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RESUMO

O adapaleno (ADAP) é uma importante droga amplamente utilizada no tratamento
tépico da acne. E um retinoide de terceira geracéo e fornece agdo queratolitica, anti-
inflamatoéria e antiseborreica. No entanto, alguns efeitos adversos tépicos, como
eritema, secura e descamacado foram relatados com sua formula comercial. Nesse
sentido, a microencapsulacao desse farmaco usando poliésteres pode contornar seus
efeitos colaterais tépicos e pode levar ao aumento da liberacdo de farmaco nas
glandulas sebaceas. O objetivo deste trabalho foi obter microparticulas de poli (g-
caprolactona) (PCL) carregadas com ADAP, preparadas pelo método de emulsédo
simples / evaporacdo do solvente. Formulacdes contendo 10 e 20% de ADAP foram
obtidas com sucesso e caracterizadas por estudos morfolégicos, espectroscopicos e
térmicos. Valores de eficiéncia de encapsulacédo acima de 98% foram alcancados. As
microparticulas apresentaram forma esférica e superficie lisa. Os resultados de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) né&o
apresentaram ligacdo quimica do farmaco-polimero e a técnica de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) mostrou uma parcial amorfizagdo do farmaco. A
permeacdo do ADAP na membrana Strat-M® para teste de difusdo transdérmica foi
avaliada por espectroscopia fotoacustica (PAS) na regido espectral entre 225 e 400
nm apés 15 min e 3 h da aplicacdo de formulacdes de PCL carregadas com ADAP. A
PAS foi utilizada com sucesso para investigar a penetracdo de microparticulas de
poliéster. Além disso, a microencapsulacdo diminuiu a difus&o transmembrana in vitro
do ADAP.

Palavras-chave: Liberacdo controlada, microencapsulagao, poli(e-caprolactona)



ABSTRACT

Adapalene (ADAP) is an important drug widely used in topical treatment of acne. It is
a third generation retinoid and provides keratolytic, anti-inflammatory, and
antiseborrhoic action. However, some topical adverse effects such as erythema,
dryness, and scaling have been reported with its commercial formula. In this sense,
the microencapsulation of this drug using polyesters can circumvent its topical side
effects and can lead to the enhancement of drug delivery into sebaceous glands. The
goal of this work was to obtain ADAP-loaded poly(e-caprolactone) (PCL) microparticles
prepared by simple emulsion/solvent evaporation method. Formulations containing 10
and 20% of ADAP were successfully obtained and characterized by morphological,
spectroscopic and thermal studies. Values of encapsulation efficiency above 98% were
achieved. Microparticles showed spherical shape and smooth surface. Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) results presented no drug-polymer chemical
bond and differential scanning calorimetry (DSC) techniqgue showed a partially
amorphization of drug. ADAP permeation in Strat-M® membrane for transdermal
diffusion testing was evaluated by photoacoustic spectroscopy (PAS) in the spectral
region between 225 and 400 nm after 15 min and 3 h from application of ADAP-loaded
PCL formulations. PAS was successfully used for investigating the penetration of
polyester microparticles. In addition, microencapsulation decreased in vitro
transmembrane diffusion of ADAP.

Keywords: Controlled release, microencapsulation, poly(s-caprolactone)
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1 INTRODUCAO

A acne (acne vulgaris), € uma doenca inflamatéria crénica que afeta cerca de
85 a 100% de adolescentes e adultos jovens, causando diversas manifestacfes
clinicas que podem incluir o aumento da presenca de gordura na pele, a ocorréncia
de lesbes inflamatérias e ndo inflamatérias, podendo ser encontrada
predominantemente nas regifes do corpo que possuem mais unidades pilossebaceas.
O principal objetivo do tratamento farmacolégico é controlar e tratar as lesdes
provocadas. Diversas abordagens de tratamento podem ser utilizadas, entre elas:
tratamentos tépicos e sistémicos (FOX et al., 2016; SHALITA, 2004; JACOB; DOVER,;
KAMINER, 2001; VAN ZUUREN et al., 2007; ROSAS VASQUEZ et al., 1996;
ROSENFIELD, 2008; LUCKY, 2008; VALEYRIE-ALLANORE et al., 2007).

Dentre as op¢des de tratamentos topicos utilizados na patologia da acne, pode-
se ressaltar o uso do ADAP que € um retinoide aprovado para uso no tratamento da
acne vulgar e possui acdo comedolitica, anti-inflamatéria e propriedades anti-
comedogénicas e pré-apoptoticas, além de apresentar um pico de acdo mais rapido e
efeito irritativo menor que a tretinoina (outro farmaco que também pode ser utilizado
no tratamento da acne), sendo a concentracdo usada habitualmente de 0,1% em
creme ou gel (YEH; BONATI; SILVERBERG, 2016).

Apesar de ser bem tolerado e possuir poucos efeitos colaterais, o uso do ADAP
topico, por ser um retinoide, pode acarretar em efeitos adversos bem caracteristicos
de sua classe farmacoldgica como eritema, secura, descamacdo e sensacao de
gueimacao nos locais da aplicacdo. Além disso, devido a sua baixa solubilidade em
agua, a industria farmacéutica acaba tendo que solubilizar o ativo em certos veiculos
gue podem também causar irritacdo ao entrarem em contato com o estrato corneo
(KIM, S.Y.; OCHSENDOREF, F. R., 2015; GUO, C. et. al., 2016).

Diante desta situacdo, € necessario o aperfeicoamento no processo de
producéo e obtencédo destas formulacdes, garantindo assim uma melhor adequacao
de uso e diminuicdo do indice de abandono de tratamento. Dentre as possibilidades,
uma alternativa € trabalhar com microparticulas poliméricas, que sao sistemas de
administracdo microparticulada. Estes sistemas permitem que os ativos sejam bem
tolerados, reduzindo a irritacdo cutanea, sem diminuir sua atividade farmacoldgica,
além de possivelmente reduzir os efeitos adversos locais, sistémicos e de toxicidade,

por diminuir a permeacdo do ativo pelas camadas da pele. Ademais, sistemas
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microparticulados permitem uma maior estabilidade quimica das substancias ativas e,
com isso, menores concentracdes e distribuicdo mais homogénea de substancias de
uso topico (JUSTUS, B. et. al., 2015; KUMAR, L. et. al., 2013; SEVERINO, P. et. al.,
2011; LABOUTA, H. I.; EL-KHORDAGUI, L. K., 2010).

Por se tratar de um medicamento direcionado ao uso topico, é necessario a
realizacdo de estudos de permeacdo transdérmica cutanea para o ADAP. A avaliacdo
da permeacdo de ativos farmacéuticos através da pele € um passo importante no
desenvolvimento de formulagcbes de medicamentos que s&o utilizados para uso tépico
(BARRY; SOUTHWELL; WOODFORD, 1984).

O uso de membranas atrtificiais para mimetizar o processo de absorcéo da pele
se apresenta como uma importante ferramenta de estudo para avaliacdes de liberacao
e absorcdo transdérmica de medicamentos (CILURZO et al., 2014). Um sintético
introduzido recentemente no mercado é a membrana Strat-M da EMD Millipore,
Danvers, MA gue pode prever a permeacado de drogas lipofilicas e hidrofilicas com
melhor correlacdo com a pele humana (HAQ et al., 2018).

A técnica de espectroscopia fotoacustica (PAS) € uma das formas de se avaliar
a penetracdo transdérmica de medicamentos que tem sido aplicada em diversos
estudos para a determinacao de amostras “in vivo”, “ex vivo” ou “in vitro”, bem como
da taxa de penetracdo de medicamentos e/ou protetores solares na pele humana ou
em anexos. A possibilidade da realizacdo de medidas de perfil de profundidade ao
longo da amostra é uma caracteristica Unica desta técnica (SEHN, et al., 2005; SEHN,
2004; NUGLISCH, et al., 2005).

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e
guantificar microparticulas poliméricas de poli(e-caprolactona) (PCL) contendo ADAP,
para posterior avaliacdo da penetracdo cutanea “in vitro” das microparticulas
desenvolvidas com o uso da metodologia de espectroscopia fotoacustica (PAS) frente

a utilizacdo de membrana sintética.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar, quantificar e avaliar permeacéo cutanea “in vitro” de

microparticulas poliméricas contendo ADAP obtidas a partir do polimero PCL.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter microparticulas polimérica contendo o farmaco ADAP a partir do polimero
PCL pelo método de emulsdo simples seguida da evaporacdo do solvente
organico;

Caracterizar as microparticulas poliméricas obtidas por meio de estudos
morfolégicos, espectroscopicos e térmicos;

Realizar a validacdo do método analiico com o uso de técnica de
espectrometria na regido do ultravioleta com posterior quantificacdo de farmaco
presente nas microparticulas para determinacdo da taxa de eficiéncia de
encapsulacao;

Realizar estudos de permeacdo das microparticulas com a utilizacdo de
formulacBes em géis frente a uma membrana sintética (Strat M®) com o uso da

técnica de espectroscopia fotoacustica (PAS).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FISIOPATOLOGIA DA ACNE

A acne (acne vulgaris), pode ser entendida como uma desordem que acomete
os foliculos pilossebaceos, provocando caracteristicas clinicas que incluem: seborreia
(excesso de gordura), lesGes ndo inflamatérias (comeddes abertos e fechados),
lesGes inflamatdrias (papulas e pustulas) e varios graus de cicatrizes. A distribuicdo
da acne esta intimamente ligada a regides de maior densidade de unidades
pilossebaceas (face, pesco¢co, ombros e costas) (SHALITA, 2004; JACOB; DOVER;
KAMINER, 2001; VAN ZUUREN et al., 2007; ROSAS VASQUEZ et al., 1996;
ROSENFIELD, 2008; LUCKY, 2008; VALEYRIE-ALLANORE et al., 2007).

As estimativas de prevaléncia s&o de dificil avaliacdo, pois as definicbes e a
gravidade da acne pode ser entendida de diferentes formas entre os varios estudos
gue tentam delimitar o problema (STATHAKIS; KILKENNY; MARKS, 1997). Embora
0 acometimento da doenca seja mais comum em adolescentes, a acne
frequentemente pode persistir nafase adulta (COLLIER et al., 2008; POLI et al., 2001).
Um estudo populacional realizado na Alemanha mostrou que 64% de jovens com
idade entre 20 a 29 anos e 43% de adultos com idade entre 30 a 39 anos
apresentavam manchas de acne visivel (SCHAFER et al., 2001).

O desenvolvimento da acne comeca normalmente na puberdade com o
aumento da producéo da gordura (LUCKY, 1998). A acne se caracteriza por lesdes
oriundas de ac¢Oes de hormodnios sobre as glandulas de gorduras da pele, causando
erupcdo pleomorfica dos comeddes, papulas eritematosas, pustulas, um certo grau
de hiperpigmentacdo e podendo em alguns casos ocorrer a presenca de certos tipos
de nddulos que podem vir a causar cicatrizes. Atinge ambos os sexos, no entanto,
podem ser mais prevalentes em individuos do sexo masculino (MONTAGNER;
COSTA, 2010; SILVA; COSTA; MOREIRA, 2014; NELSON et al., 2016; JAFFARY et
al., 2016).

Pode ser observada em alguns casos, a acne de inicio precoce (antes dos 12
anos de idade), que geralmente é de acdo mais comedogénica do que ligada ao
processo inflamatorio, situacéo que pode ser explicada por que individuos dessaidade
possuem uma pouca producdo de gordura ndo sendo assim possivel suportar uma

grande quantidade de Propionibacterium acnes (FRIEDLANDER et al., 2010). Alguns
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delimitantes da gravidade da acne podem ser determinados pelo inicio precoce da
acne comedogénica e o numero de individuos com a patologia dentro de uma mesma
familia (GHODI; ORAWA; ZOUBULIS, 2009).

A acne nao é considerada uma doenca infecciosa, no entanto, a presenca de
microrganismos existentes na superficie da pele, entre eles: Propionibacterium acnes,
o Staphylococcus epidermidis e o Staphylococcus aureaus, podem fazer com que a
acne se torne uma lesao infeciosa (BISWAL et al., 2016).

A formacéo das lesbes de acne, pode ser entendida sobre quatro processos
principais: mediadores inflamatorios liberados pela pele, alteracdo do processo de
gueratinizacéo levando ao aparecimento de comeddes, producédo de sebo aumentada
e alterada sobre controle de hormonio androgénico (ou sensibilidade aumentada do
receptor de androgénio) e colonizac&o folicular pela P. Acnes (LEYDEN; STEIN-
GOLD; WEISS, 2017; JAFFARY et al., 2016; BISWAL et al., 2016; SILVA, COSTA,
MOREIRA, 2014; MONTAGNER; COSTA, 2010). E dificil precisar a sequéncia exata
dos eventos e como eles e outros fatores interagem neste processo inflamatorio que
podem envolver linfécitos CD4+ e macrofagos que estimulam a vasculatura
pilosebacea procedendo a hiperqueratinizacdo folicular. As glandulas sebéaceas
funcionam como um orgéao endocrino independente influenciado pelo CFH (horménio
liberador de corticotrofina) que pode mediar a ligacdo entre o0 estresse e as
exacerbacbes da acne (KUROKAWA et al., 2009).

3.2 PRINCIPAIS PROCESSOS FISIOPATOLOGICOS ENVOLVIDOS NO
DESENVOLVIMENTO DA ACNE

3.2.1 Liberac&o de mediadores inflamatorios na pele

Apoés a deteccdo da P. Acnes pelo sistema imune, tém-se o inicio do processo
inflamatorio, a liberacdo dos fatores quimiostaticos pela bactéria causam leséo
folicular, ruptura e extravasamento bacteriano. Os acidos graxos e lipideos presentes
na pele auxiliam no aparecimento das les@es inflamatérias (FOX et al., 2016).

A formacdo da papula € o inicio da ocorréncia da leséo inflamatéria, ocorre a
invasao do foliculo piloso por linfécitos CD4+ e por neutréfilos, a posterior ruptura do
foliculo implica no extravasamento de lipideos, cornedcitos e bactérias na derme,

fazendo com que mediadores neuroinflamatérios e citocinas sejam liberados e
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comecem a interagir com células de sebo, causando aumento tanto no tamanho
qguanto na producdo da glandula sebacea (MONTAGNER; COSTA, 2010).

3.2.2 Alterac&o no processo de queratinizacao

Em individuos portadores de acne, ocorre um processo de excrecao
inadequada de queratindcitos, causando um processo de hiperqueratinizacdo, o que
resulta na descamacao anormal dos corneécitos (células queratinizadas) que se
acumulam nos foliculos pilossebéceos, resultando em oclusdo e producdo de
comedos (FOX et al., 2016; MONTAGNER; COSTA, 2010). Inicialmente ocorre a
formacdo de um microcomedo que sera o precursor das lesées acneicas. Com o
acumulo de lipideos, bactérias e fragmentos celulares pelo foliculo ocorre a formagao
do comedo que pode ser inflamatdria nos casos em que se observa proliferacao
bacteriana associada com mediadores inflamatérios ou do tipo ndo inflamatéria
guando se observa a presenca do comedo (aberto ou fechado) (FOX et al., 2016;
MONTAGNER; COSTA, 2010).

As lesdes por comeddes abertos (cravos) se caracterizam pela dilatacdo na
superficie da pele, com posterior oxida¢gdo do conteudo lipidico ali existente, causando
uma aparéncia enegrecida. Ja os comeddes fechados (ou brancos) aparecem abaixo
da superficie da pele, sem a abertura de poros. Caso ocorra 0 aumento do contetdo
lipidico, este comedao podera se expandir e romper com o tecido (FOX et al., 2016).
O principal &cido graxo envolvido na fisiopatologia de formac¢&o dos comedos € o acido
linoleico, observa-se que nos comeddes sua presenca esta reduzida o que acarreta
em processos de descamacdo da pele. O acido linoleico tem significancia na
manutencdo da barreira epidérmica e qualquer alteracdo nessa barreira acarreta na
penetracdo da derme por organismos e acidos graxos pro-inflamatdrios presentes no
sebo, promovendo infeccdo e inflamacdo (COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT,
2008).

3.2.3 Producéo de sebo aumentada e controlada pelo horménio androgénico

Na fase da puberdade, observa-se a estimulacdo de glandulas sebéaceas e de

queratindcitos foliculares pela agcdo de hormdnios androgénicos, resultando em uma
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maior producdo sebacea e uma hiperqueratose folicular, com a formacao inicial dos
micromedos que dardo origem as lesdes inflamatdrias (MONTAGNER; COSTA,
2010).

Estes horménios, em especial a testosterona, podem estimular o aumento da
producédo e secrecdo do sebo, aumento este responsavel pela ocorréncia e
severidade das lesbes (FOX et al., 2016). As glandulas sebaceas e o0s queratinécitos
possuem enzimas (5a-redutase, 3B- e 17B-hidroxiesterdide deidrogenase) que
possuem a funcdo de metabolizar esses hormonios. Posteriormente observa-se a
diferenciacdo e o rompimento destas células sebaceas com a liberacéo de lipideos no
ducto sebaceo e no foliculo piloso (MONTAGNER; COSTA, 2010).

Pode-se observar a alteracéo na caracteristica do sebo de individuos acneicos
em relacado a individuos sem a presenca de acne. Nos dois grupos, pode-se identificar
uma propor¢cao de 4cidos graxos livres, escaleno, colesterol e seus ésteres similares.
No entanto, a proporcdo de triglicérides em individuos com acne € maior, pode-se
apontar que os acidos graxos livres se acumulam no infundibulo glandular por um
longo periodo de tempo, com a capacidade de causar a irritagdo do epitélio, levando
ao processo de hiperqueratinizacdo, com posterior processo de inflamacéao (COSTA,;
ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008).

3.2.4 Colonizagao folicular pela Propionibacterium acnes

A principal bactéria envolvida no desenvolvimento da acne vulgar € a P.acnes,
uma bactéria anaerdbica, gram positiva, do género Corynebacterium e que
normalmente faz parte da microbiota normal presente nos foliculos pilosebaceos,
acaba utilizando o sebo da pele que possui alta quantidade de lipideos como fonte de
nutriente (FOX et al., 2016).

Quando se observa a producao excessiva de sebo, consequentemente ocorre
a proliferacéo bacteriana, favorecendo assim o aparecimento da acne (AL-HAMMAD |
et al.,, 2016). O sebo por ser uma substancia hidrofébica, facilita a lubrificacdo e
protecdo da pele. A P.acnes hidrolisa os triglicerides do sebo através de estearases
gue resultam em &acidos graxos livres que, por fim, promovem a irritacdo da parede
folicular e induzem a queratinizacdo (MONTAGNER; COSTA, 2010).

Como na maioria das doencas infecciosas, ocorre a resposta imune como um

processo de defesa, no desenvolvimento da P.acnes também ocorre este processo
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de ativacdo (MONTAGNER; COSTA, 2010). A inflamacéo observada ocorre pela
ingestdo de leucécitos polimorfonucelares no centro glandular. Com a liberacdo de
enzimas hidroliticas celulares, os anticorpos especificos contra a P.acnes presentes
no micromeddes interagem com estas enzimas liberando proteases hidroliticas. Estas
proteases atuam na parede do epitélio infundibular, irritando-a com a liberacéo de
substancias para a derme subjacente, resultando no processo inflamatério local
(COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008).

3.3 TRATAMENTO DA ACNE

O tratamento da acne deve ser elucidado através de diferentes perspetivas. Um
dos primeiros pontos a ser levantado em relagdo ao tratamento das lesdes refere-se
aos cuidados com a higiene. No entanto, ndo ha nenhuma boa evidéncia de que a
acne seja causada ou curada por lavagem. Limpadores de pele antibacterianos
podem beneficiar a acne leve, e barras de limpeza acidas sdo provavelmente
melhores do que sabonetes alcalinos padrdo. Vale ressaltar que, o excesso de
lavagem remove o Oleo da superficie da pele, secando-a e estimulando a producao
de Oleo. Sabonetes ou géis cutaneos antibacterianos nao fornecem beneficios
adicionais aos pacientes que ja usam outros tratamentos topicos potencialmente
irritantes (MAGIN et al., 2004).

3.3.1 Tratamento topico

Agentes de uso topico quando usados sozinhos ou em combinacdo séo
capazes de tratar a acne de natureza leve, composta por comeddes abertos e/ou
fechados, com poucas lesées inflamatorias (GOLLNICK et al., 2003). Os tratamentos
topicos funcionam somente onde sdo aplicados e como as terapias topicas reduzem
o desenvolvimento de novas lesdes, faz-se necessario a aplicacdo em todas as areas
afetadas. A maioria dos agentes tdpicos causam irritacao inicial da pele, o que pode
ocasionar a descontinuidade do tratamento em alguns casos. Esta irritacdo pode ser
minimizada usando-se de preparacfes com menor intensidade e consequente

aumento da frequéncia de aplicacao ou até mesmoda dose (ZAENGLEIN etal., 2016).
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3.3.2 Antimicrobianos tépicos

A principal acdo dos antibiéticos que o colocam como uma opcao para o
tratamento da acne, deve-se ao seu potencial bacteriostatico sobre a P.acnes que se
encontram dentro do ducto pilossebaceo (SIMONART; DRAMAIX, 2005). Para as
lesGes de acne consideradas mais graves, recomenda-se 0 uso do antibiético tépico
associado com outros produtos (retinoides ou peréxido de benzoila). Dentre os
principais antibidticos para uso topico incluem-se: clindamicina, eritromicina e
tetraciclina. Estes antibidticos tépicos podem ser usados associados com perdxido de
benzoila ou acetato de zinco (ZAENGLEIN et al., 2016).

Preparacdes a base de alcool proporcionam adiminuicdo da oleosidade da pele
e, portanto, mais adequadas para o uso em peles mais oleosas. Observa-se um certo
grau de resisténcia frente ao uso da eritromicina, o que leva em muitos casos ao seu
uso associado com o peroxido de benzoila (FOX et al, 2016; SILVA, COSTA,
MOREIRA, 2014). O uso da eritromicina normalmente € feito na concentracdo que
varia de 2 a 4% e a clindamicina tem sua concentragdo usual na faixa de 1%. Estas
formas topicas podem ser utilizadas na forma de gel e/ou lo¢cdo. Normalmente o0 uso
de antimicrobianos topicos deve ser usado até o periodo de melhora das lesbes
inflamatorias (ocorre normalmente entre 2 a 6 semanas) (BRENNER et al., 2006).

O uso de antimicrobianos tépicos com retinoides tépicos leva a um sinergismo
gue acarreta a maior reducdo dos comedbes e das lesdes inflamatoérias. A

clindamicina reduz os efeitos irritantes da tretinoina (BRENNER et al., 2006).

3.3.3 Retinoides topicos

Dentro do grupo de retinoides para tratamento da acne destaca-se a tretinoina,
isotretinoina, ADAP e o tazaroteno. Os retinoides topicos atuam sobre a
gueratinizacdo anormal que ocorre na fisiopatologia da acne e também possuem acéo
anti-inflamatéria  (YENTZER; MCCLAIN; FELDMAN, 2009). Ensaios clinicos
randomizados (RCT’s) mostraram que preparagdes de maior concentragao podem ter
maior atividade do que as de baixa intensidade, mas a custa de mais irritacdo. Todos
os retinoides topicos induzem reacgdes locais e devem ser descontinuados se forem
graves. Os retinoides sé@o os agentes comedoliticos mais efetivos para o tratamento

da acne leve a moderada (FOX et al., 2016).
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A tretinoina foi considerada como um dos principais retinoides topicos para
tratamento das lesdes de acne, no entanto apresenta uso limitado devido a forte
tendéncia de causar irritacdo logo apés o inicio do seu uso (YENTZER; MCCLAIN;
FELDMAN, 2009). A isotretinoina e o ADAP apresentam maior tolerabilidade no seu
uso e podem ser associados com antibidticos em formulagbes tOpicas para o
tratamento da acne. A tretinoina e o ADAP podem reduzir a quantidade de &cidos
graxos livres produzidos na metabolizacdo de triglicérides através da enzima lipase
da P. acnes dentro do micromedo (MONTAGNER; COSTA, 2010; BRENNER et al.,
2006).

Os retinoides podem causar eritema, sensibilidade e descamacéo da pele com
o decorrer do seu uso, recomenda-se 0 uso inicial do produto em concentracdes
baixas (0,010% - 0,025%) com gradual aumento da concentracao atrelada a resposta
clinica do paciente, faz-se necessério a recomendac¢do do uso dos retinoides topicos
no periodo da noite, com posterior lavagem do rosto na manha seguinte e uso de
protetores solares de amplo espectro devido ao efeito fotossensibilizante causado
pelos retinoides (SILVA; COSTA; MOREIRA, 2014).

3.3.4 Adapaleno - ADAP

O ADAP é um retinoide topico que é aprovado para uso no tratamento da acne
vulgar. O ADAP pode ser usado também para varias indicacGes terapéuticas,
incluindo o tratamento de verrugas, molusco contagioso, doenca de Darier,
fotoenvelhecimento, distarbios pigmentares, queratoses actinicas e alopecia areata
(YEH; BONATI; SILVERBERG, 2016).

O ADAP foi inicialmente aprovado pelo FDA em 1996 para o tratamento da
acne em pacientes com 12 anos de idade ou mais, pode ser utilizado em forma de
creme, gel e locdo em concentragcdes que variam de 0,1% a 0,3%. O gel de ADAP a
0,1% foi aprovado pela FDA em 2016 como um tratamento sem necessidade de
prescricdo para ache em pacientes com 12 anos de idade ou mais. Ja nas formulacdes
de ADAP locédo a 0,1% e gel e creme de ADAP a 0,3% estao disponiveis apenas por
prescricéo (KASSUGA et al, 2012).

Estudos anteriores demonstram que o ADAP ¢ eficaz no tratamento da acne
vulgar. Cinco ensaios clinicos randomizados foram incluidos em uma meta-analise

gue sugeriu que o gel de ADAP na concentracdo usual de 0,1% tem eficacia
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semelhante, mas tolerabilidade melhorada, no tratamento da acne, em comparagao
com o gel de tretinoina na concentracdo de 0,025% (IRBY; YENTZER; FELDMAN,
2008).

O ADAP também apresenta um bom desempenho quando comparado ao
tazaroteno. Num estudo randomizado, cego por avaliador, de 12 semanas,
comparando o gel de 0,3% de ADAP e o gel de tazaroteno a 0,1%, observou-se uma
reducéo clinicamente significativa na contagem total de lesées em cada grupo. Uma
reducdo de 61% nas lesdes de acne foi observada com o uso de ADAP, e uma
reducao de 57% foi observada com o uso de tazaroteno. Descobriu-se que o gel de
0,3% de ADAP tinha eficicia equivalente ao gel de tazaroteno a 0,1%. No entanto, os
pacientes que utilizaram ADAP apresentaram menos irritacdo do que os pacientes do
grupo tratado com tazaroteno (THIBOUTOT; ARSONNAUD; SOTO, 2008).

O ADAP possui vantagens adicionais quando comparado a outros retinoides,
por ser considerado uma molécula mais estavel. Isto leva a menor preocupacdo com
a fotodegradacdo da molécula, permitindo o uso durante o dia. Enquanto que a
tretinoina e o tazaroteno séo fotoldbeis. O ADAP também exibe menos instabilidade
guimica, permitindo o uso em combinacdo com o peroxido de benzoila (PHILLIIPS,
2005).

3.3.4.1 Mecanismo de agao — ADAP

O ADAP & um metabdlito ativo e, portanto, ndo requer conversdo metabdlica.
Quando aplicado topicamente, penetra nos foliculos capilares devido a sua natureza
lipofilica. A absorgdo folicular ocorre 5 minutos apos a aplicacdo topica. A medicacao
liga-se aos receptores do acido retindico nuclear (RAR), RAR-beta e RAR-gama. Esse
complexo entéo se liga ao DNA através de elementos de resposta ao acido retindico
e induz a transcricdo génica, levando a proliferacao e diferenciacdo dos queratinécitos
a jusante. Como resultado, o ADAP diminui as formacdes dos micromedos, promove
a esfoliacdo de comeddes maduros e tem efeitos anti-inflamatérios (JEREMY et al.,
2003).

Com relacdo a acdo do ADAP no que se refere a colonizacao pela P. acnes,
pode-se entender que os mediadores de libertacdo de P. acnes contribuem para a
ruptura de comeddes e estimulam as células inflamatérias. A P. acnes estimula a via

do receptor Toll-like II (TLR-2), que induz a liberagdo de moduladores pro-
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inflamatorios. Isso leva ao recrutamento de neutrofilos e a liberagcdo de enzimas que
resultam na ruptura do epitélio folicular (FITZ-GIBBON et al, 2013). Um mediador, IL-
12, promove uma resposta imune TH1. Estudos demonstram que o ADAP suprime a
guimiotaxia dos linfocitos polimorfonucleares e regula negativamente a 15-
lipoxigenase e o TLR-2, o que contribui para os seus efeitos anti-inflamatorios
(LHEURE et al., 2016).

O ADAP deve ser aplicado uma vez por dia, de manha ou ao deitar. O paciente
deve ser aconselhado a lavar o rosto com um sabonete suave e deixar o rosto secar
completamente. Uma quantidade do ADAP do tamanho de uma ervilha deve ser
aplicada como uma camada fina em toda a face. Deve-se ter cuidado para evitar a
aplicac&o nas palpebras, labios e membranas mucosas. Um hidratante sem 6leo pode
ser aplicado sobre o ADAP para ajudar a diminuir o risco de irritacdo. (PHILLIPS,
2005).

As reacOes adversas comuns relatadas pelo ADAP incluem fotossensibilidade,
irritacdo, vermelhiddo, ressecamento, coceira e queimacao. Estes sdo geralmente
eventos adversos leves (PHILLIPS, 2005). O ADAP é menos irritante em comparacao
com outros retinoides topicos. Em um estudo de grupo paralelo, mascarado,
randomizado, controlado por investigacdo de 591 pacientes com acne, em uma
andlise de seguranca combinada conduzida nos Estados Unidos e na Europa,
realizou-se a comparacéo do gel de ADAP a 0,1% e tretinoina a 0,025%. O numero
de pacientes que interromperam o estudo devido a eventos adversos foi cercade duas
vezes maior no grupo de pacientes que usaram a tretinoina (2,4%) em comparagao
com o ADAP (1,3%). Nao houve reacdes adversas sistémicas observadas no estudo.
A maioria das reacdes adversas observadas estava relacionada a irritacdo da pele
(IRBY; YENTZER; FELDMAN, 2008).

Reac0es alérgicas raras e graves podem ser caracterizadas por prurido, edema
facial, inchaco dos labios e/ou edema palpebral. Se um doente tiver reacdes
anafilaticas com sintomas incluindo inchaco facial, urticaria, dor no peito ou falta de
ar, o ADAP deve ser descontinuado e o doente deve procurar uma avaliacdo médica
imediata (PHILLIPS, 2005).

Segundo Zaenglein et al. (2016), o ADAP é um farmaco da categoria C para
risco potencial ao feto, portanto, o paciente deve ser orientado sobre 0s riscos antes

de iniciar o tratamento.
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3.3.4.2 Caracterizacéo fisico-quimica do ADAP

O ADAP ou acido 6-(3-(1-adamantil)-4-metoxifenil)-2-naftdico, possui formula
molecular C2sH2803, € um farmaco da classe dos retinoides topicos de terceira
geracao, derivado do acido naftéico e analogo da vitamina A. A estrutura quimica do
ADAP pode ser visualizada na Figura 1 (PONCHET-OSMAN et al., 2017; MULLER-
GOYMANN; LAUTERBACH, 2015).

Figura 1: Estrutura quimica do ADAP

Fonte: O autor

O ADAP possui boa solubilidade em solventes organicos e em alcool, porém &
praticamente insolGvel em agua. Possui estrutura molecular estavel e capaz de emitir
fluorescéncia pela presenca de anéis aromaticos em ressonancia em sua estrutura,
ponto importante para sua quantificacdo e visualizacdo tanto em formulacéo quanto
na pele. Possui massa molar de 412,52 g.moll, pKa de 4,23 e log P igual a 8,6
(BHATIA; ZHOU; BANGA, 2013).

3.3.5 Sistemas de libera¢&o controlada de farmacos

A liberacdo de farmacos em sitios de acdo especificos € um grande desafio

dentro da area farmacéutica, pois varios fatores podem estar associados a este
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processo, entre eles: processo de dissolucao, reducéo da toxicidade, diminuicdo de
efeitos colaterais, aumento da adesdo e da conveniéncia do paciente ao tratamento.
Neste cenario, as tecnologias de liberacdo modificada de farmacos representam uma
importante area de estudo dentro da area farmacéutica, oferecendo diversas
vantagens em relac&o as formas farmacéuticas convencionais (RESTANI et al, 2010).

Neste contexto, o desenvolvimento de formas farmacéuticas, que séo capazes
de permitir a otimizac&o da velocidade de liberac&o e do regime posoldgico, promover
o controle da liberacdo do medicamento em sitios de acdo especfificos tornaram-se
constante objetos de estudos em pesquisas para administracdo de farmacos. Dentre
0S principais materiais utilizados com esta funcdo, destaca-se o0s lipossomas, as
microparticulas e as nanoparticulas (MAINARDES, 2007). As microparticulas
poliméricas sdo capazes de promover a liberacdo modificada de farmacos a partir do
uso de uma ampla variedade de materiais poliméricos e por diversos métodos de
obtencdo (JUSTUS et al., 2015; LAUTERBACH; MUELLER-GOYMANN, 2014).

O processo de microencapsulacdo € capaz de permitir a protecao de farmacos
sensiveis a questdes ambientais, a eliminacdo de incompatibilidade entre dois ou mais
ativos, diminuicdo de efeitos colaterais indesejados do farmaco e o mascaramento do
sabor desagradavel de certas substancias (AHMAD et al., 2011; THOMPSON et al.,
2007).

Este processo deve apresentar como caracteristicas: rapidez, simplicidade,
reprodutibilidade, baixo custo e facilidade de transposicdo para a escala industrial
(GHARSALLAOQUI et al., 2007). Um sistema de liberacdo controlada de farmacos ideal
deve simultaneamente atender os requisitos de biocompatibilidade, ser capaz de
carrear a maior quantidade de farmaco e controlar a liberacdo de forma precisa. O
material do carreador deve ser quimica e biologicamente inerte para ndo causar
nenhuma reac¢do ou dano ao organismo. A quantidade de farmaco a ser carreado é o
ponto chave da liberagc&o controlada, ndo devendo conter a mais € nem a menos, para
nao prejudicar o processo terapéutico (DING et al., 2016). A utilizacdo de sistemas de
liberacdo modificada de farmacos também deve ser capaz de aumentar a adeséo do
paciente ao tratamento, promover a reducdo de efeitos secundarios, pode ser capaz
de evitar o metabolismo hepatico de primeira passagem e proteger o farmaco frente a
possiveis instabilidades e consequentemente aumentar a quantidade de farmaco no
local de agcdo com a diminuicdo da dose necesséria para se obter o efeito terapéutico
desejado (RANCAN; BLUMEPEYTAVI; VOGT, 2014).
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A eficiéncia de encapsulacédo pode ser entendida como sendo a diferenca
percentual entre a concentracdo de farmaco inicialmente adicionado na formulacdo e
a concentracao presente nas particulas (LI, ROUAUD; PONCELET, 2008).

3.3.5.1 Microparticulas

O termo microparticula refere-se ao tamanho da particula obtida apds o método
de obtencéo utilizado, neste caso, a particula apresenta um didametro médio entre 1 e
100 um (GARAY; POCHEVILLE; MADARIAGA, 2010). Os diferentes polimeros
biodegradaveis e biocompativeis sdo capazes de liberar o farmaco por mecanismos
de difusdo e/ou degradacdo (erosdo) do material polimérico. Normalmente, as
microparticulas podem ser divididas em dois tipos diferentes de estruturas, as
microesferas e as microcpsulas (Figura 2) (BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS, 2003).

Figura 2: Modelos de estrutura das microparticulas

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
com nucleo com hucleo com microdo- com microdo- com a mistura

solido ndo-solido minios ou minios ou molecular da
nanodominios nanodominios matriz polimé-
solidos ndo-solidos rica e doagente
encapsulado
dominio Unico mistura molecular

Fonte: Adaptado de BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS, 2003.

As microesferas podem ser entendidas como estruturas em que o0 ativo se
encontra homogeneamente distribuido dentro da matriz polimérica, ja as
microcapsulas sao sistemas reservatorios, pois apresentam um nucleo diferenciado,
com um material de cobertura que envolve a regido central, e podem conter um ativo
solido ou liqguido (ANTONIO et al., 2014; LABOUTA; EL-KHORDAGUI, 2010).

As microparticulas possuem facilidade no preparo e fornecem uma maior
eficiéncia de incorporacdo quando comparadas as nanoparticulas (JUSTUS et al.,

2015). A questdo da liberacdo do farmaco pode ser modulada alterando-se as
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propriedades das microparticulas e com o uso de diferentes polimeros. As
microparticulas obtidas podem ser administradas pelas vias parenterais, orais e
topicas (JUSTUS et al., 2015; LAUTERBACH; MUELLER-GOYMANN, 2014; KUMAR
et al., 2013).

Dentre os diferentes métodos utilizados para a obtencdo de sistemas
microparticulados, a realizacdo do método de emulsificagdo/evaporacdo do solvente
organico apresenta-se como um método de facil execucdo, com a necessidade da
realizacdo da correta sele¢céo do solvente, emulsificante a ser utilizado, bem como as
guestdes ideais de agitacdo (JUSTUS et al., 2015; ANTONIO et al., 2014; SEVERINO
et al., 2011).

O método de emulsificacdo e evaporacdo do solvente organico tem sido
frequentemente utilizado dentro das pesquisas na area de microtecnologia
farmacéutica, devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos e a possibilidade
de modulacao das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das particulas por meio da
escolha dos componentes da formulacdo e das condicdes de preparacdo (LI;
ROUAUD; PONCELET, 2008). Neste modelo, o farmaco é dissolvido ou disperso em
uma solucédo organica volatil contendo o polimero. Essafase organica é emulsionada
em uma fase aquosa, contendo um estabilizante da disperséo. O solvente é removido
da fase interna pelo uso de calor, ou ainda, pela evaporacdo em temperatura
ambiente, que pode ser acelerada pela aplicacdo de pressao reduzida. As
microesferas formadas sé&o separadas por filtracdo ou centrifugacéo, lavadas com
solvente adequado e secas sob condicdes apropriadas ou liofiizadas (TRAN;
BENOITA; VENIER-JULIENNEA, 2011; OBEIDAT, 2009; JAIN, 2000).

A formacdo das microparticulas pelo método de emulsdo/evaporacdo do
solvente pode ser influenciada por diversos fatores, destacando-se a agitacdo e a
natureza do estabilizante e dos solventes empregados na preparagdo. A capacidade
de solvatacdo do polimero e, preferencialmente, de dissolucdo do farmaco séo
caracteristicas desejaveis ao solvente da fase interna. Além desses aspectos, 0
solvente deve ser imiscivel na fase continua e apresentar baixa faixa de ebulicdo. A
fim de garantir a formacdo das particulas e proporcionar uma elevada taxa de
encapsulacéo, o farmaco e o polimero também devem ter baixa solubilidade na fase
externa (HESLINGA; MASTRIA; ENIOLA-ADEFESO, 2009; LI, ROUAUD;
PONCELET, 2008).
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Quando o método de emulsdo/evaporacdo do solvente é utilizado, a eficiéncia
de encapsulacéo ird sofrer influéncia pelo coeficiente de particdo do farmaco entre a
fase interna e externa da emulsdo. Moléculas quimicas que séo pouco hidrofilicas
podem ser encapsuladas com sucesso pela formacéo de uma emulsédo fase organica
em fase aquosa (O/A). Entretanto, quando utilizamos molécula com elevada hidrofilia,
baixas taxas de encapsulacdo tém sido observadas. Nesse caso, a encapsulagéo
pode ser realizada por meio da formacao de uma emulséo inversa (A/O), na qual um
solvente polar contendo o farmaco e o polimero sdo emulsionados em uma fase
oleosa, como o Oleo mineral (LI, ROUAUD; PONCELET, 2008). Para farmacos
hidrofilicos, € possivel, ainda, a obtencdo de uma emuls&o multipla (A/O/A), em que a
fase aquosa contendo o farmaco é dispersa em uma solugcéo do polimero no solvente
volatil, e essaemulséo resultante (A/O) é, por sua vez, dispersa em uma segunda fase
aguosa (OBEIDAT, 2009).

3.3.5.2 Uso de sistemas de liberacdo modificada de farmacos para a aplicacéo tépica

Novos sistemas de liberacdo controlada tém sido explorados para o tratamento
topico de inUmeras doencas que acometem a regido cutanea, incluindo, lipossomas,
niossomas, etossomas, microemulsdes, nanoparticulas, micelas e microparticulas
(RANCAN; BLUMEPEYTAVI; VOGT, 2014; KUMAR et al., 2013). O desenvolvimento
de um sistema modificado de administracdo topica de farmacos € capaz de realizar o
aumento do tempo em que o ativo permanece em contato com a superficie da pele ou
epiderme. A estabilidade e aliberac&o controlada s&o pontos fundamentais para o uso
de sistemas microparticulados em retinoides (LAUTERBACH; MUELLER-GOYMANN,
2014; OLIVEIRA et al.,, 2014; VYAS; SONKER; GIDWANI, 2014; PROW et al., 2011).

As microparticulas sdo consideradas um excelente veiculo de transporte para
a penetracao folicular, capazes de penetrar o foliculo piloso e as glandulas sebaceas
(JUSTUS et al., 2015; LAUTERBACH; MUELLER-GOYMANN, 2014; KUMAR et al.,
2013).

3.4 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros biodegradaveis possuem amplo espectro de acdo em aplicacdes

biomédicas, em tecidos e em medicina regenerativa. Poliésteres como poli-acido



33

lactico (PLA), poli-acido glicdlico (PGA), poli-trimetileno carbonato (PTMC) e poli- €
caprolactona (PCL) sdo um importante grupo de polimeros biodegradaveis para uso
na tecnologia farmacéutica (SEVERINO et al., 2011; SOPPIMATH et al., 2001). A taxa
de degradacao destes polimeros dependem de varios fatores, tais como: comprimento
de cadeia (peso molecular), cristalinidade, extensédo de ramificacdo, bem como a
forma e o meio em que o polimero € introduzido. Tais caracteristicas podem ser
obtidas através do uso de diferentes técnicas de polimerizacdo, uso de diferentes
reagentes e mondmeros durante a producao final ou atravées de modificacdes do
polimero obtido, o que é capaz de fornecer polimeros com uma ampla gama de
propriedades, tais como: rigidez, extensibilidade e solubilidade (MALIKMAMMADO YV
et al., 2017).

3.4.1 Poli (e-caprolactona) — PCL

A PCL é um poliéster obtido pela polimerizacdo da abertura dos anéis ¢-
mondmeros da caprolactona que podem ocorrer por via anionica, cationica,
condensagcdo ou mecanismos de polimerizagdo. Diferentes mecanismos de
polimerizacdo da caprolactona sdo descritos para obtencdo do polimero. Estes, sdo
capazes de gerar a formacédo de um polimero com diferentes pesos moleculares e
indices diferentes de polidispersibilidade (HOSKINS; GRAYSON, 2009; AZIMI et al,
2014; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A PCL apresenta boa solubilidade em benzeno, cloroférmio, ciclohexanona,
diclorometano, tolueno. Apresenta baixa solubilidade em acetona, acetonitrila e
acetato de etila e € imiscivel em agua, alcool etilico, éter dietilico e éter de petrdleo.
Sua temperatura de fusdo ocorre entre 59 e 64°C, e sua transicdo vitrea (Tg),
geralmente, esta entre —70 e —60°C. Sua biocompatibilidade permite diversas
aplicacbes no campo biomédico e na industria farmacéutica. Apresenta-se como
cristalino em temperaturas ambientes (HOSKINS; GRAYSON, 2009).

A PCL é biodegradavel, sendo sua degradacdo realizada de forma enzimatica,
gue depende de fatores tais como: peso molecular, teor de mondémero residual,
autocatalise, além de outros fatores (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Em condic¢des fisiolégicas, sua degradacdo ocorre em duas etapas: a primeira
etapa corresponde a hidrélise (Figura 3) ndo enzimética dos grupos ésteres e, na

segunda etapa, macrofagos e fagossomos promovem sua degradacdo
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intracelularmente, sendo assim, a PCL € absorvida completamente pelo organismo. A
vantagem da utilizacao desse polimero € que o mesmoevita a criagdo de um ambiente
acido no tecido, além de possuir estabilidade in vitro (JUSTUS et al., 2015; PIRES;
BIERHALZ, MORAES, 2015; KUMARI; YADAV, YADAYV, 2010).

Figura 3: Representacédo esqueméatica do mecanismo de hidrélise da PCL (MERKLI et al., 1998)

0 0
(CH)5—C—0 —> HO—(CHp)s—C—OH
hidrélise

n

Fonte: Adaptado de MERKLI et al., 1998

3.5 TESTES DE PERMEACAO CUTANEA

A pele € uma via atrativa para a administracdo de medicamentos transdérmicos
e topicos. A avaliacdo da permeacao de ativos farmacéuticos através da pele é um
passo importante no desenvolvimento de formulacbes de medicamentos aplicados
topicamente. Estudos de difusdo séo geralmente conduzidos usando modelos de pele
humana ou animal, como por exemplo a pele de porco. No entanto, a pele humana
possui muita variabilidade na sua composicao entre diferentes individuos (BARRY;
SOUTHWELL; WOODFORD, 1984).

Além disso, o local de administracédo (braco, perna, tronco), idade, sexo e raca
pode influenciar a taxa de difuséo dos ativos na pele (NINO et al., 2010). A perda de
permeabilidade e difusdo da pele é frequentemente associada com a funcdo de
barreira do estrato corneo que esta associada com o transporte de compostos
hidrofilicos e lipofilicos (CILURZO et al., 2014).

Para eliminar a necessidade de membranas biolégicas em estudos-piloto,
membranas sintéticas sdo frequentemente usadas. Na maioria das membranas
artificiais, o dominio aquoso (caminho hidrofilico) ou o dominio lipidico (caminho
lipofilico) da pele é imitado (CILURZO et al., 2014).

O uso de membranas artificiais para mimetizar o processo de absorc¢éo da pele
Se apresenta como uma importante ferramenta de estudo para avaliacdes de liberacao
e absorcao transdérmica de medicamentos. Dentre estas membranas, pode-se citar
0 uso da membrana de acetato de celulose que pode ser utilizada para estudos de
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difuséo e liberacdo tépica por um periodo longo de tempo, no entanto, possui COmo
limitac&o o fato de que seus poros s&o maiores em comparagao com a pele humana
(MONTENEGRO et al., 2006). Além disso, pode interagir com alguns produtos
guimicos em uma formulacdo de droga e pode afetar a permeacédo de drogas e em
consequéncia mostrar valor incorreto da permeabilidade do farmaco CILURZO et al.,
2014).

Um sintético introduzido recentemente no mercado € a membrana Strat-M® da
EMD Millipore, Danvers, MA que pode prever a permeacdo de drogas lipofilicas e
hidrofilicas com melhor correlagdo com a pele humana (HAQ et al., 2018).

A membrana STRAT MP € uma membrana de ultrafiltracdo composta por duas
camadas de poliéter que fornece um certo grau de resisténcia a permeacao de
substancias ativas e logo na sequéncia apresenta uma camada de poliolefina que
possui trama mais aberta e portanto mais permeavel. A juncdo destas camadas
poliméricas criam uma estrutura porosa que é impregnada com a mistura de lipidios
sintéticos que fornecem gradiente de tamanho de poros e de difusividade
(KARADZOVSKA; RIVIERE, 2013).

A membrana STRAT M® pode ser aplicada e usada como uma estratégia para
avaliar as taxas de distribuicdo e permeacao de farmacos hidrofilicos e lipofilicos em
estudos de difusdo de fase inicial para formulagfes topicas e transdérmicas. Seu uso
nao requer pré- tratamento e sua estrutura uniforme elimina a variabilidade inerente a
pele (HAQ, M. et al, 2018).

A membrana Strat-M® tem melhor correlagdo com a pele humana em termos
de caracteristicas de difusdo em comparacdo a membrana de acetato de celulose (ou
outras membranas de polimero) que foram usadas no passado (HAQ, M. et al, 2018).

3.6 ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA (PAS)

A espectroscopia fotoacustica (PAS) é uma técnica de importante relevancia
utilizada para se determinar a penetracao e a distribuicdo de formulacdes em sistemas
biolégicos (ASTRATH, 2011)

Esta técnica é baseada no efeito fotoacUstico medido quando a radiacao
eletromagnética (geralmente no intervalo de onda infravermelho), com modulagéo de
intensidade periddica, é focada em uma amostra. Como resultado, a absor¢éo de luz

com subsequente aquecimento periédico da amostra é observada. As mudancas de
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temperatura moduladas sao dependentes da variagdo da intensidade da luz
focalizada. Esta geracdo periddica de calor produz ondas acusticas na atmosfera
dentro de uma célula fechada contendo a amostra. Nesse ambiente, um microfone
ultrassensivel detecta essas ondas e gera o sinal fotoacuUstico, que representa o
espectro da amostra (GORDILLO-DELGADO et al., 2012; MICHAELIAN, 2010).

Uma limitac&o atual das técnicas espectroscopicas em geral é a dispersao de
luz. Por outro lado, tais interferéncias ndo ocorrem na espectroscopia fotoacustica
desde que a luz absorvida pela amostra seja convertida em sinal. Do ponto de vista
operacional, a técnica de fotoacUstica ndo exige uma preparagao rigorosa da amostra
e é uma analise nao destrutiva (MICHAELIAN, 2010).

A PAS fornece espectros de absorcéo oOptica de solidos, semi-sadlidos, liquidos
e gases, e oferece uma grande vantagem na andlise de amostras opticamente
opacas. O sinal fotoacustico contém informaces de camadas superficiais e internas
das amostras, 0 que permite a avaliacdo de materiais com gradiente composicional
(GORDILLO-DELGADO et al., 2012; MICHAELIAN, 2010).

Além de analises espectroscopicas de caracterizagdo, a espectroscopia
Fotoacustica tem sido aplicada em diversos estudos para a determinacdo de amostras
“in vivo”, “ex vivo” ou “in vitro”, bem como da taxa de penetragdo de medicamentos
e/ou protetores solares na pele humana ou em anexos. A possibilidade da realizagcéo
de medidas de perfil de profundidade ao longo da amostra é uma caracteristica Unica
desta técnica, devido ao fato da deteccéo ser realizada a partir do calor gerado na
amostra via relaxagdo nao radiativa e ndo a partir da transmitancia, refletancia ou
fluorescéncia (SEHN et al., 2005; SEHN, 2004; NUGLISCH, et al., 2005).

Para cada proposicdo de estudo utilizando a técnica de fotoacustica é
importante estabelecer previamente as regides espectrais. Na regidao do ultravioleta e
visivel (UV-VIS), os mecanismos responsaveis pela absor¢céo da luz sédo governados
essencialmente por processos que envolvem transicdes eletrbnicas. Nestes casos, 0
espectro fotoacustico permite obter as bandas de absorcdo Optica associadas as

moléculas, aglomerados ou ions presentes na amostra (GASPARRI; MUZIO, 2003).

3.6.1 Efeito fotoacustico

Alexandre Graham Bell descobriu o efeito fotoacuUstico em 1880. Ele observou

gue efeitos sonoros podiam ser ouvidos quando um feixe de luz solar modulado incidia
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sobre um sdlido posicionado em uma camara fechada (ROSENCWAIG; GERSHO,
1976)

Graham Bell fez experimentos subsequentes com uma variedade de soélidos,
liqguidos e gases. Em seus experimentos foi possivel observar que os efeitos sonoros
induzidos dependiam da natureza das substancias expostas a radiacdo e ainda do
respectivo comprimento de onda utilizado (ROSENCWAIG; GERSHO, 1976).

Em 1973, Allan Rosencwaig e Allen Gersho foram responsaveis pelo
desenvolvimento do modelo tedrico para descrever o efeito fotoacustico gerado em
amostras sélidas. Neste modelo eles obtiveram como resultado equacdes analiticas
gue permitiam determinar as propriedades opticas e térmicas das amostras. Da
realizacdo deste modelo, a espectroscopia fotoacustica tornou-se uma ferramenta
valiosa para o estudo de materiais. Entre outros fatores, os autores destacaram a
possibilidade do método fornecer o perfil de profundidade de centros absorvedores
distribuidos ao longo da espessura das amostras (SEHN, 2006; ASTRATH, 2007).

O modelo permitia a utilizacdo de equacbes analiticas para descrever o
comportamento do sinal fotoacustico tanto em termos da poténcia de luz incidente,
como da frequéncia de sua modulacdo. Em seus experimentos, foi possivel
demonstrar que o sinal fotoacustico era o resultado do fluxo periddico de calor,
induzido apds a incidéncia de luz entre a superficie da amostra e o gas contido na
célula fotoacustica, relacionando portanto, um fenbmeno fototérmico (SEHN, 2006;
ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011).

O efeito fotoacustico consiste na geracdo de uma onda acustica e pode ser
observado quando a luz modulada € absorvida por uma amostra posicionada dentro
de uma célula fechada contendo gas, que pode ser o proprio ar (SONG; WANG, 2013).

A incidéncia da luz e sua consequente absorcdo resultam em excitacdo dos
niveis de energia da amostra. Como consequéncia ocorrera relaxacdo, que se for ndo
radiativa, induzird geracdo de calor no material. Ao se utilizar excitacdo modulada,
este aquecimento torna-se periddico, gerando uma onda de pressao no gas em
contato com a amostra. Um microfone acoplado na camara fotoacustica detecta esta
variacdo da pressédo, produzindo o sinal fotoacustico. Sua intensidade depende da
frequéncia de modulacéo da luz incidente. Portanto, o sinal fotoacustico é o resultado
da interacdo da radiacdo com a matéria. Sua natureza é definida pelas propriedades
Opticas e térmicas das amostras (SEHN, 2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011).
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3.6.2 Sinal fotoacuUstico

O sinal fotoacustico € gerado pela variacdo de pressdo do gas no interior da
célula fotoacustica. Um fato importante € que o sinal fotoacuUstico é processado por
um analisador sincrono, o lock-in, que sincroniza os sinais elétricos provenientes do
microfone e do modulador da luz. Isto significa que o sinal processado é o componente
ndo temporal da variacdo da presséo na célula. A fase € o atraso temporal entre o
sinal elétrico do modulador e o sinal proveniente do microfone. Este atraso esta ligado
com o intervalo de tempo entre o instante em que ocorre a absor¢cao da radiacdo pela
amostra até aquele instante no qual a variacdo de presséo no gas € detectada pelo
microfone. Em outras palavras, estd ligado ao valor do tempo de relaxacdo néo
radiativa do centro absorvedor na amostra (SEHN, 2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH,
2011).

A amplitude e a fase sdo os principais parametros em medidas experimentais
com a fotoacustica. A intensidade do sinal depende linearmente da poténcia luminosa
e do inverso do comprimento da coluna de gas (SONG; WANG, 2013).

O sinal depende ainda do comprimento de onda utilizado e da frequéncia de
modulacdo com que esta radiacdo chega até o material a ser estudado. O caréater
modulado da radiacao influencia diretamente a intensidade do sinal, via comprimento
de difusdo térmica, ps. Por outro lado, a fase do sinal fotoacustico independe da
poténcia incidente. Ela é diferente para cada comprimento de difusdo térmica, s,
variando com a profundidade onde ha geracéo de calor. Além disso, ela depende do
tempo de relaxacdo nao radiativa de cada centro absorvedor na amostra (SEHN,
2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011; SONG; WANG, 2013).

3.6.3 Mecanismos de geracao do sinal fotoacustico

A geracdo do sinal fotoacustico pode ocorrer por pelo menos quatro
mecanismos principais, sendo eles: difusdo térmica; expansdo térmica; efeito
termoeléstico e efeito fotobarico (ROSENCWAIG; GERSHO, 1976).

Difusdo térmica: o calor periddico local produzido na amostra se difunde
através do material até atingir a interface amostra-gas. Ha entdo o aquecimento de
uma fina camada de gas em contato com a amostra que passa a se expandir e a se
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contrair periodicamente como um pistao vibratorio gerando uma onda de pressao no
interior da camara fechada, Figura 4.a (PEREIRA, 1994).

Expansédo térmica: neste mecanismo, a propria amostra se expande e contrai
devido ao aquecimento periodico causado pela absorcdo da luz modulada. Deste
modo 0 movimento da superficie da amostra atua sobre a coluna de gas gerando nele
uma onda acustica, Figura 4.b. Aintensidade do sinal € governada pelo coeficiente de
expansao térmica do material.

Efeito termoelastico: este tipo de mecanismo esta presente em amostras cuja
absorcédo de radiacdo modulada gera um gradiente de temperatura perpendicular a
seu plano. Estando as bordas da amostra fixas, sua superficie ira flexionar
periodicamente gerando uma onda de pressdo no gas, Figura 4.c (ROUSSET,;
LEPOUTRE; BERTRAND, 1983).

Efeito Fotobarico: refere-se avariacdo adicional do sinal fotoacustico induzida
pelo volume de gés residual gerado no interior da célula fotoacustica por amostras
fotoquimicamente ativas, ou seja, com trocas gasosas entre a amostra e 0 gas da
célula fotoacustica, Figura 4.d. Por exemplo, folhas de plantas que liberam oxigénio
guando realizam fotossintese (BULTS et al., 1982; PEDROCHI, 2008).

Figura 4: Mecanismos de geragao do sinal fotoacustico: a) difusdo térmica; b) expansao

térmica; c) efeito termoelastico; d) efeito fotobarico.
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Fonte: Adaptado de ASTRATH, 2011

3.6.4 Comprimento de difusdo térmica: perfil de profundidade

A importancia da determinacéo da difusividade térmica esté intimamente ligada
ao procedimento de PAS, j4 que a partir do momento em que se escolhe uma
frequéncia de modulacdo no experimento de PAS, a difusividade térmica de um dado

material é capaz de fornecer a camada da amostra (no lado da incidéncia da luz) que
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a radiacdo absorvida € convertida em calor para formacdo do sinal fotoacustico
(SEHN, 2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011).

Por definicdo, a difusividade térmica, Ds, é a condutividade térmica dividida pela
densidade e capacidade especifica de calor a pressdo constante, e representa a
capacidade de um material de conduzir energia térmica em relacdo a sua capacidade
de armazenar energia térmica (CIRIELLO et al., 2015).

Valores precisos de difusividade térmica podem resultar em modelagem
térmica de pré-tratamento eficiente e planejamento de tratamento, menos ajustes
improvisados durante os tratamentos, maior eficacia e seguranca no tratamento de
dados (HASGALL et al., 2013).

A difusdo térmica num dado material pode ser monitorada mediante a medida
da velocidade com que o calor se propaga neste meio, sendo que a propriedade
térmica medida é a propria difusividade térmica, Ds, que descreve processos
transientes ou periddicos de transmissao de calor. Além desse parametro tem-se a
condutividade térmica que é definida a partir do fluxo de calor na amostra (SEHN,
2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011; SONG; WANG, 2013).

A difusdo térmica em um dado material € governada pelo grau de cristalinidade
e imperfeicbes na sua estrutura. Um pulso ocorre quando o calor gerado em um dado
ponto da amostra se propaga para outros pontos, que sofrem uma elevacéo e
subsequente queda na temperatura. Pode-se definir o comprimento de difusdo térmica
da amostra, (us), Equacédo 1, o que permite avaliar a profundidade encontrada da
amostra mediante uma frequéncia utilizada gerada na técnica fotoacustica (DIAS,
2001; OLENKA, 1996; SEHN et al., 2003). Na Equacdo 1, valor de f pode ser
entendido como a frequéncia de modulac&o da luz incidente e o valor de Ds refere-se

a difusividade térmica.

Hs = .| (1)

A Figura 5 representa o perfil de penetracdo da amostra em relacéo a variacao
da frequéncia estipulada na técnica. As setas representam as profundidades até onde
o sinal fotoacustico é gerado para arespectiva frequéncia de modulacdo. Nesta figura,
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pode-se observar que, quanto menor a frequéncia de modulacdo da luz maior sera a

profundidade de geracdo do sinal fotoacustico.

Figura 5: Esquema representativo da relacao entre a frequéncia utilizada x penetracéo da amostra
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Fonte: O autor

AplGs a radiacdo ser absorvida, acontecem processos de transferéncia da
energia térmica que é gerada na profundidade atingida pela luz. A transmisséo da
energia térmica para o restante da amostra caracteriza a difusdo térmica, que por sua
vez, depende da profundidade do ponto de geracéo e da frequéncia de modulacédo da
luz utilizada. O comprimento de difusdo térmica, é definido como a profundidade na
gual a onda de calor gerada pode-se propagar até a superficie contribuindo para a
geracao do sinal fotoacustico (SEHN, 2006; ASTRATH, 2007; ASTRATH, 2011).
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MATERIAIS E METODOS

EQUIPAMENTOS

Agitador mecéanico (FISATOM, modelo 235, Diadema, Brasil);

Analisador de umidade por infravermelho (SHIMADZU, modelo MOCG63u,
Quioto, Japéo);

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

Centrifuga para tubos (BIO ENG, modelo BE-4004, Sao Paulo, Brasil);
Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Difratbmetro de raio-X (Rigaku, modelo ultima IV, Quioto, Japao);
Espectrofotbmetro na regido do ultravioleta-visivel (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos);
Espectrédmetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMAD ZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

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

Estufa (QUIMIS, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);
Microscoépio eletronico de varredura com fonte de emisséo por efeito de campo
(TESCAN, modelo MIRA 3, Brno, Republica Checa);

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

Brasil)
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REAGENTES E SOLVENTES

Farmaco

ADAP (99,13% de pureza, Fagron S.A., Rotterdam, Holanda);

Polimero

Poli(e-caprolactona) (Mw 14.000 g.mol, Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil);
Poli (alcool vinilico) (Pval) (Mw 67.000 g.mol-1, 88,5 mol% de hidrdlise, Vetec,

Rio de Janeiro, Brasil);

Agua purificada

Agua purificada pelo processo de destilagédo (H20 destilada), em equipamento
tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);

Solventes e demais reagentes

Diclorometano (CH2Cl2) (Hexis Cientifica S/A, Indaiatuba, Brasil);

Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

Monooletato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, Delaware,
Porto Alegre, Brasil;

Propilenoglicol (C3HsO2) (Synth S/A, Diadema, Brasil);

Acetona (C3HsO) (Synth S/A, Diadema, Brasil);

Materiais

Strat M® membrane, Merck.
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Em trabalho prévio (CAMARGO, 2017), nosso grupo de pesquisa elaborou
formulacbes de microparticulas poliméricas de ADAP pelo método de
emulsdo/evaporacdo do solvente organico, seguido de estudos de caracterizacdo das
formulagdes obtidas.

Nesta dissertacdo de mestrado, foram realizados testes de permeacéo cutanea
“in vitro” destas microparticulas com o uso da técnica de espectroscopia fotoacustica
(PAS).

Este projeto teve inicio com a sintese das microparticulas poliméricas, tanto
das formulacbes contendo o farmaco, como o controle sem o ativo. Em seguida as
microparticulas foram caracterizadas por métodos morfologicos, espectroscépicos e
térmicos. A quantificacdo de farmaco incorporado nas particulas foi realizada por meio
da espectroscopia de UV-VIS, validado de acordo com a Resolucdo 166, de 24 de
julho de 2017, avaliando assim, a eficiéncia de encapsulacdo do ADAP. A avaliacéo
de permeacdo do respectivo gel de cada formulagao foi realizada com o uso datécnica
de PAS a fim de se determinar a capacidade de permeacédo de cada gel, com o intuito
de se promover a validacédo da técnica de PAS. As etapas estdo esquematizadas no

fluxograma da Figura 6.
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Figura 6: Fluxograma das etapas da pesquisa
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Fonte: O autor

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Preparacdo das microparticulas poliméricas contendo ADAP

Para a obtencdo das microparticulas foi utilizado o polimero PCL contendo o
farmaco ADAP, que foram preparados pela metodologia da emulsdo simples, seguida
pela evaporacdo do solvente organico. Primeiramente foram preparadas as solucdes
utilizadas para o desenvolvimento. O farmaco e o polimero foram dissolvidos em
diclorometano, para a formacdo da fase organica (FO) que foi vertida em uma fase
aquosa (FA) composta por poli (alcool vinilico) (Pval) e polissorbato 80, sob agitacéo
intensa (5.000 rev.mint) por 5 min. A emulsdo formada foi mantida em agitagao (800

rev.min-1) por um periodo de 4 horas para total evaporacdo do solvente. ApOs esse
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tempo, as microparticulas foram separadas por centrifugacéo (2.000 rev.min-l, por 5
min) e lavadas 3 vezes, com agua purificada para remoc¢do do Pval aderido na
superficie das particulas. Em seguida, todas as microparticulas foram secas em estufa
a 35 + 1°C e armazenados a temperatura ambiente. Todas as formulacdes foram
preparadas em duplicata (n=2).

As diferentes formulacdes (Tabela 1) foram obtidas em concentracdes tedricas
de 10 e 20% de ADAP em sua composicao (F10, e F20 respectivamente).
Paralelamente, foi preparada uma formulagédo contendo todos os componentes da
formulacéo, exceto o ADAP, denominada formulagéo controle (FO).

Tabela 1: Formulacdo das microparticulas contendo o farmaco, obtidas pelo método de emulsao
simples seguida de evaporac¢ao do solvente

Formulacao
FO (0%) | F10 (10%) | F20 (20%)

Composicao

Fase aquosa
Polissorbato 80 (g) 0,5 0,5 0,5
Solucéo de Pval 2% (ml) 200 200 200

Fase organica

ADAP (g) - 0,2 0,4
PCL (g) 2 1,8 1,6
Diclorometano (ml) 40 40 40

Fonte: O autor

4.4.2 Mistura fisica

A mistura fisica (MF) na propor¢cdo, em massa, de 1:1 (ADAP:PCL) (50% m/m)
foi preparada para uma caracterizacdo comparativa.

4.4.3 Rendimento

O rendimento foi calculado pela razéo entre a massa obtida apds a preparacao
das microparticulas, pela soma das massas do polimero, farmaco e do tensoativo
polissorbato 80 (Tween® 80), excluindo os demais componentes, conforme

apresentado na Equacédo 2 a seguir, onde R, representa o rendimento obtido:
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4.4.4 Determinagao do teor de umidade

O contetdo de agua presente no ADAP puro, na PCL e nas microparticulas FO,
F10 e F20 foram determinados por analisador de umidade por infravermelho
(SHIMADZU, modelo MOC63u, Quioto, Japédo), previamente calibrado conforme as
indicacdes do fabricante.

Para cada amostra, uma massa exata, de aproximadamente 0,050 g foi
colocada em um prato de aluminio e mantida em aquecimento a 105°C, até peso
constante, resultando no teor de umidade expresso em porcentagem. Os ensaios

foram realizados em triplicata (n=3).

4.4.5 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

4.4.5.1 Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissao por efeito de
campo — (MEV-FEG)

A avaliacdo morfolégica e de superficie dos materiais de partida e das
microparticulas preparadas foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura
por emissdo de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As
amostras foram submetidas a metalizacdo com ouro em metalizador IC-50 lon Coater
(SHIMADZU, Quioto, Japdo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi empregada
voltagem de aceleracdo de 15 kV e utilizado software especifico (Electron Optical

Design).

4.4.5.2 Determinacdo do tamanho de particula

O tamanho das particulas foi estimado a partir da medicdo de 100 particulas, de
formato esférico, encontradas numa area escolhida em micrografias ampliadas com o

uso da técnica de MEV-FEG, utilizando uma ampliagdo de 2000x.
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4.4.5.3 Avaliacdo por espectroscopia na regido do infravermelho por transformada
em Fourier - FTIR

As microparticulas poliméricas foram analisadas por espectroscopia na regiao
do infravermelho, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4
mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no
equipamento IR Prestige-21 (SHIMADZU, Quito, Japao), na faixa de 4000-400 cm-1,
com resolucdo de 4 cm-1 e 32 scan.minl. Os espectros obtidos foram avaliados frente
aos espectros do farmaco puro, PCL, MF e das formulagdes sem a adicdo do farmaco
(FO) e com 10 e 20% de farmaco (F10 e F20).

4.4.5.4 Calorimetria exploratéria diferencial (CED)

As amostras foram colocadas em célula calorimétrica de alumina. O
instrumento STA 6000 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos) foi calibrado
usando indio (In; P.F.= 156,6°C; AHfusdo = 28,54 J.g-1) como padrdo. As amostras
foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C.min-t, de 20 a 600 °C, sob fluxo de

nitrogénio (50 mL.min1) constante.

4.4.5.5 Termogravimetria (TG)

A analise termogravimétrica foi realizada no equipamento, STA 6000 (Perkin
Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos), utilizando célula calorimétrica de alumina,
onde as amostras foram aquecidas a uma taxa constante de 10° C.min-1, de 20 a 600

°C, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min-1) constante.

4.4.6 Validacdo do método analitico para quantificacdo do ADAP

A validacdo do método analitico foi efetuada pelo aluno de graduacéo
GUILHERME DOS ANJOS CAMARGO durante seu trabalho de concluséao de curso
em 2017 (CAMARGO, 2017). Para se garantir a qualidade e confiabilidade nos
resultados obtidos dentro da pesquisa cientifica, faz-se necessério o uso de métodos
gue atendam estas exigéncias e, ainda, sejam de facil execucdo e baixo custo. O
processo de validacdo € responsavel por garantir que os resultados obtidos sejam
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condizentes com a real situacdo de pesquisa obtida (RIBANI, et al., 2004). Segundo
a Resolugao da Diretoria Colegiada N° 166, de 24 de julho de 2017, a validagao deve
comprovar que o meétodo analitico empregado produz resultados confiaveis e é
adequado para o fim ao qual foi destinado e, para isso, deve respeitar rigorosamente
alguns parametros, estabelecidos por esta resolugao.

No Brasil existem dois 6rgdos responsaveis por determinar parametros de
validacdo: a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Em ambito
mundial, na tentativa de minimizar as divergéncias que ocorrem entre diferentes
organizacfes, representantes das industrias e agéncias reguladoras dos Estados
Unidos, Europa e Japao criaram a ICH (International Conference on Harmonization)
gue apresenta parametros proprios a serem seguidos (RIBANI et al., 2004).

O método foi validado conforme o preconizado na Resolugédo RE n° 166, de 24
de Julho de 2017 e com as recomendacdes da ICH (The International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use). Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limite de quantificacdo (LQ) e deteccéao (LD), precisdo e exatidao.

Inicialmente foram preparadas as solu¢cfes padréo e amostras. Para a solu¢éo
padréo utilizou-se 10 mg de farmaco, que foi dissolvido em 20 mL de acetona num
baldo volumétrico de 100 mL e deixado sob agitagdo por 30 minutos em temperatura
ambiente. Decorrido esse tempo, acrescentou-se etanol, permanecendo por mais 10
minutos em agitacdo para total dissolu¢do do farmaco. Por fim, o volume do baléo foi
completado com etanol e a solugdo obtida filtrada. Para o preparo das solugcdes
amostras, pesou-se o equivalente a 10 mg de farmaco de cada uma das formulacfes
F10 e F20 e transferiu-se para balbes volumétricos de 100 mL cada. Em seguida, foi
acrescentado 20 mL de acetona e deixado sob agitagcdo por 4 horas em temperatura
ambiente. Na sequéncia, foi adicionado etanol, permanecendo por mais 20 horas sob
agitacdo para total extracdo e dissolucdo do farmaco. Ao final das 24 horas,
completou-se o volume dos baldes com etanol e filtrou-se as solugdes obtidas.

A seletividade deve assegurar a capacidade do método de identificar ou
guantificar a substancia em estudo, em meio a qualquer outro componente que nao
se tenha interesse, como impurezas, diluentes e componentes de matriz. Além de

assegurar resultado positivo para o analito e negativo para as demais substancias
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(BRASIL, 2017), a seletividade certifica que a resposta gerada como resultado seja
exclusiva da amostra de interesse (RIBANI et al., 2004).

A seletividade foi determinada a partir da comparacao do espectro gerado pela
solucdo padrdo e a solugcdo amostra da formulacdo FO. Ambas as solu¢cbes foram
submetidas a varredura no espectrofotdmetro na faixa entre 300 e 400 nm. Para
estabelecer alinha de base do equipamento, foi utilizada uma solugdo contendo 20%

de acetona em etanol.
O método desenvolvido para quantificacdo do ADAP mostrou-se seletivo, ja

gue nao houve sobreposicéo de leitura da formulagcdo FO na mesma faixa de leitura
do farmaco como pode ser observado na Figura 7, indicando que nenhum
componente da formulacdo apresentou absor¢cédo da radiacdo eletromagnética neste

intervalo de comprimento de onda.

Figura 7: Espectro de absorcdo do ADAP e formulagao de microparticulas FO
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Fonte: CAMARGO, 2017

A linearidade do método foi avaliada por meio da constru¢do de uma curva de
calibracdo, em triplicata. Para isso, os pontos da curva foram obtidos a partir de
diluicbes da solugdo padrédo em etanol, conforme representados na Tabela 2, e lidos

em espectrofotbmetro em 321 nm. A faixa de trabalho foi definida com base na
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concentracao teorica da solugcdo amostra de 8 pg.mL1, contemplando um intervalo de

4 pg.mL1 al12 pg.mL21.

Tabela 2: Concentragdes utilizadas para realizagdo da curva analitica

Volume da solucéo Volume final - balédo Concentracéo final
méae (uL) volumétrico (ml) (ng/ML)
400 10 4
600 10 6
800 10 8
1000 10 10
1200 10 12

Fonte: O autor

A linearidade de um método deve ser compreendida como a capacidade do
mesmo em obter respostas proporcionalmente equivalentes aconcentracéo do analito
em estudo, dentro de uma determinada faixa de trabalho definida. Para isso, o teste
foi realizado em cinco concentracdes diferentes do analito. A curva analitica média

obtida esta representada na Figura 8.

Figura 8: Representacéo grafica da curva analitica padréo para a determinacéo de ADAP obtida por
UV-Vis na faixa de concentragdo de 4 a 12 ug.mL™.
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Fonte: CAMARGO, 2017
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Por meio da andlise de regresséao linear, foram obtidos os valores de coeficiente
angular (inclinacdo da reta), coeficiente linear (intercep¢do com o eixo y) para poder
estimar a absorbancia de ADAP. Observou-se um coeficiente de determinacao (r?) de
regressao linear proximo de 1, o que evidencia a qualidade de regresséo e a pequena
dispersdo entre os pontos, garantindo confianca aos resultados (BRASIL, 2017;

RIBANI et al., 2004). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Dados obtidos por meio da analise da regresséo linear

Parametros Resultados
Faixa de trabalho 4al12 pg.mL?
Equacao da reta (y= ax +b) y = 0,0672x + 0,0023
Inclinacdo da reta (a) 0,0672
Intercepto com o eixo y (b) 0,0023
Coeficiente de determinacao (r?) 0,9998

Fonte: CAMARGO, 2017

Os limites de detecc¢éo (LD) e de quantificacéo (LQ) foram calculados a partir
dos parametros de trés curvas analiticas, conforme representado nas Equacdes 3 e
4, em que o é o desvio padrao dos coeficientes lineares e IC € a média dos

coeficientes angulares das curvas:

3,30

LD = (Tj 3)
100

LQ‘(FJ )

O Limite de Deteccéo (LD) refere-se a menor concentracédo de analito possivel
de se detectar. Por outro lado, o Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor quantidade
de substancia que a metodologia utilizada consegue quantificar com preciséo e
exatiddo (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004). Os valores de LD e LQ encontrados
foram, respectivamente, 0,28 e 0,86 pg.mL1, assegurando a viabilidade de aplicac&o

do método dentro da faixa de trabalho definida.
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A repetibilidade foi avaliada por meio da analise de trés concentracfes
diferentes (4, 8 e 12 ug.mL1), totalizando nove determinacdes em diferentes periodos
de um mesmo dia (manha, tarde e noite), pelo mesmo analista, utilizando um mesmo
instrumento. A precisdo intermediaria foi determinada pela analise nas mesmas
concentracdes utilizadas para a repetibilidade, porém as medidas foram realizadas
em dias diferentes, com analistas diferentes, ainda empregando 0 mesmo
instrumento. Os resultados destas andlises foram expressos na forma de Desvio
Padrdo Relativo (DPR), de acordo com a equacao abaixo (5), onde DP é o desvio

padréo da série de medi¢cbes e CMD a concentracdo média determinada.

DPR = (—DP jxlOO (5)
CMD

A RDC N° 166/2017 descreve que a precisdo deve ser capaz de avaliar a
proximidade entre os valores encontrados nos experimentos e deve ser expressa
como repetibilidade e precisao intermediaria. A repetibilidade mostra a concordancia
entre os resultados encontrados para um mesmo método, executado nas mesmas
condicdes, em um breve intervalo de tempo. Enquanto a preciséo intermediaria mostra
o efeito das variagces, dentro de um mesmo laboratério, considerando dias diferentes
de execucdo do método e analistas operadores (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).
Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria obtidos para o método

desenvolvido encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria

Absorbancia média *
desvio padréo (n=3)
Repetibilidade

Concentracédo (ug.mL™D Desvio padréo

4 0,26 + 0,010 0,04

8 0,56 + 0,026 0,05

12 0,81 + 0,020 0,02
Precisao intermediaria

4 0,25 + 0,001 0,01

8 0,59 + 0,010 0,02

12 0,81 + 0,038 0,05

Fonte: CAMARGO, 2017
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A Tabela 4 demonstra que os valores de desvio padréo relativo obtidos foram

inferiores a 5,0%, portanto, o método foi considerado preciso.

A exatidao foi determinada aplicando o método proposto na andlise da amostra,
na qual quantidade conhecida do farmaco foi adicionado a solucédo do produto final.
As amostras para este teste foram preparadas a partir de triplicatas das solucdes
padrao e solu¢cdes amostras das formulacdes F10 e F20, conforme descrito na Tabela

5, seguidas da leitura em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 321 nm.

Tabela 5: Concentragdes utilizadas para teste de exatiddo do método

Volume da solugcdo Volume da solugcédo Volume final - baldo Concentracéao

padrao (ul) amostra (ul) volumétrico (ml) final (ug/ML)
400 200 10 6
600 200 10 8
800 200 10 10

Fonte: O autor

Os resultados da exatiddao foram expressos na forma de porcentagem de
recuperacao do analito, a partir da Equacédo 6, em que Cexp refere-se a quantidade de

ADAP encontrada e Cteo referindo-se a concentracao téorica de ADAP.

teo

EE = (C“" JxlOO (6)

Os resultados encontrados para a exatiddo comprovaram a concordancia entre
os dados obtidos frente a um valor de referéncia real. A Tabela 6 descreve os dados
do estudo, para a formulacdo F10 foram encontrados os valores de porcentagem de
recuperacdo do farmaco entre 97,05% e 102,92% para as diferentes concentragdes
avaliadas. Para a F20 foram encontrados valores entre 98,74% e 99,03% para o

mesmo parametro.
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Tabela 6: Recuperacédo do ADAP adicionado a formulag&o analisada pelo método proposto

Concentracdo da Concentragdo da

solucéo padrdo solucdo amostra Concentracéo Absorbancia+
¢aop Gac final de ADAP . ~-. Recuperacao (%
adicionada adicionada (ng.mL") desvio padrao
(Mg.mL) (Mg.mL+) '
F10
4 2 5,82 0,39+0,01 97,05
6 2 8,23 0,55+0,01 102,92
8 2 10,15 0,68 + 0,03 101,53
F 20
4 2 5,94 0,40+0,02 99,03
6 2 7,9 0,53+0,01 98,74
8 2 9,89 0,66 +0,02 98,93

n= média de 3 determinacdes
Fonte: CAMARGO, 2017

Considerando os resultados obtidos o método foi considerado seletivo, linear
para a faixa de aplicacdo proposta, preciso e exato, portanto, estd devidamente
validado. Diante do exposto é possivel concluir que trata-se de um método capaz de

quantificar o ADAP incorporado nas microparticulas fornecendo resultados confiaveis.

4.4.6.1 Quantificacdo do ADAP incorporado nas microparticulas

Apols a realizacdo da validagdo do método analitico foi possivel proceder com
a determinacdo do farmaco incorporado nas microparticulas a partir dos ensaios de
guantificacdo desenvolvidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta, em
equipamento THERMO FISHER SCIENTIFIC (Genesys 10 UV Scanning, Madison,
Estados Unidos). A taxa de incorporacdo do farmaco foi calculada a partir da razéo
entre massa de farmaco obtida para as formulagdes em relacdo a massa inicial de
farmaco adicionado em cada formulacdo, conforme descrito na Equacdo 7. As

andlises foram realizadas em triplicata.

. ~ M adap
Taxa de incorporag &0 = —— x100 (7)

teo



56

Os resultados da quantificacdo do farmaco estdo resumidos na Tabela 7. Foi
possivel verificar que as duas formulagdes obtiveram eficiéncia de encapsulacéo
acima de 99%. Isso se deve ao fato de que o método empregado no preparo das
microparticulas (emulsdo simples/evaporacédo do solvente organico) é adequado para
farmacos altamente lipofilicos e otimiza a encapsulag&o nas microparticulas.

O valor de eficiencia de encapsulagcdo encontrado acima de 100% na
formulacdo F10 pode ser justificado por uma possivel perda de polimero durante o

processo de evaporacao do solvente e pelo baixo rendimento na formulagao.

Tabela 7: Teor de ADAP incorporado nas microparticulas de PCL (ug.mL™) e eficiéncia de
encapsulagéo (EE, %)

Concentracao de

~ (,Zo_ncentrggéo : farmaco Eficiénciade
Formulacdo tedricadefarmaco mc_:orporaollo nas encapsulacio (%
(Mg.mL1) microparticulas
(Mg.mL™)
F 10 8 8,36 104,44
F 20 8 7,95 99,37

Fonte: CAMARGO, 2017

4.4.7 Testes de permeacéo cutanea “in vitro”

Para a realizacao dos testes de espectroscopia fotoacustica (PAS) foi realizado
0 preparo de um gel de Natrosol (0,5%) de cada componente de interesse (ADAP,
MF, FO, F10 e F20) para elucidacdo da permeacdo frente a membrana Strat M®. A
formulacédo de cada gel pode ser observada na Tabela 8. Considerando que, para as
microparticulas F10 e F20 foi realizada a correcdo do valor de suas respectivas

massas conforme a eficiéncia de encapsulacéo obtida.
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Tabela 8: Composicéo do gel teste a ser utilizado no ensaio de permeacao

Componentes de cada gel teste

Adap PCL FO F10 F20 Propilenoglicol Gelde
Gel Natrosol
9) 9) (ml) 0,5%
ADAP 0,002 3 gsp.-20g
MF 0,002 0,002 3 gsp.-20g
FO 0,04 3 gsp.-20g
F10 0,02 3 gsp.-20g
F20 0,01 3 gsp.-20g

Fonte: O autor

4.4.7.1 Medida da difusividade térmica — OPC

A medida da difusividade térmica, pode ser obtida pelo uso da técnica de célula

fotoacustica aberta (OPC), conforme representado na Figura 9.

Figura 9: Esquema representativo para medida de difusividade térmica utilizada no laboratorio de
espectroscopia dptica e fotoacUstica (GEOFA) da UEPG
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Fonte: O autor
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A luz proveniente do laser de diodo (modelo DHOM-T-473-200 com
comprimento de onda de 473 nm e 200 mW de poténcia) incide sobre a amostra. A
onda térmica gerada na superficie da amostra pela absor¢cdo da luz atravessa o
material, € transmitida para a camara fotoacustica (alimentada por uma fonte de
tensédo, 9 V), e produz uma variacdo de pressdo no gas. O microfone de eletreto
(Sennheiser, KE-4-211-2) detecta esta variagdo de presséo, a transforma num sinal
elétrico amplificado, o qual € medido por meio de um aparelho lock-in (SR830-Stanford
Research System). Este aparelho também controla a frequéncia do laser modulado
via porta TTL (Transistor Transistor Logic). O computador comunica-se com o
aparelho lock-in, que através de um software desenvolvido pelo GEOFA - UEPG
(Grupo de espectroscopia Optica e fotoacustica do departamento de fisica da UEPG)
gerencia a frequéncia de modulacdo desejada e faz a aquisicao dos dados (amplitude
e fase do sinal fotoacustico). Para cada frequéncia é realizada a média de 10 valores
obtidos da amplitude e fase do sinal fotoacustico. Essa média é salva em um arquivo

de extens&o no formato (.dat) para posterior tratamento dos dados.

4.4.7.2 Espectroscopia fotoacuUstica — PAS

As medidas fotoacusticas foram realizadas em funcdo de tempo referente a
absorcao do ADAP frente a membrana (Strat M®), que neste caso foi responsavel por
mimetizar as caracteristicas da pele em suas duas camadas mais superficiais
(epiderme e derme).

Realizou-se testes de permeacao em dois tempos diferentes para cada gel, em
15 minutos e em 3 horas apds a passagem do gel na membrana. Delimitou-se 4
frequéncias diferentes (5, 23, 51 e 203 Hz) de analise para visualizacdo do sinal no
lado interno da membrana e o uso da frequéncia de 23 Hz para visualizagao do sinal
no lado externo da membrana. As questdes de uso de lado externo e interno da
membrana podem ser exemplificadas pelo fato de que o uso desta metodologia
permite mensurar em que ponto da estrutura da membrana se tem a presenca de
medicamento. O lado externo refere-se ao lado mais superficial da membrana,

simulando neste caso a epiderme humana, conforme demonstrado na Figura 10.



Figura 10: Esquema representativo da membrana sintética utilizada

Fonte: O autor
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Na técnica utilizada, conforme apresentado na Figura 11, uma lampada de

Xenbnio com poténcia de 1000 W (66926 da Newport Corporation/Oriel), abrange

comprimentos de onda especificos entre ultravioleta (UV) e infravermelho (IF) do

7

espectro eletromagnético. A luz proveniente desta lampada é modulada por um

chopper (SR540 Stanford Research System), com modulacédo da frequéncia de 4 Hz

até 3,4 kHz, conforme as dimensfes da pa giradora utilizada na modulag¢éo.

Figura 11: Montagem experimental da técnica de fotoacUstica utilizada no laboratério multiusuério de
propriedades termo-6pticas (LAPTO) — UTFPR
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Como a lampada de Xendnio ndo emite igualmente sinal de luz em todos os
comprimentos de onda, faz-se necesséario a normalizacdo de todos os espectros
fotoacusticos pelo espectro de emissdo da mesma. Portanto, todos os espectros
obtidos foram normalizados pelo espectro de um carvao puro, pois este material
absorve toda radiacdo incidente na faixa de comprimentos de onda de interesse.

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

A luz modulada percorre um caminho através de uma fenda estreita (tamanho
de 3 mm), passa por filtros de ordem superiores de difracdo sendo entdo colimada por
um espelho coéncavo revestido com aluminio (distancia focal efetiva 5 cm) e
direcionada por duas lentes biconvexas de quartzo (distancia focal efetiva 10 e 15 cm)
até a amostra dentro da célula fotoacustica. A célula fotoacustica possui microfone
(4953 da Bruel & Kjaer) que é capaz de gerar 50 mV/Pa com pré-amplificador (2669-
L da B&K) e canal de condicionamento (2690-A-0S1 da B&K). O microfone também
esta 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
possui uma janela oOptica para a entrada de luz e o microfone € acoplado em seu
interior.

Os dados obtidos referente ao sinal da amostra foram conduzidos a andlise por
meio de software especifico que utiliza o algoritmo Levenberg Marquardt.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OBTENCAO DAS MICROPARTICULAS

O método utilizado garantiu com éxito a obtencdo de microparticulas
poliméricas de PCL contendo ADAP nas formulacdes (F10 e F20), bem como na
formulacéo de controle negativo realizada (FO).

Apéds a etapa de secagem, pode-se avaliar que as microparticulas obtidas se

apresentaram sob o aspecto de pd na coloragcdo branca, semelhante ao polimero
puro.

5.2 RENDIMENTO

Para o calculo de rendimento, realizou-se a utilizac&o da Equagao 2. Osvalores
obtidos podem ser visualizados na Tabela 9. Os valores médios de eficiéncia de
encapsulacédo foram de 58,2% para a formulacéo FO, 61,6% para a formulacdo F10 e
70,8% para a formulacédo F20. Pode-se avaliar que as formulagdes que continham o
farmaco (F10 e F20) apresentaram um rendimento maior quando comparadas a

formulagéo controle (FO). Os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 9: Rendimento obtido para as formulagées FO, F10 e F20

Formulacao Rendimento (%)
FO 58,2+£0,3
F 10 61,6+5,9
F 20 70,8+ 0,6

*média (n = 2) + desvio padrédo

Fonte: CAMARGO, 2017

Neste trabalho, utilizou-se o Pval para a obtencédo das microparticulas através
do processo de emulsdo simples/evaporacdo do solvente organico, este componente
atua como tensoativo na elaboracdo da formulacdo, porém ele é tdxico e nao
biodegradavel, acumulando no organismo. Desta forma, as microparticulas
produzidas com Pval devem ser lavadas e centrifugadas para reduzir o residuo de

Pval contido na superficie das microparticulas o que diminui o rendimento do processo
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e justifica os valores encontrados com relacéo a baixas porcentagens de rendimento
(TRAN, 2011).

5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A Tabela 10 fornece os resultados referentes ao teor de agua presente nas
microparticulas obtidas em relacdo aos valores estabelecidos para o ADAP puro
(5,66%) e o polimero PCL (1,29%).

Tabela 10: Teor de dgua* obtido para o0 ADAP, para a PCL e para as microparticulas FO, F10 e F20

Material Umidade (%
Adap 57+£0,1
PCL 1,3+0,1
FO 3,06 £ 0,09
F 10 2,7+£0,1
F 20 2,91+0,04

*média (n = 3) £ desvio padrao

Fonte: CAMARGO, 2017

Foi possivel observar o maior valor de umidade percentual para o ADAP (5,66%
+0,12), Por outro lado, para a PCL observou-se o menor valor de umidade percentual
(1,29% +0,11).

Estes dados demonstram que a secagem a vacuo realizada foi capaz de
remover a agua utilizada durante a microencapsulacdo. O teor de agua residual em
um po influencia sua estabilidade fisica e controla a magnitude das forcas capilares
gue contém particulas em agregados (KARADZOVSKA; RIVIERE, 2013).
Considerando os resultados obtidos, € possivel estabelecer que o teor de agua tem

baixa interferéncia na estabilidade fisica das microparticulas de PCL.
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54 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA COM FONTE DE EMISSAO
POR EFEITO DE CAMPO (MEV-FEG)

Na Figura 12 é possivel observar os aspectos morfolégicos do farmaco puro,
da PCL triturada e da mistura fisica de farmaco com o polimero, realizados para
possivel comparacdo entre as formulagdes obtidas. O farmaco puro pode ser
evidenciado como uma estrutura cristalina (Figura 12, a). O polimero (PCL)
apresentou uma superficie levemente irregular (Figura 12, b). Enquanto que na
mistura fisica é possivel ver claramente a mistura das duas estruturas diferentes

(Figura 8, c).

Entretanto para as microparticulas (Figuras 12, d,e,f), os resultados obtidos por
MEV-FEG revelaram microparticulas com formato esférico e superficie lisa condizente
com particulas poliméricas preparadas a partir do polimero PCL como nota-se na
formulacdo FO (Figura 12, d) sem o farmaco. As microparticulas F20 (Figura 12, f)
apresentaram cristais de farmaco em torno da sua superficie, e isso deve-se a maior
guantidade de ADAP presente nesta formulacdo quando comparada a F10 (Figura 12,
e) (RIEKES, 2011; MENDES, 2012; ALMEIDA, 2014). Com isso, pode-se avaliar que
a formulacdo F10 foi a melhor desenvolvida, ja& que a mesma possuia a concentracao

de farmaco mais adequada para realizar a incorporacdo nas microparticulas.
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Figura 12: Aspectos morfologicos do (a) ADAP puro, (b) da PCL triturada, (c) da mistura fisica, (d),
FO, (e) F10 e (f) F20 por MEV-FEG.
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55 DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA

Os resultados de diametro médio obtidos para as microparticulas encontram-
se descritos na Tabela 11. Os didmetros das microparticulas foram determinados
durante a medida de MEV-FEG, utlizando uma ampliacdo de 2000x (n=100).
Exemplos dessas medidas séo apresentados na Figura 13 para as amostras FO, F10
e F20. Todas as microparticulas obtidas apresentaram um tamanho médio de 8 pm.
Conforme demonstrado na Tabela 11, a encapsulagcdo com ADAP néo teve efeito no
tamanho de particula. O mesmo resultado foi obtido com a encapsulagdo de ADAP
com Tyroesferas por RAMENZALLI e colaboradores em 2017. Nao foi observado

diferencas significativas entre o tamanho das particulas nas diferentes formulacdes.

Tabela 11: Tamanho médio das particulas — Formulagdes FO, F10 e F20

Formulacdo Diametro médio (um) + DP* Numero de medicées

FO 9+4 164
F 10 9+4 132
F 20 8+4 191

DP*: desvio padréo

Fonte: O autor

A analise do tamanho de particulas torna-se importante no caso de estudos de
permeacdao da pele, e comisso, consegue-se prever a probabilidade dessas particulas
penetrarem o estrato corneo e foliculos pilosos afim de alcangar a epiderme viavel
(ALANCASTRE et al., 2006). Microparticulas com diametro variando entre 3-10 ym
sdo capazes de penetrar os dutos foliculares (ROLLAND et al., 1993), sendo assim,
os tamanhos médios das microparticulas obtidas neste trabalho apresentam potencial

adequado para a utilizagdo em formulagdes topicas.
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Figura 13: Micrografias para as amostras (a) FO, (b) F10 e (c) F20 exemplificando as medidas de
didmetro efetuadas durante as medidas de MEV-FEG
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56 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

A Figura 14 mostra o resultado dos espectros de infravermelho das amostras
do farmaco puro, polimero (PCL), MF (proporcéo 1:1) e para as formulacfes FO, F10
e F20.

No espectro do farmaco é possivel verificar a existéncia de uma banda em
1688 cm- correspondente ao estiramento C=0 devido a conjugacdo do &cido
carboxilico com o anel aromético. Assim como o estiramento C-O em 1233 cm-1 do
acido carboxilico. Em 2903 e 2849 cm-! encontra-se duas bandas para as vibracdes
simétricas e assimeétricas do grupo —CH2 (GUO et al., 2014; BHALEKAR et al., 2015

Em relagdo ao espectro do polimero, € possivel verificar a existéncia de uma
banda em 1730 cm- tipica do estiramento C=0 do éster, uma banda em 1171 cm?
caracteristica do grupamento C—-O e duas bandas em 2945 e 2866 cm-! devido as
vibracdes simétricas e assimétricas do grupamento —CH2. A mistura fisica (propor¢cao
1:1) apresentou bandas de absor¢cdo nos mesmos nimeros de onda tanto do polimero
guanto para o farmaco. Para a formulacdo FO observamos boa semelhanca com o
espectro da PCL em p6, mostrando que o método de obtencéo da microparticula néo
altera a estrutura quimica do polimero. Comparando as formulacdes pode-se observar
gue a F20 apresenta algumas absorcoes relativas ao ADAP, de maneira mais evidente
nas regides em 2901 e 1686 cm-1as quais se apresentam sobrepostas as bandas do
polimero. Para a F10 estas absor¢des mostraram-se menos evidentes. Também néo
se observou nenhum deslocamento nas absor¢des supracitadas nem o aparecimento
de novos picos, o0 que indica que ndo ocorre interacdo quimica entre o farmaco e o
polimero durante o processo de microencapsulacdo, mantendo o efeito terapéutico
esperado do ADAP.
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Figura 14: Espectros FTIR da PCL, do ADAP puro (ADAP), da mistura fisica PCL: ADAP (MF) e das
microparticulas poliméricas (FO, F10 e F20).
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Fonte: O autor.

57 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (CED)

Os resultados de termogramas do farmaco puro, do polimero (PCL), da mistura
fisica (MF) e das microparticulas estdo mostrados na Figura 15. Para o ADAP, é
possivel verificar o evento térmico de fusdo em 326 °C, valor condizente com o
encontrado na literatura (GUO et al., 2014). Pode-se observar que as microparticulas
possuiram termogramas semelhantes ao da mistura fisica, os quais ndo mostram
muitos picos de cristalinidade do farmaco nas microparticulas e, com isso, pode-se
sugerir que ocorreu amorfizagdo do farmaco. A PCL apresentou temperatura de fuséo

a 67 °C e eventos de decomposicdo a 416 °C, confirmando dados previamente
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relatados por ALMEIDA, et al.,2014. O termograma da mistura fisica mostrou eventos
endotérmicos atribuidos ao polimero e a droga. No entanto, as microparticulas de PCL
apresentaram apenas um evento de fus&o na faixa de 60°C.

Dados da literatura demonstram que a PCL com massa molar da ordem de 104 a
105 Daltons podem apresentar altas taxas de cristalinidade variando entre 51 e 62%
(SALOM, et al., 2006).

Figura 15: Resultados de termograma da PCL, do ADAP puro, da mistura fisicaPCL: ADAP (MF) e
das microparticulas poliméricas (FO, F10 e F20)
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Fonte: O autor.
5.8 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

As curvas de termogravimetria do farmaco puro, do polimero, da mistura fisica
e das microparticulas est&o representadas na Figura 16. E possivel verificar um tnico
evento de decomposicao térmica, o que é sugestivo da degradacdo das amostras ou

até mesmo um resultado que se refere a transformacédo da PCL, que apresenta um
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importante estagio de transformacéo com perda de massa na temperatura de 405 °C
(SALOM, et al., 2006).

E possivel observar que tanto o polimero como a formulagdo F10 se
mantiveram mais estaveis do que as demais amostras, iniciando o evento de
decomposicado térmica préximo a 300°C. O farmaco puro e a mistura fisica ficaram
estaveis até a temperatura de 150°C, enquanto que as formula¢cfes FO e F20 iniciaram
o processo de perda de massa perto de 100°C, essa perda deve-se a perda de agua,
o0 qual é condizente com os dados de teor de umidade das amostras, conforme
apresentado na Tabela 10. Entretanto, mesmo com a diferenca de temperatura é
possivel concluir que as microparticulas possuem uma estabilidade térmica adequada

para essa forma farmacéutica.

Figura 16: Curvas de TG do ADAP puro, da PCL e da mistura fisica (MF) PCL: ADAP (a) e das
microparticulas poliméricas (FO, F10 e F20) (b).
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5.9
5.9 DIFUSIVIDADE TERMICA DAS MEMBRANAS SINTETICAS POR OPC

A secao 3.5.4 demonstra que é necessario conhecer a difusividade térmica da
membrana. Para isso foram efetuadas medidas usando a técnica de célula
fotoacustica aberta (OPC). Devido a espessura da membrana (300 ym), foi utilizado
o modelo combinado de difusdo térmica e flexdo termoelastica (SOMER et al., 2013;
SOMER et al, 2014). A equacado para o sinal fotoacustico considerando tal modelo

pode ser escrita na forma:

— l CIDSI/Q + 1 C2D5'3/2
~ [sinh(lo,)  ¢% sinh(c,l,)

[cosh (o.1)- % sinh (o /. )— 1}

(9)

Em que: Ds = difusividade térmica da amostra, Is € a espessura da amostra, C1
e C2 séo os coeficientes que representam a contribuicdo da difusdo e flexao
termoelastica na geracdo do sinal fotoacUstico e os € o coeficiente de difuséo

complexo, definido por:

N
o, = (1+'),/3 (10)

Os valores experimentais para a difusividade térmica Ds, C1 e C2 foram obtidos
a partir do ajuste da Equacao 9 utlizando o algoritmo Levenberg-Marquardt. Um
exemplo de ajuste do sinal fotoacustico pelo modelo combinado para uma medida na
membrana é apresentado na Figura 17. Este ajuste apresentou um R2 de 0,996. A
difusividade térmica obtida foi de (7,22 + 0,04) x 107 m?/s. Este valor de difusividade
se encontra proximo de materiais poliméricos sintéticos, visto que a estrutura da
membrana € composta de diferentes polimeros e de diferentes camadas (HAQ, et al.,
2018). O valor se encontra proximo de outros materiais sintéticos medidos pela técnica
de OPC (DIAS, et al., 2007).
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Figura 17: Ajuste do sinal fotoacUstico medido para membrana sintética Strat M® considerando a
espessura de 300 um.
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5.10 ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA — PAS

5.10.1 Medidas de absorcao das membranas Strat M®

As membranas Strat M® sdo compostas de 2 camadas de polietersulfona com
uma superficie muito compacta, que fornece certa resisténcia a permeacéao de certos
farmacos e abaixo dessas camadas existe uma camada de poliolefina, a qual possui
poros maiores e, portanto, maior permeabilidade (HAQ et al., 2018). Essas camadas
poliméricas criam uma estrutura porosa que € impregnada com misturas de lipidios
sintéticos que fornecem gradiente de tamanho de poros e difusividade, podemos notar

a diferenca nos tamanhos de poros nas Figuras 18 (a) e (b).
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Figura 18: (a) llustragdo do comprimento de difuséo térmica em uma imagem MEV (incidéncia no lado
interno) da membrana (b) Medicdes MEV de camadas de membrana para a mesma imagem na figura

(a).
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Fonte: O autor

Para efetuar um perfii de profundidade nas membranas e também nas
membranas com geéis, a estratégia foi determinar o espectro de absorcdo Optica
conforme a frequéncia de modulacdo. Para a escolha das frequéncias de modulag&o
de incidéncia, inicialmente realizou-se a medida de difusividade térmica da membrana
Strat M®. O valor de difusividade térmica média efetiva encontrado foi de 7,22 x 107
m?2/s, de posse deste valor e com o uso de diferentes frequéncias de modulacéo foi
possivel determinar o perfil de profundidade a ser avaliado mediante cada frequéncia
escolhida disponivel no intervalo de modulacdo do equipamento de fotoacustica.
Neste caso, para as frequéncias de modulacdo de 5, 23, 51 e 203 Hz foi possivel
determinar através do uso da Equacdo 1 os comprimentos de difusdo de 214, 104, 67
e 33 um, respectivamente, o que fornece a capacidade de avaliacdo de diferentes
camadas da membrana Strat M®. Estes valores estdo exemplificados na Figura 18
(a).

A Figura 19 mostra os espectros das membranas conforme a frequéncia de
modulacédo pré determinada com incidéncia da luz do lado interno (conforme Figura
18 (a)). Os espectros foram normalizados de 0 a 1 para andlise das variacbes em
comprimento de onda. Observa-se um red shift de 278 para aproximadamente 300
Mm a medida que a varredura de frequéncia permite a passagem da camada de
polietersulfona (214 pm) para a camada de poliolefina (104 pm). Essa banda é

associada com as transi¢cdes TT—1* dos elétrons nos orbitais 1T nos anéis aromaticos,
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e portanto, interacdes intracadeias poliméricas (ZHAO et al., 2011). Esse red shift
pode ser associado a cadeias poliméricas menos “emaranhadas”, e, portanto,
associada a camada de poliolefina.

Para uma melhor compreensdo, as cores das linhas dos espectros sao
correspondentes as cores das setas representadas na Figura 18 (a) para cada
comprimento de difusdo térmica. Vale ressaltar que quanto menor o comprimento de
difuséo térmica a contribuicdo para a geracao de sinal fotoacustico € mais préximo da

superficie de amostra.

Figura 19: Espectros de absor¢cdo da membrana Strat M® em funcao da profundidade.
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Fonte: O autor

5.10.2 Medidas de absorcdo das amostras em pé para permeacao

Os espectros do farmaco e das microparticulas na forma de poé sé&o

apresentados na Figura 20 (a). Estes espectros foram normalizados somente pelo
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espectro do carvao. Nota-se que para o farmaco (ADAP) o espectro obtido por PAS é
bem semelhante ao obtido por UV-Vis. As microparticulas bem como o polimero
possuem sinal fotoacustico bem menos intenso, o que também reforca o resultado
obtido por UV-Vis (Figura 7). Segundo TOLBA; EL-GAMAL, 2016, o farmaco pode
apresentar bandas de absorcdo em 230, 265, 312 e 340 nm, sendo que esta Ultima
pode sofrer deslocamento até 380 nm conforme o pH da solugdo em que o farmaco
se encontra. A avaliacdo da ocorréncia de deslocamento foi efetuado apds a
normalizacdo dos espectros de 0 a 1 conforme a Figura 20 (b). Esta normalizacéo se
faz necesséria devido a baixa intensidade apresentada pelas microparticulas.
Observa-se gque nao ocorre o deslocamento da banda até 380 para as microparticulas
contendo ADAP (TOLBA; EL-GAMAL, 2016).

Figura 20: Espectro de absorcéo optica do farmaco e das microparticulas obtidos por PAS.(a)
espectros normalizados pelo sinal do canéo e (b) espectros normalizados de 0 a 1.
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5.10.3 Avaliacdo da permeacéo por PAS

Os resultados da subsecdo 5.10.1 mostram que a membrana tem diferentes
espectros conforme a frequéncia de modulacdo aumenta. Portanto, para avaliar o
perfil de permeacdo foi realizado um ajuste com funcBes gaussianas, ja que na
comparacdo da Figuras 19 e 20 observa-se que tanto a membrana quanto as
formulagcbes possuem bandas entre 270 e 320 nm.

O primeiro passo envolveu a aplicacdo de PAS para medir os espectros de
absorcéo Optica de microparticulas de PCL carregadas com ADAP e a absor¢ao 6ptica
do farmaco ADAP. A Figura 21 (a) mostra os dados referentes ao ADAP, nos quais
trés curvas Gaussianas centradas em 272, 336 e 369 nm, foram ajustadas para obter
o espectro total. Para as formula¢cbes F10 e F20 (Figuras 21 (b) e (c), respectivamente)
realizou-se a equiparagcd0 com as mesmas curvas gaussianas com as mesmas
posicoes e largura. Como a PCL ndo apresenta espectro de absorcdo (nao
apresentado), pode-se atribuir essas bandas ao ADAP. TOLBA, EL-GAMAL, 2016,
encontraram resultados semelhantes para formulagcdes em que se utilizou o polimero
PCL.
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Figura 21: Espectro fotoacUstico para o ADAP e para as formulagdes de microparticulas.
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Para detectar a formulacdo apds a aplicagdo na membrana, foram utilizadas

duas curvas Gaussianas centradas em 280 nm e a outra em 300 nm para a frequéncia

de 5 Hz e 280 e 350 nm para as demais frequéncias, conforme Figura 22.
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Figura 22: Espectros fotoacsticos para as membranas sintéticas - Strat M®
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O ajuste para as amostras de membrana com o ADAP foi dificil de realizar
devido a proximidade das bandas de absor¢cdo da membrana e da propria formulagéo.
O critério foi construir o espectro total simulando cada contribuicdo para a absorcéo
usando o conhecimento das formulacdes (Figura 21). Como a PCL ndo apresenta
sinal fotoacustico, considerou-se as mesmas Gaussianas obtidas para o ADAP e para
a MF (mistura fisica). A Figura 23 mostra os resultados para a excitagdo no lado
interno da membrana para uma modulagdo de frequéncia de 203 Hz (33 pum de
profundidade) apés 15 min de aplicacdo de formulacfes. A permeacdo cutanea de
cada formulacao foi determinada pela soma das areas das gaussianas referentes ao
ADAP.
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Figura 23: Espectros fotoacusticos para as membranas submetidas as formulagdes apos 15 min de
aplicacéo.
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Os resultados em funcdo da profundidade de penetracédo sdo apresentados
na Figura 24. Observa-se que apdés 15 min, a maior concentracdo de farmaco
permanece em aproximadamente 213 pum para todas as formulagcfes. No entanto,
apos 3 h, para a amostra ADAP ocorre um aumento na banda de absorcéo, indicando
gue o farmaco pode ser detectado através da membrana até 33 um. Para a amostra
MF, a absorcado da banda de farmaco permanece constante de 100 a 33 pm, indicando
que o farmaco se espalha através da membrana.

No entanto, para F10 e F20, pode-se notar um aumento de 213 para 100 um e,
em seguida, uma diminuicdo na intensidade de absorcao do farmaco.

Para a formulacdo F10 observa-se um grande aumento da intensidade de
absorcado de 210 a 100 pum e € ligeiramente atenuada a 33 pm. Portanto, maior parte
do farmaco permeia em 100 um. Para a F20, o comportamento é semelhante, mas o
aumento da intensidade de 210 a 100 um € muito menor e a atenuacao na superficie
€ mais intensa. Assim, pouco do farmaco na formulacdo F20 permeia até 100 um se
comparado com a formulacdo F10, o que indicaria um resultado melhor para a

formulagcao F20.
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Figura 24: Ewolucéo da penetracdo do ADAP na membrana em fun¢éo da profundidade de
penetracdo apos 15 min (a) e 3 h (b) de aplicagdo. As marcas tracejadas aproximam-se da posicao
de aplicacdo das formulacdes.

' (@) 7
L a
a, 1°T  —o— ADAP
2 12F F10
< = F20 %
$ o
= '
o . 6 @ /
S —
S i @\\%é
2 3F
g B | | | | L /
-: 4.5 - —O—ADAP (b) %
= . —O—MF
5 40p——Fl0
2 L _o—F20 VY
® 35 /
=) X T
W
2 30f a% /
3 [ 0 9
o 25F W ~pg y—- %
> b oo
20}

2 | L 1 2 L
50 100 150 200 250
Comprimento de difusiio térmica (pm)

Fonte: O autor

Considerando a comparacéo entre as camadas da membrana sintética e as
camadas da pele humana efetuada por HAQ, et al., 2018, a superficie de poliéter
sulfonado possui a “equivaléncia” ao estrato cérneo na pele humana e que a camada

de poliolefina, é “equivalente” a derme conforme Figura 25.
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Figura 25: Estrutura da membrana Strat M® em comparacgdo com a pele humana.
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Levando em considera¢&o os resultados anteriores da membrana Strat M®, na
qual a superficie de poliéter sulfonado permanece na regido de 213 pum de
profundidade de penetracdo em 100 um detecta-se e regido de poliolefina que atinge
a via folicular. Observou-se que, apds 3h de aplicacdo das formula¢cdes, o ADAP puro
permeia pelas camadas de poliéter sulfonado e de poliolefina, se concentrando em 33
pum de profundidade. O mesmo comportamento € obtido para a MF. Ja para as
formulacdes F10 e F20, apdés 3h de aplicacdo, estas se concentram em
aproximadamente 100 um. Considerando a comparacao feita por HAQ, et al., 2018 na
Figura 24 pode-se observar que a encapsulacdo polimérica diminui a permeacéo
cutanea, concentrando o farmaco na regido folicular, sendo assim pode-se evidenciar

a liberacao controlada do farmaco apds a encapsulacdo polimérica.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que as microparticulas poliméricas de poli (¢
caprolactona) foram obtidas e caracterizadas. Os estudos de caracterizagao
mostraram que as microparticulas apresentaram diametro médio de 8 um, formato
esférico e superficie lisa.

A andlise por espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) foi capaz de identificar as bandas caracteristicas dos principais componentes
da PCL e do ADAP, indicando que ndo houve ligagdo quimica entre eles.

A analise térmica revelou os picos de fusdo do farmaco e do polimero e mostrou
0 desaparecimento do pico de fusdo do ADAP nas microparticulas indicando
encapsulamento do farmaco.

Pela técnica de OPC foi possivel determinar a difusividade térmica efetiva da
membrana sintética, com o valor de 7,22 x 107 m?3/s o qual se encontra dentro da faixa
de valores obtidos para a difusividade térmica de polimeros de baixa densidade, a
determinacdo deste parédmetro térmico possibilitou as andlises de perfil de
profundidade por PAS.

Com relacéo aos testes de permeacao cutanea via PAS foi possivel avaliar que
a técnica utilizada foi capaz de identificar a presenca de ADAP entre as camadas da
membrana sintética utilizada, sendo possivel validar o procedimento de PAS como
uma importante ferramenta a ser utilizada em ensaios de penetracdo cutanea “in vitro”
frente ao uso de membrana sintética para formulacdo de gel do medicamento
utilizado.

Com relacdo ao uso de microparticulas poliméricas, foi possivel avaliar que o
uso desta tecnologia farmacéutica foi capaz de diminuir a penetracdo do medicamento
utilizado frente a camadas que ndo seriam o0 alvo de acdo do ADAP quando
comparado a pele humana, garantindo que o medicamento figue um tempo maior em
seu local de acdo, aumentando sua efetividade terapéutica e a diminuicdo de

possiveis reacdes indesejadas e/ou efeitos colaterais.
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