funcdo do tempo referente a
absorcdo do TAC frente a membrana (Strat M®), que neste caso também foi
responsavel por mimetizar as caracteristicas da pele em suas duas camadas mais
superficiais (epiderme e derme) e o tecido subcutaneo mais profundo.

Realizou-se testes de permeacdo em dois tempos diferentes para cada
amostra, em 15 minutos e em 3 horas apés a passagem pela membrana e delimitou-
se quatro frequéncias diferentes de analise (5, 23, 51 e 203 Hz) (NADAL et al., 2019,
p. 6,7). As membranas foram testadas invertidas (com o lado brilhante da Strat-M®
para baixo) com iluminacdo da parte interna e com o intuito de evitar qualquer
interferéncia das amostras durante a leitura.

Na técnica, conforme apresentado na Figura 12, foi utilizado uma lampada de
Xenobnio (Xe) com poténcia de 1000 W (66926 da Newport Corporation/Oriel) e
abrangendo comprimentos de onda especificos entre o ultravioleta (UV) e o
infravermelho (IF) do espectro eletromagnético. A luz proveniente desta lampada foi
modulada por um chopper (SR540 Stanford Research System), com modulacdo da
frequéncia de 4 Hz até 3,4 kHz, conforme as dimensdes da pa giradora utilizada na

modulacéo.
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FIGURA 12 — Montagem experimental da técnica de fotoacustica utilizada no laboratério multiusuério
de propriedades termo-6pticas (LAPTO) — UTFPR
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Fonte: Adaptado de NADAL, J. M. et al. Adapalene-loaded poly(e-caprolactone) microparticles:
Physicochemical characterization and in vitro penetration by photoacoustic spectroscopy. PLoS ONE,
v. 14, n. 3, p. 1-20, 2019.

A lampada de Xe emite de modo continuo o sinal de luz, com diferentes
intensidades de comprimentos de onda e, portanto, fez-se necessario a normalizacao
de todos os espectros fotoacusticos pelo espectro de emissdo da mesma. Com isso,
todos os espectros obtidos foram normalizados pelo espectro de um carvao puro, pois
este material absorve toda radiacéo incidente na faixa de comprimentos de onda de
interesse.

O sinal proveniente do modulador foi fornecido para um canal de amplificacéo
(amplificador lock-in, SR830 da Stanford Research System), e a luz modulada foi
entdo difratada em um comprimento de onda selecionado por um monocromador
(74100 da Newport Corporation/Oriel) que possui grades para visualizacdo de
comprimentos de onda na grandeza do UV/Vis, infravermelho préximo (IVP) e
infravermelho médio (IVM).

A luz modulada percorreu um caminho através de uma fenda estreita
(tamanho de 3 mm) sendo entéo direcionada por um espelho céncavo revestido com
aluminio (distancia focal efetiva 5 cm) e colimada por duas lentes biconvexas de
guartzo (distancia focal efetiva 10 e 15 cm) até a amostra dentro da célula fotoacustica.

A célula fotoacustica possui um microfone (4953 da Brlel & Kjaer) que foi

capaz de gerar 50 mV/Pa com pré-amplificador (2669-L da B&K) e canal de
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condicionamento (2690-A-0S1 da B&K). O microfone também estava conectado ao
canal de referéncia do amplificador lock-in detectando assim, a intensidade e a fase
do sinal fotoacustico. A célula fotoacustica projetada em aluminio possuia uma janela
Optica para a entrada de luz e o microfone foi acoplado em seu interior.

Os dados obtidos referente ao sinal da amostra foram conduzidos a anélise
por meio de software especifico que utiliza o algoritmo Levenberg Marquardt. Todo o
experimento foi realizado no laboratério multiusuario de propriedades termo-Gpticas
(LAPTO) do Centro de Caracterizagdo Multiusuério em Pesquisa e Desenvolvimento
de Materiais (C?°MMa) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) de

Ponta Grossa.

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

4.9.1 Cuidados Eticos

Este protocolo experimental foi previamente submetido a analise e aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(CEUA-UEPG), sob o numero de registro 0069285/2019.

4.9.2 Animais

Foram utilizados 50 camundongos albinos machos da espécie Mus musculos
(Balb/c) (25-35 g) de aproximadamente 90 dias. Os animais foram mantidos no Nucleo
Avancado de Estudos da Vida da Universidade Estadual de Ponta Grossa (NAEVI-
UEPG), em temperatura de 22 + 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 h controlado
automaticamente e com livre acesso a agua e ragao.

Os animais foram conduzidos ao laboratoério de experimentacao pelo menos
uma hora antes do inicio dos experimentos e os testes foram desenvolvidos com 5
grupos experimentais, divididos conforme o Quadro 1, sendo que de acordo com o

planejamento estatistico, foi definida a necessidade da utilizacdo de 10 animais por

grupo.
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QUADRO 1 - Esquema de tratamento dos grupos

Grupo Tratamento

G1 (n=10) | Animais que n&o receberam tratamento (Grupo Basal)

G2 (n=10) | Animais tratados apenas com o indutor inflamatério (TPA) (Grupo
Controle Inflamatério - GCI)

G3 (n=10) | Animais tratados com TPA e as nanocapsulas de PCL sem farmaco
(0,44 mL/animal*?) (Grupo NC-N)

G4 (n=10) | Animais tratados com TPA e o tacrolimus na concentracado de 0,1%
(m/v) (0,4 mL/animal') (Grupo TAC)

G5 (n=10) | Animais tratados com TPA e as nanocapsulas de PCL contendo
tacrolimus na concentracdo de 1 mg/mL (0,44 mL/animal*?3) (Grupo
NC-2)

Fonte: O autor

Notas: Esses volumes foram determinados de acordo com o peso médio de cada grupo de
camundongos. 2A eficiéncia de encapsulagdo do farmaco foi considerada para as suspensoes
de nanocéapsulas de PCL contendo TAC. 30 mesmo volume foi administrado para 0s grupos
NC-2 e NC-N.

4.9.3 Edema de Orelha Induzido Pela Aplicacio Tépica do TPA

O edema de orelha foi induzido pela aplicacao topica de 2,5 pg de acetato de

12-o-tetradecanoilforbol (TPA) em 20 pL de acetona na orelha direita dos

camundongos (BOSCARDIN, 2012, p. 54). O farmaco solubilizado em propilenoglicol

e as suspensdes de nanocapsulas com e sem TAC foram administrados por via

subcuténea, apés o tratamento com TPA, de acordo com o esquema de tratamento

abaixo (Figura 13) (SHI et al., 2017, p. 448). A administracdo subcutanea foi desejada

por conta da solubilidade do PCL no veiculo de aplicacdo do TPA.

Como controle positivo foi utilizado o préprio farmaco (G4) e como controle

negativo o grupo onde foi aplicado apenas o TPA (G2).
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FIGURA 13 — Esquema de tratamento e eutanasia dos grupos

» Aplicacéo do TPA (com excecao do grupo basal)
Dia 1| * 6 hapds ainducéo, aplicacao dos tratamentos via subcutéanea

» Eutanasia de 2 animais/grupo
Dia 2 | * Coleta de sangue e orelha

Dis 3 » Reaplicacédo do TPA e dos tratamentos
ia

» Eutanasia de 2 animais/grupo
Dia 4 | * Coleta de sangue e orelha

Dis 5 » Reaplicacédo do TPA e dos tratamentos
ia

» Eutanasia de 2 animais/grupo
Dia 6 | * Coleta de sangue e orelha

Dis 7 » Reaplicagcdo do TPA e dos tratamentos
ia

» Eutanasia de 2 animais/grupo
Dia 8| * Coleta de sangue e orelha

* Reaplicagéo do TPA e dos tratamentos

Dia 9

» Eutanasia de 2 animais/grupo
Dia 10| ¢ Coleta de sangue e orelha

Fonte: O autor

Em todos os grupos, circulos de 6 mm de tecido da orelha dos camundongos
foram coletados, onde a espessura e o0 peso da orelha foram avaliados e

posteriormente separados para a analise histoldgica.
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4.9.4 Avaliagcdo do Edema de Orelha

A avaliacdo do edema de orelha foi realizada de acordo com Hecker e Schimdt
(1974). A espessura da orelha foi medida proximo ao centro do circulo coletado logo
apos a retirada do tecido, com auxilio de um paquimetro digital (Stainless Hardened,
Mtx), onde a espessura foi registrada em micrometros e os dados foram expressos
como a variacao do edema. Além disso, foi verificado o peso das orelhas em balanca
analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil).

Para minimizar variacbes referentes a técnica, os experimentos foram

realizados sempre pelo mesmo experimentador.

4.9.5 Dosagem de Fibrinogénio

A dosagem de fibrinogénio foi realizado segundo Shalm; Jain e Carroll (1975),
pela técnica de precipitacao plasmatica a 56 °C. Em sintese, uma aliquota da amostra
do sangue foi centrifugada em tubo capilar e o indice de refracdo sérico foi medido.
Outra aliquota foi aquecida a 56 °C por 5 min, centrifugado e o indice de refracéao
também mensurado. A concentracao de fibrinogénio foi calculada pela subtracédo dos
valores obtidos antes e depois da precipitacdo do fibrinogénio (CARLETTO et al.,
2021, p. 3).

Para as analises, foi realizado a coleta de sangue via puncédo cardiaca e os

animais foram anestesiados com isoflurano.

4.9.6 Analise Histoldgica

As amostras de orelhas coletadas dos camundongos foram enviadas para o
Centro Técnico Histopatologico de Curitiba (CTHC) para confeccdo das laminas
histolégicas coradas por hematoxilina e eosina (HE) (RECIO et al., 2000, p. 2512). Em
seguida, as seccdes histolégicas com o infiltrado inflamatério e a espessura da
epiderme foram fotografadas em microscopio 6ptico Olympus AX70 (aumento de 20
e 40x) (Waltham, Massachusetts, USA), utilizando o software T capture versado 5.1.1

(Tucsen, Fuzhou, China).
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A quantificacdo das células inflamatorias foi avaliada utilizando o software
ImageJ — cell counter versao 1.44 (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD,

USA), com a contagem de todo o campo de visualizacéo.

4.9.7 Anélise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média. A
significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por andlise de variancia de uma
via (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey. O nivel de significAncia aceito para
os testes foi de p<0,05.

Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad
Prism verséo 6 (Séao Diego, California, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS
POLIMERICAS POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

As nanocapsulas poliméricas contendo TAC foram obtidas com sucesso pelo
método proposto, onde apresentaram um formato esférico com superficie lisa e
regular e tamanho médio adequado (aproximadamente 250 nm, IPD menor que 0,3,
potencial zeta superior a -30 mV e eficiéncia de encapsulacéo superior a 91%). Esses
valores foram considerados excelentes diante da proposta de permeacéo pelas
camadas da pele, além de apresentarem-se homogeneamente dispersas e estaveis
(CAMARGO, 2020).

Em trabalho prévio, verificou-se pelo estudo da estabilidade fisico-quimica
realizado que o tamanho das particulas e o indice de polidispersdo nao se alteraram
durante os 120 dias de armazenamento, assim como as caracteristicas
macroscopicas das suspensdes (CAMARGO, 2020, p. 91-96).

No entanto, o pH e o potencial zeta obtiveram diferencas significativas com o
passar do tempo. O pH modificou acima de 60 dias de armazenamento para a NC-3,
a qual possui maior concentracdo de farmaco, e as demais alteraram com 90 dias,
com excecao da NC-N que alterou o pH depois de 120 dias (CAMARGO, 2020, p. 91-
96).

Esses resultados ocorreram provavelmente por conta da hidrolise do MCT que
compde o ndcleo ou do tensoativo que sdo desprendidos da fase oleosa quando
ocorre agregacdo do polimero. Outros fatores encontrados também incluem a
hidrolise das ligacBes ésteres do PCL, que mantém a acidificacdo do meio devido a
liberacdo de grupos carboxilicos dos mondmeros, ou até mesmo a liberacdo do
farmaco livre (BALEST, 2013, p. 40; CAMARGO, 2020, p. 91-96; KULKAMP et al.,
2009, p. 2082,2083; MELO et al., 2010, p. 67; ZANETTI et al., 2019, p. 205).

Em relacdo ao potencial zeta, as amostras carregadas com TAC obtiveram
resultados significativos com 120 dias, confirmando a possivel hidrélise da cadeia
polimérica que expds 0s grupos carboxilicos na superficie acarretando no aumento do
valor negativo da mesma (BALEST, 2013, p. 40; CAMARGO, 2020, p. 91-96).

A Figura 14 mostra os espectros Raman do TAC puro, PCL puro, MF e das

nanocapsulas poliméricas sem e com farmaco. O espectro do TAC apresentou as
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bandas de acordo com as atribuicdes encontradas na literatura para vibracdo de
estiramento C=0 (1722 cm?), vibracéo de estiramento H,C=CH, (1665 e 1642 cm™),
vibracdo de estiramento C—OH (1444 cm™), deformacéo angular no plano (1127 cm-
1) e deformacéo angular fora do plano de C—H, C—O—C e C—C—C (842 cm™)
(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009, p. 269-336; ZIDAN et al., 2012, p.
347).

O espectro do PCL revelou as bandas de vibracéo de estiramento C=0 (1722
cm?), deformacgédo angular CH, (1438 cmt), deformacéo simétrica CH» (1302 — 1284
cm?), vibracédo de estiramento C—O—C (1066 — 1035 cm™) e vibragéo de estiramento
C—COO (911 cm?) (GUPTA et al., 2012, p. 12847-12851; KISTER et al., 2000, p.
927-931; KOLODZIEJ et al., 2018, p. 48-50).

O espectro da MF mostrou a sobreposi¢ao dos espectros do TAC e do PCL e
o das nanocéapsulas de PCL tanto sem e com farmaco ndo demonstraram nenhuma
evidéncia de deslocamento significativo das bandas principais quando comparadas
aquelas observadas para as matérias-primas puras dos materiais. Com isso, e
considerando as condi¢cdes suaves utilizadas na nanoencapsulacédo, era esperado
gue nenhuma ligacéo covalente ocorresse entre farmaco e polimero, assim como com

outros componentes da formulacdo quando as mesmas foram obtidas.
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FIGURA 14 — Espectros Raman do TAC puro, PCL puro, mistura fisica (MF), controle negativo (NC-N)
e nanocapsulas de PCL carregadas com TAC (NC-1, NC-2 e NC-3) imediatamente apés
sua preparacédo (tempo 0)

C-OH st
H,C-CH,st /
H.C-CH,st__ | Ar C-H/C-O-C/C-C-C

NC-1 (0)

NC-2 (0)

NC-3 (0)

750 500

2000 1750 1500 1250 1000

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: O autor
Nota: st: vibracao de estiramento / w: vibracéo de deformacao fora do plano / 6: vibracéo de deformacao
no plano / Ar: aroméatico
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A espectroscopia Raman foi utilizada para investigar o efeito dos diferentes
tempos de armazenamento na estabilidade das nanocapsulas poliméricas contendo
TAC, conforme o representado na Figura 15. Como foi possivel observar, nenhuma
diferenca nas atribuicdes da banda Raman foi detectada durantes os tempos.
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FIGURA 15 — Espectro Raman da amostra NC-1 em diferentes tempos de armazenamento: NC-1 (0):
imediatamente apés a preparagdo; NC-1 (30): apés 30 dias; NC-1 (60): apds 60 dias;
NC-1 (90): ap6s 90 dias e NC-1 (120): apos 120 dias de armazenamento

NC-1 (0)

NC-1 (30)

NC-1 (60)

NC-1 (90)

NC-1 (120)

| ! | ! | ! | ! | ! |
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40
Comprimento de onda (cm™)

Fonte: O autor

Nota: As andlises dos dias 0 e 30 foram realizados no Complexo de Laboratdrios Multiusuarios da
UEPG e as demais no equipamento locado na Universidade Federal de Alagoas. Apesar de
equipamentos diferentes, ndo houveram variagfes significativas nos espectros, obtendo resultados de
resolugbes distintas, mas sem alteracdes das bandas caracteristicas dos grupos funcionais das
estruturas.
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No entanto, como ja mencionado, é conhecido que o PCL é um polimero
semicristalino contendo regides cristalinas e amorfas e sua estabilidade depende da
reorganizacdo, da recristalizagdo e do recozimento, que sdo processos de
relaxamento de um cristal que ndo esta em equilibrio. Em geral, a degradacao
prossegue mais rapido em regiées amorfas, o que resulta em um aumento do grau de
cristalinidade durante o armazenamento (ESPINOZA et al., 2019, p. 5; KOLODZIEJ et
al., 2018, p. 44-45; LACOULONCHE et al., 1999, p. 987). Nesse sentido, uma analise
mais aprofundada do grau de cristalinidade foi realizada para as nanocépsulas de PCL
carregadas ou ndo com TAC em func¢éao dos tempos testados.

As bandas relacionadas com a cristalinidade do PCL apareceram em 1711
cm? (estiramento C=0); em 1284 cm™ (deformacédo simétrica CH2); em 1108 cm™
(estiramento C—O—C) e 1065 cm? (estiramento C—O—C). Os dominios amorfos do
PCL foram atribuidos em 1733 cm (estiramento C=0) e em 1097 cm™ (estiramento
C—0O—C) e foram detectados como alargamento de banda que caracteriza a
cristalinidade do material. As bandas em 1440 cm! (deformagdo angular CHz) e em
913 cm (estiramento C—COOQO) também foram associados com o dominio cristalino.
A banda em 1304 cm™ foi acoplada com a banda em 1284 cm™ como um resultado
da vibracdo de deformacéo simétrica CH2 (xCH:) e essas atribuicbes estavam
relacionadas a ambas as fases do polimero, a regido amorfa e cristalina,
respectivamente (KOLODZIEJ et al., 2018, p. 48-50; LACOULONCHE, 1999, p. 987-
990).

Como ha alargamento dessas bandas, que caracterizam o processo de
cristalizacdo, um ajuste gaussiano foi realizado a fim de obter o grau de cristalinidade
para cada amostra (NC-N, NC-1, NC-2 e NC-3) e para os tempos de armazenamento
(0, 30, 60, 90 e 120 dias) conforme relatado na literatura (KISTER et al., 2000, p. 927-
931; KOLODZIEJ et al., 2018, p. 48-50). Os trés intervalos avaliados foram: 1760 —
1690 cm™, 1320 — 1250 cm™ e 1140 — 1000 cm™. A Figura 16 resume o ajuste
gaussiano de cada faixa espectral para a amostra NC-1 no dia 0 e ap6s 120 dias de

armazenamento.
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FIGURA 16 — Ajuste gaussiano para as faixas espectrais: (a) 1760-1690 cm™ que incluiu 2 bandas em
1734 e 1711 cm®; (b) 1320 — 1250 cm™ que era composto por 3 bandas centrado em
1305, 1292 e 1270 cm?; (c) 1140 — 1000 cm™ que apresentou 4 bandas centradas em
1108, 1096, 1066 e 1038 cm™ para amostra NC-1 no dia 0 e ap6s 120 dias de

armazenamento.
C
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Comprimento de onda (cm™)

Fonte: O autor
Nota: A linha azul representa o melhor ajuste gaussiano realizado com Rz > 0,99.

De acordo com a Figura 16 (a), as bandas centradas em 1734 e 1711 cm™!
foram relacionados com as vibracdes de estiramento C=0 dos dominios amorfos e
cristalinos, respectivamente. Em relacdo a Figura 16 (b), a banda atribuida em 1304
cm? foi acoplada com a banda em 1284 cm™ e essas duas bandas estavam
relacionadas com a vibracdo de deformacdo simétrica de CH2 e eram devidas as
regides amorfas e cristalinas, respectivamente. Em Figura 16 (c) as bandas centradas
em 1037, 1064 e 1111 cm foram relacionadas a regido cristalina do PCL, enquanto
a banda em 1096 cm foi atribuida a regido amorfa deste poliéster. Portanto, para
determinar o grau de cristalinidade dessas faixas espectrais, foi realizada a analise
das razbes das areas Ai1711/A173a, A1200/A1304 € A(1111+1064+1037)/A1096.

O comportamento dessas razoes foi apresentado na Figura 17. O grau de

cristalinidade obtido para a razdo Ai711/Ai1734 mostrou um aumento notavel sobre o
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tempo de armazenamento — Figura 17 (a). Na Figura 17 (b), foi demonstrado o grau
de cristalinidade para a razao Aizo0/A1304, ONde as amostras NC-N e NC-1 revelaram
aumento da cristalinidade ao longo do tempo de armazenamento, enquanto que as
amostras NC-2 e NC-3 tiveram um comportamento anémalo quando comparadas com
as outras e pode-se atribuir esse resultado a natureza da banda Raman em 1304 cm-
! pois deve-se levar em consideracao que esta atribuicéo é tipica do MCT e a hipétese
de que esse Gleo provavelmente foi liberado das nanocapsulas de PCL carregadas
com TAC ao longo do tempo.



77

FIGURA 17 — (a) Razdo de area gaussiana de regides do PCL cristalinos/amorfos de vibracdo de

estiramento C=0 (Ai711/A1734). (b) Razdo de area gaussiana de regides do PCL
cristalinos/amorfos de deformacé@o simétrica CHz (Ai1200/A1304). (C) Razéo de area

gaussiana de regides do PCL cristalinos/amorfos de vibragédo de estiramento C—OC—
[A111 + 1064 + 1037)/A1096]
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Fonte: O autor
Nota: Todos as areas foram normalizadas pelo dia 0, partindo, portanto, do mesmo ponto.

O grau de cristalinidade na razdo Aqii1+1064+1037)/A1006 (Figura 17 (c))

apresentou valores quase constantes até 60 dias de armazenamento e entdo, um

aumento

repentino foi registrado para NC-3 e NC-2 apés 60 e 90 dias,
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respectivamente. Esses dados foram consistentes com trés hipdteses que foram
propostas para as mudancas de pH observados anteriormente (CAMARGO, 2020, p.
91-96), como o acido carboxilico livre obtidos a partir da degradacédo do Tween® 80,
PCL e MCT.

De acordo com a literatura, esses grupos quimicos podem intensificar a
hidrélise do poliéster por mecanismo acido e essa rea¢ao pode ocorrer principalmente
em dominios amorfos, devido a essas regides terem um arranjo aleatério e
assistematico (LACOULONCHE, 1999, p. 987-988). Com isso, um aumento
proporcional dos dominios cristalinos foi alcan¢cado conforme observado para NC-2 e
NC-3.

A partir desses resultados e os encontrados previamente foi possivel concluir
gue essas formulacdes possuem uma estabilidade adequada dentro de 60 dias de
preparacdo e podem ser adequadamente utilizadas para doencas de pele durante

este intervalo de tempo.

5.2 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS
CONTENDO TACROLIMUS

O ensaio de liberacéo in vitro foi realizado com o TAC livre solubilizado em
propilenoglicol e a formulacdo NC-2, escolhida para realizacéo dos testes in vitro e in
vivo pela otima eficiéncia de encapsulacédo (superior a 99%) e a concentracao de
farmaco semelhante a usualmente utilizada em sua forma convencional (1 mg/mL).
Os valores obtidos para cada intervalo de coleta foram corrigidos considerando as

aliquotas retiradas e a Figura 18 mostra os perfis de liberacao.
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FIGURA 18 — Perfil de liberagédo in vitro para o TAC livre e nanocapsulas poliméricas contendo TAC
(NC-2)
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Fonte: O autor

O TAC apresentou perfil de liberacéo rapida no meio utilizado, chegando a
80% do farmaco liberado em 60 min de experimento. Em relacdo a NC-2, foi possivel
observar uma liberacéo controlada do farmaco com 80% de liberac&o apos 72 horas
(4.320 min).

O teste de liberacdo € amplamente utilizado para investigar a liberacdo de
farmacos de uma forma farmacéutica no intuito de alterar a farmacocinética do mesmo
e, eventualmente, melhorar seu efeito farmacolégico. Estudos de liberacdo de drogas
sdo essenciais para conhecer o comportamento de diferentes formas farmacéuticas.
Eles sdo amplamente utilizados para o desenvolvimento e otimizacdo de todos os
tipos de sistemas de liberac&o sustentada, retardada ou controlada. Este experimento
€ essencial para nanossistemas que utilizam polimeros ou lipidios para transportar
ativos para os locais desejados (PAARAKH et al., 2018, p. 12; SINGHVI; SINGH,
2011, p. 1).
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5.2.1 Avaliagéo dos Perfis de Liberagdo

Além do ensaio de liberacédo do farmaco, foi possivel conhecer a cinética de
liberacdo por meio dos modelos matematicos. Esses modelos sdo baseados em
fendmenos como a dissolucéo, a difuséo, o inchaco, a eroséo, a precipitacdo e/ou a
degradacdo. A cinética de liberacdo do farmaco € acionada por mecanismos que
dependem da composi¢do da matriz, da geometria, do método de preparacdo e do
meio de dissolucéo utilizado para a liberacédo do farmaco (PAARAKH et al., 2018, p.
12).

Além disso, também dependem dos principais fatores que afetam a liberacéo,
como o didmetro médio da particula, o estado fisico, a concentracdo do farmaco
dentro das particulas, as propriedades viscoelasticas do sistema polimérico, e as
propriedades de dissolucéo-difusdo do farmaco encapsulado. Sobre a liberacéo pelo
polimero, existem dois mecanismos principais de liberacdo: a difusdo do farmaco
através da matriz polimérica e a erosao do polimero (PAARAKH et al., 2018, p. 13).

Com isso, varios modelos cinéticos tém sido usados para ajustar os dados de
liberacdo in vitro com base nos resultados experimentais encontrados. Esses
resultados podem ser ajustados a modelos como a ordem zero, a primeira ordem, o
Higuchi, o Hixson-Crowell, o Korsemeyer-Peppas e outros (PAARAKH et al., 2018, p.
14; SINGHVI; SINGH, 2011, p. 4-7).

De acordo com os modelos cinéticos aplicados aos perfis de liberacéo (Tabela
2), foi possivel encontrar que a NC-2 apresentou uma liberagédo de ordem zero (R?
ajustado = 0,9947). O modelo de ordem zero refere-se ao processo de liberacéo
constante do farmaco por um sistema de liberacdo independente da concentracao do
farmaco. Este modelo é ideal para uma forma farmacéutica de liberacdo controlada
com flutuacdes nos niveis de ativos nos tecidos ou na circulacdo (PAARAKH et al.,
2018, p. 15; SINGHVI; SINGH, 2011, p. 5). As formas farmacéuticas que apresentam
esse comportamento liberam a mesma quantidade de ativo por unidade de tempo e
sdo uma das melhores abordagens para formular medicamentos de liberacdo
prolongada (da COSTA, 2002, p. 143).
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TABELA 2 — Dados ajustados para o perfil de liberag&o in vitro das nanocapsulas poliméricas contendo

TAC (NC-2)

Modelo Equacéo Equacéo linear R? ajustado
Ordem zero Q = Qo + Kot y =1,0506x + 1,511 0,9947
Primeira ordem dC/dT = -Kt y =-0,0122x + 2,0517 0,9143
Higuchi Q = KH %2 y = 0,0945x + 1,2057 0,9532
norsmeyer- MUMe =K' y=0,8816x+0,2487 0,9846

eppas

Hixson—Crowell Qo'® - Q:**=KHCt y=-0,0294x +4,7112 0,9675

Fonte: O autor

Notas: Ordem zero: Q é a quantidade de farmaco liberado ou dissolvido, Qo € a quantidade inicial de
farmaco em solucdo (geralmente é zero), t € o tempo, Ko € a constante de liberacdo de ordem zero;
Primeira ordem: dC é a derivada da concentragdo, dT é a derivada do tempo, K é a constante da
velocidade de primeira ordem expresso em unidade de tempo’; Higuchi: KH é a constante de
dissolucdo de Higuchi; Kors-Peppas: Mt/M= ¢é a fracdo do farmaco liberado pelo tempo t, K é a taxa
constante (tendo unidades de t") incorporando caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de
liberac@o. n é o expoente indicativo do mecanismo de liberagdo do farmaco através do polimero;
Hixson-Crowell: Qt denota o peso restante de sélido em tempo t, Qo € 0 peso inicial do solido no
momento t = 0, e KHC representa a taxa de dissolugdo constante.

A biodegradabilidade de polimeros € um atributo explorado na modulacéo da
liberacdo de farmacos, sendo desejavel que o biomaterial desapareca assim que
realizar sua funcdo no organismo. Esses produtos de degradacdo formados sao
metabolizados a dioxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou excretados na urina
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010, p. 53).

Devido a presenca dos grupos ésteres em sua estrutura quimica, o PCL &
suscetivel a hidrélise. Portanto, o polimero pode sofrer hidrolise quimica ou
enzimatica, e o mecanismo de degradacdo do polimero altera indiretamente essa
liberacdo. Em formulacdes de PCL, a clivagem ndo enzimatica comeca na regiao
amorfa, que é auto-catalisada pelos grupos carbonilas da extremidade da cadeia
polimérica fragmentada (DASH; KONKIMALLA, 2012, p. 19; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010, p. 55).

A permeabilidade a agua na formulacdo € o passo limitante para esta
fragmentacdo, produzindo, assim, fragmentos menores, dependendo do peso
molecular do PCL. Este processo de perda de massa é geralmente acompanhado por
erosdo superficial causado por sulcos e rachaduras na superficie (DASH;
KONKIMALLA, 2012, p. 19). Assim, foi possivel supor que alteracdes hidroliticas na
superficie das nanocapsulas de PCL podem ter influenciado no processo de liberacéo
do farmaco no meio de dissolucéo.

A fim de elucidar o mecanismo de liberacdo do TAC pelas nanocpsulas de

PCL, o modelo de Korsmeyer-Peppas pode ser utilizado, sendo indicado quando o
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mecanismo de liberagdo ndo é bem conhecido ou quando mais de um tipo de
mecanismo pode estar envolvido. Nesta féormula, o valor de n relata o tipo do
fenbmeno fisico associado a liberacdo (PAARAKH et al.,, 2018, p. 16; SINGHVI;
SINGH, 2011, p. 7; DA COSTA, 2012, p. 146).

Resumidamente, nos sistemas de liberacdo com geometria esférica, um valor
de n menor que 0,45 indica que a liberagéo é controlada por difusdo (difuséo Fickiana);
um valor de n acima de 0,89 representa que a liberacdo do farmaco pelo polimero
ocorre por eroséo (transporte caso Il ou mecanismo de transporte nao Fickiano); e um
valor de n entre 0,45 e 0,89 caracteriza o transporte anbmalo com caracteristicas de
ambos 0s mecanismos (da COSTA, 2012, p. 146; LENZI et al., 2016, p. 2; PAARAKH
etal., 2018, p. 16; SINGHVI; SINGH, 2011, p. 7).

Levando tudo isso em consideracao, a formulacdo NC-2 apresentou um valor
de n de 0,8816 pelo Korsmeyer-Peppas, indicando que o mecanismo fisico de
liberacdo do farmaco pelas nanocapsulas de PCL contendo TAC ocorreu pelo
transporte anémalo, no qual o farmaco foi liberado tanto por difusdo Fickiana quanto
por relaxamento/erosao do poliéster (PAARAKH et al., 2018, p. 13).

5.3 AVALIACAO DA PERMEACAO IN VITRO POR DIFUSAO EM CELULA
ESTATICA DE FRANZ

Como ja mencionado, a utilizacdo da Strat-M® serve ao propoésito de ser uma
membrana econdmica para testar e otimizar formulacdes farmacéuticas com boa
reprodutibilidade e sem precisar utilizar material biolégico, além de ser usada para
triagem de formulacdes durante as fases iniciais de desenvolvimento de produtos de
higiene pessoal, ativos cosméticos, formulacdes de protecdo da pele contra agressao
guimica, entre outros (HAQ et al., 2018a, p. 433).

A Figura 19 demonstra os cromatogramas obtidos ap6s 72 h de experimento
para o TAC solubilizado em propilenoglicol e na concentracdo em 1 mg/mL e para a

formulacdo NC-2.
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FIGURA 19 — Cromatogramas obtidos apés 72 h de realizacéo da permeacéo cutanea in vitro utilizando
a membrana sintética Strat-M® para o TAC e NC-2

— NC-2
— TAC
T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Tempo de retengéo (min)

Fonte: O autor

Foi possivel observar que nao houve sinal algum do farmaco durante o tempo
da corrida cromatografica programada e validada previamente (CAMARGO et al.,
2021) e em nenhum dos tempos de coletas realizados. A auséncia de sinal deve-se
ao motivo de ndo ocorrer absorcdo do farmaco ou das nanocapsulas poliméricas
durante o experimento, indicando que ambos se encontraram retidos da membrana
Strat-M®, estando de acordo com o0 encontrado na literatura para aplicacdo topica
(GARCIA et al., 2018, p. 2; MACHADO et al., 2017, p. 746).

O fato de ndo ocorrer a permeacdo € um importante indicativo de que o ativo
deve ter permanecido na regido cutanea e ndo realizou uma entrega transdérmica
(GARCIA et al., 2018, p. 2). Com as nanocapsulas permanecendo nessa regido, o
contato entre o sistema e as células envolvidas na inflamacdo das doencas
autoimunes cutaneas por um tempo maior e mais prolongado, favorece a acdo do

farmaco e deve garantir o efeito imunossupressor do TAC, assim como, a redugao
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dos efeitos adversos, como a irritagdo da pele causada pelo farmaco livre (DHEER et
al., 2018, p. 223).

Infelizmente somente por essa técnica ndo foi possivel verificar em qual
camada da membrana se encontra o TAC livre e as nanocépsulas. Para concluir se o
sistema de liberacdo desenvolvido melhorou ou ndo a permeacao do farmaco, ja que
0 mesmo, devido ao seu peso molecular (822 Da) dificulta a permeagéo mais profunda
pela pele (YU et al., 2018, p. 130) experimentos utilizando a PAS como ferramenta

auxiliar foram realizados para resolver esse impasse.

54 AVALIACAO DA PERMEACAO IN VITRO POR ESPECTROSCOPIA
FOTOACUSTICA

A PAS tem se mostrado uma técnica valiosa para avaliar a penetracdo de
substancias através da pele tanto in vitro como in vivo e seu uso foi expandido para
fins de aplicacOes terapéuticas. Portanto, considerando a importancia da investigacéo
da distribuicdo e dos processos de interacdo quando as substancias sdo aplicadas na
pele, utilizou-se dessa técnica para concluir os estudos de permeacéo in vitro iniciados
com as células estaticas de difusdo de Franz (SEHN et al., 2003, p. 758).

Para determinar a permeacdo do TAC pela membrana Strat-M®, o0s
espectros de absorcdo do TAC e das formulagdes (NC-N, NC-2 e NC-3) foram
primeiramente obtidos. A Figura 20 representa os espectros do farmaco, MF e das
nanocapsulas e estes espectros foram normalizados somente pelo espectro do

carvao.
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FIGURA 20 — Espectro de absor¢éo 6ptica do TAC, PCL, mistura fisica (MF) e das nanocapsulas
poliméricas (NC-N, NC-2 e NC-3)

0,6
—— TAC
—— MF
— PCL
© - ——NC-N
= O NC-2
.S —— NC-3
D
s
O
S 02-
9
(@]
e
©
S
N 0,0 =
| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor

Foi possivel observar que o espectro do TAC é bem semelhante ao da MF e
conforme resultados obtidos em trabalhos anteriores (MACENHAN, 2018, p. 85;
NADAL et al., 2019, p. 13), a intensidade do PCL é bem mais baixa e, portanto, nao
foi considerada para o trabalho, assim como para a amostra NC-N.

Em relacdo as nanocapsulas foi possivel identificar um aumento na
intensidade da banda em 244 nm e um ombro em 277 nm, sendo que este fica mais
intenso conforme aumenta a concentracdo do farmaco. Também foi observado o
aparecimento de uma ligeira banda em 350 nm. Resultados semelhantes foram
encontrados na literatura para o TAC livre (AMARDEEP; BANDE; AGARWAL, 2012,
p. 319; BOER; MARQUES; CARDOSO, 2008, p. 139; PATEL et al., 2021, p. 240;
YANG et al., 2022, p. 2).

Essa diferenca entre os espectros do TAC e das nanocapsulas pode ser

justificado pelo fato de que como a NC-N possui um sinal muito baixo de absorcao
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Optica, considera-se que a formulagdo sem TAC possui uma baixa conducao térmica
e consequentemente, quando incidimos uma radiacdo no material, a mesma €
transmitida para o interior das nanocapsulas e absorvida pelo farmaco gerando calor
e, com isso, produzindo o sinal fotoacustico. Este efeito j& foi observado em trabalhos
anteriores com nanocépsulas poliméricas com nucleo oleoso (FERRARI et al., 2019,
p. 10).

Segundo Macenhan (2018, p. 81); Nadal et al. (2019, p. 17); Haq et al. (2018b,
p. 61) e como j& mencionado, as membranas sintéticas Strat-M® sdo compostas de
duas camadas de poli(étersulfona) com uma superficie muito compacta, equivalente
ao estrato cérneo, que fornece resisténcia a permeacao de certos farmacos. Abaixo
dessas camadas existe uma terceira camada de poliolefina de 100 um a qual possui
poros maiores e, portanto, maior permeabilidade. Essas camadas poliméricas criam
uma estrutura porosa que é impregnada com uma mistura de lipidios sintéticos que
fornecem um gradiente de tamanho de poros e difusividade.

Macenhan (2018, p. 82) e Nadal et al. (2019, p. 9-10), realizaram a
caracterizacdo da Strat-M® e para obter o perfil de profundidade através da
membrana determinaram o comprimento de difusdo (i), o qual mensura a espessura
da parcela de amostra que mais contribui para a geracédo do sinal fotoacustico. Além
disso, verificaram que as frequéncias de modulacdo 5, 23, 51 e 203 Hz eram
equivalentes as profundidades da membrana em 210, 100, 67 e 34 um,
respectivamente e isso deve-se ao fato de que a frequéncia é inversamente

proporcional a profundidade, como representado na Figura 21.
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FIGURA 21 — Esquema representativo da relagdo entre a frequéncia utilizada x penetracdo da amostra
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Fonte: O autor

Ao analisarem a membrana pelo lado interno, os resultados proporcionaram
uma intensificacdo da equivaléncia entre as camadas da Strat-M® com a pele
humana. A regido equivalente ao estrato corneo tem uma penetragao de 210 ym de
profundidade, enquanto que a regido equivalente a derme tem uma profundidade de
penetracdo de 100 um (NADAL et al., 2019, p. 17).

Os espectros obtidos por PAS para a membrana Strat-M® em 5, 23, 51 e 203
Hz estdo apresentados na Figura 22 (a), enquanto que a Figura 22 (b) demonstra a
fotomicrografia da membrana realizada por microscopia eletrénica de varredura com
fonte de emissdo de campo (MEV-FEG) e a Figura 22 (c) representa um esquema
tridimensional da pele humana com o intuito de melhorar o entendimento das

profundidades.
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FIGURA 22 — (a) Espectro PAS para a membrana Strat-M®. (b) Fotomicrografia da membrana com

0.8

ampliagdo de 200x. (c) Esquema tridimensional da pele humana
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Fonte: Adaptado de NADAL, J. M. et al. Adapalene-loaded poly(e-caprolactone) microparticles:
Physicochemical characterization and in vitro penetration by photoacoustic spectroscopy. PLoS ONE,
v. 14, n. 3, p. 1-20, 2019.

Nota: As setas ilustram o comprimento de difusdo térmica (umembrana) Obtido para as frequéncias de 5,
23, 51 e 203 Hz e a correlacdo com as camadas da pele — as cores sdo as mesmas do respectivo
espectro (a)

Com esses resultados, Macenhan (2018, p. 82) e Nadal et al. (2019, p. 11-
12), concluiram a existéncia de um red shift entre 278 e aproximadamente 300 nm
(Figura 22 (a)), que representa a passagem da camada poli(étersulfona) para a
camada de poliolefina. Os autores associaram essa banda principalmente em funcéo
das interagOes intracadeias poliméricas, além das transi¢cdes m—1* dos elétrons nos
orbitais T dos anéis aromaticos.

Nadal et al. (2019, p. 12), também observaram que a mudanca de 300 para
350 nm significa que as cadeias poliméricas se tornam menos emaranhadas e,
portanto, para uma frequéncia de modulacéo de 5 Hz (210 um), o sinal fotoacustico
gerado era da camada poli(étersulfona).

A Figura 23 mostra os espectros em funcéo da profundidade para as amostras
TAC (a) e NC-2 (b) apés 15 min de aplicacdo nas membranas. Efetuou-se a medida
na parte interna da Strat-M® e, com isso, observou-se o sinal do farmaco puro em 104
(ombros em aproximadamente 310 e 350 nm) e em 33 pum (ombro em
aproximadamente 240 nm), indicando que apd6s 15 min o TAC livre percorreu
praticamente toda a extensdo da membrana. Em relacdo a amostra NC-2 verificou-se
sinal da formulacdo apenas na profundidade de 104 um (sinais em 240, 279, 316 e
~350 nm).
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FIGURA 23 — Espectros fotoacusticos em funcdo da profundidade das amostras TAC (a) e NC-2 (b)
apo6s 15 min de aplicagdo na membrana

= TAC 33 um 0,008 - B NC-233pm
0,010
0,006
0,005 0,004
—_ —~ 0,002
@ 003 , © . :
= ® TAC BT um o 0024 w NC-2 67 um
"'6" 0,02 < — ] u
o
o 0.0 - Q9 0014
“'%' W
Q.'D.GD T T T T T T T T T T T T T T T 30-05 T T T - 1T 1T 1 T 1T
8 003- = TAC104um | © gpe " NG-2 104 pm
= -—
O 002- o oo
© 0014 = o
E = 001
0 07 1] ,
061 m TAC 204 um g; ® NC-2 204 um
gf' 05
"y 0.4
0.2

2-;0 2'I|3L'r ZEIIG 360 Séﬂ 3&0 3é0 380 400 420 2&0 2'||3EI ZSIG 360 Séﬂ 34:;0 3é0 38IO 400 420
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
Fonte: O autor

Mesmo observando estas diferencas nao se deve esquecer da contribuicdo
da membrana no sinal fotoacustico. Neste caso, o primeiro passo foi aplicar o mesmo
método matematico utilizado em estudos anteriores. Este método consistiu em efetuar
as deconvolugdes gaussianas nos espectros das amostras apresentadas na Figura
20, com excecdo das amostras PCL e NC-N devido a baixa intensidade das bandas.

A Figura 24 apresenta essas deconvolucdes, onde foi possivel verificar para
o TAC trés gaussianas centradas em 253, 296 e 329 nm, sendo 0 mesmo encontrado
para a amostra MF. Com relacdo as nanocapsulas (NC-2 e NC-3) observamos quatro

gaussianas centradas em 243, 275, 305 e 347 nm.
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FIGURA 24 — Espectro fotoacUstico para o TAC, MF e as formula¢des de nanocapsulas (NC-2 e NC-
3) com as deconvolugbes gaussianas
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Por conta de possuir gaussianas correspondentes as contribuicbes da

membrana e das formulagbes centradas nas mesmas posi¢des (~280 nm e 300 nm —

Figura 22 (a)), ndo foi possivel utilizar o0 mesmo critério de ajuste dos estudos
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anteriores. Neste caso, fez-se necessario subtrair a contribuicdo da membrana para
cada frequéncia (profundidade) e entdo integrar a area do espectro resultante.
Matematicamente o resultado € o mesmo e foi apresentado na Figura 25.

FIGURA 25 — Evolucdo da permeacdo de TAC e da formulagdo NC-2 na membrana em funcéo do
comprimento de difusdo térmica apos 15 min e 3 h de aplicacao
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Fonte: O autor

A partir disso, foi possivel notar que em 15 min apds a aplicacdo das amostras

uma grande concentracdo de NC-2 e uma concentracdo menor de TAC encontraram-
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se retidos na regido mais superficial da membrana, equivalente ao estrato corneo na
pele humana (204 pm). Enquanto que depois de 3 h uma maior quantidade da NC-2
encontrou-se disponivel na regido equivalente a derme humana (104 pm) e o TAC
livre foi capaz de permear a membrana até as camadas mais profundas (33 um).

A escolha desta amostra NC-2, como ja mencionado, se deve ao fato de que
essa formulac&o possui uma 6tima eficiéncia de encapsulacéo (superior a 99%) e a
concentracdo de farmaco semelhante a usualmente utilizada em sua forma
convencional (0,1%).

Lapteva et al. (2014, p. 2995-2996), realizaram um estudo para verificar a
biodistribuicdo na pele humana de TAC encapsulado em micelas poliméricas e na sua
pomada convencional e observaram que as micelas também ficaram mais retidas nas
camadas mais superficiais da pele, enquanto que o TAC livre atingia todas as
camadas, incluindo as mais profundas. Os autores concluiram que a formulacéo
contendo o farmaco encapsulado entregou o TAC mais rapidamente e em
guantidades significativamente maiores do que a pomada convencional.

Ainda, os autores verificaram que as micelas poliméricas entregaram muito
mais farmaco no estrato corneo e na epiderme viavel, aumentando a deposicao de
TAC em até 4 vezes quando comparado ao farmaco livre. Esse resultado em
pacientes com psoriase foi considerado como excelente, pois na psoriase o estrato
cérneo encontra-se espessado e a epiderme inflamada, além de ocorrer a migracao
de linfocitos T para essa regido, 0 que nao acontece em uma pele saudavel, pois
essas ceélulas encontram-se somente na derme (LAPTEVA et al., 2014, p. 2998).

Uma das desvantagens da forma convencional do TAC para pacientes com
doencas autoimunes cutaneas foi atribuida a incapacidade da formulacdo em entregar
o TAC através do estrato corneo espessado, além de que a pior entrega também deve-
se aos excipientes da formulacdo, dado que a forma tdpica possui excipientes
altamente lipofilicos, diferentes tipos de parafina, carbonato de propileno e cera de
abelha que reduz a atividade termodinamica do farmaco e, como consequéncia, a
particdo do TAC da formulacéo para a pele (LAPTEVA et al., 2014, p. 2997-2998).

Pan et al. (2016, p. 4044), desenvolveram nanoparticulas combinadas com
nicotinamida para melhorar a entrega percutanea de TAC e analisaram a permeacao
in vitro utilizando a pele abdominal de ratos. Os autores verificaram que a aplicacéo

de nanopatrticulas tende a alcancar uma maior retencdo do farmaco na pele, além de
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prolongar o tempo de residéncia, o direcionamento para as camadas mais superiores
e melhorar as propriedades fisico-quimicas indesejaveis do TAC.

Yu et al. (2018, p. 136), avaliaram a permeacdo cuténea in vitro também
utilizando a pele abdominal de ratos para nanoparticulas de quitosana carregando
TAC combinadas com nicotinamida e os autores também perceberam um aumento da
retencdo das nanoparticulas nas camadas mais superiores da pele, principalmente
uma maior retencao na regiao do estrato corneo, enquanto que o TAC proveniente da
pomada comercial teve uma menor permeacao cutanea. Os autores definiram esses
resultados do TAC livre como consequéncia das caracteristicas farmacotécnicas da
forma farmacéutica, ja que as nanoparticulas tendem a melhorar a solubilidade do
TAC e, com isso, aumentar o gradiente de concentracao e a particao pele/veiculo.

Fereig et al. (2021, p. 8-9), encapsularam o TAC em nanoparticulas de
guitosana com o intuito de aumentar a deposi¢ao cutanea em casos de psoriase. Para
a analise utilizaram a pele do dorso de ratos e verificaram que as nanoparticulas
tiveram menor permeacao que a pomada comercial de TAC depois de 24 horas,
porém as nanoparticulas apresentaram um maior depdsito (75%) na pele quando
comparado a pomada (34%), incluindo maior depdsito no estrato corneo. Os autores
concluiram que a melhora da retencdo nas camadas superiores em peles com lesdes
psoriaticas, principalmente estrato cérneo e epiderme, acabava sendo muito mais
benéfico e, além disso, as nanoparticulas de quitosana diminuiram a absorcéo
sistémica do farmaco e fortaleceram a terapia topica.

Com isso, foi possivel concluir que as nanocapsulas de PCL contendo TAC
na concentracdo de 1 mg/mL (NC-2) forneceram um sistema adequado para o
tratamento tdpico, pois o processo de encapsulacao reduziu a permeacao cutanea do
TAC por todas as camadas, melhorando a biodistribuicdo e acumulando a maior
concentracdo das nanocapsulas no estrato cérneo, na epiderme viavel e na regido
dérmica, que sdo as camadas da pele onde encontra-se o infiltrado inflamatoério em
doencas autoimunes cutaneas (LAPTEVA et al., 2014, p. 2998).

Além disso, prevé-se que quando aplicado na pele doente, esse sistema de
liberacdo estaria disponibilizando o TAC em uma liberacdo controlada para agir
diretamente nos linfécitos T e induzir o seu efeito imunossupressor com um menor
efeito adverso (LAPTEVA et al., 2014, p. 2998).

Por fim, vale ressaltar que nenhum trabalho foi encontrado na literatura que

envolvesse o desenvolvimento de nanocapsulas de PCL contendo TAC para o estudo
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da avaliacdo da permeacao cutanea in vitro em membranas sintéticas Strat-M® e nem
utilizando da espectroscopia fotoacustica como ferramenta de anélise, sendo esse,
portanto, um trabalho de caréater inédito.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

5.5.1 Analise do Edema e Peso das Orelhas

A analise do edema e do peso das orelhas sao indices importantes para
avaliar a severidade da inflamacg&o causada pela aplicacdo do TPA. A partir disso,
dois camundongos BALB/c de cada grupo foram eutanasiados, a cada dia, intercalado
com o tratamento, para avaliar as mudancas da espessura e do peso da orelha direita
de cada camundongo (SHI et al., 2017, p. 449).

A Figura 26 demonstra os resultados da espessura das orelhas dos
camundongos, nos diferentes grupos e nos diferentes tempos de tratamento. Foi
possivel observar o aumento da espessura nas orelhas de todos os grupos que
receberam o tratamento com o agente flogistico, TPA (2,5 pg/orelha), quando
comparado ao grupo basal, sem tratamento. A injecdo subcutanea de TAC e da
formulacdo de nanocapsulas poliméricas contendo TAC né&o suprimiram o inchago da
orelha quando comparado ao grupo controle inflamatério (GCI), com excecédo de uma

leve supressao significativa no décimo dia para o grupo NC-2.
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FIGURA 26 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
reducdo do edema das orelhas de camundongos machos Balb/c induzidos por TPA
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Fonte: O autor
Notas: Andlise estatistica realizada em cada grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de tratamento. Teste
estatistico ANOVA 1 via com pds-teste de Tukey, com significancia de *p < 0,05, quando comparado
com o grupo controle inflamatério (GCI)

Em relacdo a analise do peso das orelhas (Figura 27) foi possivel observar
gue também néo houve diferenca significativa neste quesito, apesar da diferenca entre
0s grupos GCIl e NC-2 no sexto dia, indicando que nem o farmaco livre e nem a

formulacdo NC-2 foram capazes de reduzir o peso das amostras.
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FIGURA 27 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
reducdo do peso das orelhas de camundongos machos Balb/c induzidos por TPA
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Fonte: O autor
Notas: Andlise estatistica realizada em cada grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de tratamento. Teste
estatistico ANOVA 1 via com pds-teste de Tukey, com significancia de *p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle inflamatério (GCI)

Com isso, foi possivel concluir que a administracédo da formulacdo NC-2 nos
camundongos com inflamacé&o nas orelhas induzida pelo TPA nao causou melhora a
longo prazo no edema das orelhas, porém o mesmo € visualizado nos grupos que

receberam o TAC livre.
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5.5.2 Dosagem de Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica com grande variedade de
atividades no sistema de hemostasia. Essa proteina € um produto de trés genes FGA,
FGB e FGG e é sintetizado principalmente por hepatdcitos, embora a sintese extra-
hepatica de fibrinogénio seja observada no pulmdo, rim e outros tecidos. O
fibrinogénio é uma proteina de fase aguda por conta de sua concentragcdo plasmatica
aumentar rapidamente na presenca de processos inflamatérios. Em concentracfes
adequadas, esta proteina suporta a inflamacéo controlada, permitindo até a sintese
de outras proteinas, como o colageno na derme. A sintese hepatica de fibrinogénio
pode aumentar em 20 vezes a partir dos niveis basais em condi¢cdes de estresse
severo (CARLETTO et al., 2021, p. 4, ROSHAL, 2013, p. 793).

A Figura 28 representa a quantificacdo do fibrinogénio entre os grupos e
durante os 10 dias de tratamento. Foi possivel notar que a formulacdo NC-2 manteve
valores baixos de fibrinogénio em todos os intervalos de tempo testado e forneceu um
valor de fibrinogénio estatisticamente menor que do TAC puro no décimo dia. Nesse
sentido, as nanocapsulas carregadas com TAC demonstraram melhor controle do

fibrinogénio do que os demais grupos de tratamento.
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FIGURA 28 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
variacao do fibrinogénio sérico na inflamag&o em camundongos machos Balb/c induzidos
por TPA
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Fonte: O autor
Notas: Andlise estatistica realizada em cada grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de tratamento. Teste
estatistico ANOVA 1 via com pos-teste de Tukey, com significancia de **/##p < 0,01, quando
comparado com o grupo controle inflamatério (GCI) ou entre o farmaco, NC-N e NC-2

A inflamacdo aguda é conhecida por deslocar o equilibrio homeostatico em
direcdo a um estado pro-trombotico e antifibrinolitico em que ha aumento na
circulacao desses mediadores. A poténcia do fibrinogénio como mediador inflamatorio
esta ligado a uma capacidade de influenciar multiplos aspectos leucocitarios por meio
de mecanismos diretos e indiretos. O fibrinogénio pode facilitar a transmigracéo de
leucocitos para fora da vasculatura e induz funcdes efetoras dessas células, servindo
como uma pista local, espacialmente definida dentro do tecido danificado
(LUYENDYK; SCHOENECKER; FLICK, 2019, p. 512,513).

No caso de neutrdfilos, o fibrinogénio desempenha essa funcéo por meio da
modulacédo da geracao de segundos mensageiros, producado de espécies reativas de
oxigénio e adesdo celular sob condi¢ces inflamatorias. Esses achados claramente
demonstram que a interacao leucécito-fibrinogénio pode alterar a fungéo leucocitaria
e, portanto, levar a mudancas na migracao celular para o tecido afetado (ALMEIDA et
al., 2015, p. 98).
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Assim, a complexidade do fibrinogénio como mediador inflamatorio é ditado
pela localizagdo especifica ou das interagdes no microambiente e o envolvimento de
parceiros de ligacao especificos ficando claro que a reducao do fibrinogénio circulante
demonstra uma reducao e controle da inflamacgéo e, consequentemente, do dano no
tecido (LUYENDYK; SCHOENECKER; FLICK, 2019, p. 513). Com isso, foi possivel
concluir que as formula¢des de nanocapsulas poliméricas contendo TAC tiveram um
melhor resultado no controle do aumento de fibrinogénio quando comparadas aos

demais grupos de tratamento.

5.5.3 Efeito das Nanocapsulas Poliméricas Contendo TAC nas Andlises
Histopatoldgicas e Acumulo de Células Inflamatorias no Modelo de Indugdo da

Inflamacéo por TPA

A aplicagéo repetida de TPA nas orelhas dos camundongos provocam uma
dermatite alérgica, resultando na infiltragdo de células inflamatérias como linfocitos,
eosindfilos e mastocitos (SHI et al, 2017, p. 451). A Figura 29 demonstra a diferenca
subjetiva macroscopica das orelhas dos camundongos durante os diferentes dias de
tratamento e dos diferentes grupos.

Foi possivel notar uma diferenca entre a orelha normal (grupo Basal) e a
orelha inflamada (grupo GCI e NC-N) e uma diferenca intermediaria entre os demais
grupos tratados (grupos TAC e NC-2), indicando que macroscopicamente foi possivel
observar uma alteracdo pelo tratamento com a aplicacdo subcutdnea das

formulacdes.
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FIGURA 29 — Efeito macroscopico do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou nao TAC (NC-
N e NC-2) na inflamacéo das orelhas dos camundongos machos Balb/c ao longo dos
dias. (G1) grupo basal, (G2) grupo controle inflamatério, (G3), grupo NC-N, (G4), grupo
TAC, (G5) grupo NC-2. (a) dia 2, (b) dia 4, (c) dia 6, (d) dia 8, (e) dia 10 de tratamento

Fonte: O autor

A fim de investigar se 0 TAC e a formulacado NC-2 influenciaram na infiltracao
de células inflamatérias na pele apds a aplicacdo de TPA, seccdes de tecido foram
coradas com HE para revelar as células e as camadas das orelhas. A Figura 30 indica
a variacao da espessura da epiderme nos diferentes grupos e tempos de tratamento.

Foi possivel verificar que o0 TAC e a NC-2 apresentaram alteracoes
estatisticamente menores na espessura da epiderme do que 0 grupo controle
inflamatorio nos dias 2, 8 e 10 de tratamento, mesmo com a agressao quimica do
TPA. O grupo NC-2 teve uma reducéo significativa na espessura da epiderme do que
0 TAC nos dias 4 e 8, sugerindo uma melhor modulagéo inflamatéria da formulacao
das nanocapsulas do que do farmaco puro. A formulacdo NC-N também proporcionou
uma reducao significativa na espessura da epiderme quando comparado ao grupo
GClI nos dias 2 e 4.
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FIGURA 30 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
variacdo da espessura da epiderme das orelhas de camundongos machos Balb/c
induzidos por TPA
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Notas: Andlise estatistica realizada em cada grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de tratamento. Teste
estatistico ANOVA 1 via com pos-teste de Tukey, com significancia de *p < 0,05; **p < 0,01 e ****p <
0,0001, quando comparado com o grupo controle inflamatério (GCI)

Em relacdo ao infiltrado inflamatorio (Figura 31) foi possivel constatar a
migracado de células inflamatdrias para a regido dérmica da orelha nos grupos que
receberam TPA indicativo da inducdo da dermatite. O TAC e a NC-2 suprimiram
significativamente a infiltracdo celular nos dias 4, 8 e 10 de tratamento quando
comparado com o GCI. A NC-2 também revelou uma reducéo significativa estatistica
na inflamacéo do que o GCI no dia 6.

Portanto, a NC-2 teve um desempenho relativamente melhor do que o
farmaco livre, fornecendo um efeito anti-inflamatorio possivelmente devido a liberacéo

controlada do farmaco.
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FIGURA 31 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
infiltracéo celular das orelhas de camundongos machos Balb/c induzidos por TPA
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Notas: Andlise estatistica realizada em cada grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de tratamento. Teste
estatistico ANOVA 1 via com pds-teste de Tukey, com significancia de *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001 e ****p < 0,0001, quando comparado com o grupo controle inflamatério (GCI)

A Figura 32 demonstra as secc¢des histolégicas das orelhas dos camundongos
Balb/c machos dos diferentes grupos experimentais nos dias 2, 4, 6, 8 e 10 de
tratamento. Esses resultados sdo consistentes com a analise estatistica da variacéo
da espessura da epiderme e do infiltrado inflamatério. O grupo basal ndo apresentou
edema de orelha, enquanto o GCI revelou uma inflamacédo intensa e uma resposta
hiperproliferativa ao TPA compativel com a AD.

A formulacdo NC-2 proporcionou um melhor controle da vasodilatacdo, da
infiltrac&o dos leucacitos polimorfonucleares no tecido da epiderme e da formacéo de
edema do que os grupos NC-N e TAC. O grupo TAC reduziu as caracteristicas
histoldgicas inflamatorias no segundo e no décimo dia de tratamento.

Portanto, os resultados histopatologicos suportam a ideia de que a formulacéo
NC-2 levou ao efeito in vivo do TAC com uma maior supressao da ativacao de células
T e uma reducao do infiltrado inflamatoério. As nanocapsulas de PCL carregadas com
TAC também podem ser uma alternativa viavel ao medicamento, reduzindo os efeitos
adversos do TAC e melhorando a adesédo dos pacientes ao tratamento (SHI et al.,
2017, p. 452).
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FIGURA 32 — Efeito do TAC e das nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo TAC (NC-N e NC-2) na
infiltracdo celular das orelhas de camundongos machos Balb/c induzidos por TPA. (G1)
grupo basal, (G2) grupo controle inflamatério, (G3), grupo NC-N, (G4), grupo TAC, (G5)
grupo NC-2. (a) dia 2, (b) dia 4, (c) dia 6, (d) dia 8, (e) dia 10 de tratamento

Fonte: O autor
Notas: As imagens sao representativas dos cortes transversais das orelhas dos camundongos coradas
com HE (ampliagdo: 200x; escala: 20 pm)



104

O agente irritante TPA é um potente agente inflamatorio e causador de tumor
que acarreta em inflamagcdo e uma hiperproliferacdo celular intensa (células T,
neutréfilos e células dendriticas), eritema e alteracdo epidérmica, como acantose
(BOSCARDIN, 2012, p. 95; GABRIEL et al., 2016, p. 22). A aplicacéo tdpica repetida
de TPA induz a uma dermatite na orelha dos camundongos BALB/c, acarretando em
uma resposta imune dos linfécitos T e a uma forte reacao alérgica retardada que afeta
na espessura da orelha dos mesmos (LI et al., 2012, p. 54).

Segundo Boscardin (2012, p. 95), a resposta inflamatoria cutanea causada
por esse agente ocorre por vasodilatacéo e desenvolvimento do eritema, seguido por
um aumento na espessura da orelha devido ao extravasamento de células, que
alcanga o pico maximo na sexta hora. Além disso, entre a quarta e sexta hora, a
aderéncia de leucécitos polimorfonucleares a parede do vaso e a degranulagcéo de
mastécitos sdo observados, ocorrendo a infiltragcdo maxima de leucocitos no tecido
24h apos aplicacao.

Os resultados demonstrados pelo grupo controle inflamatorio (GCI)
representam as caracteristicas tipicas de uma dermatite, como o inchaco significativo
da orelha e o acumulo de células inflamatérias (LI et al., 2012, p. 54). No modelo
induzido por TPA utilizado, a pele encontra-se espessada devido a hipertrofia e
hiperqueratose de células epidérmicas e o0 aumento da concentracdo de células
inflamatorias (YU et al., 2018, p. 139). Isso indica que a reacéo alérgica causada por
TPA é um modelo util para avaliar os efeitos farmacolégicos do TAC e das
nanocapsulas poliméricas contendo o farmaco. A dose escolhida para a atividade anti-
inflamatoéria in vivo estava de acordo com as formas farmacéuticas tdpicas
convencionais a 0,1% (LI et al., 2012, p. 54; SHI et al, 2017, p. 451; YU et al., 2018,
p. 139).

Estudos indicam dois possiveis mecanismos que podem estar por tras da DA
gue é inibida pelas nanocapsulas de PCL contendo TAC. A primeira foi associada ao
fendtipo de células T tipo 2 (Th2) e, a segunda, ao acumulo de grande quantidade de
eosindfilos, mastacitos e células dendriticas, que foram observadas na epiderme e na
derme de pacientes com doencas autoimunes cutaneas (LI et al., 2012, p. 54).

Kandikattu e Mishra (2018, p. 9), como ja mencionado, relataram que o TAC,
além para suprimir a ativacao de células Th1/Th2, também suprime a degranulacao
de mastqcitos, reduz a liberacdo do neurotransmissor sensorial primério, causa a

dessensibilizagéo do receptor TRPV-1, limita a produgao de IL-31 e IL-33, diminui a
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expressdo de mRNA do receptor ST2, minimiza o comprometimento do equilibrio
TLR2/TLR1, limita a producéo de periostina e reduz o prurido e a sensacéo de cocar
na DA.

Outros estudos descritos na literatura desenvolveram diferentes sistemas de
liberagdo controlada para o TAC. Em resumo, esses estudos demonstraram uma
reducdo da inflamagdo na pele causado por doencas autoimunes, como DA e
psoriase. Gabriel et al. (2016, p. 23) desenvolveram um hidrogel contendo TAC para
o controle da psoriase e observou a diminuicdo do eritema cutaneo, da descamacéao
e da espessura, indicando a eficacia do tratamento quando comparado a pomada
convencional. Jain et al. (2019, p. 103) avaliaram o efeito de nanoformulagdes
baseadas em lipidios e lipossomas contra psoriase e DA e verificaram maior perfil de
eficacia e seguranca. Yu et al. (2018, p. 140) prepararam nanoparticulas de quitosana
contendo TAC, que foram superiores a pomada convencional para o tratamento da
DA. No entanto, nenhum deles desenvolveu e avaliou in vitro e in vivo nanocapsulas
poliméricas para o controle da DA.

A liberacéo controlada de TAC em sistemas nanoestruturados e direcionados
ao local desejado é imprescindivel para atingir um melhor tratamento das doencas
autoimunes cutaneas, como a dermatite, a psoriase, o vitiligo e outras, onde a barreira
epidérmica e dérmica é espessada devido a hiperproliferagdo dos queratindcitos e a
formacado de uma placa, resultando em uma maior barreira a penetracdo do farmaco
(LIetal., 2012, p. 55).

Com isso, os resultados farmacolégicos do presente trabalho demonstraram
gue o comportamento do TAC foi significativamente melhorado usando as
nanocapsulas de PCL como um novo sistema de liberacdo controlada. Essa notavel
melhora no perfil farmacodinamico foi alcancada por um novo nanocarreador que néo
requer nenhum aprimoramento fisico, como oclusdo ou ultrassom. Essa abordagem
pode levar a uma maior adesdo do paciente, principalmente quando for tratar regides
maiores do corpo. A combinacédo destes resultados in vivo com o ensaio de liberacéo
evidencia a maior eficacia do sistema nanoparticulado proposto quando em

comparacao com o farmaco livre.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, as nanocapsulas poliméricas contendo TAC,
formuladas a partir do polimero PCL (NC-1, NC-2 e NC-3), foram obtidas com sucesso
pelo método da deposicéo interfacial do polimero pré-formado seguido da evaporacao
do solvente.

A estabilidade das nanocapsulas de PCL avaliadas por espectroscopia
Raman forneceram informacdes relevantes sobre o processo de degradacdo dos
sistemas. A espectroscopia foi a ferramenta adequada para explicar o mecanismo de
degradacgao ocorrido principalmente em regides amorfas resultando em uma maior
cristalinidade do polimero. Essas formulacdes apresentaram estabilidade adequada
até 60 dias apos o preparo, podendo serem utilizadas adequadamente durante esse
intervalo de tempo.

Os experimentos de liberacdo do farmaco mostraram uma liberacéo de 80%
do TAC em 72 horas. A cinética de liberagdo foi melhor ajustada ao modelo da
equacao de ordem zero e o modelo Korsmeyer-Peppas demonstrou um mecanismo
de liberacédo baseado em transporte andmalo.

O estudo de permeacdo evidenciou que tanto o farmaco livre como as
nanocapsulas de PCL contendo TAC permaneceram retidas na membrana Strat-M®
realizando o efeito topico desejado e sem resultar em uma absorc¢ao sistémica.

O ensaio de permeacdo pela espectroscopia fotoacustica revelou que o
processo de encapsulacdo reduziu a permeacdo cutanea do TAC por todas as
camadas da pele, melhorando a biodistribuicdo e acumulando a maior concentracéo
das nanocépsulas no estrato corneo, na epiderme viavel e na regido dérmica.

A atividade anti-inflamatéria in vivo das nanocapsulas carregadas com TAC
revelou um melhor efeito da formulacdo quando comparado ao farmaco puro no
controle do aumento do fibrinogénio e na diminuicdo da espessura da epiderme nas
orelhas de camundongos Balb/c por impedirem substancialmente a hiperplasia das
células induzida pelo TPA, além da reducao do infiltrado inflamatério por evitarem a
migracdo dessas células para o tecido. A analise histolégica confirmou esses
achados, apesar de ndo afetarem na espessura e no peso das orelhas.

Esses resultados desempenham um papel importante nas doencas

autoimunes cutaneas, inibindo a agdo imediata e crbnica dessas doencas e as



107

reacOes alérgicas, resultando em melhores resultados clinicos e melhor adesédo do
paciente.

Com isso, as nanocépsulas de PCL carregadas com TAC podem ser usadas
como uma nova terapia alternativa ao tratamento convencional das doencas
autoimunes cutaneas com maior conforto e menos efeitos adversos ao paciente. A
evidéncia atual sugere que esta formulagdo nanométrica melhora o efeito do TAC e
tem beneficios adicionais sobre a pomada tradicional. Estas vantagens séo as razdes
para o grande interesse e a aplicacdo aprimorada de nanocapsulas na area

farmacéutica como carreador de farmacos e ativos cosméticos.
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