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RESUMO

A hidradenite supurativa € uma condicdo inflamatdéria crénica e debilitante relacionada a
obstrucdo permanente das unidades pilossebaceas da pele, que apresenta poucas
opcOes terapéuticas. O fosfato de clindamicina e a rifampicina sdo o0s principais
farmacos atualmente utilizados no tratamento dessa doenca e sdo usados em
associacao devido aos seus mecanismos complementares de agdo. No entanto, 0 uso
oral desses antibitticos esta associado a efeitos adversos graves. O presente estudo
propde de maneira inédita 0 uso topico dessa associacao de farmacos encapsulada em
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) e avalia a eficacia do sistema em termos
de direcionamento da penetracdo cutanea desses farmacos para os foliculos pilosos,
levando-se em consideracdo a condicdo sebacea em que a pele afetada pela
hidradenite supurativa se encontra. Primeiramente, desenvolveu-se um método analitico
por cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacédo simultanea dos farmacos
na presenca dos contaminantes da pele. O método desenvolvido apresentou elevada
capacidade de recuperacao (> 85%) do fosfato de clindamicina e rifampicina das
camadas cutaneas e provou ser adequado considerando todos os parametros de
validacdo avaliados. A compatibilidade quimica entre os farmacos foi demonstrada
usando analise térmica combinada com ensaios de infravermelho e raio-X. Por
conseguinte, os resultados indicaram compatibilidade entre os farmacos, sugerindo que
essas substancias podem ser usadas em conjunto em uma mesma formulacdo. Os CLN
contendo fosfato de clindamicina e rifampicina foram obtidos e caracterizados quanto ao
seu diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade, potencial zeta, eficiéncia de
encapsulacdo, carga dos farmacos, morfologia e pH. Os CLN desenvolvidos
apresentaram diametro de, aproximadamente, 400 nm e indice de polidispersividade de
0,2 com potencial zeta negativo (- 45 mV). A formulagdo demonstrou estabilidade
relativa por 60 dias sob refrigeracdo. Nao ocorreram alteracdes morfolégicas entre os
CLN contendo ou ndo os farmacos. A eficiéncia de encapsulacdo do fosfato de
clindamicina foi em torno de 80% e da rifampicina foi de 95%, e o pH da disperséo dos
CLN foi 6,5. A liberagéo dos farmacos foi determinada in vitro durante um periodo de 12
h, utilizando uma membrana de acetato de celulose acoplada a uma célula de difusdo
do tipo Franz modificada. Os CLN reduziram significativamente (p < 0,001), a taxa de
liberacdo dos farmacos em comparagéo ao controle com os farmacos livres. A adicdo de
farmacos no CLN ndo alterou a fluidez dos nanotransportadores e os dados de
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica com marcador de spin também
mostraram que os CLN interagem com os dominios lipidicos do estrato corneo, sugere-
se que os farmacos causam instabilidade nos CLN ou aumentam suas afinidades pelos
lipidios do estrato corneo. Os ensaios de permeacao e penetracdo foram realizados in
vitro em pele de orelha de suinos. Em geral, os nanocarreadores lipidicos parecem se
acumular nas aberturas dos foliculos pilosos, aumentando significativamente em 12
vezes a captacdo de rifampicina nessas estruturas e criando um depdsito de fosfato de
clindamicina ainda maior nos foliculos pilosos (38,1 + 8,5 ug/cm?), mesmo quando a
pele esta em uma condicdo sebacea que mimetiza o que ocorre durante a fisiopatologia
da doenca. Por fim, os testes de irritacdo HET-CAM e em epiderme humana
reconstruida provaram que a nanoformulacdo é segura para aplicacao topica. Assim, 0s
CLN que incorporam os antibioticos fosfato de clindamicina e rifampicina parecem ser
uma estratégia viavel para o tratamento topico de hidradenite supurativa.

Palavras-chave: Hidradenite supurativa, fosfato de clindamicina, rifampicina,
carreadores lipidicos nanoestruturados, pele sebacea.



ABSTRACT

Hidradenitis suppurativa is a chronic and debilitating inflammatory condition related to
permanent obstruction of the skin's pilosebaceous units, against which has still available
few therapeutic options. Clindamycin phosphate and rifampicin are the main drugs
currently used in the treatment of this disease and are used in combination due to their
complementary mechanisms of action. However, the oral use of these antibiotics is
associated with serious adverse effects. This study proposes in an unprecedented way
the topical use of this association of drugs encapsulated in nanostructured lipid carriers
(NLC) and evaluates the effectiveness of the system in terms of directing the cutaneous
penetration of these drugs to the hair follicles, taking into account the hypersebaceous
condition in which the skin affected by hidradenitis suppurativa is found. First, an
analytical method by high-performance liquid chromatography was developed for the
simultaneous determination of drugs in the presence of skin contaminants. The
developed method showed a high recovery capacity (> 85%) of clindamycin phosphate
and rifampicin from the skin layers and proved to be adequate considering all validation
parameters evaluated. Chemical compatibility between drugs was demonstrated using
thermal analysis combined with infrared and X-ray assays. The results indicated
compatibility between the drugs, suggesting that these substances can be used together
in the same formulation. The NLC containing clindamycin phosphate and rifampicin were
obtained and characterized in terms of their hydrodynamic diameter, polydispersity
index, zeta potential, entrapped efficiency, drug loading, morphology, and pH. The
developed CLN had a diameter of approximately 400 nm and a polydispersity index of
0.2 with negative zeta potential (— 45 mV). The formulation demonstrated relative stability
for 60 days under refrigeration. There were no morphological changes between the NLC
containing or not the drugs. The entrapped efficiency of clindamycin phosphate was
around 80% and of rifampicin was 95%, and the pH of the formulation containing the
NLC was 6.5. The release of drugs was determined in vitro for 12 h, using a cellulose
acetate membrane coupled to a modified Franz-type diffusion cell. The NLC significantly
reduced (p < 0.001) the rate of drug release compared to the control with free drugs. The
addition of drugs in the NLC did not alter the fluidity of the nanocarriers and the spin-
labeled electronic paramagnetic resonance spectroscopy data showed that the NLC
interact with the lipid domains of the stratum corneum, suggesting that the drugs either
cause instability in the NLC or increase their affinity by the stratum corneum lipids.
Permeation and penetration tests were performed in vitro on porcine ear skin. In general,
lipid nanocarriers appear to accumulate in the openings of hair follicles, significantly
increasing the uptake of rifampicin in these structures by 12 times and creating an even
greater clindamycin phosphate deposit in hair follicles (38.1 + 8.5 ug/cm?), even when
the skin is in a sebaceous condition to mimic what occurs during the pathophysiology of
the disease. Finally, HET-CAM irritation tests and reconstructed human epidermis
proved that nanoformulation is safe for topical application. Thus, NLC that incorporate
the antibiotics clindamycin phosphate and rifampicin appear to be a viable strategy for
topical treatment of hidradenitis suppurativa.

Keywords: Hidradenitis suppurativa, clindamycin phosphate, rifampicin, nanostructured
lipid carriers, sebaceous skin.
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1. INTRODUCAO

A hidradenite supurativa, também conhecida como acne inversa ou doenca
de Verneuil € uma condicdo inflamatoria cutdnea de carater crbénico, recorrente e
debilitante, que possui sua patogénese relacionada a obstru¢do permanente das
unidades pilossebaceas (1). O evento histopatologico primario surge com uma
hiperqueratose folicular com obstrucdo e dilatacdo dos foliculos pilosos ou das
aberturas das proprias glandulas sebaceas por secrecdes excessiva de sebo (2,3).

O sebo € um produto da glandula sebacea que consiste em uma mistura de
lipidios composta principalmente de triglicerideos, ésteres de cera, esqualeno,
acidos graxos livres e de menores quantidades de colesterol, ésteres de colesterol e
diglicerideos. Em condicdo homeostatica, o sebo reveste a superficie do pelo e da
pele apds uma secrecdo holdcrina no infundibulo do foliculo piloso, beneficiando a
lubrificac@o do fio e contribuindo para a formacgéao da barreira cutanea. A hidradenite
supurativa resulta de uma disfuncdo patolégica nesse equilibrio da producédo de
sebo, que leva a uma proliferacdo excessiva de micro-organismos, desencadeando
respostas inflamatorias (4—6).

Em 2019, foi aprovado pelo Ministério da Saude um protocolo clinico e
diretrizes terapéuticas para o tratamento da hidradenite supurativa (7). O uso
continuo ou pelo menos de ciclos intermitentes de terapia medicamentosa oral séo
praticas comuns para lidar com manifestacdes recorrentes da doenca. Em geral, os
antibiéticos sao utilizados para tratar e prevenir a infeccdo secundaria e a inflamacgéo
associada as lesdes existentes, com destaque para a clindamicina e a rifampicina,
que tém acado bactericida eficaz quando administradas em associacdo por via oral.
Além disso, alguns estudos sugerem que os farmacos desempenham um papel
imunomodulador, especialmente das células T, que auxilia ha melhora da condigcéo
inflamatoria associada a doenca (8—11).

As terapias duradouras com antibiéticos de uso sistémico, no entanto, podem
resultar no abandono do tratamento pelos pacientes levando a um potencial risco do
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Ainda, o uso oral de antibidticos traz
uma série de efeitos adversos. A clindamicina tem sido associada em particular a
erupcbes cutaneas, dor abdominal, esofagite e principalmente efeitos
gastrointestinais (12). Ja a rifampicina promove muitas interagcdes medicamentosas

por ser um indutor da enzima citocromo P450, o que acarreta em diminui¢ao drastica



dos niveis sanguineos de outros medicamentos, que 0s pacientes com hidradenite
supurativa possivelmente utilizam por causa das comorbidades associadas (9,13). A
excisdo cirargica ndo pode ser considerada uma alternativa para a doenca, pois
pode gerar um resultado esteticamente inaceitdvel e ndo impede sobremaneira a
reincidéncia da doenca (10,14-16).

O tratamento tépico para a hidradenite supurativa, que poderia eliminar ou
pelo menos reduzir os efeitos adversos da antibioticoterapia oral, ainda n&o foi
explorado. Embora ja existam cremes tdpicos contendo clindamicina para o
tratamento da acne no mercado, ha uma dificuldade farmacotécnica em incluir a
rifampicina em uma mesma formulacdo topica que garanta a biodisponibilidade
dermatolégica das duas substancias, ja que possuem polaridades opostas
[solubilidade aquosa da rifampicina = 1,4 g/L (17), solubilidade aquosa da
clindamicina = 3,1 g/L (18)]. Ademais, ndo h& estudos na literatura que comprovem a
compatibilidade quimica entre essas duas moléculas quando associadas. Por fim, as
altas taxas de producao de sebo pelo curso da hidradenite supurativa devem afetar
a biodisponibilidade topica das substancias por representar uma barreira adicional a
penetracdo cutanea dos farmacos.

Os sistemas de liberagdo de farmacos contendo nanoparticulas para
aplicacao tépica, neste caso, podem ser especialmente interessantes devido nao s6
a possibilidade de incorporacdo dos dois farmacos em uma mesma formulacao e
melhor estabilizacdo deles (19), como também por potencialmente provoverem o
acumulo dos farmacos nanoestruturados nos foliculos pilosos, tais como observados
anteriormente pelo desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) contendo Oleos essenciais, clobetasol e voriconazol (20-23).

Pensando no alto conteddo sebaceo da pele afetada pela doenca, este
trabalho prop6s o desenvolvimento de CLN co-encapsulando clindamicina e
rifampicina, ja que os componentes desse tipo de nanoestrutura devem ter afinidade
pelo conteudo sebaceo da pele, favorecedo sua deposi¢ao nas estruturas foliculares

afetadas e garantindo que concentracdes efetivas dos farmacos atinjam o local.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar os carreadores

lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo uma combinacdo de fosfato de

clindamicina e rifampicina e avaliar o acimulo dos farmacos nos foliculos pilosos em

uma condicdo de excesso de conteudo sebaceo, visando a uma abordagem mais

eficiente e segura para o tratamento tépico da hidradenite supurativa.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um método analitico sensivel e capaz de quantificar
seletivamente o fosfato de clindamicina e a rifampicina extraidos das
camadas da pele apds experimentos de permeacdo e penetracdo cutanea;
Analisar a compatibilidade quimica entre fosfato de clindamicina e rifampicina;
Desenvolver nanocarreadores lipidicos contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina, com caracteristicas adequadas de tamanho e superficie para
deposicao nos foliculos pilosos;

Caracterizar os nanocarreadores lipidicos seguindo parametros de diametro
hidrodindmico, dispersdo de tamanho, potencial zeta, pH, morfologia,
eficiéncia de encapsulacao e carga dos farmacos;

Avaliar de maneira preliminar a estabilidade fisico-quimica dos
nanocarreadores lipidicos contendo os farmacos;

Analisar a influéncia do fosfato de clindamicina e rifampicina na dinamica dos
lipidios que compdem os CLN;

Determinar in vitro o perfil de liberagdo do fosfato de clindamicina e
rifampicina a partir dos nanocarreadores lipidicos;

Determinar in vitro as interacbes entre os nanocarreadores lipidicos e os
componentes do estrato corneo;

Avaliar in vitro a permeacao e penetracao cutanea do fosfato de clindamicina

e rifampicina a partir dos nanocarreadores lipidicos;



e Elucidar a importancia de cada via de penetracdo para os farmacos e verificar
o direcionamento folicular da liberacdo dos farmacos em pele convencional e
pele sebéacea, e:

e Estudar in vitro o potencial irritativo dos CLN por meio de teste de HET-CAM e

em epiderme humana reconstruida.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pele

A pele & um 6rgdo complexo que funciona como uma barreira mecéanica para
proteger o corpo contra a acdo deletéria de diversos agentes externos, como a
incidéncia de radiacdo solar, infeccdo por patdégenos e absorcdo de substancias
toxicas, e também desempenha papel na termorregulacdo corporal, no metabolismo
e na regulacdo do equilibrio de fluidos (24,25). Além de garantir esse papel de
protecdo e manutencdo da homeostase, uma pele saudavel é socialmente
importante para contribuir para a atracéo fisica entre individuos (26,27).

A pele é o maior orgdo do corpo humano (em adultos, area total entre
18.000 cm? e 25.000 cm?), sendo formada fundamentalmente por trés camadas:
epiderme, derme e hipoderme (Figura 1), compostas por diferentes tipos celulares e

estruturas (28).

— Foliculo piloso

T ~ e~ ** - EPIDERME
Glandula
Sudoripara - BERME
Glandula
Sebacea
- HIPODERME

Figura 1. Representacdo das camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme. Fonte: Autoria

propria.

A epiderme é a primeira e mais externa camada da pele e é caracterizada por
sua funcéo de barreira e prote¢do. E uma camada avascular nutrida pela difuséo dos

nutrientes oriundos da derme por capilaridade, formada por células estratificadas e



dividida nas seguintes camadas: cornea, granulosa, espinhosa, basal ou germinativa
(Figura 2) (29,30).

= Camada cornea

Granulos
de queratina

~ Camada granulosa

Queratindcitos <«

- Camada espinhosa

=~ Camada basal

Células de Lamina basal
Langerhans

Figura 2. Estruturas e camadas da epiderme: camada cérnea, camada granulosa, camada espinhosa

e camada basal. Fonte: Autoria prépria.

As funcdes defensivas residem principalmente na camada superior da
epiderme, o estrato cérneo (31) constituido por células anucleadas queratinizadas,
0s cornedcitos, dispersas em uma matriz rica em lipidios. O estrato cérneo, possui
somente de 10 um a 15 pym de espessura, e possui funcdo de constituir a primeira
barreira a absorcdo percutanea de substancias e contra a perda de agua pelo
organismo. Nessa camada, as células apresentam grande quantidade de queratina e
passam continuamente por processo de descamacgdo. Para transpor o estrato
cérneo, as substancias devem apresentar alta lipossolubilidade ou possuir
mecanismos capazes de afetar a sua estrutura celular (32).

A camada granulosa geralmente tem de 1 a 4 células de espessura e é
composta por uma rica presenca de granulos de queratina em suas células (33,34).
A camada granulosa é sucedida pela camada espinhosa. As ligacOes
desmossbmicas entre as ceélulas aparecem como pequenos espinhos, 0 que da
origem ao nome dessa camada. Ainda, encontram-se nessa camada os granulos de
melanina e as células de Langerhans, importantes fagocitos que auxiliam na

ativacao da resposta imunoldgica da pele (35).



As células da camada basal ou germinativa sdo responsaveis pela renovagao
continua da epiderme. Porém, apenas 15% dessas células estdo constantemente
envolvidas nesse processo, pois as células remanescentes estdo em estado de
repouso ou quiescente. Em processos patoldgicos na pele, essas células aumentam
a proliferacao e reconstituicdo do tecido (36).

A segunda camada da pele é a derme que tem entre 0,5 e 5 mm de
espessura e contempla componentes celulares como: linfocitos, fibroblastos,
mastdcitos, plasmaocitos e células dendriticas dérmicas, além de denso colageno e
fibras elasticas produzidas por fibroblastos cutaneos. As caracteristicas e a
distribuicdo desses fibroblastos garantem a textura e elasticidade da pele (37,38).
Esta camada conta ainda com canais linfaticos, vasos sanguineos e nervos
sensoriais. Ainda, possui anexos epidérmicos, que sao estruturas introduzidas na
derme por meio de invaginacdes da epiderme (39).

As glandulas sebaceas secretam um lipidio nos foliculos pilosos chamado
sebo, que protege a pele da dessecacdo. As glandulas sudoriparas écrinas e
apocrinas residem na derme profunda e tecido subcutaneo enquanto seus ductos
atravessam a epiderme. As glandulas écrinas produzem suor, essencial para a
regulacdo da temperatura, secretando-o diretamente na superficie da pele, e as
glandulas apdcrinas secretam o suor na haste do pelo (40).

A terceira e mais interna camada da pele € a hipoderme, sendo composta por
lipécitos. A estrutura dessa camada possui a organizacdo em l6bulos de gordura,
separados uns dos outros por septos fibrosos. Os feixes de fibras que se originam
da derme e se estendem para a hipoderme fortalecem a conexdo entre esses dois

compartimentos (41).

3.1.1 Rotas de permeacao de farmacos através da pele

O estrato corneo € a principal barreira para a entrada de substancias na pele.
Os farmacos podem atravessar a barreira do estrato cérneo seguindo a via
transepidérmica (difusdo através das camadas da pele) ou ainda por rotas
alternativas, sendo absorvidos pelas estruturas capilares, glandulas sebaceas e/ou
sudoriparas (Figura 3) (30,42,43).
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Figura 3. Esquema representativo das vias de permeacao do farmaco por via intercelular (1), via

transcelular (2) e por rotas alternativas (3). Fonte: Autoria prépria.

A via transepidérmica (Figura 3) envolve a passagem das moléculas através
das células do estrato cérneo (via transcelular) ou através da matriz lipoproteica
existente entre essas células (via intercelular) (44).

A maioria das substancias utiliza preferencialmente a via intercelular para
transpor o estrato cérneo, em que o permeante navega pelo caminho tortuoso dentro
da matriz extracelular, sem atravessar as células (44,45). A via transcelular requer
que o permeante atravesse alternativamente as camadas de células e matriz
extracelular. Isso envolve uma sequéncia de particionamento e difusdo alternada
nos dominios hidrofilicos e lipofilicos. Em geral, a via transcelular favorece a
penetracdo de compostos polares, como a agua. Ao contrario, 0S compostos
apolares que possuem afinidade lipidica, difundem-se lentamente ao longo dos
espacos intercelulares (46).

A via por rotas alternativas permite a permeacdo de farmacos através das
glandulas sudoriparas, foliculos pilosos e glandulas sebaceas. Nesses locais, a
superficie da epiderme € permeavel, e assim, ocorre uma penetracdo rapida das
substancias. Para essa via existe grande importadncia na penetracdo para 0S
foliculos pilosos (21,47). A depender das caracteristicas do farmaco e da
formulacédo, o transporte pode ser realizado pelo foliculo piloso ou para o foliculo

piloso. Dessa forma, os foliculos podem atuar como um reservatorio do farmaco, o



qual é liberado gradativamente do seu interior (48). Diante disso, a literatura
descreve, por exemplo, o desenvolvimento de diferentes nanoparticulas que devido
ao seu tamanho diminuto proporcionam o direcionamento e armazenamento das
moléculas nos foliculos pilosos viabilizando a aplicacéo topica (23,49-52).

A via de permeacao através do estrato corneo ou apéndices cutaneos esta
associada as propriedades fisicas e quimicas do farmaco. Assim, algumas
caracteristicas dos farmacos que podem favorecer esse processo sdo: possuir alta
lipofilicidade mas também uma certa hidrofilicidade para ndo ter completa afinidade
pelo estrato corneo, possuir baixa massa molecular, adequada concentracdo do
farmaco na formulacdo, além das condicbes da pele na qual os farmacos seréo

aplicados (29).

3.2 Foliculos Pilosos e doencas associadas

A unidade estrutural de um foliculo piloso (unidade pilossebacea) consiste do
proprio foliculo piloso associado a um ou mais pelos, uma glandula sebéacea ligada a
ele e o musculo eretor do pelo. O foliculo piloso comeca na superficie da epiderme e
pode se estender até a derme para producdo dos pelos terminais (53). O pelo tem
papel importante em situacbes como na termorregulacdo, na sensibilidade aos
estimulos nocivos e na protecdo aos agentes externos. No embrido em
desenvolvimento, a morfogénese do foliculo piloso é regulada por interacfes
epiteliais e mesenquimais que ocorrem em quase todos os 6rgaos (54). A estrutura
geral dos foliculos pilosos consiste: no infundibulo, no istmo e no segmento inferior,
incluindo o bulbo (Figura 4) (53,55).

O infundibulo é a por¢cdo mais alta do foliculo piloso que se estende desde a
abertura da glandula sebacea até a superficie da pele. E uma estrutura em forma de
funil cheia de sebo, produto das glandulas sebaceas (56). Logo depois, o foliculo
piloso é constituido pelo istmo, entre a abertura da glandula sebacea e a insercéo do
musculo eretor do pelo, local de maior queratinizacdo. Nessa regiao a invaginacao
da epiderme € considerada altamente permeavel para compostos aplicados
topicamente. O terceiro segmento € o bulbo, responsavel pela sintese bioldgica das
células ciliadas. Esta parte contém células da matriz proliferativa bastante
indiferenciadas, melandcitos e células da bainha radicular externa (Figura 4) (57—

59).
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O segmento inferior sofre ciclos de involugéo e regeneracdo ao longo da vida,

enquanto as porcdes infundibular e o istmo ficam permanentes (39).

Cuticula
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Melandcitos ) o
Papila dérmica

=3 Capilares Sanguineos
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Istmo
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Figura 4. Estrutura dos foliculos pilosos. Fonte: Adaptado de Pereira et al (2018) (60).

Transversalmente, observa-se que a haste do pelo é composta pela cuticula,
cortex e medula. A medula esta localizada no centro da haste do foliculo piloso e
contém proteinas estruturais que sdo marcadamente diferentes de outras queratinas
capilares (Figura 4) (61).

Existem diversos tipos de doencas da pele que podem gerar vergonha e mal-
estar psicolégico podendo evoluir para outras condi¢cdes graves que afetam a saude
fisica e mental. Muitas dessas doencas ainda possuem tratamento inadequado
(62,63), com destaque para aquelas que emergem das unidades pilossebaceas da
pele, tais como ceratose capilar, foliculite decalvante, acne, furdnculo e a hidradenite
supurativa.

A ceratose capilar é caracterizada pelo acimulo de queratina nos foliculos
pilosos e por multiplas papulas foliculares puntiformes e pequenas, principalmente
localizadas nas pernas, bracos, bochechas e nadegas (64). A foliculite decalvante
apresenta caracteristicas semelhantes a ceratose, porém, promove uma inflamacao
na parte inferior dos foliculos pilosos com presenca de pus e consequente formacéo
de areas com cicatrizes. A acne € descrita como uma lesdo originada pelo

aumento da producdo de sebo vindo das glandulas sebaceas. Esse excesso
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de oleosidade provoca a obstrucdo dos poros e aumenta a proliferacdo
bacteriana (65). Os furinculos ocorrem com a formacéao de um nodulo avermelhado
e endurecido, chamado de abscesso, com uma area amarelada na parte central
indicativa da presenca de pus (66). J& a hidradenite supurativa esta relacionada a
hiperqueratose e oclusdo folicular, seguida de dilatacdo pilossebacea, ruptura e

extrusdo do conteudo folicular, o que desencadeia reacéo inflamatoria (67).

3.3 Hidradenite supurativa

A hidradenite supurativa, também conhecida como acne inversa ou doenga
de Verneuil € uma condicdo inflamatoria crénica envolvendo, principalmente, a pele
intertriginosa das areas axilar, inguinal, inframamaria e genital do corpo (68).

Estima-se que a prevaléncia da hidradenite supurativa seja de 1% a 2% na
populacdo geral. A hidradenite supurativa ocorre tipicamente apés a puberdade, na
segunda ou terceira décadas da vida, e tem predominancia feminina (67). Essa
doenca afeta seriamente a qualidade de vida dos pacientes gerando sofrimento
fisico, psicoldgico, financeiro, social e emocional, 0 que coloca esta doenca entre as
condicbes mais angustiantes observadas na dermatologia (69-71), sendo muito
preocupante para a saude publica. Além disso, a hidradenite supurativa esta
associada a outras comorbidades, como doenca cardiovascular, doenca inflamatéria
intestinal e disturbios inflamatorios nas articulagées (72,73).

A hidradenite supurativa, muitas vezes, & confundida com diversas outras
doencas (abscessos, furunculose, glandula de Bartholin infectada, cistos
epidérmicos infectados ou inflamados, fistulas, acne nodular e manifestacédo cutanea
da doenca de Crohn) e, portanto, seu diagndstico deve ser criteriosamente
avalidado, bem como as suas comorbidades (74-76). Para o diagnostico da
hidradenite supurativa € necessario o cumprimento de pelo menos trés critérios:
aparecimento de lesdes tipicas (como ndédulos doloridos), predilecdo anatdmica
tipica e cronicidade com recorréncia das lesGes. A avaliacdo clinica requer exame
completo do paciente para determinar o estagio em que a doenca se encontra (77).

A avaliacdo clinica da gravidade da doenca pode ser obtida usando os
protocolos de Hurley staging, Sartorius scoring, The Physician Global Assessment
ou hidradenitis suppurativa severity index. Esses protocolos possuem pontuacdes
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que variam em sua utilidade na pratica clinica cotidiana e as ferramentas de
avaliacao disponiveis muitas vezes carecem das medidas de responsividade valida
dos impactos da doenca na qualidade de vida (78).

O sistema de classificacdo dos estagios de Hurley € util para a definicdo da
doenca em leve, moderada e grave, que sdo (Figura 5): estagio | - formacéo de
abscesso solitario ou multiplo, sem sinus ou cicatriz; estagio Il — presenca de um ou
mais abscessos recorrentes com formagéo de sinus e cicatriz e estagio Il — ocorrem
multiplos sinus interconectados, além de, abscessos em toda a area, cicatrizacdo e
inflamacéo (79,80).

A N4

Estagio Hurley | Estagio Hurley Il Estagio Hurley Il

Figura 5. Os diferentes estagios de Hurley. Estagio de Hurley | - lesdo inflamada sem cicatrizacao
(a); Estagio de Hurley Il - cicatrizes e nddulos inflamados separados por pele clinicamente nao
afetada (b) e Estagio de Hurley lll - lesbes coalescentes (nd6dulos). Fonte: Adaptado de Saunte e
Jemec (2017) (81).

7z

O sistema de Sartorius scoring € altamente detalhado, baseado
principalmente no nimero e no tipo de lesdes, na regido anatbmica e na presenca
de pele saudavel. Porém, ainda apresenta limitacdo técnica na mensuracdo da
melhora clinica da doenca (82). O Physician Global Assessment € uma ferramenta
de avaliacdo clinica de pacientes com hidradenite supurativa composto por seis

etapas, que definem com precisdo a gravidade da doenca e podem ser (teis na
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avaliacao da resposta ao tratamento (83). Severity index é a anélise de parametros
subjetivos e objetivos para avaliar a eficacia da terapia com agentes biolégicos em
pacientes com hidradenite supurativa (84).

A causa exata da patogénese da hidradenite supurativa € desconhecida.
Acredita-se que a primeira alteracdo patogénica € caracterizada pela obstrucao
permanente das unidades pilossebaceas da pele (Figura 6). Essa condigao,
juntamente com a desregulac¢do imune inata e adaptativa sédo consideradas o inicio
para o desenvolvimento da hidradenite supurativa clinica (85,86). A medida que a
hidradenite supurativa progride, niveis aumentados de interleucina (IL)-1, fator de
necrose tumoral (TNF), IL-17, caspase-1 e IL-10 aparecem no tecido lesionado

acompanhado de um influxo de neutréfilos, mondcitos e mastécitos (81).
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1. Inflamagdo 2. Hiperqueratinizagcao, 3. Ruptura folicular
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foliculo inflamacao

Figura 6. Representacdo do processo patologico da hidradenite supurativa. Desde a ocorréncia de
inflamacéo perifolicular seguida da hiperqueratinizacdo, oclusdo/dilatacao do foliculo e ruptura

folicular com aumento da inflamag&o. Fonte: Autoria prépria.

Além disso, ha evidéncias de que, pelo menos em alguns casos, fatores
genéticos hereditarios desempenhem um papel no desencadeamento da doenca. A
hidradenite supurativa familiar em um padrédo autossOmico dominante tem sido
descrita e, recentemente, multiplas mutacdes em proteinas do complexo gama-

secretase foram identificadas (87,88).
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A infeccdo e colonizacdo bacteriana sado consideradas um fator patogénico
secundario que pode piorar a hidradenite supurativa (2). O evento histopatolégico
inicia por uma hiperqueratose folicular com obstrucdo e dilatagdo dos foliculos
pilosos, resultando em sua ruptura com subsequente inflamacao, formacdo de

abscessos e de tratos sinusais (Figura 6) (3).

3.3.1 Microbiologia na hidradenite supurativa

A pele representa um mecanismo de defesa do organismo essencial contra
0s patégenos. Para que 0s micro-organismos se tornem patogénicos, eles devem
possuir propriedades especificas, como a capacidade de aderir, crescer e invadir o
hospedeiro (89).

Uma caracteristica importante da pele consiste em sua diversidade de
colonizacdo dos micro-organismos (bactérias, fungos e artropodes), 0s quais
dependem de fatores para seu desenvolvimento tais como: temperatura local, idade,
producgéo de sebo e suor, estado hormonal e a umidade local (90,91).

Os locais afetados na hidradenite supurativa (areas intertriginosas) oferecem
condicBes preferenciais para o crescimento bacteriano, devido aos altos niveis de

umidade local, suor e secrec¢éo sebacea (Figura 7) (11).

» Processo inflamatorio

Crescimento bacteriano
no local afetado

v

Figura 7. Representagdo do processo inflamatorio e crescimento bacteriano na hidradenite

supurativa. Fonte: Autoria prépria.

As respostas imunologicas inadequadas parecem ter um papel chave na

hidradenite supurativa, que envolvem os sistemas imunoldgicos inato e adaptativo.
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Entretanto, o envolvimento microbioldégico vem gerando grande destaque e
especulacdes, podendo ser um evento primario ou secundario na evolucdo das
lesbes. Para isso, a cultura bacteriana tem sido tradicionalmente usada como uma
ferramenta de pesquisa primaria para ligar ou descartar o envolvimento bacteriano
na patogénese da hidradenite supurativa (92).

Jahns et al. (2013) (92) investigaram a localizacao e presenca de colonizacéo
bacteriana em 27 pacientes que apresentavam hidradenite supurativa. Entre esses,
63% dos pacientes foram positivos para colonizacdo bacteriana. Destes, 7%
apresentaram colonizacdo no estrato cérneo, 30% nos foliculos pilosos e 26% nos
tratos sinusais.

Em geral, a apresentacdo clinica da hidradenite supurativa pela obstrucéo
progressiva dos foliculos pilosos favorece o aparecimento de infeccfes cutaneas
nessa regido (93). Estudos anteriores encontraram uma vasta gama de bactérias
associadas com as lesbBes existentes, tais como: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus coagulase-
negativa, Streptococcus milleri, Corynebacterium, Propionibacterium acnes,
Escherichia coli, Proteus mirabilis e Klebsiella spp (94-96).

O crescimento polimicrobiano foi encontrado em 51 amostras provenientes de
porcdes profundas das lesGes de pacientes com hidradenite supurativa submetidos
a cirurgia. As bactérias mais comumente isoladas foram Estafilococos coagulase-
negativa e S. aureus, além de serem encontradas outras espécies de bactérias
como P. mirabilis e E. coli (97). Um outro estudo prospectivo das lesbes dos
pacientes com hidradenite supurativa encontrou também S. aureus associados as
lesbes da hidradenite supurativa. Além disso, outras espécies de patdgenos
bacterianos associados as lesdes da hidradenite supurativa foram identificadas:
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus pyogenes e actinomicetos anaerobios
(98).

Uma complicagdo caracteristica no desenvolvimento microbiologico é a
formacao de biofilmes bacterianos nas lesGes da hidradenite supurativa, que estéo
associados a achados classicos de inflamacdes crénicas, ndo cicatrizantes, com
crises agudas e crbnicas (99). O desenvolvimento dos biofilmes também resulta em
uma barreira fisica, contribuindo ainda mais para a diminui¢cdo da eficacia antibiotica.
As trés bactérias mais comumente implicadas em distirbios de biofilme sao:

Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e S. aureus (78).
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No inicio do tratamento com antibiéticos, os pacientes sado responsivos,
depois resistentes e, dessa forma, as lesfes associadas ao biofiime causam uma
grande dificuldade no manejo clinico (100). Além disso, as adaptac6es metabdlicas
bacterianas geralmente diminuem a eficacia de agentes antimicrobianos, tornando

as lesdes mais dificeis de serem tratadas.

3.3.2 Tratamento da hidradenite supurativa

Na literatura, foram descritas mais de 40 intervencdes para o tratamento da
hidradenite supurativa (101). Em muitos casos, as evidéncias sao limitadas a relatos
de casos Unicos ou pequenas séries de casos. O tratamento da hidradenite
supurativa € caracterizado como um desafio e embora existam diretrizes, a literatura
permanece com investigacdo baseada na compreensao evolutiva da patogénese da
doenca (102).

Atualmente, a hidradenite supurativa ndo tem cura e a terapéutica visa atingir
um melhor e maior controle da doenca e sua sintomatologia associada (103). As
linhas de tratamento objetivam principalmente prevenir novas lesdes, proporcionar
tratamento precoce e efetivo para lesdes recém-formadas e remover os nodulos e
tratos sinusais existentes. A pratica padrdo €é oferecer procedimentos nao
farmacoldgicos, tratamentos topicos e sistémicos, mas muitas vezes culminando em
procedimentos cirdrgicos.

As terapias nao farmacolédgicas incluem a melhoria na qualidade de vida
evitando roupas apertadas, cessacdo do tabagismo, manejo da depressdo e
ansiedade, perda de peso e encaminhamento para grupos de apoio (104). Os
tratamentos farmacologicos sdo amplamente utilizados, como uso de: antibioticos
(associacao de clindamicina e rifampicina), corticosteroides, imunossupressores,
tratamento hormonal, retindides e agentes biolégicos, como anticorpos monoclonais
(adalimumab e infliximab) (105). Uma alternativa para as falhas terapéuticas € a
excisao cirargica; porém, esse procedimento pode gerar um resultado esteticamente
inaceitavel, além de n&o impedir a reincidéncia da doenca (14,106). Até 0 momento,
existem poucos estudos que focam o tratamento local e ideal para feridas em
pacientes com hidradenite supurativa (107).

Em geral, o tratamento € direcionado conforme a gravidade da doenca, sendo

gue nas fases iniciais (Hurley 1 e 2) o tratamento de primeira linha é baseado na
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antibioticoterapia, tépica ou sistémica. A hidradenite supurativa € uma doenca
envolvendo numerosas bactérias e na qual varios esquemas antibidticos
definitivamente melhoraram a condicdo em pacientes com grave envolvimento
inflamatoério (75). Portanto, os tratamentos farmacoldgicos topicos e sistémicos
podem promover melhora significativa, mas taxas de resposta completas s&o

relativamente baixas e recidivas sdo comuns (108).

3.3.2.1 Antibioticoterapia

3.3.2.1.1 Clindamicina

A clindamicina (7(S)-cloro-7-desoxilincomicina) € um antibiético da classe
da lincomicina, sendo a sua primeira producdo em 1966 (109). A clindamicina evita a
formacao de ligacBes peptidicas, inibindo assim a sintese de proteinas, ligando-se
reversivelmente a subunidade ribossémica 50S. Essa inibicdo altera a superficie
bacteriana de forma a facilitar a fagocitose e a morte intracelular (109). Além disso, a
clindamicina pode potencializar a opsonizacdo e a fagocitose mesmo em
concentragfes sub-inibitorias. A clindamicina atua predominantemente em bactérias
aerébias gram-positivas e anaerébios e ndo tem acdo contra aerObios gram-
negativos. Geralmente considerada bacteriostatica, podendo, porém, ser bactericida
guando usada em concentracdes elevadas ou diante de micro-organismos altamente
sensiveis (110).

De maneira geral, uma aplicacdo topica permite a administracdo da
clindamicina diretamente em seu local de acéo, minimizando a absorcéo sistémica e
diminuindo os efeitos colaterais. Dessa forma, o farmaco encontra disponivel em trés
formas: cloridrato, palmitato e fosfato. No entanto, o sal cloridrato e a composi¢ao do
veiculo podem afetar a extensdo dessa absorcdo sistémica e, por esse motivo, 0
ester fosfato (Figura 8) € o mais indicado por resultar em menor absorcao
transdérmica do farmaco e dessa forma diminuir a ocorréncia de efeitos colaterais
indesejados (111).

O fosfato de clindamicina € descrito como um po branco e praticamente
inodoro. Apresenta peso molecular de 504,96 g/mol e formula molecular
C18H34CIN20gPS. Quanto a solubilidade, o fosfato de clindamicina é considerado

praticamente insolivel em cloroférmio, praticamente insolivel em benzeno,
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praticamente insolavel em éter, ligeiramente solivel em acetona, ligeiramente
soltuvel em alcool desidratado e livremente solivel em agua (18). Verifica-se, que o
éster fosfato ndo possui atividade antibacteriana in vitro, porém é hidrolisado na
forma ativa in vivo pela agéo das fosfatases presentes na pele (112,113).
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Fosfato de clindamicina
Log P: 0,50
Solubilidade em agua: 0,46 mg/mL

Figura 8. Férmula estrutural do fosfato de clindamicina (Massa molecular: 504,96 g/mol).

Em relacdo ao espectro de acdo, o fosfato de clindamicina é ativo contra S.
aureus, S. pneumonia, S. epidermidis, S. pyogenes e Estreptococos viridans.
Geralmente esse farmaco é ativo contra cocos gram-positivos anaerobicos. As
espécies Propionibacterium, Bifidobacterium e Lactobacillus, que raramente causam
infeccbes sistémicas, também sdo suscetiveis, além das cepas de Plasmodium
falcifum e Toxoplasma gondii (109,114).

Os efeitos adversos da clindamicina variam de acordo com o modo de
administracdo. Na via de administracdo sistémica, os principais efeitos adversos
estdo relacionados as disfuncdes gastrointestinais (nausea, vomito e diarreia) e
crescimento de Clostridium difficile responsavel por doencas gastrointestinais, que
variam desde uma diarreia até uma colite pseudomembranosa. Os efeitos colaterais
mais comuns experimentados com o0 uso tépico incluem o eritema, o prurido, a
gueimacéo e a esfoliacdo. Além disso outros efeitos adversos séo relatados como a
hepatotoxicidade, reagfes de hipersensibilidade, flebite (ocasionalmente neutropenia
e trombocitopenia) e prolongamento do bloqueio neuromuscular (109).

Além disso, tem sido relatado que o fosfato de clindamicina possui também
atividade anti-inflamatoria, independente da atividade antibacteriana (115) e tem

propriedades marcantes de realce imunolégico, por aumentar a
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guimiotaxia/fagocitose (41, 42), o que 0 torna promissor para o0 quadro de

hidradenite supurativa em que ha reacdes inflamatdrias significativas.

3.3.2.1.2 Rifampicina

A rifampicina, isolada pela primeira vez em 1957, € um antibidtico
semissintético obtido a partir da fermentacdo de Streptomyces mediterranei. Esse
antibiético mostrou ser ativo contra a maioria das bactérias gram-positivas, certas
bactérias gram-negativas além de micobactérias. Por esse motivo, despertou
inicialmente consideravel interesse para o tratamento da tuberculose (116).

A atividade antimicrobiana da rifampicina € atribuida a sua ligacdo com a
RNA polimerase dependente de DNA por meio da formagédo de um complexo estavel
com a enzima, suprimindo a iniciacdo da sintese do RNA bacteriano (117-119).
Trata-se de um po cristalino vermelho-alaranjado, inodoro, estavel a temperatura
ambiente, solivel em metanol, cloroférmio e outros solventes organicos, e
ligeiramente solivel em agua (119). A formula estrutural do farmaco esta
representada na Figura 9. A rifampicina apresenta peso molecular de 822,97 g/mol e
formula molecular Ca3HssN4O12. A sua maxima estabilidade é verificada em solugdes

em pHs préximos da neutralidade (120,121).

Rifampicina
Log P: 3,17
Solubilidade em agua: 0,0413 mg/mL

Figura 9. Férmula estrutural da rifampicina (Massa molecular: 822,97 g/mol).

A rifampicina é bem absorvida no trato gastrointestinal, sendo 60% a 90%
ligada a proteina, e penetra bem os tecidos, incluindo o sistema nervoso central,

figado, ossos, pulmbes, além de atingir saliva e lagrimas. Apds absorcdo, a
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rifampicina € eliminada na bile, onde sofre circulacdo entero-hepatica e o farmaco é
desacetilado em um metabdlito, desacetilrifampicina, com atividades antibacterianas
semelhantes as do composto original. No entanto, a desacetilacdo diminui a
reabsorcdo intestinal e promove a excre¢do do farmaco. Além disso, a rifampicina
interage com varias enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos, promovendo
oxidacdo (CYP2B6, CYP2C19 e CYP3A4), glucuronidacdo (UGT1Al) e conjugacao
de glutationa (GSTAL1). Assim, é necesséria cautela com o uso concomitante de
farmacos que sdo metabolizadas por essas enzimas, uma vez que a rifampicina
pode reduzir os seus efeitos (122,123).

A rifampicina inibe e elimina uma ampla variedade de micro-organismos,
sendo bastante ativa contra Staphylococcus (tanto coagulase positiva quanto
coagulase negativa). Entre as bactérias gram-negativas, Neisseria meningitidis,
Neisseria gonorrhoeae e Hemophilus infiuenzae sdo as espécies mais sensiveis.

Os principais efeitos adversos da rifampicina administrada sistemicamente
sdo nauseas, anorexia, diarreia, coloracdo alaranjada do suor, saliva, urina, fezes e
lagrimas, rubor ou erupcdo cutanea, insuficiéncia adrenal, hepatoxicidade,
trombocitopenia, trombose, fibrose pulmonar e hipersensibilidade (118,122).

A rifampicina também tem propriedades imunossupressoras, suprimindo a
funcdo das células T e, in vitro, demonstrou reduzir a transformacao dos linfocitos,
reduzir a secrecdo de IL-1B e TNF, enquanto a secre¢cdo de IL-6 e IL-10 foi
significativamente aumentada em células mononucleares tratadas com rifampicina
(124).

3.3.2.1.3 Associagéao de clindamicina e rifampicina

A literatura descreve a eficacia da terapia com antibidticos usando a
combinagdo de clindamicina e rifampicina na hidradenite supurativa (300 mg de
clindamicina por via oral duas vezes ao dia e 300 mg de rifampicina via oral duas
vezes ao dia por 10 semanas) (Tabela 1). Aléem disso, essa associacao parece ser
eficaz para outros distarbios de oclusdo folicular, como foliculite decalvante
(65,125,126).

A hidradenite supurativa pode ser considerada uma doenca inflamatéria
complicada por infeccdes bacterianas, o que explicaria a eficacia da associacao de

clindamicina e rifampicina por meio dos seus efeitos antibacterianos e anti-
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inflamatorios. O mecanismo exato dessa associacdo, no entanto, ndo é bem
conhecido (127).

Esse esquema foi inicialmente descrito em 2006 por um pequeno estudo
retrospectivo realizado por Mendonga e Griffiths (14), que mostraram que o
tratamento combinado com clindamicina e rifampicina (300 mg de cada farmaco por
10 semanas) foi eficaz em 10 dos 14 (71,4%) pacientes tratados. Um desfecho
parecido foi observado em um outro estudo com 116 pacientes utilizando uma
dosagem maior da rifampicina (600 mg uma vez ao dia) e a mesma dosagem de
clindamicina. Nesse caso, 8 dos 70 pacientes que foram analisados apresentaram
remissao completa, 60 pacientes uma melhora consideravel e 2 pacientes relataram

uma piora na doenca ap0s as 10 semanas de tratamento (10).
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Tabela 1. Principais estudos relacionados a terapia de associacdo da clindamicina e rifampicina.

Tipo de

Regime

Estudo Participantes AR Resultado Referéncia
estudo terapéutico
Oito pacientes obtiveram
. . remissao completa da
Clindamicina : .
doenca, dois pacientes
(300 mg duas . e .
) obtiveram remisséo apds a
Mendonga, vezes ao dia) o : o
) . - substituicdo de clindamicina
C.0O.; Estudo e rifampicina T
e . 14 por minociclina (100 mg ao (14)
Griffiths, retrospectivo (300 mg duas ' 9
: dia) por causa da diarreia
C.E.M., 2006 vezes ao dia) AU :
or 10 trarlsnorla € guatro pacientes
sgmanas ndo puderam completar o
curso do tratamento por
causa da diarreia
Clindamicina L.
Os relatérios mostraram
(300 mg duas I d hos d
vezes ao dia) meinores desempennos de
Gener, G. et Estudo . . qualidade de vida. Oito
. 116 e rifampicina . (10)
al., 2009 retrospectivo (600 mg a0 pacientes (6,9%)
. 9 interromperam o tratamento
p
dia) por 10 : . )
devido aos efeitos colaterais
semanas
Vinte e oito pacientes (82%)
Clindamicina  tiveram pelo menos melhora
(600 mg ao parcial e 16 (47%)
Van Der Zee, Estudo dia) e apresentaram remissao total.
H.H. et al., retrospectivo 34 rifampicina Apos a remissao total, 8 dos (8)
2009 P (600 mg ao 13 (61,5%) pacientes
dia) por 10 tratados tiveram uma recaida
semanas apos um periodo médio de 5
meses
Clindamicina Sete pacientes (63,6%)
(300 mg duas P P27
) relataram melhora clinica.
vezes ao dia) P . .
. . - Trés pacientes obtiveram
Ochi, H. et Estudo e rifampicina ~ e
: 11 pontuacéo clara, minima ou (12)
al., 2018 retrospectivo (300 mg duas o~
) leve no escore Avaliagédo
vezes ao dia) s X
Global do Médico apés o
por 10 P X
término da terapia
semanas
Os 20 pacientes que
Clindamicina completaram a terapia
(600 mg ao mostraram melhores
Bettoli et al . Estudo _ dla)_e_ desempenhos dos rel_atorlos
2014 prospectivo 23 rifampicina de qualldade_ de vida. (128)
(600 mg ao Trés dos 23 pacientes (13%)
dia) por 10 gueixaram de efeitos
semanas colaterais, principalmente
nauseas e vomitos
A resposta clinica foi
observada em 19 pacientes
Clindamicina  (73%). Oito pacientes (31%)
(600 mg ao apresentaram eventos
Dessinioti, Estudo dia) e adversos. No seguimento de
C.etal, roSDEctivo 26 rifampicina 1 ano, houve eficacia (129)
2016 prosp (600 mg ao sustentada em 7 pacientes
dia) por 12 (41%), enquanto 10 (59%)
semanas apresentaram recidiva da

doenca apdés um tempo
médio de 4,2 meses
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Ainda, outro estudo clinico mostrou que 28 de 34 pacientes (82%) obtiveram
pelo menos uma melhora parcial com um regime terapéutico de 600 mg de
clindamicina e 600 mg de rifampicina por via oral uma vez ao dia. O efeito maximo
do tratamento apareceu dentro de 10 semanas (8). Uma porcentagem similar foi
observada em um estudo retrospectivo conduzido com 23 pacientes dos quais 20
pacientes (87%) que completaram a terapia mostraram melhores desempenhos dos
relatérios de qualidade de vida (128). Mais recentemente, uma resposta clinica
positiva foi observada em 19 pacientes (73%) dos 26 tratados com a associacao de
clindamicina e rifampicina (129).

Em geral, a rifampicina é altamente importante pois pode esterilizar os
abscessos estafilococicos e assim desempenha um papel central no tratamento da
doenca. No entanto, existe o surgimento de resisténcia quando a rifampicina é
usada em monoterapia (14). Nesse contexto, a clindamicina é associada a
rifampicina para prevenir o surgimento de resisténcia bacteriana contra a rifampicina.
Além disso, a clindamicina também é importante devido a sua atividade contra os
micro-organismos anaerobicos que, embora presentes na minoria das vezes,
parecem desempenhar um papel importante no curso da doenca (94). Além desses
efeitos, os antibidticos possuem capacidade de destruir os biofilmes mencionados
anteriormente (130).

A literatura ainda reporta uma interacdo farmacocinética significativa entre
clindamicina e rifampicina (131,132). A rifampicina € reportada como um importante
indutor do citocromo P450 3A4, e nesse sentido interfere na principal via metabdlica
da clindamicina, causando uma diminuicdo na sua concentracdo plasmatica. Além
disso, quando ambos sdo administrados por via oral, a rifampicina interfere no efeito
hepatico de primeira passagem da clindamicina, reduzindo ainda mais a
biodisponibilidade desse farmaco.

Os efeitos colaterais mais comuns da clindamicina e da rifampicina séo as
gueixas gastrointestinais, como nauseas, vomitos e diarreia. Além disso, a
rifampicina pode causar uma coloragdo alaranjada na urina, no escarro e nas
lagrimas (123,130). A clindamicina esta associada também ao aparecimento de
colite por C. difficile, entretanto a rifampicina € um bom antibiético para o tratamento
de C. difficile (12,14).

Nas terapias convencionais sistémicas sao requeridas altas doses do

farmaco, para que atinja o alvo especifico em concentracdes terapéuticas. Dessa
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forma, quantidades significativas do farmaco podem acumular em tecidos néo alvos,
levando a ocorrer diversos efeitos adversos e toxicos (133,134).

Diante disso, a terapia tépica evita a ocorréncia desses efeitos adversos
sistémicos uma vez que limita & area afetada do organismo onde o medicamento é
aplicado e permite que se administrem menores doses do farmaco, resultando em
menor exposicao do paciente as doses toxicas da substancia (135).

Especialmente, a via de administracdo tépica apresenta mais vantagens que
a via de administracdo oral para o tratamento de doencas que afetam a pele,
principalmente, no que diz respeito a maior adesdo do paciente ao tratamento,
evitando o metabolismo pelo figado e prevenindo efeitos colaterais sistémicos (136).
Uma desvantagem dessa via, no entanto, € representada pelo grau de absorcdo dos
farmacos na pele, que tende a ser limitado ou incompleto. Além disso, 0s
tratamentos tépicos podem ocasionar irritacdbes e reagdes alérgicas e
conseguentemente menor residéncia dos medicamentos no local de aplicacdo/acao
(137).

Diante disso, os sistemas nanoparticulados para liberacao de farmacos na via
tépica possuem grande importancia, pois permitem utilizar doses menores do
farmaco, e tém se mostrado capazes de promover o direcionamento exclusivo ao
local de acéo pretendido, reduzindo acumulo em tecidos adjacentes e prevenindo
absorcdo sistémica significativa (138), o que reduz ou até mesmo elimina efeitos
adversos. Além disso, esses sistemas podem promover uma liberacdo progressiva
do farmaco durante periodos prolongados, de forma que reduza a necessidade de
aplicacdo do farmaco repetidas vezes ao longo do dia, mantendo niveis eficazes e
seguros do farmaco no local de acéo pretendido por todo o periodo do tratamento
(139,140).

3.4 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma area interdisciplinar e bastante ampla, que inclui
diversos conhecimentos baseados em matematica, biologia, fisica, quimica,
engenharia e outros ramos dentro da ciéncia. Essa area se dedica ao
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados produzidos a partir de diversos tipos
de materiais, como: polimeros, metais, semicondutores e biomateriais (141).

Recentemente, descobriu-se na nanotecnologia a possibilidade de
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desenvolver medicamentos potencialmente alvo-especificos com caracteristicas
mais eficazes e seguras por meio da nanoestruturacdo de farmacos e biofarmacos.
Sendo assim, diversos produtos nanotecnoldgicos estdo sendo desenvolvidos para
contornar os incovenientes ocasionados por medicamentos tradicionais (142,143).

Esses sistemas farmacéuticos em escala nanométrica visam: uma liberacao
direcionada dos famacos; maior estabilidade e protecdo do ativo; melhor absor¢éo
dos farmacos, além de, poder promover um co-fornecimento de dois ou mais
farmacos por uma terapia combinada (144).

Como mencionado anteriormente, 0s nanossistemas podem ser produzidos
por diferentes materiais: lipidios, metais e polimeros naturais ou sintéticose. Os
nanossistemas farmacéuticos podem ser classificados, dependendo da composicgéao,
como: nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
metalicas, nanotubos, dendrimeros, micro e nanoemulsdes, lipossomas ou

nanossistemas lipidicos (145).

3.4.1 Nanossistemas lipidicos

Os nanossistemas obtidos a partir de matrizes lipidicas tém mostrado alta
biocompatibilidade e capacidade de penetrar através de varias barreiras anatémicas,
proporcionando a liberacao alvo-especifica de seus conteudos e possibilitando uma
administrac@o mais controlada dos farmacos (146).

Para administracao tépica, uma das estratégias que tém provado ter grandes
resultados no controle ou no aumento da penetracéo de ativos em camadas da pele
sdo o0s nanossistemas lipidicos, principalmente, lipossomas, nanoemulsdes,
nanoparticulas lipidicas solidas e os CLN (147).

Os lipossomas, constituidos principalmente de fosfolipidios, sdo estruturas
vesiculares esféricas compreendendo uma membrana de duas camadas com um
compartimento hidrofébico entre as camadas e um nucleo interno aquoso (148). As
nanoemulsdes, sdo formulacdes liquidas compostas por 0leo, agua, e dois ou mais
tensoativos, podendo ser uma dispersdao de nanogoticulas de 6leo em agua ou de
agua em o6leo (149).

As nanoparticulas lipidicas soélidas sdo compostas apenas de lipidios sdlidos
em temperatura ambiente e altamente puros que se cristalizam de forma perfeita.

Este, no entanto, é o principal fator para gerar as desvantagens desse nanossistema
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lipidico, como a instabilidade da encapsulacao/expulsdo dos farmacos durante a
estocagem, a tendéncia de gelificacdo imprevisivel e a limitacdo na incorporacao de
farmacos hidrofilicos. Os CLN (Figura 10) sdo uma segunda geracdo de
nanoparticulas lipidicas solidas, constituidos por uma mistura de lipidios sdlidos e
liquidos, os quais sdo acomodados formando, normalmente, uma estrutura cristalina
imperfeita. Essa conformacao permite que os farmacos sejam incorporados de forma
mais eficiente que nas nanoparticulas lipidicas sélidas e evitam sua expulsdo

precoce do compartimento interno dos nanossistemas (150).
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Figura 10. Estrutura basica dos CLN formados por uma mistura de lipidios liquidos e soélidos. Fonte:

Autoria propria.

Além das vantagens relacionadas a estrutura cristalina imperfeita dos CLN,
esse nanossistema lipidico pode ser produzido por diferentes métodos, normalmente
na auséncia de solvente organico, e o processo também é facilmente adaptado para
producdo em larga escala, por meio, por exemplo, da homogeneizacdo de alta
pressao (151,152).

Em relacdo aos beneficios da aplicagdo tépica dos CLN, esses séo
compostos de lipidios ndo-irritantes e ndo-toxicos que também apresentam um efeito
oclusivo, responsavel por evitar a perda de agua da pele (153,154). O efeito oclusivo
sobre o estrato corneo ocorre por meio do desenvolvimento de um filme lipidico pela
deposicao de nanossistemas aplicados na pele. Essa adesao acontece por meio das
interacOes hidrofébicas entre os lipidios presentes na composicdo da formulacdo
com os lipidios presentes na estrutura da pele, promovendo aumento tanto no grau
de hidratacdo, quanto na penetracdo dos farmacos (155).

Em geral, a capacidade oclusiva de um carreador lipidico est4 diretamente

relacionada ao tamanho da particula (156). Estudos revelaram que particulas
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inferiores a 400 nm apresentam melhor propriedade de adesdo quando comparadas
as particulas maiores. Sendo assim, o tamanho das particulas obtido, mostra-se
promissor para formulagdes com alto fator de ocluséo (157,158).

Consequentemente, o efeito oclusivo permite um aumento da hidratacéo e
elasticidade cutanea, possibilitando uma diminuicdo do acondicionamento e um
aumento no tamanho do poro dos corneécitos. Todos esses fatores sédo facilitadores
da penetracdo do farmaco nas estruturas cutaneas (159). Além disso, os CLN tém a
capacidade de controlar a liberacdo do farmaco, possibilitando a exposicao deste na
pele por um periodo prolongado e reduzindo a possibilidade de absorcéo sistémica
(160). Por esta razdo, os CLN tém sido amplamente investigados para preparacoes
topicas e dermatolégicas como, por exemplo, para a administracdo de clotrimazol
(161), celecoxib (162), minoxidil (51) e finasterida (163).

A literatura reporta que os CLN possuem uma preferéncia por uma trajetéria
de permeacdo nao classica, ou seja, através do foliculo piloso (164). O transporte
por via transfolicular tem grande potencial para o tratamento topico, pois proporciona
uma penetracdo e absorcdo mais profunda dos compostos que a via
transepidérmica (intercelular e transcelular), podendo também atingir as glandulas
sudoriparas (165,166).

O acumulo dos farmacos nas unidades foliculares € particularmente
importante para o tratamento de doencas localizadas no foliculo piloso, como a
hidradenite supurativa. O tratamento direcionado potencializa a biodisponibilidade do
medicamento, levando ao efeito desejado com pequenas concentracdes do farmaco
(167). No entanto, os ductos foliculares sdo reabastecidos por um numero de
substéancias, em particular o sebo, que pode ocasionar a expulsédo do farmaco (168).

Além dos nanossistemas lipidicos, nanoparticulas poliméricas tém sido
propostas como sistemas carreadores de farmacos para o tratamento de doencas
que afetam os foliculos pilosos, como acne vulgaris e alopecia areata e
androgenética (49,52,169,170). Entretanto, um transporte mais direcionado para 0s
foliculos pilosos depende da interacéo entre o farmaco e o sebo (164). Desta forma,
nanocarreadores lipidicos, tais como os CLN, apresentam um carater lipofilico o que
potencialmente torna estes sistemas mais propensos a penetrarem os foliculos
pilosos por possuirem uma melhor interacdo dos lipidios da composicao e o sebo.

A penetracdo dérmica de 17a-Estradiol incorporado nos CLN, investigada em

células de difusdo de Franz e microscopia confocal usando CLN marcados com
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rodamina, mostrou um acumulo dos nanocarreadores lipidicos nas porcdes externas
da epiderme, precisamente no foliculo piloso (171). A microscopia confocal também
confirmou o potencial de fornecimento de espironolactona em CLN marcados com
fldor nos foliculos pilosos. Nesse estudo, a intensidade da marcacdo na regido
folicular foi relativamente mais alta do que na regido nao folicular, indicando que a
via folicular foi a principal via de penetracdo dos CLN propostos (p < 0,05) (172). Da
mesma forma, Desai e colaboradores (2014) (167) investigaram a absorcao
percutéanea de ibuprofeno a partir de CLN para verificar se as vias foliculares ou nédo
foliculares predominavam na distribuicdo de sistemas nanoparticulados. A
microscopia confocal mostrou uma fluorescéncia significativamente maior na pele
para as nanoparticulas lipidicas em comparagcdo com a solugcdo controle. Uma
avaliagdo demonstrou que os CLN contedo difenilciclopropenona aumentou a
captacdo folicular numa propor¢cdo duas vezes maior em comparacdo com a
formulacdo controle. Ainda, a imagem confocal comprovou a localizacdo dos CLN
nos foliculos pilosos e lipidios intercelulares do estrato corneo (23).

Nesse sentido, os nanossistemas lipidicos possuem eficacia tépica por
direcionarem a liberacdo dos farmacos para os foliculos pilosos quando aplicados
topicamente sobre a pele, favorecendo o tratamento da hidradenite supurativa por
aumentar a seguranca e comodidade para o paciente. Sendo assim, este trabalho
propds a co-encapsulacéo de fosfato de clindamicina e rifampicina e avaliagdo do
perfil de penetracdo cutdnea dos farmacos nas camadas da pele, em condi¢cdes

normais e com alto contedido sebaceo.



29

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O fosfato de clindamicina (= 99,0%), rifampicina (= 99,0%), acido fosférico, marcador
de spin derivado do acido estearico 5-doxil (5-DSA), solucdo de acetato de uranila a
3% (p/v), acido esteérico e &cido oleico foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). O metanol utilizado nas analises cromatograficas foi obtido de J. T.
Baker (Phillipsburg, EUA). A lecitina de soja e o polissorbato 80 foram adquiridos da
Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha) e Merck (Darmstadt, Alemanha), respectivamente.
Para preparacdo do tampao fosfato foram utilizados fosfato de sédio nas formas
monobasica e dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de sédio (Serva, Rio
de Janeiro, Brasil) e as correcdes de pH foram realizadas com hidréxido de sodio
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. Sdo Paulo, Brasil). Para a verificacdo da
eficiéncia de encapsulagédo foi utilizado o dispositivo concentrado de amostra
(vivaspin®2, Sartorius) adquiridos da Analitica (S&o Paulo, Brasil). A membrana
hidrofilica de acetato de celulose (Dialysis Tubing MWCO 12000-14000,
Fisherbrand) utilizada nos experimentos de liberacdo foi obtida da Fisher Cientific
(Reino Unido). O esmalte KIKO-608 (Paris, Franca) foi utilizado nos experimentos de
penetracdo cutdnea que requereram bloqueio das unidades pilossebaceas. Na
simulacédo da pele sebacea foi utilizado o sebo de carneiro in natura e o 6leo vegetal
obtidos no mercado local (Brasilia, Brasil). A técnica de tape-stripping diferencial
aplicada nos estudos de permeacéo foi realizada usando a fita Scotch n°. 845 Book
Tape (3M, St. Paul, MN, USA) e cola de cianoacrilato (Henkel Loctite, Dublin,
Irlanda). Filtros pré-limpos, de didmetro de 25 mm e poro 0,45 pm, hidrofobicos e
hidrofilicos, foram obtidos da Analitica (Sao Paulo, Brasil). Todas as analises foram

realizadas utilizando agua ultrapurificada (Millipore, lllkirch-Graffenstaden, Franca).

4.1.1 Obtencgédo da pele de suinos

As orelhas dos suinos utilizadas nos estudos de permeacdo e penetracao
cutanea foram gentiimente cedidas pelo frigorifico Nippobras (Formosa, Goias,
Brasil). As orelhas foram obtidas imediatamente apGs o abate do animal sem que ele

tenha passado pelo processo de escalda (Figura 11a). A pele inteira foi removida da
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regido externa da orelha com auxilio de um bisturi (Figuras 11b e 11c), separada de
sua camada adiposa, muscular e vasos sanguineos com o auxilio de uma tesoura
(Figuras 11d e 11e).

Figura 11. Representacdo do processo de remocao da pele da orelha de suinos: a orelha fixada em
placa de isopor recoberta com papel aluminio (a); a pele da parte superior da orelha de suinos é
removida com auxilio de bisturi (b) e (c); pele retirada da orelha de suinos (d) e retirada da camada

adiposa, muscular e vasos sanguineos com auxilio de uma tesoura (e).

ApOs esse procedimento, as peles limpas foram cortadas em circulos de
aproximadamente 2 cm? e armazenadas a -4 °C por um periodo maximo de 2 meses

antes do seu uso.

4.2 Preparacao da solucao estoque

As solucbes estoques de fosfato de clindamicina e rifampicina foram

preparadas na concentragcao de 100 pyg/mL em metanol:agua (50:50, v/v).

4.3 Padronizacao e validacdo do método analitico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)



31

O espectro de varredura de comprimento de onda para cada farmaco foi
obtido individualmente a partir de suas solucdes estoque utilizando um
espectrofotometro (Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800). O escaneamento foi
realizado com uma cubeta de quartzo de 10 mm de comprimento Optico. A selecdo
dos comprimentos de onda foi baseada na absorcado maxima no ultravioleta (UV)
para cada farmaco e levando também em consideracdo aquele em que houvesse
menor interferéncia dos contaminantes da pele.

O método analitico foi desenvolvido com o objetivo de obter a melhor
resolucdo dos picos cromatograficos de fosfato de clindamicina e rifampicina com
desempenho analitico aceitavel. Desta forma, foram testadas duas colunas:
(i) Fase reversa-Cs de 100 mm x 4,6 mm, 5 pym e (ii) Fase reversa-Cisde 150 mm x

4,6 mm, 5 ym, bem como diferentes fases moveis.

4.3.1 Condicbes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um sistema CLAE (modelo
LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japédo) composto por duas bombas (modelo LC 20-AT),
um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD espectrofotométrico (modelo SPD-
M20A) e um injetor automatico de amostras (modelo 9SIL-20AD). A obtencéo dos
dados, analises e relatérios foram realizados usando o software Shimadzu LC.
Como fase estacionaria, utilizou-se uma coluna de fase reversa Cis (150 mm x 4,6
mm Shim pack, Shimadzu). A fase movel consistiu em (A) metanol e (B) &cido
fosforico (0,01 mol/L), em modo gradiente, tempo (min)/A (%)/B (%) como segue:
0,01/45/55, 6/45/55, 6,30/75/25, 9/75/25, 9,30/45/55 e 16/45/55, com vazdo de
eluicdo de 1,0 mL/min. O forno foi mantido a 40 °C durante todas as analises, e 0
fosfato de clindamicina e a rifampicina foram detectados por absorbéancia a 200 nm e

238 nm, respectivamente. O volume de inje¢cado de cada amostra foi de 10 L.

4.3.2 Otimizagéo da extragdo dos farmacos das camadas da pele de suinos

As diferentes condi¢cOes de extracao simultanea de fosfato de clindamicina e
rifampicina das trés fracdes da pele (ou seja, estrato corneo, foliculos pilosos e pele
remanescente) foram testadas. Para isso, utilizou-se a técnica de tape-stripping
diferencial, como descrito anteriormente na literatura (173,174), para separar as
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fracbes da pele. Em resumo, fragmentos de 2 cm? de pele foram removidos das
orelhas de suinos e fixados em um suporte com o estrato cérneo voltado para cima.
O estrato corneo foi removido utilizando 15 pedagos de fitas adesivas. Em seguida,
os foliculos pilosos foram removidos aplicando uma gota de cola de cianoacrilato na
superficie da pele, seguida pela oclusdo com um pedaco de fita adesiva. Apos
1 min, a fita foi removida com um Unico movimento e este procedimento foi repetido
mais uma vez para cada fragmento de pele. Finalmente, a pele remanescente foi
cortada em pequenos fragmentos com o auxilio da tesoura. Logo em seguida, as
diferentes camadas da pele foram colocadas em frascos de vidro protegidos da luz e
contaminados com 375 pL da solugdo estoque (equivalente a 37,5 pug de cada
farmaco). Em seguida, o solvente foi evaporado e diferentes protocolos de extracao
foram aplicados, conforme ilustrado na Figura 12. Em seguida, as amostras foram
fitradas em membranas de 0,45 um e levadas para analise seguindo o método por
CLAE.

3. Contaminacao das
amostras com os 5. Variaveis experimentais

1. Fragment'os da farmacos para extracado dos farmacos
pele de suinos

4. Evaporacao —

do scflven(ie . : MeOH:H.4

100:0

2. Tape-stripping 75:25

diferencial 50:50
Estatico
0,08, 0,5, 2,
120u24 h
@ é ﬁ 1 r MeOH:H,0
100:0

FP

75:25
50:50

Agitacao
0,3o0u12h

Ultrassom

888 () 0.0.160u033h

Figura 12. Representagdo da técnica de tape-stripping diferencial e os métodos de extracéo testados

para a recuperacdo de fosfato de clindamicina e rifampicina das camadas da pele: estrato cérneo

(EC), foliculos pilosos (FP) e pele remanescente (PR). Fonte: Autoria prépria.
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Apos alguns testes iniciais com variaveis de extracdo, um primeiro
planejamento fatorial para a extracdo dos farmacos das trés camadas da pele foi
realizado, variando a composicdo do solvente de extracdo em trés niveis e o tempo

de extracdo em cinco niveis, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Desenho fatorial para avaliagdo do método de extragdo do fosfato de clindamicina e

rifampicina das camadas da pele (estrato corneo, foliculos pilosos e pele remanescente).

Analise Concentracao de Tempo de
metanol (%) repouso (horas)
1 0,50 0,08
2 0,75 0,08
3 1,00 0,08
4 0,50 0,50
5 0,75 0,50
6 1,00 0,50
7 0,50 2,00
8 0,75 2,00
9 1,00 2,00
10 0,50 12,00
11 0,75 12,00
12 1,00 12,00
13 0,50 24,00
14 0,75 24,00
15 1,00 24,00

Posteriormente, foi realizado um segundo planejamento fatorial,
especificamente para a extracao da rifampicina da pele remanescente, adicionando
os fatores de agitacdo magnética e o uso de banho de ultrassom (Tabela 3). Todos
os ensaios foram realizados em duplicata em ordem aleatéria. Os possiveis modelos
matematicos foram examinados usando analise de variancia one-way (ANOVA one-
way) com um nivel de significancia fixado em 0,05 para determinacdo da melhor
condicdo de andlise. O modelo de melhor adaptacdo foi selecionado para cada
resposta com base nos valores F e p, e as equacdes preditivas contendo apenas
termos significativos foram construidas a partir da analise de regressdo multipla

usando o software Design-Expert versao 8 (Stat-Ease, Minneapolis, MN, EUA).
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Tabela 3. Desenho fatorial para obtencdo do método de extracdo da rifampicina da pele

remanescente.
Analise Concentracdo de Tempo qle agitacao Tempo de
metanol (%) magnética (horas) ultrassom (horas)
1 0,50 0 0
1 0,50 3,00 0
3 0,50 12,00 0
4 0,50 0 0,16
5 0,50 3,00 0,16
6 0,50 12,00 0,16
7 0,50 0 0,33
8 0,50 3,00 0,33
9 0,50 12,00 0,33
10 0,75 0 0
11 0,75 3,00 0
12 0,75 12,00 0
13 0,75 0 0,16
14 0,75 3,00 0,16
15 0,75 12,00 0,16
16 0,75 0 0,33
17 0,75 3,00 0,33
18 0,75 12,00 0,33
19 1,00 0 0
20 1,00 3,00 0
21 1,00 12,00 0
22 1,00 0 0,16
23 1,00 3,00 0,16
24 1,00 12,00 0,16
25 1,00 0 0,33
26 1,00 3,00 0,33
27 1,00 12,00 0,33

4.3.3 Validacdo do método

A confiabilidade e o desempenho analitico do método por CLAE foram
validados avaliando os parametros de seletividade, linearidade, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificacédo (LQ), precisao e exatiddo de acordo com as diretrizes

da International Conference on Harmonization (ICH) (175).

4.3.3.1 Seletividade
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A técnica de tape-stripping diferencial (ja descrita na se¢éo 4.3.2) foi utilizada
para separar os fragmentos da pele em trés camadas (estrato corneo, foliculos
pilosos e pele remanescente). Uma solugao de fosfato de clindamicina e rifampicina
(na concentragao de 7,5 pg/mL para cada farmaco) em metanol:dgua (50:50, v/v)
contendo ou ndo cada um dos contaminantes da pele foi preparada para avaliar a
capacidade do método de quantificar e distinguir os farmacos dos interferentes da
pele. Os experimentos foram realizados em seis repeticbes para cada amostra. Os
resultados foram analisados usando ANOVA comparando as areas do pico e 0s

tempos de retencéo.

4.3.3.2 Linearidade

As solucbes de fosfato de clindamicina e rifampicina foram preparadas em
triplicata a partir de trés solucdes estoque distintas. Aliquotas dessas soluc¢des foram
diluidas em metanol:dgua (50:50, v/v) para obter uma curva de calibragdo com as
concentracdes de 0,5; 2,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 e 20 pg/mL. As curvas de calibracao
para a concentracdo versus a area do pico foram plotadas para fosfato de
clindamicina e rifampicina, separadamente, e ajustadas usando a regressao linear
de minimos quadrados. Os testes de significancia e proporcionalidade dos
coeficientes angulares foram avaliados com base na variancia residual, utilizando o
teste t Student (p = 0,05). Os fatores de resposta foram calculados considerando a
razao entre a area do pico e a concentracdo dos analitos. Os residuos foram
calculados com base na diferenca entre valores tedricos e experimentais (176). Os
resultados dos valores dos pratos tedéricos foram obtidos diretamento no software do

equipamento.

4.3.3.3LDelLQ

A concentracdo minima de fosfato de clindamicina e rifampicina a ser
detectada e também quantificada com precisdo e exatiddo (LD e LQ,
respectivamente) foi calculada com base no desvio padrao (DP) e na inclinagao da
curva de calibragcédo (IC), preparada conforme descrito na secédo 4.3.3.2, de acordo
com as equacdes (1) e (2) (175,177):
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Lp= _>3xDP (Equacéo 1)
IC
LQ= _10xDP_ (Equacéo 2)

IC

4.3.3.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade instrumental,
repetibilidade do método (precisédo intra-dia) e precisao intermediaria (preciséo inter-
dia) para cada farmaco. A repetibilidade instrumental foi determinada utilizando a
mesma amostra na concentragado de 7,5 ug/mL, para os dois farmacos, em seis
analises (178). A repetibilidade do método foi avaliada a partir de amostras
auténticas usando seis repeticbes na mesma concentracdo dos farmacos. A
precisao inter-dia foi avaliada usando amostras auténticas (7,5 pg/mL) em seis
repeticbes, cada uma analisada por diferentes analistas em dois dias diferentes. As
concentracfes de fosfato de clindamicina e rifampicina foram entdo determinadas e

os coeficientes de variacdo entre os grupos foram calculados (175).

4.3.3.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada com base na porcentagem de fosfato de
clindamicina e rifampicina recuperadas do estrato cérneo, foliculos pilosos e pele
remanescente utilizando o método otimizado de extracdo. Todos 0s ensaios foram
realizados com seis repeticbes das amostras de fosfato de clindamicina e rifampicina
(7,5 pg/mL).

Primeiramente, os fragmentos das camadas da pele foram separados
seguindo a técnica de tape-stripping diferencial descrita anteriormente (secéo 4.3.2).
As amostras de uma solucdo de fosfato de clindamicina e rifampicina em
metanol:dgua (50:50, v/v) foram aplicadas nas superficies das diferentes camadas
de pele (volume equivalente a 37,5 pg de cada farmaco). O solvente foi
completamente evaporado e 5 mL de metanol foram adicionados a cada fragmento

da pele, que foram deixados em repouso durante 24 h. Apds este periodo, as
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amostras contendo estrato cérneo e foliculos pilosos foram filtradas através de uma
membrana de 0,45 pm. As amostras contendo fragmento da pele remanescente
foram mantidas sob agitacdo magnética por mais 9 h e entdo filtradas através de
uma membrana de 0,45 pm.

Finalmente, todas as amostras foram analisadas por CLAE-UV, seguindo a
metodologia descrita acima. A exatidao foi calculada como a porcentagem de fosfato
de clindamicina e rifampicina recuperada das camadas da pele (179).

4.4 Estudos de compatibilidade entre fosfato de clindamicina e rifampicina

4.4.1 Preparo das amostras

Os estudos de compatibilidade foram realizados por meio da andlise das
caracteristicas térmicas dos farmacos de forma individual e em mistura fisica na
propor¢cdo 1:1 (m/m). Além disso, os compostos separados e misturados foram
submetidos ao processo de umectacdo seguido de aguecimento das amostras até
80 °C, para simular o processamento térmico no desenvolvimento farmacotécnico
dos nanocarreadores lipidicos (Tabela 4). As amostras foram submetidas aos
estudos de compatibilidade que seguem.

Tabela 4. Resumo das composi¢fes das amostras contendo ou ndo os farmacos e procedimento

farmacéutico, fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF).

Composicéo

Processamento =
0,
Amostra (% p/p) farmacéutico Representacao
CDM RIF

Al 100 O Né.O CDM . RIF
B m

A2 0 100 NaO CDM . RIF
[ A3 |

A3 50 50 Nao CDM ) RIF
_ m

A4 100 0 Sim coM @ RIF
_ m

A5 0 100 Sim CDM @ RF
_ m

A6 50 50 Sim CcDM e RIF
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4.4.2 Analise térmica

4.4.2.1 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas em um DSC-60 (Shimadzu®, Tokyo,
Japan), sob atmosfera controlada de nitrogénio com vazado de 50 mL/min. As
amostras de aproximadamente 3 mg foram analisadas sob uma taxa de
aguecimento de 5 °C/min de 25 a 300 °C.

As fotomicrografias das amostras sem prévio tratamento térmico (amostras
Al, A2 e A3) foram obtidas a partir de DSC-fotovisual utilizando 0 mesmo protocolo
citado acima.

Adicionalmente, foram realizados ciclos de aquecimento-resfriamento-
aguecimento nas amostras Al, A2 e A3 empregando 0 seguinte protocolo:
aguecimento de 25 a 195 °C (5 °C/min) para as amostras Al e A3 e aquecimento de
25 a 210 °C (5°C/min) para a amostra A2, resfriamento até -40 °C (-5 °C/min) e
novo aquecimento até 300 °C (5 °C/min) para as amostras Al, A2 e A3.

Todas as medicdes térmicas foram realizadas usando o software TA-60

Shimadzu®.

4.4.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

As avaliagcdbes TGA foram realizadas usando um DTG-60H (Shimadzu,
Japéo). As amostras foram pesadas (3 — 5 mg) em cadinhos de platina em
atmosfera de nitrogénio com vazéo de 50 mL/min e velocidade de aquecimento de
10 °C/min no intervalo entre 25 a 400 °C. Todas as medi¢cdes térmicas foram

realizadas usando o software TA-60 Shimadzu®.

4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier e
Refletancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

As anadlises de todas as amostras por FTIR foram realizadas usando um
espectrometro Vari 640-IR FTIR (Varian Inc., Brasil). Os espectros foram registrados

entre 4.000 e 600 cm™' com uma resolugdo optica de 4 cm™', utilizando um acessorio
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de imagem ATR. Os espectros resultantes foram analisados considerando o
coeficiente de correlagcdo (r) entre as amostras com base nas bandas
correspondentes aos grupos funcionais dos farmacos, utilizando o software Essential
FTIR (Operant LLC, EUA) (180).

4.4.4 Difracao de raios X do p6

Os espectros de difragao de raios X do p6 (do inglés X-ray powder diffraction,
XRPD) das amostras utilizadas no estudo foram obtidos com um difratdbmetro Rigaku
Ultima IV equipado com uma lampada de cobre usando radiagcao de 35 kV e 15 mA.
Os espectros foram analisados no Software Jade 9. A velocidade de varredura foi de
2°/min com incremento de 0,02°/min. Os padroes de difracdo foram obtidos em
angulos entre 5 e 60° (6 - 26).

4.4.5 Analises morfoldgicas

As caracteristicas morfolégicas das amostras utilizadas no estudo foram
verificadas por andlise das imagens obtidas por microscopia Optica usando um
estereoscépio (Laborana/SZ - SZT, China) acoplado a uma cémera de video. O
processamento das imagens foi realizado utilizando um software ISCapture, versao
2.2.1. A morfologia das amostras previamente revestidas com ouro também foi
analisada em imagens obtidas por microscépia eletrdnica de varredura (MEV,
Microscopio Eletrénico de Varredura JEM 1011, JEOL, Téquio, Japao - 100 kV).

4.5 Preparacédo de uma solucéao de fosfato de clindamicina e rifampicina

Os CLN desenvolvidos neste trabalho tiveram seus perfis de liberacdo e
permeacdo comparados com os de uma solucdo contendo os dois farmacos livres
(fosfato de clindamicina e rifampicina). Para isso, 4 mg de cada farmaco foram
dissolvidos em 15 mL de tampéo fosfato, pH 6,5, resultando em uma solugdo na

concentracéo de 266,67 pug/mL para cada farmaco.
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4.6 Desenvolvimento e caracterizacdo dos CLN contendo fosfato de

clindamicina e rifampicina

4.6.1 Obtengédo das formulagdes

Os CLN foram obtidos seguindo o método da diluicdo de microemulsédo
(181,182) usando agua como fase externa e uma mistura oleosa (lipidios liquidos e
sélidos) como fase interna. Dessa forma, 300 mg de lipidio sélido (acido esteérico) e
100 mg de lipidio liquido (acido oleico) foram misturados aos tensoativos, ou seja,
200 mg de lecitina de soja S100 e 50 mg de Tween® 80 (polissorbato 80) (Figura 13).

Figura 13. Esquema representativo do preparo dos CLN contendo fosfato de clindamicina (CDM) e

rifampicina (RIF). Fonte: Autoria propria.

A mistura de lipidios com os tensoativos foram entdo aquecidos a 80 °C para

garantir a completa fusdo de todos os componentes. Posteriormente, foram
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adicionados os farmacos (fosfato de clindamicina e rifampicina) em diferentes
guantidades (Tabela 5) e o sistema foi mantido sob agitacdo (800 rpm) durante
10 min. O passo seguinte foi a adicdo de 250 pyL de agua (aquecida a 80 °C) sob
agitacao (500 rpm) para formar uma microemulséo. Em seguida, a microemulsao foi
dispersa em 14 mL de solucdo tampao fosfato, pH 6,5, e mantida em banho de gelo
(5 °C) sob agitacédo vigorosa (16.000 rpm por 20 min) usando um Ultra-Turrax® (IKA-
Werk GmbH & Co, Alemanha).

Os CLN sem a adicdo dos farmacos também foram produzidos para

comparacdes com os CLN contendo fosfato de clindamicina e rifampicina.

Tabela 5. Quantidade de fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF) adicionado durante
processo de producdo dos CLN (CLN CDM-RIF).

Amostra CDM (mg) RIF (mQ)
CLN CDM-RIF 1 4 4
2 6 6
3 8 8

4.6.2 Caracterizacdo dos nanocarreadores lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos foram caracterizados por meio da determinacéo
do diametro hidrodindmico médio, da distribuicdo de tamanho (indice de
polidispersividade), do potencial zeta, do pH, da morfologia, da recuperacdo dos
farmacos, da eficiéncia de encapsulacéo e da carga dos farmacos, de acordo com

as metodologias descritas abaixo.
4.6.2.1 Diametro hidrodinamico e indice de polidispersividade

O didmetro hidrodindmico dos CLN com e sem os farmacos, bem como o
indice de polidispersividade foram analisados por espalhamento de luz dindmica de
1 mL das suspensdes dos CLN por diluigdes de (1:100) (v/v) em um equipamento
Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido).

4.6.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta dos nanocarreadores lipidicos, contendo ou nao os

farmacos, foi analisado por mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento
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Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Antes da
leitura, as amostras foram diluidas em solugdo aquosa contendo NaCl 10 mmol/L
para assegurar os valores de condutividade de, aproximadamente, 2 mS/cm,

requerido pela técnica.

4.6.2.3 pH

O pH da dispersao dos nanocarreadores lipidicos desenvolvidos foi
determinado utilizando eletrodo para amostras liquidas do equipamento pHmetro
(Digimed, modelo DM-22, Sao Paulo, Brasil).

4.6.2.4 Morfologia

A morfologia dos nanocarreadores lipidicos foi avaliada por microscopia
eletrénica de transmissao (MET, JEM 1011 Microscopio Eletrénico de Transmissao,
JEOL, Téquio, Japdo - 100 kV) para os CLN sem os farmacos e os CLN contendo
fosfato de clindamicina e rifampicina pelo método de contrastacdo. Os
nanocarreadores lipidicos foram diluidos (1:200 v/v) para realizacdo das analises.
Para preparar as amostras, aliquotas de 20 yL das amostras diluidas foram
depositadas em uma grade de cobre revestida com formvar (Electron Microscopy
Sciences, PA, EUA) e submetidas a secagem por 10 min em temperatura ambiente.
Depois disso, 20 pL da solugédo de acetato de uranila a 3% (p/v) foram adicionados e
submetidos a secagem por mais 10 min. Ao final desse tempo, o excesso foi
removido com papel filtro. As imagens foram capturadas com uma camera GATAN
BioScan (modelo 820, GATAN, PA, EUA), utilizando o software Digital Micrograph
3.6.5 (GATAN, PA, EUA).

4.6.2.5 Processo de recuperacao dos farmacos

A primeira etapa do processo determinou o farmaco total por meio da
dissolucdo dos nanocarreadores lipidicos em metanol (1:10 v/v). As amostras foram
entdo colocadas sob agitagdo em vortex (IKA-lab dancer) por 60 seg e, por fim,
foram diluidas em tampé&o fosfato pH 6,5 (1:20 v/v). Apos filtragédo, os farmacos das

amostras foram quantificados por CLAE (Figura 14).
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A recuperacgao dos farmacos foi calculada em porcentagem (%) comparando
o farmaco total com a quantidade dos farmacos que foram adicionados na produgao

dos nanocarreadores lipidicos:

REC% =

x 100 =
EA (Equacéo 3),

Onde: REC% é a quantidade de farmaco recuperado; FT é o farmaco total; e FA é quantidade de

farmaco adicionada.

4.6.2.6 Eficiéncia de encapsulacéo

A determinacao da eficiéncia de encapsulagdo dos farmacos foi realizada em
duas etapas. A primeira etapa foi a determinacdo do farmaco total como mencionado
no item anterior (Figura 14).

Na segunda etapa, procedeu-se 0s experimentos para determinagdao do
farmaco livre, em que foram transferidos 400 pL das formulagcbes dos
nanocarreadores lipidicos para um dispositivo com tamanho de poro definido em
10 kDa (Vivaspin 2, 100000, MWCO HY, Sartorio, Goettingen, Alemanha). As
amostras foram centrifugadas (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha)
por 10 min a 2700 G. Ao final, uma diluicdo (1:50 v/v) da aliquota do filtrado foi
realizada, para posterior andlise quantitativa dos farmacos em CLAE (Figura 14).

A quantidade de fosfato de clindamicina e rifampicina encapsulada nos
nanocarreadores lipidicos foi determinada pela diferenca entre a concentracéo inicial
de farmaco, farmaco total, e a concentracdo dos farmacos nao encapsulados,
farmaco livre. A eficiéncia de encapsulacdo, entdo, foi calculada de acordo com a

seguinte equacéao:

FT - FL
FT

EE x 100 (Equacéo 4),

onde: EE é a eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nos nanocarreadores lipidicos; FL é a
concentracao de fosfato de clindamicina e rifampicina que néo foi encapsulada nos nanocarreadores

e FT é a concentracdo de fosfato de clindamicina e rifampicina nos nanocarreadores.
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Figura 14. Representacdo do protocolo de eficiéncia de encapsulagdo em duas etapas. Etapa 1 -
determinacdo do farmaco total dos nanocarreadores lipidicos e etapa 2 - determinacdo do farmaco

livre com dispositivo com tamanho de poro definido. Fonte: Autoria propria.

4.6.2.7 Carga dos farmacos

A carga dos farmacos relaciona a quantidade de farmaco encapsulado pela
quantidade de lipidio empregado na formulacao, e foi calculada utilizando a seguinte

equacao:

FT - FL
CF=——— x 100 (Equacéo 5),
Qlipidios

onde: CF é a carga do farmaco; FT é o farmaco total; FL é o farmaco livre e Qippidios S0 a quantidade

total de lipidios na formulacgéo.
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4.7 Determinacdo da influéncia do fosfato de clindamicina e rifampicina na

dinamica dos lipidios do CLN

A dindmica dos lipidios que compdem a matriz dos CLN foi avaliada em
ensaios de espectroscopia de ressonancia paramagneética eletronica (RPE) por meio
do parametro espectral 2A; para o marcador de spin 5-DSA (Figura 15), como

descrito anteriormente (183).

H
H.C 3
HO .
e °—
Rt et TN NG
O/ N ol
5-DSA

Figura 15. Estrutura quimica do marcador de spin 5-DSA.

Uma aliquota de 1 yL de uma solucéo estoque de 5-DSA (possuindo o grupo
doxil [radical nitréxido] ligado no 5° atomo de carbono da cadeia acila) (Figura 15)
dissolvido em etanol (5 mg/mL) foi adicionada as dispersées contendo os CLN sem
os farmacos e com os farmacos (fosfato de clindamicina e rifampicina). Logo em
seguida, as amostras foram incubadas durante 30 min, a temperatura ambiente, e
agitadas suavemente. A concentracdo de etanol (menor que 2%), n&o altera
significativamente a fluidez dos nanocarreadores lipidicos (Figura 16) (184).

Para melhorar o procedimento de marcac¢ao, as amostras foram suavemente
agitadas e depois introduzidas em tubos capilares com diametro interno de 1 mm,
gue foram selados a chama para andlise de espectroscopia de RPE. Para evitar
qualquer interacdo entre marcadores proximos, foi determinada a propor¢gdo minima

de lipidios:marcador de 100:1.
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Figura 16. Representagdo esquematica do processo de avaliagdo da influéncia do fosfato de
clindamicina e rifampicina na dindmica dos lipidios dos CLN na superficie da matriz marcada com

spin 5-DSA por meio da técnica de espectroscopia de RPE. Fonte: Autoria propria.

A Figura 17 ilustra como o marcador de spin (5-DSA) se insere na matriz

lipidica e a localizacdo do grupo paramagnético.

CLN =
Figura 17. Representacdo esquematica da localizacdo do marcador de spin 5-DSA nos

nanocarreadores lipidicos. Fonte: Autoria prépria.
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As medicles de espectroscopia de RPE foram realizadas a 25 + 1 °C usando
um espectrometro Bruker® ESP300 (Rheinstetten, Alemanha), operando na banda X
(9,4 GHz) com uma cavidade ressonante ER4102 ST e os seguintes parametros
instrumentais: poténcia de microondas, 2 mW; frequéncia de modulagdo, 100 kHz;
amplitude de modulacédo, 1,0 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo de

varredura, 168 s e constante de tempo de deteccao de 41 ms.

4.8 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade dos nanocarreadores lipidicos foram conduzidos
utilizando aliquotas de CLN contendo os farmacos (fosfato de clindamicina e
rifampicina) armazenadas na geladeira em frascos de vidro ambar a temperatura de
5 + 3 °C. Durante intervalos predeterminados (0, 7, 15, 30 e 60 dias), o estudo tinha
como finalidade observar possiveis alteracdes no didametro hidrodindmico médio,
indice de polidispersividade, potencial zeta, pH e teor de farmacos encapsulados. Ao
final de cada periodo de analise, fotografias foram registradas para avaliacdo da

coloracdo da formulacdo. Os estudos foram realizados em triplicata.

4.9 Estudos in vitro de liberagdo de fosfato de clindamicina e rifampicina a

partir dos nanocarreadores lipidicos

O perfil de liberagao do fosfato de clindamicina e da rifampicina a partir dos
nanocarreadores lipidicos foi determinado em quintuplicata e comparado a difuséo
dos farmacos livres quando em solucdo. As células de difusdo do tipo Franz
modificadas (Figura 18) foram montadas com uma membrana de acetato de celulose

separando os compartimentos doadores dos compartimentos receptores.
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Co —p  Compartimento doador

Figura 18. Representacgéo ilustrativa das células de difuséo do tipo Franz modificadas. Fonte: Autoria

propria.

Para isso, sobre as membranas (compartimento doador) foi colocado 1 mL da
dispersao dos nanocarreadores lipidicos (CLN contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina) ou da solugéo contendo os farmacos (preparada de acordo com o item
4.5), usada como controle. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de
solugdo tampéo fosfato, pH 7,4 (garantindo as condigbes sink), mantida a 32 °C
durante todo o tempo de experimento e sob agitagao por um periodo de 12 h. A cada
hora, uma aliquota de 1 mL da solugéo receptora foi removida e igual volume de
solugao tampao fosfato, pH 7,4, foi imediatamente reposto.

As aliquotas foram filtradas em seringas acopladas a membranas de
porosidade de 0,45 uym. Posteriormente, a quantidade de farmaco liberada em cada
tempo de coleta foi determinada por CLAE-UV, seguindo o método previamente
validado.

O perfil de liberacdo de fosfato de clindamicina e rifampicina a partir desses
nanocarreadores lipidicos foi analisado e comparado com a solugdo controle por
meio de métodos graficos relacionando a quantidade liberada dos farmacos (ug) em



49

funcdo do tempo (h). Os resultados foram analisados usando ANOVA comparando
todos os grupos em todos os tempos do estudo.

A equacao abaixo foi utilizada para determinacdo da quantidade de farmaco
liberada (ug) que se difundiu pela membrana de acetato de celulose em funcéo do
tempo (h):

Qrealt = Cmensurado X Vi +Va X Z "1 Ca (Equacéo 6),

onde: Qreat, representa a quantidade real liberada acumulada no tempo t; Cmensurada € @ concentragéo
mensurada dos farmacos no tempo t; Vi € o volume do compartimento receptor (15 mL); Va € 0

volume de amostra coletada (1 mL) e Ca € a concentragao dos farmacos na amostra removida.

Além disso, a cinética de liberagdo dos farmacos (fosfato de clindamicina e
rifampicina) dos nanocarreadores lipidicos foi analisada segundo os modelos
matematicos de ordem zero, modelo de Higuchi, modelo de primeira ordem, Hixson

Crowell e Weibull segundo as equagdes descritas na Tabela 6 abaixo:

Tabela 6. Modelos mateméticos aplicados ao estudo cinético de liberagéo.

Modelos matematicos Formula
Ordem zero = Qo + Kot
Modelo de Higuchi Q; = Kyt!2
Primeira ordem INQt = InQp — kit
Hixson Crowell Qol/® — Qi3 =Kt
Weibull log[-In(1-(QYQ=))] =b x log t - log a

Qt é a quantidade de farmaco liberado ao tempo t; Qo é a quantidade inicial de farmaco no tempo
zero; a representa um parametro de escala relacionado com tempo decorrido de ensaio; b é o
parametro de forma; Ko € a constante de liberacdo de ordem zero; KH é a constante de liberacdo de

Higuchi; K1 é a constante de liberacdo de primeira ordem; Ks € uma constante que incorpora a
relagdo superficie/volume e t € o tempo do ensaio.

Basicamente, a cinética de liberacdo dos farmacos a partir dos
nanocarreadores lipidicos testados foi analisada da seguinte forma: ordem zero
(porcentagem cumulativa do farmaco liberado versus tempo), primeira ordem (log da

porcentagem acumulada do farmaco restante versus tempo), Higuchi (porcentagem
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acumulada da liberagéo do farmaco versus raiz quadrada do tempo), Hixson Crowell
(esta relacionado com a massa da molécula do farmaco inicialmente e no tempo t
além da area superficial e o volume da molécula do farmaco) e Weibull (log da
porcentagem liberada acumulada versus log do tempo).

A escolha do modelo cinético que melhor descreveu a liberagdo de cada
farmaco baseou-se na anadlise do coeficiente de correlagao linear obtido aplicando
cada um deles, sendo considerado o mais apropriado aquele que apresentou o

coeficiente mais proximo de um.

4.10 Ensaios in vitro de penetracdo cutanea

4.10.1 Determinacéo das interacdes entre CLN e o estrato corneo

As interacdes entre os nanocarreadores lipidicos e o estrato cérneo também
foram analisadas por meio da técnica de espectroscopia de RPE.

As amostras de estrato corneo foram obtidas de ratos recém-nascidos
(menos de 24 h) da raca Wistar que seriam descartados e foram cedidos pelo
biotério central da Universidade Federal do Goias (UFG). Os experimentos foram
conduzidos no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Cataldo. As peles
foram removidas com tesoura e bisturi e foram lavadas. Em seguida, foram
colocadas em agua destilada para hidratacdo e logo depois estendidas sobre papel
filtro com a parte externa em contato com o papel. Depois, foram colocadas em um
suporte que foi introduzido em um sistema de dessecador, o qual mantinha em seu
interior um recipiente contendo hidroxido de amoénio. Apds, as amostras foram
colocadas em um recipiente com agua destilada e deixadas por mais 2 horas, com
as superficies internas em contato com a agua com a finalidade de formar bolhas na
pele, entre a epiderme e o estrato corneo. Apds esse tempo, as peles foram
novamente colocadas em contato com o papel filtro, agora com o lado interno da
epiderme em contato com o papel e friccionadas contra o papel. Com este
procedimento foi possivel separar o estrato corneo das camadas mais internas da
pele.

A marcacdo do estrato cérneo foi realizada com uma aliquota de 1 pL da
solugéo-estoque do marcador de spin 5-DSA a 5 mg/mL que foi colocada em uma

placa de vidro. Apdés a evaporacdo do solvente, o estrato cérneo (1,5 cm?) foi
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previamente hidratado com 50 pL de solucdo salina tamponada com acetato
(acetato 10 mmol/L, NaCl 150 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH 5,1) e, entéo, colocado
na placa contendo 5-DSA. Logo sem seguida, foi esfregado suavemente em um
suporte, de acordo com o método ja descrito por Anjos et al. (2008) (185) (Figura
19).

Finalmente, as membranas marcadas no estrato corneo foram incubadas por
1 h em 50 pL de (a) uma solugéo de fosfato de clindamicina, (b) uma solucdo de
rifampicina, (c) CLN (sem os farmacos) e (d) CLN com os farmacos. Logo depois, as
amostras foram introduzidas em tubos capilares, que foram selados a chama para

medicdes de espectroscopia de RPE (Figura 19), como descrito na secéo 4.7.

CH,

Figura 19. Representacdo esquematica da medicdo das interagBes entre o CLN e o estrato cérneo

por espectroscopia de RPE. Fonte: Autoria prépria.

4.10.2 Avaliacao do perfil de permeacéo e penetracdo cutanea

4.10.2.1 Experimentos em pele convencional

Em uma primeira série de experimentos in vitro de permeacao e penetracao
cutanea utilizou-se o modelo de pele intacta (denominada pele convencional, Figura
20a), enquanto em uma segunda série de experimentos utilizou-se o modelo de pele
com obstrugdo dos orificios foliculares, como descrito anteriormente (21), com o
objetivo de estabelecer o papel da via folicular para a permeacédo dos farmacos
livres ou encapsulados nos CLN. Um microscoépio Optico (Laborana/SZ - SZT, China)
foi utilizado para localizar os foliculos pilosos e garantir a correta aplicacdo de um

esmalte com o auxilio de uma seringa pequena (denomidado foliculos obstruidos,
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Figura 20b).

b)

d)

Figura 20. Representacdo esquemética do processamento da pele de suinos: pele convencional (a),
foliculos obstruidos (b), pele sebacea (c) e foliculos obstruidos na pele sebacea (d). Fonte: Autoria

prépria.

Tanto a pele convencional quanto a pele com foliculos obstruidos foram
acopladas em células de difusdo do tipo Franz  modificadas
(4rea de difusdo = 1,3 cm?), separando o compartimento doador do compartimento
receptor. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de uma solugao
tampao fosfato, pH 7,4. Esta solucéo receptora foi mantida em agitacdo magnética
constante a 300 rpm e em banho termostatizado a 32 °C (Figura 21).
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O compartimento doador foi preenchido com 1 mL da solucdo controle de
fosfato de clindamicina e rifampicina ou dos CLN contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina. Todas os experimentos foram conduzidos por 24 h usando pelo menos 4
replicatas de cada formulacdo e condicao de pele.

Ao final de cada série de experimentos, a solucao receptora foi retirada das
células de difusdo e analisada quanto ao conteudo de fosfato de clindamicina e
rifampicina permeado. Cada fragmento de pele foi removido da célula de difuséo e
colocado em uma superficie plana com o estrato corneo voltado para cima. A
superficie da pele foi limpa com uma gaze embebida em agua e o estrato cérneo foi
removido com a aplicacdo de 15 fitas adesivas de maneira sucessiva. Essas fitas
foram colocadas em um frasco de vidro. Logo depois, somente para a pele
convencional, uma gota de cola de cianoacrilato foi aplicada na area da pele sem
estrato cOrneo e esta gota foi coberta com uma fita adesiva usando pressao leve.
Apoés a polimerizacao total da cola (x 1 min), a fita foi removida e a biépsia dos
foliculos pilosos foi obtida e colocada em outro frasco de vidro. Finalmente, a pele
remanescente de todos os experimentos foi cortada em pequenos fragmentos com o
auxilio de uma tesoura e colocada em frascos de vidro. Para todos os frascos de
vidro foram adicionados 5 mL de metanol e procedeu-se 0 processo extrativo
conforme descrito na secdo 5.2. ApOs 0 processo extrativo, as dispersées

resultantes foram filtradas usando filtros de 0,22 ym e quantificadas por CLAE.

Figura 21. Célula de difusdo do tipo Franz modificada montada com pele de suinos entre o

compartimento doador e receptor (a) e em sistema de banho termostatizado a 32 °C (b).

4.10.2.2 Experimentos em pele sebacea
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Nesta etapa do estudo, foi desenvolvida uma metodologia para producéo de
uma pele com caracteristicas sebaceas para simular a fisiologia da pele com
hidradenite supurativa e, dessa forma, avaliar a influéncia do conteudo sebaceo no
desempenho dos nanocarreadores lipidicos.

Para a obtencdo do modelo de pele sebacea, foram realizadas as seguintes

etapas como representado na Figura 22:

1. Um suporte de dimensdes quadradas foi feito com isopor resistente,

coberto com papel aluminio e colocado em posicéo horizontal.

2. A solugéo de fosfato de clindamicina e rifampicina e CLN contendo os
farmacos foi preparada de acordo com as secdes 4.5 e 4.6,

respectivamente.

3. Para mimetizar a secrecdo sebacea que ocorre na hidradenite supurativa,
o sebo de carneiro foi misturado com O6leo vegetal na proporcdo de
1:1 (p/p) (Figura 22). A mistura foi colocada em um recipiente e aquecida a

40 °C para fusdo do sebo e obtencao de uma mistura graxa homogénea.

4. Os fragmentos de pele de suinos foram cortados em forma circular para
cobrir as dimensdes das células de difusdo do tipo Franz modificadas

(1,3 cm?) e colocadas horizontalmente no suporte.

5. Na superficie da pele fixada ao suporte foram adicionados 0,5 mL da
mistura sebacea com o auxilio de uma seringa (Figura 22). Logo depois, a
superficie da pele foi levemente massageada por 10 s, de modo que a
mistura sebacea se espalhasse uniformemente pela dimensdo da pele
(Figura 22). O excesso da mistura sebacea foi removido com o auxilio de

um papel absorvente (Figura 22). Este procedimento completo foi repetido.

6. ApOs esse procedimento, 0,5 mL da mistura sebacea foram adicionados a
superficie da pele, para garantir que os foliculos pilosos fossem obstruidos

(Figura 20c). O tempo de contato entre a mistura sebacea e a pele foi
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estabelecido usando um estereomicroscépio que assegurava que a

mistura cobrisse toda a pele.

7. Ao final, os fragmentos de pele foram montados em células de difusdo do

tipo Franz modificadas, conforme descrito na secdo 4.10.2.1.

J/

Figura 22. Representagdo do desenvolvimento da pele sebacea seguindo os passos: 1. Preparagdo
da solucdo sebacea mimética; 2. Preparagéo da pele da orelha de suino e 3. Experimento de teste de

desenvolvimento da pele sebacea. Fonte: Autoria propria.

Além disso, o modelo de pele sebacea foi novamente preparado seguido da
obstrucdo dos orificios foliculares por esmalte (Figura 20d), como descrito para a
pele da segunda série de experimentos (secdo 4.10.2.1), com o objetivo de
estabelecer o papel da via folicular para a permeacao dos farmacos livres ou

encapsulados nos CLN nesse novo modelo de pele.

4.11 Avaliacéo in vitro do potencial irritativo dos nanocarreadores lipidicos
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4.11.1 Ensaio in vitro em membrana codrio-alantoide de ovos de galinha
embrionados (HET-CAM)

O grau de irritagdo dos nanocarreadores lipidicos foi avaliado utilizando o
ensaio em membrana corio-alantoide de ovos de galinha embrionados, no inglés,
Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM) seguindo metodologia de
Luepke em 1985 (186) associado a legislagdo europeia (187), que também é
indicado no Brasil pela ANVISA (188).

Os ovos de galinha foram cedidos pela Avifran (Planaltina, Brasil) no seu 10°
dia de fertilizacdo. Os ensaios foram realizados na mesma data da coleta dos ovos.

Primeiramente, a casca do ovo ao redor da camara de ar foi retirada,
evidenciando, assim, a membrana da casca. Logo em seguida, a membrana cério-
alantoide foi exposta por meio da remocao de uma pequena por¢do da membrana

da casca do ovo (Figura 23).

Figura 23. Representacéo da exposicdo da membrana corio-alantoide por meio da remoc¢éo de uma

pequena porcao da membrana da casca do ovo.

Apos, foram aplicados 300 pL das seguintes formulacbes sobre a membrana
exposta (Figura 24):

- Solugéao salina a 0,9% (p/v) como controle negativo;

- Solucéo de NaOH 1 mol/L como controle positivo;

- Solucéao de fosfato de clindamicina e rifampicina;

- CLN contendo fosfato de clindamicina e rifampicina.
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Apos 20 s de exposicao das amostras anteriormente listadas, a membrana
cério-alantoide foi cuidadosamente enxaguada com solugdo salina fisiolégica e
examinada durante 5 min para que alteracbes fisiolégicas como hiperemia,
hemorragia e coagulacdo fossem observadas visualmente nos tempos de 30 s, 2
min e 5 min, por meio da utilizagcdo de um microscépio aclopado a uma lupa (Figura
24).

Membrana \ ,/
% corio-alantoide \Q
% i\
l_<—/

—_> > — o
1. Abertura do ovo e 2. Aplicagao da 3. Lavagem da 4. Observacéao da
exposi¢ao da membrana amostra a ser testada  substancia da membrana membrana cério-alantoide
corio-alantoide sobre a membrana corio-alantoide com quanto a ocorréncia de
corio-alantoide solugdo salina hemorragia, hiperemia e

coagulagao
Figura 24. Representacdo esquematica da avaliacdo in vitro do potencial irritativo dos
nanocarreadores lipidicos (HET-CAM). Fonte: Adaptado de Wilson et al. (2015) (189).

O tempo necessario para a ocorréncia destas reacdes foi registrado e o

calculo do indice de irritabilidade foi realizado de acordo com a Equacéo 7;

"_(301—HE)x5 " (301 -HP) x 7 i (301-CO)x 9

Equacéao 7),
300 300 300 ( quag )

onde, Il = indice de irritabilidade; HE = tempo para ocorréncia de hemorragia; HP = tempo para

ocorréncia de hiperemia e CO = tempo para ocorréncia de coagulacao.

A classificacao final das formulagdes quanto ao seu potencial de irritabilidade
foi entao feita relacionando o valor do indice de irritabilidade com o descrito na
Tabela 7.
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Tabela 7. Classificacdo final dos nanocarreadores lipidicos considerando a pontuacdo acumulada

quanto ao grau de irritabilidade no ensaio de HET-CAM.

indice de irritabilidade Classificacao
0-0,9 Na&o irritante (NI)
1-49 Irritante Leve (IL)
5-8,9 Irritante Moderado (IM)
9-21 Irritante Severo (IS)

4.11.2 Ensaio in vitro de irritacdo em epiderme humana reconstruida

Como contraprova do perfil de irritacdo dos CLN contendo fosfato de
clindamicina e rifampicina, outro estudo do potencial irritativo foi conduzido usando a
epiderme humana reconstruida fornecida pela EpiSkin™, de acordo com as
diretrizes da OCDE descritas no teste n°. 439 (190). Primeiro, a pele humana
reconstruida foi transferida da placa de gel de agarose para placas de 24 pocos
contendo 300 yL/poco de meio de cultura fresco e mantida por 24 h.

Logo depois, 16 pL + 0,5 yL de CLN contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina foram adicionados usando malha de nylon (2 repeticdes de tecido por
condic¢ao) e incubados por 42 min em estufa a 5% de COz2, 37 °C e 95% de umidade.
A mesma quantidade foi adicionada para o controle positivo com potencial irritante
(dodecil sulfato de sbédio 5%, p/v) e para o controle negativo potencialmente néo
irritante (solucédo salina a 0,9%, p/v).

Ao final deste periodo de exposicdo da pele humana reconstruida as
amostras, foi realizada a lavagem de cada po¢co com 25 jatos de 1 mL de solugéo
salina 0,9% (v/v) e as amostras foram incubadas por mais 42 h (CO2z a 5%, 37 °C e
95% de umidade).

A viabilidade celular da epiderme humana reconstruida foi entdo determinada
com base na atividade da desidrogenase mitocondrial celular, medida pela reducéo
da solucédo de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) e
conversdo em sal azul de formazan, que foi medida quantitativamente ap0s extracao
dos tecidos (Figura 25) (191).
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Figura 25. Representacdo esquemética da conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazdlio (MTT) para sal de formazan. Fonte: Autoria prépria.

Assim, apos o periodo de 42 h, os tecidos foram incubados em solucdo de
MTT (1 mg/mL) por 2 h £ 15 min (5% de CO2, 37 °C e 95% de umidade) e, em
seguida, as amostras foram extraidas com 750 pL de isopropanol, adicionando
750 L em cima de cada tecido. Finalmente, o desvio Optico foi lido com
espectrofotometro de microplacas (Bio-Tec PowerWave, HT, EUA) a 570 nm para

avaliar a viabilidade celular em porcentagem (%).

4.12 Anélise estatistica

A construcdo dos cromatogramas e termogramas foi realizada com o uso do
programa Origin 8. A andlise de normalidade dos dados foi feita por IBM SPSS
Statistics 22. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad
Prism 6. A analise comparativa foi realizada por ANOVA, seguida do pos-teste de
Tukey. O Teste t de Student foi utilizado para comparar amostras dependentes e

independentes. O nivel de significAncia estatistica foi aceito como p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento das condi¢cdes cromatograficas

O meétodo analitico desenvolvido e validado neste trabalho para quantificacdo
simultanea de fosfato de clindamicina e rifampicina no desenvolvimento de
formulag@es tdpicas, considerando estudos de permeacao e penetracdo cutanea dos
farmacos, é o primeiro deste tipo relatado na literatura.

Véarios comprimentos de onda foram inicialmente avaliados usando o modo de
varredura na faixa de 190 nm a 900 nm para cada farmaco. A absor¢cdo maxima de
rifampicina ocorreu a 238 nm e 338 nm, e a absor¢do maxima de fosfato de
clindamicina esteve entre 197 nm e 200 nm. Considerando que os contaminantes da
pele tém seus picos de absorcdo na faixa de 190 nm a 197 nm, os comprimentos de
onda de 200 nm e 238 nm foram selecionados para determinacdo de fosfato de
clindamicina e rifampicina, respectivamente, na tentativa de tornar o método mais
seletivo.

Para o desenvolvimento do método analitico, foram realizados testes com
solucéo estoque contendo os dois farmacos diluidos em metanol:agua (100 ug/mL) e
os diferentes interferentes das camadas da pele, injetados separadamente. Os
dados apresentados na Tabela 8 resumem as condi¢Bes analiticas testadas.

O desenvolvimento deste método representa um desafio, uma vez que os
farmacos apresentam caracteristicas diferentes, isto é, o fosfato de clindamicina é
hidrofilico e a rifampicina tem um carater mais lipofilico (17,18). Desta forma, os
testes iniciais foram realizados testando diferentes combinag¢des para fase movel,
como: metanol:agua, acetonitrila:agua, metanol:agua:acetonitrila, acetonitrila:acido
fosférico 0,01 mol/L e metanol:acido fosforico 0,01 mol/L em uma coluna de fase

reversa-Cs (150 mm x 4,6 mm, 5 ym) (ensaios 1 - 9).



Tabela 8. CondicSes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método CLAE-UV para

guantificacdo simultdnea de fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF).

Tempo de retencéo

" Fator de cauda
Fase mével (min)

Pratos teéricos

Caracteristica do pico

Coluna Ensaio

v CDM RIF CcDM RIF

CDM

RIF

CDM

RIF

Método isocratico

1 MeOH:H20 (75:25) - 2,3 - 1,7

458

Pico adiantado

2 MeOH:H0 (60:40) 6,9 9,9 1.4 13

300

656

Pico largo

Pico largo

3 MeOH:H20 (58:42) 9,9 11,6 2,0 1,9

348

651

Pico largo

Pico largo

4 ACN:H:0 (60:40) 3,2 11,7 1,2 1,7

795

2691

Picos sobrepostos

Pico largo

FR Cs 150 x 5

ACN:H.0 (30:70) - - - -
4.6 mm; 5 pm

MeOH:ACN:H20
(48:10:42)

228

567

Pico largo

Pico largo

ACN:H3PO4
7 0,01 mol/L 1,7 2,3 - 1.2
(60:40)

258

1021

Picos sobrepostos

Picos
sobrepostos

ACN:HsPO4
8 0,01 moliL 2,3 46 0,9 2,0
(40:60)

849

1666

Picos sobrepostos

Picos
sobrepostos

MeOH:H3PO4
9 0,01 moliL 18 18,3
(40:60)

13 1,7

802

1603

Picos sobrepostos

Pico largo

MeOH:H20

10 (60:40)

17,5 18,3 1.6 21

405

497

Pico largo

Pico largo

ACN:H20

11 (60:40)

7,8 19,6 2,3 1,6

758

384

Pico largo

Pico largo

ACN:H3PO4
12 0,01 mol/L 9,3 - 11 -

(80:20)
FR Cig 150 x

8923

Pico adequado

4.6 mm; 5 ym
ACN:H3sPO4
13 0,01 mol/L 51 25,3 11 1,7
(50:50)

5405

847

Picos sobrepostos

Pico adequado

MeOH:HsPOs
14 0,01 moliL - 8,6 - 12
(75:25)

3436

Pico adequado

MeOH:H3PO4
15 0,01 moliL 7,5 - 1.1 -
(45:55)

6465

Picos adequados

Método gradiente

MeOH:H3PO4
0,01 mol/L
6:10 — 45:55
7:10 — 75:25
16 6,9 12,8 1,0 1.2
14:00 — 75:25

14:30 — 45:55

FR C12 150 x 17:00 — Final

620

11096

Pico adequado

Pico adequado

4.6 mm; 5 um MeOH:HsPOx

0,01 molL
6:00 — 45:55
17 7:30 — 75:25 7.4 12,2 1,0 11
9:00 — 75:25
9:30 — 45:55
16:00 — Final

6058

9632

Pico adequado

Pico adequado

*Na Tabela: FR Cg = Coluna de fase reversa Cg; FR Ci3 = Coluna de fase reversa C;5; MeOH = metanol; H,O = agua

ultrapurificada; ACN = acetonitrila e H3PO,4 0,01 mol/L = acido fosférico a 0,01 mol/L.
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Os ensaios 2, 3, 4 e 6 demonstraram separacdo dos farmacos em uma
mesma corrida; no entanto, 0s picos ndo seguiram 0s requisitos minimos requeridos
para valores de pratos tedricos, que é de N > 2.000 (175). Além disso, outros
ensaios mostraram os picos dos farmacos sobrepostos e interferindo com o pico do
solvente e as camadas da pele (ensaios 7, 8 e 9) ou resultaram em né&o
aparecimendo de pico referente a um dos farmacos, mesmo em uma corrida de 30
min (ensaios 1, 5e 7).

Para otimizar os inconvenientes dos testes anteriores, foi testada uma coluna
cromatografica com numero maior de carbonos (Fase reversa Cis: 150 x 4,6 mm, 5
Mm), variando também algumas composicdes e proporcdes dos solventes da fase
movel, para obtengcdo da melhor resolu¢cdo dos picos. Contudo, os resultados
mostraram inadequacdo das caracteristicas fundamentais: os ensaios 14 e 15
apresentaram valores adequados dentro dos parametros requeridos, mas no método
14 apenas a rifampicina eluiu com tempo de retencdo de 8,5 min e no ensaio 15
apenas o fosfato de clindamicina eluiu aos 7,4 min, conforme Tabela 8.

Diante disso, o metanol (bomba A) e o acido fosférico 0,01 mol/L (bomba B)
foram mantidos na fase movel modificando as proporcées dos solventes em um
método que envolveu gradiente de concentracdo. O método proposto foi obtido em
razao de gradiente como segue: 45% v/v bomba A no tempo zero; de 0 a 6 min, até
75% viv bomba A; de 6 a 6,30 min, manutencdo a 75% v/v na bomba A. Apés 9 min,
o programa de gradiente retornou as condi¢cdes iniciais e a coluna analitica foi
recondicionada durante 6,30 min a uma vazéo fixada em 1,0 mL/min.

Assim, todos os contaminantes das fracdes da pele eluiram até 5 min de
corrida, enquanto o fosfato de clindamicina eluiu a 7,4 min e a rifampicina a
12,2 min, com um tempo de corrida igual a 16 min (Figura 26). O niumero de pratos
tedricos (6058 e 9632) seguiu o parametro estabelecido pelo Food and Drug
Administration de N > 2.000 e os fatores de cauda estavam dentro do limite de
T<1,5 (1,080 e 1,189 para fosfato de clindamicina e rifampicina, respectivamente),

de acordo, portanto, com as exigéncias das legislacdes vigentes (175,192).
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Figura 26. Cromatogramas representativos de CLAE do fosfato de clindamicina (CDM), rifampicina
(RIF) a 100 pg/mL, estrato corneo (EC), foliculos pilosos (FP) e pele remanescente (PR) obtidos
seguindo o método estabelecido com deteccdo UV dos farmacos em diferentes comprimentos de
onda (200 nm e 238 nm para CDM e RIF, respectivamente).

5.2 Desenvolvimento do processo de extracdo dos farmacos retidos nas

camadas da pele

Nessa parte do estudo, 0s passos experimentais visaram otimizar as
condicdes de extragcdo simultanea de fosfato de clindamicina e rifampicina das trés
camadas da pele (estrato cérneo, foliculos pilosos e pele remanescente). Os testes
preliminares de extracdo foram realizados nestas matrizes biologicas contendo
concentracbes conhecidas dos farmacos variando diferentes aspectos das
condi¢cbes de extracdo, tais como composicdo dos solventes de extracdo, tempo de
extracdo e uso ou ndo de agitacdo magnética e banho ultrassoénico.

Os procedimentos extrativos envolvendo condicdes mais vigorosas,
conseguidas especificamente ao submeter as amostras ao banho ultrassénico ou a
agitacdo magnética, implicaram na extracdo de varios componentes da matriz

biolégica juntamente com os antibioticos do estudo. No caso da determinacdo do
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fosfato de clindamicina, esses interferentes absorveram no mesmo comprimento de
onda utilizado para a deteccdo desse farmaco (200 nm), causando interferéncias
significativas em sua quantificacdo. Sendo assim, as condi¢bes de extracao foram
delimitadas para evitar interferéncias das matrizes biologicas utilizando um
planejamento fatorial envolvendo apenas a composicdo do solvente de extracdo e o
tempo de repouso, na tentativa de se obter condi¢cdes otimizadas de extracdo. Os

resultados estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados obtidos para recuperacédo do fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF)

nas camadas da pele: Estrato corneo (EC), foliculos pilosos (FP) e pele remanescente (PR).

Tempo de  Recuperagdo CDM Recuperacéo RIF

(;Ogce?g;rsggz) repouso (%) (%)
(horas) EC FP PR EC FP PR

0,50 0,08 61,0 814 1,71 243 66,7 374
0,75 0,08 62,1 90,1 19,6 62,6 1079 259
1,00 0,08 71,3 836 61,5 111,0 107,3 21,9
0,50 0,5 60,3 795 144 109 452 16,3
0,75 0,5 56,8 85,3 13,3 354 100,8 79,3
1,00 0,5 534 1148 42,8 1128 88,8 39,6
0,50 2 56,8 984 126 12,1 41,3 145
0,75 2 59,5 101,0 155 20,8 55,1 1134
1,00 2 64,6 104,12 659 103,1 759 414
0,50 12 72,6 83,9 8,2 27,7 66,2 3,6

0,75 12 826 1015 10,2 51,8 70,1 251
1,00 12 81,6 108,1 59,6 87,3 805 481
0,50 24 59,7 83,9 80 449 73,7 10,6
0,75 24 73,7 1123 209 555 524 385
1,00 24 76,4 1056 113,7 944 89,9 71,3

As superficies de resposta obtidas para a extracdo de fosfato de clindamicina
estado representadas na Figura 27. Todos os modelos obtidos foram significativos
(p < 0,05) e apresentaram valores de r> maior que 0,5 e Adequate precision (Adeq
prec) superior a 4, o que indica uma boa capacidade preditiva (193).
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Figura 27. Superficies de resposta da extracdo de fosfato de clindamicina (CDM) em porcentagem
obtida de acordo com o tempo de extracao e a composi¢ao do solvente de extracao para as camadas
da pele: Estrato cérneo (a), foliculos pilosos (b) e pele remanescente (c). As areas escuras mostram

as regides com maior recuperacdo. Adj r?, adjusted r%; Pred r?, predicted r? e Adeq prec, Adequate
precision.

As altas porcentagens de extracdo de fosfato de clindamicina (acima de 75%)
puderam ser obtidas para todas as matrizes biolégicas sob certas condi¢cdes
operacionais (Figura 27). Além disso, obteve-se quase 100% da extragdo de fosfato
de clindamicina nos foliculos pilosos em uma ampla regido da superficie de resposta
(Figura 27b).

A composicdo do solvente de extracdo € o fator mais relevante para a
extragcdo do fosfato de clindamicina, independentemente da camada da pele. Os
altos coeficientes positivos para este fator nas equacgdes preditivas corroboram essa
afirmacdo (Figura 27). O tempo de extracdo € um fator significativo a ser

considerado para a extracao de fosfato de clindamicina do estrato corneo e da pele
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remanescente (Figuras 27a e 27c). Além disso, a interacdo aumentada do fosfato de
clindamicina com os componentes da pele remanescente (a fracdo mais interna da
pele) também justifica a necessidade de um periodo de extracdo mais longo.

No caso da extragdo do foliculo piloso, o tempo ndo é um fator relevante para
o fosfato de clindamicina. De fato, a extracdo de praticamente toda a quantidade do
farmaco foi obtida sob condicbes de alta porcentagem de metanol em um curto
periodo de tempo (Figura 27b).

A Figura 28 mostra os resultados das superficies de resposta obtidas para a
extracdo da rifampicina nas camadas da pele. Os parametros estatisticos indicam a

alta adequacédo dos modelos (194).
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Figura 28. Superficies de resposta da extracdo da rifampicina (RIF) em porcentagem obtida de
acordo com o tempo de extracdo e a composicao do solvente de extracdo para as camadas da pele:
Estrato cérneo (a), foliculos pilosos (b) e pele remanescente (c). Superficie de resposta da extracao
da RIF da pele remanescente em porcentagem obtida de acordo com o tempo magnético de agitagao
e a composicao do solvente (d). As areas escuras mostram as regides com maior recuperagao. Adj r?,

adjusted r?; Pred r?, predicted r? e Adeq prec, Adequate precision.

No processo extrativo para a rifampicina, conclusdes similares podem ser
obtidas em relacdo a relevancia da composicao do solvente de extragdo como o
principal fator da extracdo (Figura 28). No caso desse farmaco, o tempo de extragédo
nao foi relevante na sua extracao do estrato corneo e foliculos pilosos. Ou seja, para
estas fracOes de pele, altos niveis de extracdo (maior que 85%) foram sucedidos em

pouco tempo (Figuras 28a e 28b).
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Em contraste, a recuperacdo da rifampicina da pele remanescente sob
condi¢cBes otimizadas de extracdo s6 conseguiu atingir niveis ligeiramente acima de
60%. Provavelmente, a interagdo dos componentes bioldgicos com a rifampicina na
pele remanescente é maior do que com o fosfato de clindamicina, devido ao maior
log P do primeiro composto em comparacdo ao Ultimo, que sdo de 3,17 e 0,50
(195,196), respectivamente.

Portanto, no caso de quantificacdo desse farmaco em tal matriz, seria
necessario um processo de extracdo mais agressivo.

Considerando que as condicBes analiticas da rifampicina néo sofrem
interferéncia dos componentes da pele devido ao comprimento de onda utilizado
(238 nm), foi aplicado um planejamento fatorial suplementar, incluindo a agitagcido
magnética e a insercdo da amostra no banho ultrass6nico, além de alteracdes na
composicao do solvente de extracdo (Tabela 10). Assim, com condi¢cdes de extracao
mais vigorosas, a superficie de resposta mostrou regiées com mais de 85% de

recuperacéo da rifampicina na camada de pele remanescente (Figura 28d).
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Tabela 10. Resultados obtidos para recuperacéo da rifampicina (RIF) da pele remanescente (PR).

Concentracdo de  Tempo de agitacac Tempo de Recuperacédo da
metanol (%) magnética (h) ultrassom (h) RIF da PR (%)
0,50 0 0 37,4
0,50 3 0 54,6
0,50 12 0 95,8
0,50 0 0,16 21,6
0,50 3 0,16 16,8
0,50 12 0,16 79,8
0,50 0 0,33 22,4
0,50 3 0,33 39,1
0,50 12 0,33 34,6
0,75 0 0 25,9
0,75 3 0 29,0
0,75 12 0 80,1
0,75 0 0,16 16,9
0,75 3 0,16 54,7
0,75 12 0,16 50,6
0,75 0 0,33 39,2
0,75 3 0,33 79,9
0,75 12 0,33 109,7
1,00 0 0 21,9
1,00 3 0 55,2
1,00 12 0 108,6
1,00 0 0,16 57,5
1,00 3 0,16 76,8
1,00 12 0,16 91,1
1,00 0 0,33 58,7
1,00 3 0,33 73,2
1,00 12 0,33 76,9

A avaliacdo estatistica desse delineamento mostrou que o uso do ultrassom
ndo modificou 0 processo extrativo, mas o tempo de agitagdo magnética foi o fator
mais relevante para a extracdo (p < 0,0001), seguido da composicdo do solvente
(p = 0,0016). Assim, a condicdo Otima de extracdo da rifampicina da pele
remanescente foi obtida com o uso de metanol (100%) e agitacdo magnética por 9 h
a 12 h (Figura 28d).

Nesse sentido, a partir do primeiro planejamento fatorial, estabeleceu-se uma
resposta otimizada considerando a extracdo maxima e simultanea dos farmacos de
cada uma das fracOes da pele. A desejabilidade estimada foi de 0,75 e a melhor
resposta combinada foi obtida nas condigbes de extragdo utilizando 100% de

metanol e 24 h de repouso com extracdes estimadas de fosfato de clindamicina de
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83%, 100% e 83% do estrato corneo, foliculos pilosos e pele remanescente,
respectivamente, e de rifampicina de 85%, 77% e 70% nas mesmas fracfes. Na
extragcdo de rifampicina da pele remanescente, valores de extracao superiores a
90% foram obtidos apenas adicionando a agitagdo magnética por mais 9 h.

Cabe ressaltar que as altas taxas de recuperacao obtidas para os farmacos
extraidos das diferentes frac6es da pele excluiram a necessidade do uso de fatores
de correcdo e sdo um contraponto nesse tipo de extragao, que frequentemente
apresentam valores de recuperacéo abaixo de 70% (197,198).

5.3 Validacéo do método analitico

A seletividade do método analitico foi determinada comparando os
cromatogramas de uma solucdo contendo fosfato de clindamicina e rifampicina
guando eluidos na presenca e na auséncia dos contaminantes de cada camada da
pele (estrato cérneo, foliculos pilosos e pele remanescente). Nas condi¢cdes
cromatograficas selecionadas, as areas dos picos dos farmacos nao foram alteradas
na presenca das matrizes biologicas (p > 0,05). Além disso, a presenca dos
contaminantes da pele ndo causou alteracdes significativas no tempo de retencao
dos analitos, que foram mantidos em 7,4 min e 12,2 min para fosfato de clindamicina
e rifampicina, respectivamente, com oscilagcbes menores que 0,005 min (Figura 29),
0 que reforca a seletividade do método. Ainda, ndo ocorreram variagbes quando
foram colocados os farmacos frente aos contaminantes de pele sebacea e os

constituintes dos CLN (p > 0,05, dados ndo mostrados).
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Figura 29. Seletividade do método para quantificacdo de fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina
(RIF). Quantificacéo dos farmacos (7,5 pg/mL) isolados e adicionados aos extratos de pele. Andlises
em termos de &reas dos picos de CDM (a) e RIF (b), além do tempo de retengdo de CDM (c) e RIF
(d). EC = estrato coérneo, FP = foliculo piloso e PR = pele remanescente. Analise estatistica por
ANOVA,

A plotagem da éarea do pico para cada amostra em relacdo a respectiva
concentracéo dos farmacos foi considerada linear na faixa de 0,5 pg/mL a 20 pg/mL.
A linearidade foi avaliada apds analise de regresséao linear usando o método dos
minimos quadrados. As equacdes de regressdo foram y = 5190,6x + 510,3,
y =21904x + 66903 e o coeficiente de correlagcdo das curvas padréo foi 0,9991 e
0,9995, para fosfato de clindamicina e rifampicina, respectivamente, mostrando alta
probabilidade de correlagéo. Observou-se que o coeficiente de correlacdo linear e a
analise de regressao estdo dentro dos limites estabelecidos (175).

O meétodo analitico mostrou proporcionalidade entre a area e os valores de
concentracdo em uma ampla faixa de concentracbes. Os coeficientes angulares
foram diferentes de zero de acordo com o teste t Student e seus altos valores
numeéricos (fosfato de clindamicina: 5190,6 e rifampicina: 21904) indicaram resposta

apropriada do método as alteracbes na concentracdo, com um intervalo de
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confianca de 5114 a 5313 para fosfato de clindamicina, e de 20958 a 22523 para
rifampicina.

Os residuos apresentaram aproximadamente o mesmo valor absoluto e uma
distribuicdo aleatéria de dados, sem tendéncia para os dois farmacos. O coeficiente
de variacdo médio dos fatores de resposta foi abaixo de 3,6%, caindo dentro do
limite aceitavel de 5% (175).

O LD foi de 0,12 pg/mL e 0,25 pg/mL e o LQ do método foi de 0,35 pg/mL e
0,76 pg/mL para fosfato de clindamicina e rifampicina, respectivamente. Os baixos
valores encontrados devem ser suficientes para monitorar com seguranca 0s pontos
iniciais dos perfis de liberacdo e permeacdo dos farmacos, além de possibilitar a
determinacdo de pequenas quantidades retidas nas camadas da pele. De fato, os
ensaios de permeacdo e penetracdo cutdnea que serdo descritos a seguir
comprovardo a capacidade do método em determinar e diferenciar os farmacos
retidos na pele apés tratamento com as formulacdes.

A precisdo foi avaliada usando seis replicatas tanto para o fosfato de
clindamicina quanto para a rifampicina (7,5 pg/mL). Para precisdo inter-dia, o
coeficiente de variacdo para fosfato de clindamicina e rifampicina exibiu valores
abaixo de 4,04% (Tabela 11). Os valores de coeficiente de variacdo obtidos para
avaliar a precisao intra-dia mostraram respostas adequadas mesmo com a variagao
do analista e o dia da andlise, sendo sempre inferior a 0,50% para os farmacos.

A repetibilidade do método foi comprovada por valores de coeficiente de
variacdo abaixo de 1,71%, demonstrando que o método foi capaz de se ajustar e
qguantificar mesmo com uma variagcdo entre as diferentes pesagens das amostras.

Este valor estava dentro dos critérios de aceitagéo (menor que 5%) do ICH (175).
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Tabela 11. Resultados dos testes de preciséo para determinacéo de fosfato de clindamicina (CDM) e

rifampicina (RIF). CV = coeficiente de varia¢éo (%).

Concentracéo

. . Ccv CV geral
Farmaco Experimental (%) (%)
(pg/mL)
Precisao intermediaria
Analistal Dial 7,35 1,80
Analista2 Dial 7,37 3,16 578
CDM Analistal Dia?2 7,25 4,03 '
Analista 2 Dia 2 7,29 1,99
Analistal Dial 7,71 4,04
Analista2 Dia 1l 7,62 3,51 310
RIF Analistal Dia?2 7,64 1,69 ’
Analista2 Dia 2 7,76 3,30
Repetibilidade instrumental
CDM 7,67 0,33
RIF 7,54 0,50 ]
Repetibilidade do método
CDM 7,87 1,60
RIF 7,30 1,71 )

A exatidao foi expressa como a porcentagem de recuperacdo de quantidades
conhecidas dos farmacos adicionadas a matriz biolégica (179).

A Tabela 12 resume os resultados da recuperacdo dos farmacos a partir do
estrato coérneo, foliculos pilosos e pele remanescente. O método desenvolvido
mostrou alta recuperacdo dos farmacos (> 85%) obtidos nas diferentes fracdes da
pele. Os valores encontrados confirmaram as recuperacdes esperadas de acordo
com as equacdes preditivas estabelecidas no desenvolvimento do método de
extragcdo. Os coeficientes de variacdo foram inferiores a 15%, considerando os
limites estabelecidos pelas autoridades sanitarias, no caso dos métodos
bioanaliticos (176,199,200).

Tabela 12. Resultados da exatidéo para determinagéo de fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina
(RIF) das camadas da pele. CT, concentragdo teorica; CM, concentragdo mensurada e CV,

coeficiente de variacao.

Amostra Estrato cérneo Foliculos pilosos Pele remanescente
Farmacos
CT CM Cv Exatid&o CM CV (%) Exatid&@o CM Ccv Exatid&do
(hg/mL)  (ug/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (hg/mL) (%) (%)
CDM 7,5 6,53 7,75 87,04 7,28 13,48 97,05 7,57 5,08 100,89
RIF 7,5 6,95 6,82 92,72 6,39 3,95 85,21 6,64 7,08 88,50
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5.4 Estudos de compatibilidade entre fosfato de clindamicina e rifampicina

Considerando que este € o primeiro estudo a propor uma associacao dos
antibiéticos, fosfato de clindamicina e rifampicina, em uma Unica formulacdo, que
nesse caso ocorrera pelo co-aprisionamento em CLN, procedeu-se ensaios para
verificar a compatibilidade entre os farmacos.

A associacdo de técnicas térmicas, tais como DSC e TGA, sdo Uuteis na
compreensdao dos mecanismos fisico-quimicos relativos aos processos de
decomposicdo térmica, interpretacdo dos processos térmicos ou no estudo e
desenvolvimento de novos compostos e produtos. Dessa forma, os estudos de
compatibilidade entre fosfato de clindamicina e rifampicina foram avaliados
comparando os farmacos isolados e ap0s a mistura fisica. Aléem disso, os farmacos
isolados e em mistura fisica foram avaliados antes (Al, A2 e A3 da Tabela 4) e apés
passarem por processamento farmacéutico (A4, A5 e A6 da Tabela 4) de umectacéo
e aquecimento a 80 °C, para simular o que ocorre durante o processo de obtencéao
dos CLN.

As analises de DSC do fosfato de clindamicina revelaram a presenca de dois
eventos térmicos (Figura 30). O primeiro é endotérmico e corresponde a fusdo do
farmaco com Tpeak @ 183,2 °C e 0 segundo evento foi exotérmico correspondente a
decomposicao do farmaco.

No caso da rifampicina, a literatura reporta dois polimorfismos (forma | e
forma Il). A forma | € mais estavel e a forma Il é considerada metaestavel. Além
disso, ap0s uma dessolvatacéo a rifampicina converte-se em seu estado amorfo. As
formas comerciais disponiveis sdo mais comumente apresentadas como uma
mistura da forma polimorfica Il e da forma amorfa em varias propor¢cées (201).
Foram obtidas curvas de DSC para a rifampicina em aquecimento de 25 °C a 300 °C
em atmosfera de nitrogénio (Figura 30). Trés eventos térmicos foram observados
caracterizando-a em sua forma polimorfica Il. O primeiro evento foi um pico
endotérmico com Tpeak @ 178 °C, correspondente a sua fusdo, o segundo foi um pico
exotérmico em 199 °C, representando a sua recristalizacdo e correspondendo a
conversdo da forma polimorfica Il em forma polimérfica I, que caracteriza a transicao
soélido-liquido-sélido, e o terceiro evento correspondeu a um pico exotérmico mais

alargado referente ao seu processo de decomposicéo.
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A analise de DSC dos farmacos puros apds umectacdo e aquecimento a
80 °C (A4 e A5) exibiram um perfil semelhante sem alteragdes importantes nos seus

eventos térmicos esperados.

183,2°C
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Figura 30. Analises de DSC de fosfato de clindamicina (CDM), rifampicina (RIF) e mistura fisica antes
e apo6s o processamento farmacéutico (Al a A6). Taxa de aquecimento de 5 °C/min de 25 a 300 °C

sob atmosfera controlada de nitrogénio com vazao de 50 mL/min.

O perfil calorimétrico obtido por DSC das misturas dos farmacos (A3 e A6)
revelou uma alteracdo no perfil térmico esperado da amostra, apresentando novos
eventos térmicos em temperaturas iniciais (Figura 30). Isso pode indicar interacéo
entre eles, o que exige testes complementares para elucidar a repercussao dessa
interacao.

As analises de DSC em ciclo de aquecimento de 25 a 195 °C para fosfato de
clindamicina e mistura fisica de 25 a 210 °C para rifampicina, seguidas de
resfriamento para todas as amostras até -40 °C e aquecimento até 300 °C (5 °C/min)
estao representadas na Figura 31.

Para o fosfato de clindamicina (Figura 31a), observa-se a presenca de uma
endotérma de sua fusdo em 181,1 °C seguido do inicio de sua decomposi¢do. A
rifampicina (Figura 31b) também manteve o aparecimento dos seus dois eventos
térmicos, fusdo e inicio da recristalizacdo/decomposicdo. A mistura fisica dos
farmacos (Figura 31c) mostraram o mesmo perfil térmico encontrado nas analises de

DSC anteriormente relatadas.
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Figura 31. Andlises de ciclos de DSC do fosfato de clindamicina (CDM) (a), rifampicina (RIF) (b) e
mistura fisica dos farmacos (c) antes do processamento farmacéutico (Al, A2 e A3). Taxa de
aquecimento de 5 °C/min de 25 a 195 °C para CDM e mistura fisica (Al e A3) e 25 a 210 °C para RIF
(A2) seguida de resfriamento a -40 °C e aquecimento a 300 °C, sob atmosfera controlada de

nitrogénio com vazé&o de 50 mL/min.

Para todas as amostras (Al, A2 e A3), o resfriamento até -40 °C nao
propiciou cristalizacdo dos farmacos e nenhum outro evento ocorreu durante a
analise, confirmando os dados anteriormente relatados. Além disso, 0 novo

aquecimento de -40 °C até 300 °C proporcionou a continuagcdo da decomposi¢ao
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das amostras. Esses resultados demonstram a tendéncia dos farmacos de
assumirem a forma amorfa, o que muito provavelmente ocorrera quando da insercao
deles nos sistemas lipidicos nanoestruturados.

O grau de decomposi¢do dos sistemas medido pela TGA é um parametro
importante para se obter indicios sobre a estabilidade da amostra. O uso da primeira
derivada das curvas de perda de massa fornecida pela TGA (DrTGA) permite
distinguir os eventos de decomposi¢cao de cada componente, mesmo em misturas
complexas, além de permitir distinguir diferentes estagios de perda de massa nas
amostras de acordo com os limites dos picos obtidos (202).

A Figura 32 apresenta as curvas de DrTGA de todas as amostras avaliadas
(Al a A6). Uma pequena perda de massa (0,56%) do fosfato de clindamicina ocorre
logo no inicio da analise. Na segunda etapa, em 194,7 °C, inicia-se um processo de
perda de massa que chega a 41,55%, caracterizando um evento de decomposicao
do farmaco, ja observado nas analises de DSC do fosfato de clindamicina
(Figura 30) (Tpeak = 200,8 °C). Uma ultima etapa de perda de massa de 6,80% é
observada em 343,4 °C.

-0.56% m

- 6.80%

’*/\”\4_”“//\/‘ com| @ ad
-1.39% m
-38.05% CcDM . RIF

»
-~
S -053%
€ T98% 580 % 1033 % a
- 010 SO 40 7 DM @ RF
<
E -7.48 % m
5 -8.40 % cDM @® RF
-0.61 %
-24.01 % com{ @ |RF
-1.26 % m
@ |RF

-5.78 %
-2935% ° com

50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Figura 32. Primeira derivada de analises termogravimétricas (DrTGA) de fosfato de clindamicina
(CDM), rifampicina (RIF) e mistura fisica antes e ap6s o processamento farmacéutico (Al a A6)
juntamente com a porcentagem de perda de massa em cada pico. Taxa de aquecimento de

10 °C/min de 25 a 400 °C sob atmosfera controlada de nitrogénio com vaz&o de 50 mL/min.
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As curvas DrTGA da rifampicina comprovam o seu estado na isoforma Il, de
acordo com relatos da literatura (201,203). Com as analises de DrTGA da amostra 2,
(Figura 32), observa-se seu estado cristalino que mantém estabilidade térmica até
188 °C. ApoOs essa temperatura, dois eventos significativos ocorrem em 214 °C e
252,9 °C (perda de massa de 7,08% e 8,89%, respectivamente). Essas faixas de
perda de massa estdo diretamente relacionadas aos eventos térmicos
(recristalizacdo simultdnea a decomposi¢do) das temperaturas das curvas de DSC
(Figura 30).

As analises de DrTGA, representadas na Figura 32 da mistura fisica dos
farmacos (A3) também estdo de acordo com os resultados do DSC dessa mesma
amostra (Figura 30). A mistura fisica apresentou um primeiro evento de perda de
massa (0,61%) seguida de um passo largo de perda de massa expressiva de 24%
iniciando em 201 °C, correspondendo ao somatorio de eventos de decomposicdo do
fosfato de clindamicina e recristalizacdo/decomposicéo da rifampicina. E importante
ressaltar que ndo houve antecipacdo da decomposicdo das amostras contendo 0s
farmacos combinados, indicando que a interacdo térmica observada no DSC néo
repercute na sua estabilidade sob altas temperaturas.

Invariavelmente, as amostras processadas termicamente (A4, A5 e AB6)
apresentaram um perfil de degradacdo e porcentagens de perda de massa
equivalentes aos das amostras néo processadas, como mencionado anteriormente.

Os farmacos, separadamente e em mistura na proporgéo 1:1 (p/p), também
foram avaliados utilizando TGA relacionada a analise de DSC acoplada a
microscopia Optica (DSC-fotovisual) (Figura 33). A fusdo do fosfato de clindamicina
iniciou-se a 160° C, quase indistinguivel ao escurecimento da amostra e do inicio da
perda de massa que, segundo a TGA, ocorreu a partir de 193 °C em um Unico passo
com 41% de perda de massa. Por sua vez, a rifampicina apresentou decomposi¢ao
comecgando em 232 °C compreendendo dois eventos térmicos de perda de massa, a
primeira terminando em 284 °C com uma perda de massa de 20% e a segunda
ultrapassando 500 °C com uma perda de massa de 36%. Nesses dois casos, a
proximidade dos fendmenos de fusdo e decomposi¢cdo, que ocorrem de forma
sucessiva e quase simultanea impedem a distin¢géo visual da liquefacdo dos cristais.

A mistura fisica dos farmacos apresentou um perfil de decomposicao térmica
composto pela soma dos eventos individuais de decomposicdo de cada farmaco.

Essa amostra apresentou um primeiro passo de decomposi¢céo na faixa de 198 —
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310 °C, correspondente a decomposicao do fosfato de clindamicina e a primeira fase
de degradacédo da rifampicina. A perda de massa tedrica esperada para essas
etapas (31%) praticamente coincide com o valor experimental observado de 33%. O
segundo evento térmico da mistura fisica apresentou uma perda de massa de 23%,
correspondente a decomposicao da segunda fase da rifampicina.

Esses resultados indicam a preservacdo da estabilidade de seus

componentes mesmo em altas temperaturas, sugerindo compatibilidade entre os

farmacos, inclusive nas condi¢des de producéo de CLN.
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Figura 33. Analise fotovisual obtida por DSC e relacionada a TGA do fosfato de clindamicina (CDM),
rifampicina (RIF) e mistura fisica CDM:RIF (1:1, m/m) (A1, A2 e A3).

Os resultados de analise térmica foram associados aos resultados de FTIR
visando a melhor interpretacdo dos fendmenos observados, uma vez que esta
técnica consegue avaliar a ocorréncia de interacdes entre as diferentes moléculas
em seu estado solido mediante a comparacdo das bandas referentes as moléculas
de interesse (204).
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Assim, os espectros FTIR do fosfato de clindamicina, da rifampicina e da
mistura fisica sem e com processamento farmacéutico (Al a A6) foram obtidos com
objetivo de (i) avaliar possiveis degrada¢bes quimicas nos sistemas devido aos
tratamentos que foram submetidos e (i) investigar a possivel ocorréncia de
interacOes farmaco/farmaco. As posicdes das bandas nos espectros de FTIR séo
apresentadas em nimero de ondas cuja unidade é o centimetro inverso (cm™) e as
intensidades das bandas estdo expressas como transmitancia. A chamada radiacao
infravermelha corresponde a parte do espectro situada entre as regides do visivel e
das micro-ondas e a regido de maior interesse na identificacdo de estruturas esta
situado entre 4.000 e 400 cm-2.

O espectro FTIR do fosfato de clindamicina (Al) (Figura 34a) apresenta 0s
principais picos, indicados na regido entre 1600 cm™* e 600 cm™ pelo aparecimento
de vibracdes esqueléticas que se originam das vibracbes dos anéis de pirrol e
sacarideo, que sdo os principais componentes da estrutura das moléculas do fosfato
de clindamicina (205,206). Dessa forma, observa-se uma primeira banda larga com
um maximo a 3444 cm™, o que corresponde as vibragées dos grupos O-H dos
alcoois aromaéticos. Uma outra banda é evidenciada em 1683 cm™ devido ao
estiramento N-C=0O do grupo carbonila. Além disso, em 1460 cm™ ocorre o
estiramento C-N do grupo pirrolidina e em 1049 cm™ o estiramento do éter ciclico
(C-0) no grupamento da galactose. E por fim, o grupamento fosfato (P-O) é marcado

por uma banda em 788 cm™.
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Figura 34. Espectros FTIR de fosfato de clindamicina (CDM) (a), rifampicina (RIF) (b) e da mistura

fisica (c) antes e apds processamento farmacéutico. Uma estrutura quimica de cada fonte é mostrada

e seus respectivos grupos sao acordados com cores ou numerados de acordo com a estrutura.

Como anteriormente mencionado, a literatura relata um polimorfismo da
rifampicina, podendo estar na forma | ou na forma Il. As dissimilaridades nos
espectros de FTIR para as formas | e Il foram baseadas nas diferencas na ligacéo
de hidrogénio intramolecular (201,207). A area de interesse € principalmente na
regido de 1700 a 1750 cm™.

O espectro FTIR da rifampicina (A2) apresentou uma Unica banda em
3423 cm referente as hidroxilas (—OH) da cadeia ansamicina, além de bandas de
absorcdo em numeros de onda de, aproximadamente, 1732 cm (grupo furanona),
1710 cm™ (grupo acetil) e estiramento C-O com bandas fortes em 1247 cm, como
evidenciados na Figura 34b. Esses resultados estdo de acordo com estudos
encontrados na literatura (208—-210). Portanto, as diferencas observadas nas bandas
de absorgéo referentes aos grupos —OH da cadeia ansa, furanona e acetil foram
suficientes para de fato comprovar que a rifampicina encontra-se em sua isoforma |l
(209).

O espectro FTIR da mistura fisica (Figura 34c) (A3) apresentou as bandas
referentes ao grupo furanona da rifampicina seguida do grupamento acetil

sobreposto ao grupamento N-C=0 do grupo carbonila do fosfato de clindamicina



82

relacionados na mesma posicdo dos farmacos sem tratamento. Além disso, o
estiramento C-O presente na estrutura molecular da rifampicina e as bandas do
estiramento do éter ciclico (C-O) no grupamento da galactose e o grupamento
fosfato (P-O) permaneceram inalterados.

Além disso, o processamento simulado de producéo dos CLN realizado com
cada farmaco separadamente (A4 e A5) ndo afetou seu perfil espectroscépico com
base na similaridade dos espectros antes e ap0s o tratamento (coeficientes de
correlacdo para o fosfato de clindamicina e rifampicina de 0,991 e 0,985,
respectivamente, Tabela 13).

Ja o espectro de FTIR da mistura fisica apés o processamento mostrou as
bandas caracteristicas referentes as amostras sem o processamento farmacéutico
nao apresentando alteracdes expressivas (coeficientes de correlacdo = 0,958,
Tabela 13), o que demonstra alto grau de similaridade para cada banda do espectro

apresentado e indica a ndo-ocorréncia de reacfes destrutivas nas amostras (211).

Tabela 13. Fotomicrografias e coeficientes de correlagédo do FTIR do fosfato de clindamicina (CDM),
rifampicina (RIF) e mistura fisica antes e apos tratamento farmacéutico. MEV: Microscopia eletrénica

de varredura.

Antes Depois
Amostra Fotomicrografias MEV Fotomicrografias MEV TR
CDM
RIF
Mistura

fisica
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O aspecto morfolégico dos farmacos com e sem processamento farmacéutico
também foi avaliado por meio de fotomicrografias capturadas por microscopia Optica
e microscopia eletronica de varredura (Tabela 13). Antes do processamento, 0S
farmacos mostraram individualmente suas caracteristicas tipicas de coloracao:
rifampicina com uma cor vermelha escura e o fosfato de clindamicina com uma cor
branca. As fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura mostraram
apenas algumas mudancas no tamanho das particulas dessas amostras. Apos a
mistura dos farmacos, os componentes individuais puderam ser facilmente
identificados e o sistema manteve sua homogeneidade, tanto para andlise de
microscopia Optica quanto para a microscopia eletrdnica de varredura. O
processamento térmico das amostras mostrou um ligeiro escurecimento dos
sistemas nas fotomicrografias capturadas por microscopia Optica, o que
provavelmente se deve a uma solubilizacdo parcial da rifampicina e subsequente
cristalizacao na superficie do fosfato de clindamicina.

Por fim, as caracteristicas difratométricas das amostras foram avaliadas por
analise de XRPD, e os difratogramas estao apresentados na Figura 35.

Os farmacos revelaram um perfil cristalino antes e apés o tratamento
farmacéutico (Figura 35). No entanto, uma mudanca notavel no perfil difratométrico
do fosfato de clindamicina ocorreu apds este tratamento. Enquanto o fosfato de
clindamicina néo tratado mostrou picos em 5,54° e 10,96°, o perfil de difratometria
da amostra tratada sugeriu uma mudanca de fase, com o aparecimento de varios
picos de pequena intensidade, mostrando particularmente picos em 5,62° e 9,52°. A
simulacdo das etapas de producdo dos CLN leva a uma solubilizacdo e
recristalizacdo do fosfato de clindamicina que modificam seu perfil cristalino. No
entanto, essa alteragdo ndo deve ter repercussoes farmacéuticas importantes, pois a
amostra apresentou o mesmo perfil térmico e a mesma estabilidade (212).

O perfil difratométrico da rifampicina apresentou um padréo de pico principal
em angulos 20 de 9,96°, 10,8°, 11,18°, 15,74°, 17,02° e 19,94°. Em particular, os
picos que apareceram em 9° e 11°, juntamente com a auséncia de picos em 13° e
14°, evidenciam mais uma vez o polimorfo Il da rifampicina (208). A auséncia de
novos picos indica a manutencdo da fase cristalina original da rifampicina, mesmo

apos o processamento farmacéutico da amostra, que envolveu intervencodes fisicas
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abruptas, uma vez que 0s principais picos da fase cristalina do farmaco original em

9° e 11° podem ainda ser identificados.

coM| @ RIF
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Figura 35. Difratogramas XRPD do fosfato de clindamicina (CDM), rifampicina (RIF) e mistura fisica
(antes e apos processamento farmacéutico). Velocidade de varredura de 2°/min com incremento de

0,02°/min. Os padrdes de difragdo em angulos entre 5 e 60° (6 - 28).

Os perfis difractométricos da mistura fisica (Figura 35) exibiram o0s picos
caracteristicos de cada farmaco (9,94° e 10,86° para o polimorfo Il da rifampicina e
5,46° e 9,94° para o fosfato de clindamicina). Com o processamento farmacéutico,
0S picos nos angulos para a rifampicina permaneceram inalterados e para o fosfato
de clindamicina observou-se 0 mesmo comportamento mencionado anteriormente
guando este farmaco foi aquecido de forma isolada.

Em geral, esses resultados demonstraram que nao houve alteracdes
guimicas e fisicas significativas nos farmacos quando associados, o0 que torna
possivel a sua formulacdo em um mesmo produto farmacéutico. Esse conjunto de
ensaios também apontaram para o fato de que o processamento farmacéutico

utilizado no preparo de CLN néo deve afetar essa compatibilidade farmaco-farmaco.
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5.5 Obtencéo e caracterizacdo dos nanocarreadores lipidicos

O desenvolvimento de formulagbes contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina como opcdo terapéutica topica para a hidradenite supurativa, assim
como de outras infeccbes menos severas que atingem as unidades pilossebaceas
da pele, como foliculites e queratoses capilares, é ainda uma demanda no panorama
mundial. Este trabalho propds a co-encapsulacdo desses farmacos em
nanocarreadores lipidicos na tentativa de direcionar a liberacdo dos farmacos para o
alvo de acdo da doenca, que sdo as estuturas pilossebaceas da pele.

Os CLN foram obtidos baseado no método de diluicdo da microemulsdo
(181). Primeiramente, os CLN sem os farmacos e com os farmacos foram
preparados e logo em seguida foram realizadas as primeiras analises de
caracterizacdo, avaliando-se diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade,
potencial zeta, rendimento de producédo, eficiéncia de encapsulacdo, carga dos
farmacos e pH.

A formulacdo constituida de CLN apresentou uma coloracdo branco-
amarelada e os CLN contendo fosfato de clindamicina e rifampicina uma cor
alaranjada, que é caracteristica da presenca de rifampicina na formulacdo (Figura
36).

Figura 36. Imagens capturadas dos CLN desenvolvidos. Na figura, CLN sem os farmacos (a) e CLN

com os farmacos (b).
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Com o objetivo de avaliar a influéncia da quantidade dos farmacos (fosfato de
clindamicina e rifampicina) nas propriedades fisico-quimicas dos nanocarreadores,
especialmente na eficiéncia de encapsulagcéo e carga dos farmacos, os CLN foram
preparados contendo diferentes propor¢cdes de fosfato de clindamicina e rifampicina.
Assim, o0 sistema 1 continha 4 mg de cada farmaco (propor¢do molar
farmacos/lipidlos = 3,5:1000), o sistema 2 continha 6 mg de cada farmaco
(proporcdo molar farmacos/lipidlos = 5,25:1000) e o sistema 3 era composto com 8
mg de cada farmaco (propor¢cdo molar farmacos/lipidlos = 7:1000). Os resultados de

caracterizacao podem ser observados na Tabela 14.

Tabela 14. Dados da caracterizacdo dos CLN. Para cada CLN: diametro hidrodinamico; indice de
polidispersividade (Pdl); potencial zeta; eficiéncia de encapsulacéo; carga dos farmacos e pH. O CLN
CDM-RIF 1 corresponde a 4 mg de cada farmaco; CLN CDM-RIF 2, 6 mg de cada farmaco e CLN
CDM-RIF 3, 8 mg de cada farmaco - fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF) (n = 3).

| Eficiéncia de Carga dos farmacos
. Potencial encapsulagéo (%) (%)
Amostra Diametro Pdl Zeta pH
(nm) v
(mVv) CDM RIF CDM RIF
CLN 433 + 22 0,29 £ 0,04 43+ 2 - - - - 6,3
1 400+14 0,27 £0,01 49+ 1 80,2+0,4 934+0,7 049+001 057£001 64
2 877 £ 29 0,42 £ 0,01 -48 £ 2 86,7 £ 0,6 98,1+08 0,78+0,01 0,86+0,01 6,5
3 905+ 77 0,39 +0,06 -55+2 815+18 99,7+0,1 0,97+0,02 1,19+0,01 6,3

Os CLN sem a presenca dos farmacos (Tabela 14) apresentaram diametros
hidrodinamicos médios iguais a 433,2 + 21,7 nm e uma distribuicdo de tamanho
monomodal e homogénea, com indice de polidispersividade de 0,29 £+ 0,04. Um
estudo reportou que nanossistemas que apresentem diametro hidrodinAmico na
faixa de 400 a 700 nm sdo capazes de penetrar mais profundamente os foliculos
pilosos do que nanossistemas maiores que essa faixa ou menores (213) e, portanto,
esses CLN foram considerados adequados para o objetivo do estudo.

O potencial zeta € uma medida da magnitude da repulsdo/atracdo
eletrostatica ou da carga entre particulas e € um dos parametros fundamentais
conhecidos por afetar a estabilidade trazendo uma nocéo das causas da disperséao,
agregacdo ou floculacdo (214). A estabilidade das particulas é relacionada ainda
com a magnitude do potencial zeta, podendo ser positivo ou negativo. Dessa

maneira, quanto maior for o valor do potencial zeta, maior sera a estabilidade da
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formulacdo, pois as particulas estardo em maior repulsdo mantendo os sistemas
mais estaveis (214-216).

Os nanocarreadores lipidicos sem os farmacos apresentaram valores
elevados de potencial zeta com carga superficial negativa (-43,4 + 2,53 mV). Essa
carga negativa € proveniente da propria composicdo do nanocarreador lipidico de
acido estearico e acido oleico, que sao negativamente carregados em pHs proximos
a neutralidade (6,3 a 6,5). Esses valores sao proximos aos encontrados na literatura
para sistemas semelhantes em termos de composigao (163,217,218).

A insercdo das menores proporcfes de farmaco nos CLN ndo alterou
significativamente (p > 0,05) o diametro médio das particulas ou indice de
polidispersdo (Tabela 14). Observou-se, no entanto, que a medida que a propor¢ao
dos farmacos aumentava nos CLN, o diametro das particulas também era
aumentado, assim como o indice polidispersibilidade (Tabela 14). Por exemplo,
guantidades mais elevadas dos farmacos (amostra 2 e 3) resultaram em diametros
hidrodinAmicos das particulas acima de 800 nm além de um indice de
polidispersividade em torno de 0,4. Em relacdo ao potencial zeta, a incorporacao dos
farmacos no sistema aumentou significativamente (p < 0,05) o seu valor, e 0 maior
valor de potencial zeta foi conseguido com a insercdo de maiores quantidades dos
farmacos nos CLN.

Por fim, avaliando a eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nos CLN, entre
80,2 e 86,7% de fosfato de clindamicina foi encapsulada ao passo que proporc¢des
maiores (entre 93,4 e 99,7%) de rifampicina conseguiram se associar aos
nanocarreadores lipidicos, dependendo da propor¢cdo de farmacos adicionada ao
sistema. Essa maior taxa de encapsulacdo da rifampicina relativa ao fosfato de
clindamicina pode ser explicada a maior lipossolubilidade do primeiro farmaco [log
Pcom = 0,50 (18); log Prir = 3,17 (17)], 0 que permite uma melhor acomodacao dele
no interior dos nanocarreadores lipidicos.

Para a selecdo do melhor sistema para dar prosseguimento aos estudos,
levou-se em consideracdo que o parametro mais significativamente afetado pelo
aumento da proporcdo de farmaco nos CLN foi o tamanho médio das
nanoestruturas, uma vez que poderiam influenciar negativamente o direcionamento
dos farmacos para os foliculos pilosos, que era o objetivo majoritario do trabalho.
Assim, a amostra 1 dos CLN produzida com 4 mg de fosfato de clindamicina e 4 mg

de rifampicina (concentra¢do de cada farmaco = 266,67 ug/mL), que apresentaram
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diametro hidrodindmico de 400,0 £ 14,2 nm, distribuicAo de tamanho mais
homogéneo (PDI = 0,27), potencial zeta igual a -48,9 + 0,70 mV foi capaz de
encapsular 80,2 + 0,4% de fosfato de clindamicina e 93,4 + 0,7% de rifampicina foi
selecionado para o estudo. A recuperacdo avalia a perda de farmaco durante o
processo de producéo das nanoparticulas, nesse caso foram obtidos valores > 80%.

As cargas dos farmacos nesse sistema estiveram dentro do intervalo
esperado considerando a composicao tedrica usada na preparacdo dos CLN (com
carga de 0,49 = 0,01% para fosfato de clindamicina e 0,57% para rifampicina). Por
fim, os valores de pH da dispersdo dos nanocarreadores contendo os farmacos, que
variaram pouco em comparacao ao CLN sem os farmacos, (Tabela 14) foi igual a
6,4, que € compativel com a faixa de pH tolerada pela pele, que seria entre 5,5 e 7,4
(219).

5.6 Andlise morfologica

Em um sistema nanoparticulado, um parametro que corrobora para transporte
e interacdo de farmacos com as membranas biolégicas é a superficie de contato da
particula. Na Figura 37, as fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de

transmissao para os nanocarreadores lipidicos selecionados estdo mostradas.
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CLN sem os farmacos CLN CDM-RIF

Figura 37. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo dos CLN sem os
farmacos, fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF) (a) e CLN contendo os dois farmacos
(CLN CDM-RIF) (b).

As imagens confirmaram a formacdo dos nanocarreadores lipidicos sem uma
distincdo morfolégica entre as amostras que contém ou ndo os farmacos. Além
disso, os tamanhos de particula encontrados sdo semelhantes aos determinados
pelas analises de espalhamento de luz dindmica (Tabela 14). Embora a morfologia
apresente algumas diferencas no valor de didametro hidrodinamico, a secagem do
solvente da formulagcéo e a necessidade de submissdo da amostra ao processo de
coloracdo para analise por microscopia eletrénica de transmissédo pode ter alterado

sutiimente a dimensédo dos nanocarreadores lipidicos (214).

5.7 Estudo preliminar de estabilidade dos nanocarreadores lipidicos

A estabilidade dos CLN contendo os farmacos (fosfato de clindamicina e
rifampicina) foi um estudo preliminar avaliado nos dias 0 (logo apés o preparo), 7,
15, 30 e 60, com triplicata das amostras armazenadas a temperatura de 5 £ 3 °C.
Optou-se por ndo se avaliar em temperaturas maiores, uma vez que a propria
natureza lipidica desses sistemas requerem o0 seu armazenamento em temperaturas

menores que a temperatura ambiente. As andlises para se determinar estabilidade
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fisica e quimica das amostras foram realizadas por meio da observacdo das
possiveis alteracdes do diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade e
potencial zeta dos CLN, além da eficiéncia de encapsulacdo, pH da nanodisperséo e

aspectos visuais (Tabela 15).

Tabela 15. Diametro hidrodindmico (nm), indice de polidispersividade, potencial zeta (mV), eficiéncia
de encapsulagéo (%). pH e imagens dos CLN contendo fosfato de clindamicina (CDM) e rifampicina
(RIF) (CLN CDM-RIF) armazenados a 5 = 3 °C nos dias 0, 7, 15, 30 e 60.

o _ Eficiéncia de
Diametro POtenCIal encapsu|a§ao (%)

Pdl

Dia (nm) Zeta (mV) pH Imagem

CDM RIF

0 433 £ 22 0.31+0.06 46+ 1 81.2+0.6 95.1+0.7 6.6+0.1

7 428 + 22 0.34+£0.04 -47+3 82.6+0.9 942+0.4 6.7+0.3

15 458 + 15 0.38 £ 0.06 46+ 1 81.7+1.6 93.0+05 6.4+0.7

30 439+5 0.37 £ 0.06 42 +1 80.2+0.5 89.1+05 6.4+0.7

60 491 +8 0.37+0.01 -45+1 79.9+0.2 823+14 6.4+0.7

GiI@i@giEmimn

Com o passar do tempo, 0s nanocarreadores lipidicos podem se aderir uns
aos outros, formando agregados, que sob a influéncia da gravidade se sedimentam,
reduzindo o seu tempo de armazenamento e a validade de um medicamento
contendo essas nanoestruturas.

Durante os 60 dias de armazenamento, o tamanho médio dos
nanocarreadores lipidicos permaneceu estavel com uma variacdo significativa
(p < 0,05), mas inferior a 59 nm (~ 10%) entre o primeiro e ultimo dia de analise. O
sistema manteve-se monodisperso com valores de Pdl abaixo de 0,38 (Tabela 15).
Em relacdo aos aspectos da coloracdo, a formulagdo permaneceu um liquido de cor

alaranjada sem sinais de escurecimento ou clareamento ao longo do tempo
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(Tabela 15). O potencial zeta e o pH mantiveram-se sem alteracfes significativas
para a condicdo de estudo (p > 0,05). Esse conjunto de resultados mostra que a
formulacéo é fisicamente estavel, possivelmente devido as cargas superficiais das
nanoparticulas, que contribuem para que elas sofram repulsdo, evitando a
agregacdo durante o periodo de estocagem. Com relacdo ao teor de farmacos
encapsulados, foi observado que aproximadamente 1,6% de clindamicina e 13% de
rifampicina foram expulsos dos CLN apds 60 dias de estocagem (Tabela 15). Esse
contelido de farmacos expelido € pequeno em relacao ao periodo de estocagem que
foi estudado e sua viabilidade como produto industrial, no entanto, podera ser
alcancada promovendo, por exemplo, a secagem do material por liofilizacdo. Dessa
forma, esses ensaios de estabilidade apontaram para a necessidade de se manter o
sistema na temperatura de 5 + 3 °C, que é a temperatura de refrigeracdo, para
garantir estabilidade pelo periodo de pelo menos 60 dias, e da necessidade de se
trabalhar com o sistema seco ou implementar algumas alteracbes na formulacéo

para garantir estabilidade por periodos mais prolongados.

5.8 Dinamica molecular dos nanocarreadores lipidicos

Os espectros de RPE obtidos a partir da marcacdo do spin 5-DSA das
amostras de nanocarreadores lipidicos (CLN sem os farmacos e CLN com os
farmacos) foram obtidos para analisar a dindmica molecular dos CLN com a
insercao dos farmacos. Os espectros estdo apresentados na Figura 38, que também
mostra os valores meédios do parametro de divisdo hiperfina 2A; (medidos
diretamente no espectro), de modo que a rigidez (mobilidade reduzida) do ambiente

lipidico é representada pelos valores mais altos de 2A,.
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Figura 38. Espectros de RPE a 298 K com marcador de spin 5-DSA estruturado em CLN sem os
farmacos e CLN contendo fosfato de clindamicina e rifampicina (CLN CDM-RIF). Para todos os
espectros, a faixa total de varredura do campo magnético foi de 100 G. Os valores médios do
pardmetro de divisdo hiperfina externa da espectroscopia de RPE (2A;) medidos diretamente no
espectro de RPE (separacdo entre linhas tracejadas, em unidades de campo magnético) sao

indicados, n = 3.

O marcador de spin 5-DSA, que contém o nitroxido (grupo paramagnético)
conectado a posicdo 5 da cadeia de carbono, ja foi usado em estudos anteriores
para monitorar a dinamica lipidica no microambiente mais proximo da superficie do
transportador polar (183,184).

Em geral, o espectro de RPE do 5-DSA estruturado em sistemas lipidicos a
temperatura ambiente mostra linhas mais amplas, indicando movimento mais lento e
anisotropico. Esta linha espectral permite a medicdo do parametro 2A; (indicado na
Figura 38), amplamente utilizado para monitorar a fluidez lipidica (139,185).

Os espectros de 5-DSA incorporados aos CLN sem os farmacos mostraram
valores de 2A; em torno de 47,6 + 0,1 G. Esse valor € consistente com a alta fluidez

dessas membranas lipidicas, de acordo com os relatados por Da Rocha et al.
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(2019), que observaram valores de 2A em torno de 46,5 G para rotacdo de outros
CLN marcados com a mesma sonda (183).

Desta forma, os CLN sem os farmacos demonstraram ser um ambiente rigido,
sugerindo que a mistura lipidica empregada nessa particula tem uma melhor
capacidade de acomodacdo molecular no ambiente proximo ao 5-DSA, que deve
resultar em controle de liberacdo dos farmacos neles encapsulados (161,220).

Com a insercdo dos farmacos nos CLN (Figura 38) ndo foram observadas
diferencas significativas nos valores de 2A;nem na forma da linha das formulagbes
(p > 0,05). Em outras palavras, a adicdo dos farmacos (fosfato de clindamicina e
rifampicina) dentro das nanoestruturas lipidicas ndo foi capaz de alterar nem a
fluidez nem a localizagdo do 5-DSA na particula. Como esse marcador € mais
sensivel as mudancas na superficie polar, esse resultado indica que os farmacos
provavelmente estao distribuidos mais perto do nucleo dos nanocarreadores (220), o

gue deve resultar em uma liberacao controlada deles.

5.9 Ensaios in vitro de liberagdo de fosfato de clindamicina e rifampicina a

partir dos nanocarreadores lipidicos

O estudo de liberacdo foi realizado in vitro com o objetivo de avaliar a
velocidade com que os farmacos eram liberados dos nanocarreadores lipidicos. O
perfil de liberacdo de fosfato de clindamicina e rifampicina foi comparado ao controle
contendo mesma quantidade dos farmacos livres em solucéo. Os perfis de liberacédo
dos farmacos a partir das formulacdes estédo apresentados na Figura 39.

Quase a totalidade do fosfato de clindamicina e rifampicina em solucéo
atravessaram a membrana hidrofilica de celulose no periodo de 12 h. Por outro lado,
o fosfato de clindamicina (Figura 39a) foi liberado dos CLN em uma velocidade
significativamente menor (p < 0,001), como era esperado. Pela andlise do perfil de
liberacdo obtido, foi verificado que a liberagdo do fosfato de clindamicina da
estrutura dos CLN ocorreu em duas fases, com uma taxa de liberacdo maior no
inicio, que deve estar relacionado a quantidade de farmaco livre na formulacdo ou
que estavam associados a superficie das nanoestruturas, e logo apds uma liberagéo

um pouco mais lenta.
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De fato, perfis semelhantes de liberacdo ja foram observados em estudos

anteriores no desenvolvimento nanoparticulas contendo outros farmacos hidrofilicos,

como por exemplo a arginina (221) e o minoxidil (51).
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Figura 39. Perfis de liberacdo de fosfato de clindamicina (CDM) (a) e rifampicina (RIF) (b) a partir dos

CLN (CLN CDM-RIF) em comparagédo ao controle contendo a mesma concentracdo dos farmacos

(solucdo CDM-RIF), pH 6.5

independentes.

(n

5). Analise estatistica por Teste t Student para amostras

Com base nos valores de regressdo (r?) obtidos pelo calculo matematico

(ordem zero, modelo de Higuchi, modelo de primeira ordem, Weibull e Hixson
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Crowell), cujos valores estdo apresentados na Tabela 16, observou-se que a
liberacdo do fosfato de clindamicina seguiu um perfil cinético de liberacdo que se
aproxima mais do modelo de Higuchi, ja que se aplicando este modelo obteve-se um

valor de coeficiente de correlacdo linear mais proximo de um.

Tabela 16. Valores de r2 encontrados nos diferentes modelos de cinética de liberacdo para os

nanocarreadores lipidicos. CDM = fosfato de clindamicina e RIF = rifampicina.

Ordem zero Higuchi  Primeira ordem Weibull  Hixon-Crowell
r2 r2 r2 r2 r2
CDM 0,9459 0,9914 0,7854 0,9741 0,9625
RIF 0,9944 0,9803 0,8921 0,9647 0,9282

Amostra Farmaco

CLN

Em 1963, Higuchi (222) desenvolveu e descreveu varios modelos teoricos
para avaliar a liberac@o dos farmacos de matrizes. O modelo de Higuchi descreve a
liberacdo dos farmacos baseando na lei de Fick dependente do tempo da raiz
quadrada. Essa relacdo pode ser usada para descrever a dissolu¢do do farmaco a
partir de varios tipos de formas farmacéuticas de liberacdo modificada (223).

Os perfis para rifampicina a partir das formulacdes mostraram uma cinética de
liberagéo diferente do fosfato de clindamicina, com maior controle de liberagdo do
farmaco. Isto porque a rifampicina tem caracteristicas mais lipofilicas (18) e, como
mencionado anteriormente, deve se associar mais fortemente a matriz lipidica, o que
retardou a sua liberacdo (Figura 39b). Assim, os CLN mostraram uma liberacao
controlada da rifampicina de 20,71% em 12 h, e a liberacdo foi significativamente
menor que o respectivo controle (p < 0,0001). Esse mesmo perfil de liberagcéo foi
observado durante o desenvolvimento de nanoparticulas contendo moléculas que
também apresentam baixa solubilidade aquosa como a camptotecina (224),
espironolactona (172) e o carvedilol (225).

Quanto ao modelo cinético de liberacdo desempenhado pela rifampicina
encapsulada nos CLN, foi observada uma relagcéo linear entre a porcentagem de
farmaco liberada em funcdo do tempo, seguindo o modelo de ordem zero (valores
de r> em torno de 0,99) (Tabela 16). Como as formulagGes farmacéuticas que
apresentam esse perfil de ordem zero liberam a mesma quantidade do farmaco por
unidade de tempo, s@o consideradas mais apropriadas para o desenvolvimento de
sistemas de liberagéo prolongada (226).
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Um perfil de liberacédo prolongado dos antibioticos encapsulados nos CLN é
desejavel para o tipo de terapia que se pretende, uma vez que se de fato as
nanoestruturas se acumularem nos foliculos pilosos apés aplicacao tépica, poderdo
atuar como um reservatorio dos farmacos na pele. Isto proporcionaria um maior
tempo de contato do fosfato de clindamicina e rifampicina ao local de
desencadeamento da hidradenite supurativa e assim favorecer a manutencédo de
niveis altos de farmacos nessas estruturas cutaneas por periodos prolongados,

beneficiando a terapia.

5.10 Estudos in vitro de permeacéao e penetracdo cutanea

5.10.1 Interagbes dos CLN com o estrato corneo

Este estudo teve como objetivo verificar o comportamento fisico dos CLN
guando aplicados topicamente.

O espectro de RPE do marcador de spin 5-DSA incorporado no estrato
corneo (Figura 40a) mostrou uma forma de linha ampla e alto valor de 2A|
(64,3 £ 0,5 G) consistente com a baixa fluidez dessas membranas; esse resultado
esta de acordo com os dados publicados anteriormente por Anjos et al. (2008) (185).
No tratamento do estrato cérneo com uma solucdo de fosfato de clindamicina ou
rifampicina, ndo foi observada diferenca significativa nos valores de 2A; (p > 0,05),
indicando que nenhum dos dois farmacos foi capaz de penetrar significativamente o
microambiente do estrato corneo ao redor do marcador de spin.

Para avaliar a capacidade dos CLN de permitir a penetracéo dos farmacos no
estrato corneo, as amostras de CLN sem os farmacos e CLN com os farmacos

também foram marcadas e tratadas com amostras do estrato corneo.
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Figura 40. Espectros de RPE a 298 K do marcador de spin 5-DSA incorporado no estrato cérneo
(EC) tratado com fosfato de clindamicina (CDM), EC tratado com rifampicina (RIF) e EC tratado com
CLN sem os farmacos (EC-CLN) (a) e valores médios de 2A; das amostras com marcador de spin 5-
DSA para todos os sistemas avaliados: CLN sem os farmacos, CLN contendo os dois farmacos (CLN
CDM-RIF), EC-CLN e EC tratado com CLN com os farmacos (EC-CLN CDM-RIF), para comparacéo,
o valor de 2A; para o EC é indicado por linha tracejada (b). Os valores médios do parametro de
divisdo hiperfina externa do RPE (2A/) medidos diretamente no espectro de RPE (separacdo entre

linhas tracejadas, em unidades de campo magnético) sdo indicados, n = 3.

Como pode ser observado na Figura 40a, em comparagdo com a Figura 38,
aqui, a dindmica molecular nos CLN sem os farmacos aplicados nas membranas do
estrato corneo foi aumentada, com aumentos nos valores de 2A de 47,6 G para
49,3 G (1,7 G). Essa reducéo na fluidez pode estar associada as interacdes diretas
com os lipidios do estrato cOrneo, que por sua vez tém movimentos restritos
(2A=64,3 £ 0,5 G, linha tracejada na Figura 40b). Os espectros de RPE dos CLN
sem os farmacos com interacdo ao estrato cérneo (EC-CLN) (Figura 40a) foram
muito semelhantes aos dos CLN sem os farmacos (Figura 38) e distintos dos
espectros do 5-DSA incorporados na estrutura do estrato coérneo intacto. Esses
resultados sugerem que a interagdo com os lipidios do estrato corneo nao é
suficiente para desestabilizar a organizagdo molecular dos CLN sem os farmacos.

Nesse contexto, Mendanha et al. (2018) investigaram as interacdes de
lipossomas flexiveis com as membranas do estrato cOrneo e analisadas por
espectroscopia de RPE (227). Nesse estudo, foram observados que os

nanotransportadores foram capazes de promover a migragdo do marcador de spin
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das membranas do estrato corneo para o ambiente molecular da formulacéo, o que
foi evidenciado pelos aumentos no parametro 2A;. Curiosamente, esse efeito dos
lipossomas nas membranas do estrato corneo também ocorreu sem perda da
relativa integridade lipossomica (227).

Curiosamente, quando os CLN contendo os farmacos foram aplicados ao
estrato corneo (EC-CLN CDM-RIF), a rotacdo do marcador detectou um ambiente
mais rigido do que aquele experimentado com as membranas tratadas com CLN
sem os farmacos (EC-CLN), com valor de 2A; de, aproximadamente, 50,5 G
(aumento de 2,5 G). Diferentemente do encontrado apenas para as nanoestruturas
sem os farmacos, aqui, a presenca dos farmacos diminui consistentemente a
mobilidade do sistema EC-CLN CDM-RIF em comparacdo com todos os outros
sistemas avaliados.

Esse efeito pode ser interpretado como sendo decorrente da migracdo dos
farmacos da regido dos nanocarreadores lipidicos onde estavam inseridos para o
ambiente lipidico do estrato corneo. Por sua vez, essa migracdo altera a rede de
interacao entre os farmacos préximos aos marcadores de spin, modificando a fluidez
do meio, o que pode nado ter sido observado nas nanoformulacbes devido a
localizacéo dos farmacos mais inseridos nos nanocarreadores.

A espectroscopia de RPE foi recentemente usada em outro estudo para
investigar a interacdo de formulagdes veiculo-farmaco com lipidios do estrato corneo
gue foram marcados com 5-DSA. Observou-se um aumento na permeabilidade das
membranas do estrato corneo associado ao grande aumento da mobilidade dos
lipidios do estrato cérneo (evidenciado por uma diminuigcdo no parametro 2A)) na
presenca de sistemas transportadores (228). Da Rocha e colaboradores (2019)
notaram um efeito adicional na dindmica molecular do estrato corneo marcado com
spin quando este foi tratado com CLN carregado com um extrato em comparacao
com o CLN sem o extrato, que foi associado a liberacédo dos farmacos (183).

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram a interpretacéo de
que os CLN sao capazes de fundir com os constituintes superficiais da pele,
aumentando a fluidez da membrana do estrato cérneo e permitindo a liberacéo dos
farmacos, possivelmente pela ruptura do empacotamento fosfolipidico e pela
alteracdo da temperatura de transicdo de fase das bicamadas lipidicas. Ainda, as

alteracbes na linha da forma dos espectros de RPE foram minimas, isto €, a
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liberacdo ocorreu sem perda da integridade relativa do CLN, como observado

anteriormente por Mendanha et al. (2018) em seus estudos com lipossomas (227).
No presente trabalho, a dinamica dos CLN pode ser resumida em ordem

crescente de fluidez de acordo com os resultados mostrados na Figura 40 da

seguinte maneira:

CLN > CLN CDM-RIF > EC-CLN > EC-CLN CDM-RIF

onde: CLN: sdo os CLN sem os farmacos, CLN CDM-RIF: sdo os CLN contendo os dois farmacos,
EC-CLN: sédo os CLN sem os farmacos interagindo com o estrato crneo e EC-CLN CDM-RIF: sédo os

CLN com os farmacos interagindo com o estrato cérneo.

Assim, os dados de RPE sugerem que os CLN sem os farmacos interagem
com os dominios lipidicos do estrato corneo e ocorre uma troca lipidica entre os dois
sistemas. Quando os lipidios do estrato cérneo migram para os CLN, eles se tornam
mais rigidos. Com a presenca dos farmacos nos CLN, esse efeito foi intensificado,
sugerindo que os farmacos causam instabilidade no CLN ou aumentam suas

afinidades pelos lipidios do estrato cérneo.

5.10.2 Ensaios in vitro de penetracdo cutanea em diferentes modelos de pele

Os estudos de permeacdo e penetracdo in vitro em pele de suinos que
passaram por diferentes tratamentos foram realizados durante um periodo de 24 h
com a aplicagao da solugao contendo fosfato de clindamicia e rifampicina (controle)
ou os CLN contendo os dois farmacos sobre a pele.

Os diferentes pré-tratamentos dados para a pele tiveram como objetivo
estudar tanto o impacto da via folicular para a penetracdo dos farmacos na pele em
sua forma livre ou encapsulado nos CLN (bloqueio ou ndo dos foliculos pilosos com
resina esmalte), quanto verificar a influéncia da condicdo sebacea, que é
caracteristica da hidradenite supurativa, no perfil de penetracdo dos farmacos a
partir dos CLN e da solugdo controle. A Figura 41 mostra o aspecto fisico da pele
que foi tratada com uma mistura de sebo de carneiro e 6leo (1:1 p/p) para simular a

condicdo sebacea da pele afetada pela hidradenite supurativa.



100

Figura 41. Fotografia obtida pelo estereomicroscopio apds processo de preparo da pele sebacea.

Ao final de 24 h de experimento, em nenhum dos experimentos realizados os
farmacos foram quantificados na solugdo receptora ou sequer detectados nela,
indicando que tanto a nanoformulagcdo quanto a solugcdo controle mantiveram os
farmacos apenas nas porgdes mais superiores da pele. Esse transporte dos
farmacos restrito somente para as camadas da pele impede uma possivel absorgao
sistémica e assim a ocorréncia dos efeitos adversos indesejaveis, o que é muito
desejavel em um tratamento topico.

A Figura 42 e a Figura 43 mostram a recuperagao do fosfato de clindamicina e
rifampicina, respectivamente, a partir de camadas da pele (ug/cm?) apods
experimentos de permeacdo com diferentes modelos de pele para ambas as
formulacdes testadas (solugdo contendo fosfato de clindamicina e rifampicina e CLN
contendo fosfato de clindamicina e rifampicina).

Para o fosfato de clindamicina em solugcdo, ndo houve diferenca estatistica
entre as quantidades que penetraram no estrato cérneo (0,5 + 0,04 e 0,9 £+ 0,4
hg/cm?) ou que atingiram a pele remanescente (6,2 + 0,6 e 6,7 = 0,2 yg/cm?) antes e
apo6s o bloqueio dos foliculos pilosos (p > 0,05), respectivamente. Isso indica que a
via folicular ndo é uma rota relevante para a permeacéao do fosfato de clindamicina
em sua forma livre (Figuras 42a, 42b e 42c), ou seja, a presenga ou ndo dessas

estruturas nao influenciam o perfil de penetracao cutanea do farmaco.
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Figura 42. Quantidade de fosfato de clindamicina (CDM) recuperada das camadas da pele (ug/cm?)
apos 24 h de tratamento com 0s nanocarreadores lipidicos em comparagdo ao controle contendo os
dois farmacos (solucdo CDM-RIF) seguindo os protocolos de permecédo: pele convencional, foliculos
obstruidos, pele sebacea e foliculos obstruidos na pele sebacea. Estrato cérneo (a, d), foliculo piloso
(b, e) e pele remanescente (c, f). Os dados representam médias de 4 determinacdes + desvio-padréo.

Andlise estatistica por Teste t Student para amostras independentes (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (**) p
< 0,001 e (****) p < 0,0001.

Por outro lado, ocorreram diferengas estatisticas (p <0,05) no perfil de
penetracao do fosfato de clindamicina quando o mesmo protocolo foi aplicado para a
formulacdo contendo os farmacos encapsulados nos CLN. Assim, com o bloqueio
dos foliculos pilosos, as quantidades de fosfato de clindamicina recuperadas do
estrato corneo (pele convencional: 2,80 + 1,30 ug/cm?; foliculos obstruidos: 11,30 *
1,70 pg/cm?) e da pele remanescente (pele convencional: 3,12 + 1,50 pg/cm?;
foliculos obstruidos: 15,30 + 3,0 pg/cm?) aumentaram de maneira substancial
(Figura 42d e 42f). Isto mostra que os foliculos pilosos passam a ter papel
importante na penetragéo do fosfato de clindamicina quando esta encapsulado em
CLN.

Comparando-se as quantidades de fosfato de clindamicina que penetraram a
pele convencional a partir das duas formulacbes, observa-se que o fosfato de

clindamicina, que possui baixa lipofilia (18) apresentou dificuldade em interagir com
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0 estrato cérneo e foliculos pilosos em sua forma ndo encapsulada. A encapsulacao
do farmaco nos CLN foi capaz de aumentar 5,4 vezes a penetracdo de farmaco no
estrato corneo (p < 0,05), e isto pode ter ocorrido devido a oclusdo que o sistema
lipidico ocasiona a pele, aumentando a hidratacdo e consequentemente a
permeabilidade da camada cornea (229,230) e também devido a interacdo que foi
mostrada anteriormente entre lipidios que compdem os CLN e os lipidios da camada
cornea. Além disso, observa-se um incremento significativo de 1,4 vezes a
quantidade de fosfato de clindamicina retida nos foliculos pilosos com a sua
encapsulacdo nos CLN (p < 0,05).

Considerando que na hidradenite supurativa ha excesso de secregao sebacea
que pode representar uma barreira a penetragdo dos farmacos, as formulacdes
foram aplicadas em uma pele sebacea. Nessa condicdo de simulagdo da secregao
de sebo, os CLN com os farmacos desempenharam um papel notério na promogéao
da penetracao do fosfato de clindamicina pela via folicular. Nesse caso, os foliculos
pilosos serviram como depdsito do farmaco, pois, ao analisar a pele sebacea, houve
uma diferenga nas quantidades de fosfato de clindamicina recuperadas do estrato
corneo (6,60 + 2,80 e 2,80 + 1,10 pyg/cm?) ou na pele remanescente (0,84 + 0,40 e
11,12 + 0,20 pg/cm?) apds o modelo de pele sebacea ter os foliculos pilosos
obstruidos com esmalte (Figura 42d e 42f).

A quantidade de fosfato de clindamicina retida nos foliculos pilosos da pele
sebacea permaneceu sem diferenga estatistica significativa quando comparada ao
modelo de pele convencional (45,6 + 4,60 ug/cm? para pele convencional e 38,1 +
8,50 ug/cm? para pele sebacea, dados dos foliculos pilosos) (p > 0,05, Figura 42¢),
muito provavelmente devido a natureza lipidica dos CLN que promove uma melhor
interagdo com os lipidios da mistura sebacea.

Em geral, pode-se notar que o principal impacto do uso dos CLN em
comparacgao ao farmaco livre foi o acumulo significativo desse farmaco hidrofilico no
estrato cérneo, formando um depdsito, que foi aprimorado quando a pele estava em
uma condicao sebacea.

Semelhante ao que ocorre para o fosfato de clindamicina, para a rifampicina
em solugao, os foliculos pilosos demonstram n&o desempenhar um papel importante
como via de penetragdo (Figura 43a e 43c), sem diferencas significativas nas

quantidades de farmaco encontradas no estrato corneo ou na pele remanescente
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quando comparado ao modelo de pele convencional com obstrugdo dos foliculos
pilosos (p > 0,05).
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Figura 43. Quantidade de rifampicina (RIF) recuperada das camadas da pele (ug/cm?) apés 24 h de
tratamento com os nanocarreadores lipidicos em comparacéo ao controle contendo os dois farmacos
(solucdo CDM-RIF) seguindo os protocolos de permecédo: pele convencional, foliculos obstruidos,
pele sebacea e foliculos obstruidos na pele sebacea. Estrato cérneo (a, d), foliculo piloso (b, €) e pele
remanescente (c, f). Os dados representam médias de 4 determinacfes * desvio-padrdo. Analise
estatistica por Teste t Student para amostras independentes (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001
e (***) p < 0,0001.

Quando o sistema coloidal foi aplicado aos dois modelos de pele, os foliculos
pilosos passaram a desempenhar um papel significativo para a permeacado da
rifampicina. Isso porque foram observadas diferengas estatisticas nas quantidades
de rifampicina recuperadas do estrato corneo (4,10 + 0,80 e 15,32 + 2,80 ug/cm?,
p <0,0001) e da pele remanescente (29,08 + 2,80 e 9,90 * 520 ug/cm?
p < 0,001), respectivamente, com o bloqueio das estruturas foliculares (Figura 43d
e 43f).

A condicdo sebacea nao afetou o perfil de penetragcao da pele da rifampicina
quando o farmaco estava em sua forma nao encapsulada (solugédo controle, Figuras
43a, 43b e 43c), nem alterou seu acumulo no estrato cérneo e nos foliculos pilosos

quando a rifampicina estava encapsulada nos CLN (p > 0,05) (Figura 43d e 43e). De
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fato, observou-se que a mesma quantidade de farmaco foi encontrada nos foliculos
pilosos para pele convencional (6,80 + 3,80 pug/cm?) e pele sebacea
(6,00 % 2,80 pg/cm?), demonstrando que os CLN permanecem no local desejado,
mesmo quando a condicdo patologica foi simulada. Além disso, quando a pele
apresenta caracteristicas mais sebaceas, os foliculos pilosos passam a nao interferir
na penetragao do farmaco em outras camadas da pele, uma vez que o bloqueio dos
foliculos pilosos nesse caso ndo alterou o perfil de penetracdo da rifampicina
(Figuras 43d e 43f).

Isso pode estar relacionado ao fato da rifampicina possuir caracteristicas
lipofilicas [log Prir: 3,17 (17)] e interagir bem com o sebo. Assim, a rifampicina deve
penetrar a pele pelo foliculo piloso ou pelo estrato corneo e depois se difundir para a
pele remanescente e, por causa disso, ndo foram encontradas diferencas quanto ao
papel do foliculo piloso para a penetragao do farmaco nessa condigao.

Os farmacos com maior log P podem apresentar uma maior interagao e
permeacado na pele através do estrato cérneo, atingindo a epiderme e a derme
viaveis, como no caso observado para rifampicina (231). Por outro lado, os CLN
controlaram a permeacgao da rifampicina mais expressivamente que o fosfato de
clindamicina, pois a rifampicina provavelmente apresenta uma forte interagcdo com
os componentes lipidicos dos CLN tornando a liberacdo mais lenta. Dessa forma, o
farmaco lipofilico é retido na matriz dos CLN e se difunde lentamente desse sistema
(232).

Quando se analisou a razédo entre a quantidade dos farmacos acumulados
nos foliculos pilosos pela quantidade total de farmacos que penetrou em todas as
camadas da pele (233) (Tabela 17), verificou-se que houve um direcionamento
folicular dos farmacos com a aplicacédo dos CLN contendo os dois farmacos. Para o
fosfato de clindamicina, o valor é 0,89 na pele convencional e 0,84 na pele sebacea,
demonstrando que, mesmo em uma condigdo sebacea, esse farmaco era
direcionado aos foliculos pilosos. Da mesma forma, a rifampicina mostrou valores de
razao de direcionamento de 0,17 e 0,23 para pele convencional e pele sebacea,
respectivamente, mostrando que a quantidade de direcionamento permanece nas
duas condicbes, mas mostrou um direcionamento menor que o fosfato de

clindamicina devido as diferentes caracteristicas dos farmacos (Tabela 17).
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Tabela 17. Valores do fator de direcionamento folicular para o fosfato de clindamicina (CDM) e
rifampicina (RIF) da solugcdo contendo CDM e RIF (Solugdo CDM-RIF) e nanocarreadores lipidicos

contendo os dois farmacos (CLN CDM-RIF) nos modelos de pele convencional e pele sebacea.

Modelo de pele  Solugdao CDM-RIF CLN CDM-RIF

Fator de Pele convencional 0,83 0,89
direcionamento ~ CDM Pele sebacea 0,97 0,84
folicular Pele convencional 0,12 0,17
RIF —Pele sebacea 0,17 0,23

A analise da penetracdo cutanea da rifampicina mostra um efeito mais
pronunciado no acumulo de CLN nos foliculos pilosos em relagdo ao controle, uma
vez que foi alcangado um aumento significativo de aproximadamente 12 vezes do
farmaco recuperado dessas estruturas com a aplicagdo das nanoestruturas,
independentemente se a pele estava ou ndo com o conteudo sebaceo alterado
(p <0,05). Esse aumento da penetracdo nos foliculos pilosos deve explicar o
consequente aumento do farmaco na pele remanescente, o que deve ocorrer por
difusao.

O estudo de Lademann e colaboradores (2009) demonstra que o tamanho
ideal de particula para uma penetragao folicular eficiente esta entre 300 e 600 nm,
como o CLN apresentado neste estudo (234). De maneira geral, devido as
caracteristicas lipidicas do CLN, esses nanocarreadores apresentam alta afinidade
pelo sebo nos foliculos pilosos e nas glandulas sebaceas, encontrando outro local
de armazenamento. Sendo assim, os CLN mostraram-se capazes de atuar tanto no
controle inicial quanto na fase de manutengdo do tratamento da hidradenite
supurativa.

Cabe ressaltar aqui que os foliculos pilosos sdo ambientes propicios para
ampla colonizacédo de S. aureus, que € um dos micro-organismos mais prevalentes
em lesdes cutdneas na hidradenite supurativa (96,168). Considerando que, em
geral, a concentragao inibitéria minima do fosfato de clidamicina e da rifampicina
para o S. aureus esta na faixa de 0,06-0,25 pyg/mL e 0,004-0,015 pg/mL (235),
respectivamente, observa-se que as concentra¢des de farmacos que penetraram as
estruturas foliculares com a aplicacdo dos CLN contendo os dois farmacos em uma

condicdo de pele com aumento de sebo (respectivamente 79,92 ug/mL
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correspondente a 8,1 uyg/cm? e ~1,75 ug/mL correspondete a 6 pg/cm?) sdo, na
teoria, mais que suficientes para inibir o crescimento do micro-organismo e assim
combater efetivamente a infecgao existente.

O esquema apresentado na Figura 44 ilusta os efeitos da formulacdo
desenvolvida neste trabalho na promocédo do tratamento topido da hidradenite

supurativa.

Fosfato de clindamicina Rifampicina
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Desenvolvimento da hidradenite supurativa

Figura 44. Representacgéo ilustrativa do tratamento tépico com os nanocarreadores lipidicos contendo

fosfato de clindamicina e rifampicina na hidradenite supurativa.
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5.11 Ensaios in vitro do potencial irritativo dos nanocarreadores lipidicos
5.11.1 HET-CAM

O HET-CAM é uma alternativa ao teste em animais (teste de Draize) (186)
para avaliacao de irritabilidade de formulacdes que se baseia na aplicacdo direta de
amostras na membrana corio-alantoide de ovos fecundados e avaliagcdo das
principais reacfes resultantes dessa aplicacdo durante o tempo do estudo.
Inicialmente, o HET-CAM era empregado para avaliar o potencial de irritabilidade
ocular de formulagfes (236,237). Entretanto, esse ensaio é bastante eficiente para
avaliar a irritabilidade de substancias no geral e, consequentemente, existe a
possibilidade de utiliza-lo para avaliar a irritacdo cutanea (238).

Os resultados da caracterizagéo do potencial irritativo dos nanocarreadores
lipidicos desenvolvidos estdo apresentados na Figura 45.
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Figura 45. Sequéncia ilustrativa das imagens do ensaio de HET-CAM demonstrando o efeito do
controle positivo (NaOH 1 mol/L), controle negativo (NaCl 0,9%), solucdo contendo fosfato de
clindamicina (CDM) e rifampicina (RIF) e CLN contendo os dois farmacos (CLN CDM-RIF) na

membrana corio-alantoide apds 30 s, 2 min e 5 min.

As imagens foram capturadas durante 30 s, 2 min e 5 min apds a exposicao
da membrana codrio-alantoide pelas amostras testadas. O controle positivo
proporcionou a ocorréncia de diversas alteragdes vasculares na membrana logo nos
primeiros segundos, com aumento da vascularizagdo e calibre dos vasos, além de
uma alteracdo da coloracdo associada ao rompimento dos vasos e extravasamento
de sangue. Em contraposicdo, o controle negativo (solugéo fisiologica) nao
apresentou a ocorréncia de nenhum desses fenbmenos nos primeiros segundos de
exposicao.

As amostras, solucao de fosfato de clindamicina e rifampicina livres e CLN
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contendo esses dois farmacos, tiveram efeito semelhante ao desempenhado pelo
controle negativo.

A Tabela 18 apresenta os resultados da classificacdo final das amostras
correspondentes aos indices de irritabilidade calculados. Os resultados foram
expressos com a meédia + desvio padrdo dos valores obtidos nos trés ovos

analisados para cada formulacgéo.

Tabela 18. Classificacdo da irritabilidade das formulacfes testadas, de acordo com a escala

acumulativa. CDM = fosfato de clindamicina, RIF = rifampicina e CLN = carreadores lipidicos

nanoestruturados.
Amostras irrlir;g;)?ﬁddaede Classificacao
Controle positivo 11,90 £ 0,01 Irritante Severo (IS)
Controle negativo 0,07 £ 0,02 Nao Irritante (NI)
Solucdo CDM e RIF 0,84 £0,01 N&o Irritante (NI)
CLN CDM-RIF 0,89 £ 0,03 Né&o Irritante (NI)

Apdés 5 min de observacdo da membrana corio-alantoide, o indice de
irritabilidade foi de 0,07 + 0,02 para o controle negativo e 11,90 + 0,01 para o
controle positivo. O escore final da solucdo contendo fosfato de clindamicina e
rifampicina foi de 0,84 + 0,01 e para o sistema coloidal contendo os dois farmacos foi
de 0,89 £+ 0,03.

Desta forma, o controle positivo foi classificado como “Irritante Severo (IS)”
e 0 controle negativo como “Nao Irritante (NI)” e esses resultados servem de base
para uma correta interpretacdo das imagens dos nanocarreadores lipidicos
desenvolvidos. Da mesma forma que o controle negativo, a solucdo contendo o0s
dois farmacos e os nanocarreadores lipidicos encapsulados com os dois farmacos
foram classificados como “Né&o Irritante (NI)”.

Os resultados obtidos nesse teste foram descritos na literatura para outros
nanocarreadores lipidicos. Eiras et al., (2017) (239) avaliaram o potencial irritativo de
CLN contendo vitamina E veiculados em hidrogel demonstrando uma caracteristica
de nao ser irritativo. Essa mesma classificacdo foi observada com CLN contendo
Oleo de Vetiveria zizanoides incorporados em gel (240) e CLN contendo miconazol

no mesmo veiculo (241).
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5.11.2 Protocolo de irritacdo em epiderme humana reconstruida

A irritagcdo cutdnea acontece como um dano reversivel produzido apés a
exposicdo da pele a alguma substancia irritante, podendo ocorrer manifestacdes
clinicas como eritema e edema. As células danificadas produzem mediadores
inflamatoérios ou induzem uma cascata inflamatoéria que também age em células da
derme. O teste em epiderme humana reconstruida (EpiSkin™) se baseia em um
modelo tridimensional in vitro imitando as propriedades bioquimicas e fisiol6gicas
das partes superiores da primeira camada mais externa da pele humana. O tecido
apresenta uma organizacdo em camadas que seguem a camada basal, espinhosa,
granular e o estrato corneo (190). O método é considerado cientificamente valido
como um método independente para identificar substancias irritantes da pele que foi
implementado pela OCDE na diretriz de teste n°® 439 (190). Os métodos de teste de
irritacdo da pele internacionalmente aceitos sdo baseados no fato de que as
substancias podem ter efeitos citotoxicos apds aplicacdo tépica a curto prazo de
exposicdo da epiderme. Esse teste avalia o potencial irritativo através da
mensuracgao da viabilidade celular.

A Figura 46 apresenta a porcentagem de células da epiderme viaveis ao
final do tratamento com as formulagdes. A classificacdo das formulacdes em irritante
ou nao-irritante € baseada em uma viabilidade superior a 50% para a amostra nao

irritante e menor ou igual a 50% para a amostra potencialmente irritante.
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Figura 46. Viabilidade celular em porcentagem (%) a partir de testes de potencial irritativo em
epiderme humana reconstruida (Episkin™) apdés tratamento com solugcdo salina 0,9% (controle

negativo), dodecil sulfato de sddio 5% (controle positivo) e CLN contendo fosfato de clindamicina e

rifampicina (CLN CDM-RIF). Os dados representam médias de 3 determinag8es * desvio-padréo.

Observa-se que o controle positivo utilizado neste experimento (dodecil
sulfato de sédio a 5%) apresentou resultado de 6,75 + 1% de viabilidade celular ao
final do estudo, ao passo que o controle negativo (solucdo salina a 0,9% p/v)
resultou em 100 + 5% de viabilidade celular.

Os CLN contendo os dois farmacos apés a aplicacdo no sistema do teste
demonstrou um potencial de irritacdo semelhante ao do controle negativo com uma
viabilidade de 76,27 + 3%, o que classificou a amostra como sendo nao-irritante para
a pele humana.

Dessa forma, considerando que tanto o HET-CAM quanto o ensaio em
epiderme humana reconstruida indicaram que a formulacdo dos CLN de fosfato de
clindamicina e rifampicina € n&o irritante, conclui-se que sua aplicacéo topica deve

ser segura para o tratamento da hidradenite supurativa.
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6. CONCLUSOES

O método de CLAE descrito forneceu uma quantificacéo simples e simultanea
de fosfato de clindamicina e rifampicina, que pode ser util para a determinacdo e
quantificacdo desses farmacos nas camadas da pele e, portanto, ser util no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento de doencas
foliculares. O método analitico demonstrou seletividade frente aos interferentes
cutaneos e alto indice de recuperacdo simultdnea dos farmacos das camadas da
pele, além de menores limites de detec¢éo e quantificacdo, permitindo sua utilizacdo
em ensaios cinéticos de permeacao.

Os estudos de compatibilidade entre fosfato de clindamicina e rifampicina
demonstraram a viabilidade de utilizacdo desses farmacos concomitantemente em
preparacdes farmacéuticas.

Os CLN contendo fosfato de clindamicina e rifampicina desenvolvidos
apresentaram caracteristicas adequadas para uma administracdo topica. A técnica
da diluicdo da microemulséo foi eficaz para preparo dos nanocarreadores lipidicos,
que apresentaram diametro médio de 400 nm, indice de polidispersividade de 0,3 e
potencial zeta negativo (-43,4 mV).

Os dois farmacos foram encapsulados nos CLN com sucesso, tendo-se
conseguido eficiéncia de encapsulacdo em torno de 80% para o fosfato de
clindamicina, e acima de 90% para rifampicina.

A formulagdo de nanocarreadores contendo os farmacos foram estaveis
fisico-quimicamente durante 60 dias quando armazenados sob refrigeragéo.

A adicdo de farmacos no CLN né&o alterou a fluidez dos nanotransportadores
e os dados de espectroscopia de RPE com marcador de spin mostraram que 0s
CLN interagem com os dominios lipidicos do estrato corneo, sugerindo que 0s
farmacos causam instabilidade nos CLN ou aumentam suas afinidades pelos lipidios
do estrato corneo.

Os CLN mostraram um controle de liberacdo dos farmacos em relacdo aos
farmacos livres, e mais importante, os farmacos parecem se acumular nos foliculos
pilosos, aumentando significativamente a captacao de rifampicina nessas estruturas
e criando um depdésito de fosfato de clindamicina ainda maior na superficie da pele,
mesmo quando a pele estda em uma condicdo sebacea, imitando o que ocorre

durante a fisiopatologia da hidradenite supurativa.



113

Os nanocarreadores lipidicos ndo mostraram potencial para irritagcdo da pele,
provando ser uma alternativa segura para aplicacéo topica continua.

Assim, os CLN desenvolvidos contendo fosfato de clindamicina e rifampicina
parecem ser uma alternativa efetiva e segura por viabilizar o tratamento topico da

hidradenite supurativa.
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