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RESUMO

A terapia topica € a primeira escolha no tratamento da acne leve a moderada e o
acido retindico todo trans (AR) é um dos farmacos mais usados. Contudo, sua
aplicacéo topica € acompanhada por uma alta incidéncia de reacgbes adversas,
incluindo eritema e irritagcdo. As nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS) sdo uma
alternativa interessante para reduzir as reacdes adversas sem comprometer a
eficacia. Por outro lado, a combinacdo de retindides e antimicrobianos representa
uma inovagdo na terapia tépica da acne e, recentemente, o 4cido laurico (AL), um
acido graxo presente no sebo, mostrou atividade elevada contra o Propionibacterium
acnes. Este trabalho tem por objetivo desenvolver NLS carregadas com AR e AL. A
influéncia da STE, uma amina lipofilica, sobre as caracteristicas das NLS foi
investigada. As NLS foram preparadas pelo método de homogeneizacdo a quente,
utilizando sonda de ultrassom. O didmetro médio das particulas foi similar para os
trés niveis de STE avaliados (0, 0,2 e 0,4%) e o potencial zeta aumentou em funcéo
do teor de STE. O teor de encapsulacdo (TE) dos acidos foi avaliado 0 e 15 dias
apos a preparacdo. O TE do AR e do AL foi elevado no tempo inicial para os trés
niveis de STE. No entanto, uma diminuicdo significativa do TE para o AR foi
observada ap6s 15 dias na NLS com 0% de STE. As NLS carregadas com AR e AL
foram caracterizadas por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Difracao de
raios-X (DRX). Os termogramas de DSC e os difratogramas de DRX revelaram
integracdo do AR e do AL a matriz lipidica das NLS, sugerindo que o AL foi capaz de
desestruturar a matriz lipidica, permitindo o elevado TE do AR. A atividade inibitoria
do crescimento in vitro foi avaliada para Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis. As NLS carregadas com AR e AL inibiram o
crescimento dos microrganimos avaliados, com papel importante da carga positiva
da STE. Em suma, foi demonstrado que as NLS carregadas com AL facilitam a
incorporagcdao do AR e que a presenca da STE assegura boa estabilidade da
encapsulacdo. Além disso, NLS carregadas com AR e AL apresentam potencial
atividade antimicrobiana, representando uma alternativa interessante para o

tratamento topico da acne vulgaris.

Palavras-chave: Acne vulgaris, tratamento topico, nanoparticulas lipidicas soélidas,

acido retinodico, acido laurico.



ABSTRACT

Topical therapy is the first choice in the treatment of mild to moderate acne and all-
trans retinoic acid (tretinoin, RA) is one of the most used drugs. However, its topical
application is followed by high incidence of side-effects, including erythema and
irritation. Solid lipid nanoparticles (SLN) are an interesting alternative to reduce side-
effects without compromising efficacy. On the other hand, combination of retinoids
and antimicrobials represents an innovative approach in topical therapy of acne, and,
recently, lauric acid (LA), a fatty acid present in sebum, has shown strong activity
against Propionibacterium acnes. This work aims to develop SLN loaded with RA
and LA. The influence of stearylamine (SA), a lipophilic amine, over the
characteristics of SLN was investigated. SLN were prepared by the hot melt
homogenization method using an emulsification-ultrasound. The mean particle
diameter was similar for the three levels of SA evaluated (0, 0.2 and 0.4%) and zeta
potential increased according to the level of SA. Encapsulation Eficiency (EE) of the
acids was evaluated 0 and 15 days after preparation. EE of RA and LA was high at
initial time for the three levels of SA. However, a significant decrease for EE of RA
was observed 15 days later in SLN with 0% of SA. SLN loaded with RA and LA were
characterized by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and X-ray Diffraction
(XRD). The DSC thermograms and XRD diffractograms showed integration of RA
and LA to the lipid matrix of SLN, suggesting that LA was able to disrupt the lipid
matrix, allowing the increased EE of RA. The in vitro growth inhibitory activity was
evaluated for Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. SLN loaded with RA and LA inhibited the growth of the evaluated
microorganisms, with important role of the positive charge of SA. In summary, it was
demonstrated that SLN loaded with LA facilitate the incorporation of RA and the
presence of SA is important to ensure good stability of encapsulation. Moreover, SLN
loaded with RA and LA show potential antimicrobial activity, representing an

interesting alternative for topical treatment of acne vulgaris.

Keywords: Acne vulgaris, topical therapy, solid lipid nanoparticles, retinoic acid,

lauric acid.
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1 INTRODUCAO

A acne vulgaris é uma doenca comum, afetando, aproximadamente, 40 a 50
milhdes de pessoas somente nos EUA (White, 1998). Entre os adolescentes sua
prevaléncia pode alcancar 80%, podendo os sintomas clinicos persistir ao longo da
vida adulta, impactando negativamente a qualidade de vida desses individuos (Koo
1995). A acne € uma dermatose inflamatoria cronica da unidade pilossebacea (UPS)
e é caracterizada por anormalidades na producéo de sebo, descamacéo do epitélio
folicular, proliferacdo bacteriana, inflamacdo e reacdes imunolégicas do paciente
(Gollnick, 2003).

De acordo com sua evolucao, a acne é normalmente classificada como leve,
moderada e grave. A terapia topica é a primeira escolha no tratamento de pacientes
com acne leve a moderada e o acido retinodico todo trans (tretinoina, AR) € um dos
farmacos mais usados. No entanto, a aplicacdo tépica do AR é acompanhada por
uma alta incidéncia de reacBes adversas locais, tais como eritema local leve a grave,
ressecamento e descamacao, comprometendo a adesao do paciente e a eficacia da
terapia (Gollnick et al., 2003).

Para reduzir essas reacoes adversas, a utilizacdo de baixas concentracdes
dos farmacos antiacne, assim como dos novos sistemas de liberacao de farmacos,
tém sido propostos (Castro;Ferreira 2008). Os sistemas de liberacdo de farmacos
vesiculares e particulados, como lipossomas, microesferas e nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS) apresentam potencial para liberacdo controlada. A aplicacdo desses
sistemas na pele permite a distribuicdo gradual dos agentes topicos e, em alguns
casos, tém demonstrado habilidade para reduzir a irritacdo cutanea de farmacos
antiacne, enquanto mantem eficacia similar quando comparados com as
formulagdes convencionais (Castro, 2007).

Dentre esses sistemas, as NLS representam uma alternativa interessante
para a encapsulacdo do AR. As NLS sé&o de facil transposi¢éo para escala industrial,
nao requerem uso de solventes organicos (Mduller et al., 2000) e tém mostrado
potencial para direcionamento folicular (Jenning et al, 2000b). No entanto, o teor de
encapsulacdo do AR nas NLS é usualmente baixa, a menos que uma relagao
tensoativo/lipide alta seja utilizada (Lim; Kim, 2002). Contudo, recentemente, Castro
et al (2009), mostraram que a formacdo de um par ibnico entre o AR e a

estearilamina, uma amina lipofilica, proporcionou alto teor de encapsulacédo do AR,
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com estabilidade a longo prazo e menor irritagdo comparada a formulagéao
comercial.

Dada a natureza multifatorial da patogenia da acne, o uso de terapias
combinadas tem sido desenvolvido. Dentre as combinagfes utilizadas, o uso
associado de retindides e antimicrobianos tem sido uma das op¢des mais efetivas,
mostrando melhores resultados do que cada tratamento isoladamente (Gollnick,
2003). Recentemente, foi mostrado que o acido laurico (AL), um &cido graxo
presente no sebo, apresentou elevada atividade contra o Propionibacterium acnes
(P.acnes), bactéria envolvida na patogenia da acne, tanto in vitro como em modelo
animal de acne inflamatdria (Nakatsuji et al 2009). Além disso, esta acdo também foi
observada com uma formulacéo de lipossomas contendo AL, que mostrou inibicao
do crescimento do P. acnes in vitro (Yang et al 2009).

Neste sentido, o objetivo do presente projeto é o desenvolvimento e
caracterizacdo de uma nova formulacdo de NLS contendo AR e AL como alternativa
inovadora para o tratamento topico da acne vulgaris. A influéncia da estearilamina
no teor de encapsulacdo do AR e do AL sera avaliada e também é proposta a
avaliacdo da atividade inibidora do crescimento in vitro das NLS contra o P. acnes,

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Etiopatogenia da acne vulgaris

A acne vulgaris, popularmente conhecida como acne, € uma doenca comum,
que afeta, aproximadamente, 40 a 50 milhdes de pessoas somente nos EUA (White,
1998). Sua prevaléncia entre os adolescentes € de cerca de 80%, para ambos 0s
sexos. Normalmente a acne regride na idade adulta, mas muitos pacientes podem
apresentar acne persistente ou voltar a desenvolvé-la mesmo apds a adolescéncia
(Collier, 2008).

Embora a acne ndo seja uma doenca que ameace a vida do paciente, ela
pode ter um impacto psicossocial negativo e significante, especialmente entre 0s
adolescentes (Billow, 1996). Este impacto pode comprometer a vida social e
profissional do individuo, com consequéncias como baixa autoestima, depressédo e
idéias suicidas (Koo, 1995).

A acne tem etiopatogenia complexa, envolvendo queratinizacdo anormal,
funcdo hormonal, crescimento bacteriano (Propionibacterium acnes — P. acnes) e
hipersensibilidade imunoldgica (Webster, 2002). Seu sitio é a unidade pilossebacea
(UPS), composta de glandulas sebaceas multilobulares, um fio de cabelo rudimentar
e um canal folicular revestido de epitélio escamoso estratificado (Figura 1A).
Durante o ciclo regular de desenvolvimento da pele, as células descamadas sao
carreadas do foliculo em direcdo a superficie da pele pelo sebo secretado a partir
das glandulas sebaceas através de um canal chamado infundibulo. O
desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo normais da UPS requer a interacao
de andrégenos com diversos outros fatores biolégicos, como fatores de crescimento
e hormonio da tiredide (Gollnick, 2003).

A primeira alteracdo morfologica na UPS na acne é a diferenciagdo anormal
do epitélio folicular, causando bloqueio mecéanico progressivo ao fluxo de sebo e
células descamadas e levando a formacdo do microcomedéo (Figura 1B). Este,
embora clinicamente nao visivel, é a lesdo precursora de todas as demais lesdes
presentes na acne (Billow, 1996; Gollnick, 2003).

A medida que o sebo e as células se acumulam na UPS, o microcomedao
aumenta de tamanho e se torna visivel, sendo denominado de comedao fechado,
pelo fato de seu conteudo ndo alcancgar a superficie da pele (Figura 1C). Dois

processos podem ocorrer a seguir, um levando a acne nao inflamatéria e o outro a



acne inflamatoria. A maioria dos pacientes apresenta uma combinacdo de ambas as
formas. Se a tampa formada por sebo e células aumenta e é projetada do orificio do
canal folicular, forma-se o comedao aberto, visto que seu conteddo se abre para a
superficie e pode apresentar uma coloracdo escura, decorrente da melanina
produzida pelas células epiteliais que revestem o infundibulo (Figura 1D). Os
comeddes, tanto abertos como fechados, sdo popularmente conhecidos como

“cravos’.

A- Foliculo normal (unidade pilosebacea) B- Microcomedaio

I N Queratinocitos
nsercoes

lipidicas

Desenvolvimento da
tampa (plug) epitelia

P. acnes

Glandulas sebiceas Derme

Infundibulo

Glandula sucluriparzjx
apocrina

IGordura subcutinea

Edema

Influxo de leucdcitos
polimorfonucleares

Figura 1 - Patogénese da acne. Adaptado de Billow (1996).



A ruptura da parede do foliculo piloso produz uma reacédo inflamatoéria ao
redor do comedado, formando a papula (Figura 1E). As papulas séo lesbes
inflamatorias que se apresentam com areas vermelhas e com edema na pele. Essas
lesbes podem progredir para formarem as pustulas, nas quais a area, além de se
apresentar vermelha e com edema, apresenta pus. Sao popularmente conhecidas
como “espinhas” (Figura 1F). As pustulas podem se romper espontaneamente. Uma
penetracdo mais extensiva nos tecidos que circundam a area ocasiona lesdes
nodulares purulentas e necroticas (Billow, 1996).

Clinicamente, a acne é classificada em leve, moderada e grave, dependendo

do tipo, niUmero e gravidade das lesbes predominantes (Tabela 1) (Gollnick, 2003).

Tabela 1 — Classificagéo e caracteristicas clinicas dos principais tipos de acne.

Classificagao Caracteristica clinica

Leve Predominancia de comeddes fechados e abertos, com

poucas papulas e/ou pustulas e nenhum nédulo

Moderada Maior numero de papulas e pustulas e presenca de

poucos nodulos

Grave Numerosas papulas e pustulas e muitos nddulos,

podendo ocasionar cicatrizes extensas

Os fatores fisiopatoldégicos mais notaveis que influenciam o desenvolvimento
da acne sdo: hiperplasia das glandulas sebaceas e seborréia, alteracdo do
crescimento e diferenciacdo dos queratindcitos foliculares, coloniza¢do do foliculo
piloso por P. acnes, inflamacao e resposta imune associadas. Merecem destaque a
alteracdo do crescimento e diferenciacéo foliculares e a hiperplasia das glandulas
sebaceas, pois sdo os fatores que, combinados, levam a formacdo do
microcomedao, primeira lesdo da acne. Contudo, o papel do P. acnes e da resposta
imune no surgimento e evolugdo das lesdes inflamatérias ndo podem ser

desconsiderados (Gollnick et al., 2003).



2.1.1 Glandulas sebaceas e seborréia

As glandulas sebaceas sob a acdo de andrdgenos, principalmente a
testosterona, produzem o sebo, uma mistura complexa e variavel de lipides. O sebo
atinge a superficie da pele passando pelo infundibulo. Sua funcéo é retardar a perda
de agua e manter a hidratacdo da pele e do pelo. A acne tende a ocorrer com maior
frequéncia na face, no tronco e no peito devido ao maior niumero de glandulas
sebéaceas presente nestas regides (Billow, 1996).

A acne se inicia na puberdade quando a producdo de sebo comeca a
aumentar pela estimulacédo dos andrégenos, alcancando seu pico na adolescéncia e
diminuindo ao longo dos anos. A testosterona exerce o papel mais importante,
sendo convertida localmente pela enzima 5a-redutase tipo | em sua forma mais
ativa, a Sa-diidrotestosterona. Esta, por sua vez, estimula um aumento na producao
de sebo. A 5a-redutase tipo | é mais abundantemente expressa em sebdcitos da
face, o que se correlaciona com a maior prevaléncia de acne facial. Além disso,
acredita-se que o aumento na producdo de sebo esteja relacionado com uma
sensibilidade aumentada das glandulas sebaceas ao estimulo androgénico, bem
como maior atividade da 5a-redutase tipo | em pacientes com acne (Gollnick, 2003;
Pawin et al., 2004).

A producado exacerbada de sebo esta intimamente relacionada a patogénese
da acne, uma vez que fornece um ambiente anaerébico e rico em lipides,
favorecendo o crescimento do P. acnes (Gollnick, 2003). Mas, recentemente, outros
fatores que ndo apenas o aumento na producéo de sebo foram identificados. Dentre

eles, pode-se destacar:

e a producao da citocina inflamatéria interleucina IL-1a e de acidos graxos livres
pelos sebdcitos (Gollnick, 2003);

e a presengca de receptores nos sebocitos para a substancia P, um
neuromediador, sugerindo uma possivel explicacdo para a exarcebacdo da
acne induzida pelo estresse em alguns pacientes (Pawin et al., 2004; Dreno,
2010);

e a importancia da composi¢cdo do sebo, notadamente quanto aos niveis de
acido linoléico, cuja diminuicdo estaria ligada ao aumento na producdo de

sebo e hiperqueratinizacao (Pawin et al., 2004; Gollnick, 2003).



2.1.2 Crescimento e diferenciacao foliculares

A hiperproliferacdo e a descamacdo anormal do epitélio folicular sdo as
primeiras alteracées morfologicas que ocorrem na UPS e levam a formacdo do
microcomedao (Dreno, 2010). O processo de eliminacdo e descamacao das células
do epitélio folicular, embora ainda ndo bem estabelecido, envolve diminuicdo da
coesao entre as células. O desenvolvimento e descamacao epiteliais anormais, seja
devido ao aumento de proliferacdo ou separacao inadequada das células ou mesmo
a uma combinacdo de ambos os fatores, estdo envolvidos na patogénese da acne
(Gollnick, 2003).

Vérios fatores estdo relacionados a estas alteracdes dos queratindcitos. Os
lipides presentes no sebo sdo especificos para cada espécie e, no ser humano, os
principais sdo o esqualeno, ceras, triglicerideos e acidos graxos livres. Alteracdes na
composicdo do sebo correlacionam-se com inducdo de hiperproliferacao folicular,
destacando-se a diminuicdo dos niveis de acido linoléico, aumento dos niveis de
esqualeno e acidos graxos livres (Cunliffe et al.,, 2004; Dreno 2010). Os
queratinécitos, assim como os sebdcitos, apresentam receptores para andrégenos e
também expressam a enzima 5a-redutase tipo |, sugerindo uma relacdo entre
atividade androgénica e proliferacao folicular (Pawin et al., 2004). A secrecao de
interleucina IL-1a pelos queratinécitos foliculares em resposta a irritacdo local
também causa estimulacdo da comedogénese (Cunliffe et al., 2004; Dreno, 2010;
Gollnick, 2003).

Recentemente foi sugerido por Burkhart; Burkhart (2007) que polissacarideos
excretados no meio extracelular pelo P. acnes contribuiriam para o aumento na
adesdo entre os corneocitos, favorecendo a formacdo do microcomeddo. Além
disso, mudancas na expressao de integrinas, moléculas que garantem adesao entre
0s queratinécitos, podem exercer um papel importante na comedogénese, alterando

a proliferacao dos queratinocitos (Pawin et al., 2004).

2.1.3 Propionibacterium acnes e resposta inflamatoéria

A microbiologia da UPS envolve trés grupos de microrganismos mais
importantes:  aerébicos dos géneros  Staphylococcus e  Micrococcus;

semianaerdbicos do género Propionibacterium, como P. acnes, P. granulosum e P.



avidum; e fungos lipofilicos. O P. acnes (Figura 2) € a espécie mais comumente
encontrada e esta presente em cerca de 100 % dos adultos (Leyden et al., 1998). A
pele normal apresenta distribuicdes diferentes quanto a colonizagdo por P. acnes,
sendo estas relacionadas a idade e ao local do corpo. Os niveis de P. acnes
alcangcam valores maximos ao final da adolescéncia e inicio da idade adulta e estéo
presentes, principalmente, em regides do corpo ricas em glandulas sebaceas, como
a face e o couro cabeludo (Leyden et al., 1998; Gollnick, 2003).

'57.\

Figura 2 - Propionibacterium acnes. Adaptado de Webster (2002).

O P. acnes néo é considerado um patoégeno, porém € o principal contribuinte
para o desenvolvimento das lesBes inflamatérias da acne (Billow, 1996). Ao se
desenvolver no foliculo rico em sebo, o P. acnes secreta lipases que degradam os
triglicerideos, formando glicerol, usado como substrato, e acidos graxos livres que
tem acdo préinflamatéria e comedogénica (Gollnick, 2003). Os &cidos graxos livres e
fragmentos de P. acnes se difundem através da parede folicular, levando a um
afluxo de neutrofilos polimorfonucleares por quimiotaxia. A liberagdo de enzimas
hidroliticas pelos neutrofilos causam ruptura da parede do foliculo e a liberagdo de
seu conteldo para a derme circundante, produzindo resposta inflamatéria (Webster,
2002; Pawin et al., 2004).

O P. acnes pode contribuir para a acne inflamatéria por meio de seus efeitos
na resposta imune humoral e celular, assim como ativacdo do complemento e

producao de citocinas (Burkhart et al., 1999). Um fator importante a ser considerado



€ o0 papel dos receptores toll-like na patogenia da acne. Os receptores toll-like (TLR)
sdo receptores transmembrana do sistema imune inato presentes em monocitos,
neutrofilos polimorfonucleares e também em queratindcitos. Sao ativados por
componentes bacterianos, particularmente bactérias Gram-positivas, como o P.
acnes (Tenaud et al., 2007). Pesquisas atuais mostram que a ativacdo dos TLR pelo
P. acnes causa liberacdo de diversas citocinas proéinflamatérias (Thiboutout et al.,
2009).

A hipotese de que o P. acnes esteja envolvido na patogenia da acne j4 esta
bem estabelecida, sendo reforcada pelo tratamento bem sucedido da acne com
antibiéticos e sua reduzida eficacia quando espécies resistentes de P. acnes estédo
presentes (Bojar; Holland, 2004). Diferencas na sensibilidade individual ao P. acnes
poderiam explicar as variacdes na gravidade da acne inflamatdria entre os pacientes
(Gollnick, 2003). Contudo, somente a colonizacdo por P. acnes ndo esta
correlacionada com o desenvolvimento da acne, sendo necessaria sua interacao
com os demais fatores etiopatogénicos (Friedlander et al., 2010). Interacao esta, que

recentemente, é considerada muito mais complexa do que se acreditava.

2.2 Tratamento da acne vulgaris

O tratamento precoce e efetivo é extremamente importante para prevenir as
sequelas fisicas e psicolégicas que a acne pode trazer ao paciente. Os objetivos
patofisiolégicos do tratamento da acne incluem a redu¢édo da producdo de sebo, a
normalizacdo da queratinizacdo, a reducado interfolicular do P. acnes e da
inflamacéo, a resolucdo das lesdes inflamatorias e ndo inflamatérias presentes e a
prevencdo do desenvolvimento de novas lesdes (Gollnick, 2003). A Tabela 2 mostra
0S agentes mais comumente utilizados para o tratamento da acne e suas acgdes
terapéuticas associadas.

O tipo de tratamento escolhido é determinado pela gravidade da acne,
independentemente da idade do paciente. Fatores a serem considerados na
avaliacdo da gravidade da doenca incluem a extensdo das areas afetadas, o tipo de
lesdo predominante e a presenca ou auséncia de cicatrizes. O tratamento topico € a
primeira escolha nos casos de acne leve a moderada, enquanto a terapia sistémica
€ utilizada para tratar os casos de acne moderada a grave (Gollnick, 2003;
Eichenfield, 2010).



Tabela 2 - Agentes utilizados no tratamento da acne e suas a¢des terapéuticas associadas.
Adaptado de Gollnick (2003).

Tratamento Acéo Acéo anti- Acdao anti- Acdao sebos-
guerato- microbiana inflamatoéria supressiva
litica/
comedo-
litica
Topico
Tretinoina Forte Fraca Nenhuma Nenhuma
Adapaleno Forte Fraca Moderada Nenhuma
Tazaroteno Forte Fraca Nenhuma Nenhuma
Acido Moderada Moderada Fraca Nenhuma
azelaico
Peroxido de Fraca* Forte Nenhuma Nenhuma
benzoila
Agentes anti- Fraca* Forte Fraca Nenhuma
bacterianos
tépicos
Sistémico
Agentes anti- Fraca* Forte Moderada Nenhuma
bacterianos
orais
Isotretinoina Forte Moderada* Moderada Forte
oral
Contra- Moderada Nenhuma Nenhuma Forte
ceptivos
orais

*Indiretamente.




2.2.1 Tratamento Ssistémico

O tratamento sistémico € reservado para casos de acne moderada a grave,
incluindo a acne resistente ao tratamento topico, a acne na qual o risco de formacao
de cicatrizes € maior e a acne que atinge grandes areas da superficie corporal
(Thiboutout, 2000; Webster, 2002). As opc¢des incluem os antibioticos orais, a

isotretinoina e o tratamento hormonal (Eichenfield, 2010).

2.2.1.1 Antibiéticos orais

Os antibiéticos orais sdo amplamente usados no tratamento da acne
inflamatoria moderada a grave (Gollnick, 2003). Os antibiéticos orais reduzem o
namero de P. acnes, interferindo em seu crescimento e/ou metabolismo, além de
terem acdo antiinflamatoria, como inibicdo de quimiotaxia. Apresentam efeito indireto
na comedogénese, pois esta € intensificada com a ativacdo do sistema imune pelo
P. acnes (Webster, 2008).

Os antibioticos orais mais utilizados no tratamento da acne na atualidade séo
a minociclina e a doxiciclina, mas co-trimoxazol e trimetropim também sao
alternativas (Eichenfield, 2010). Um aspecto muito importante a ser considerado
guanto ao uso de antibidticos é o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, que é
um problema de salude publica mundial, ndo apenas com relacédo a acne (Thiboutout
et al., 2009).

Em estudo realizado por Cooper (1998) (Figura 3), € mostrada a
evolugdo da resisténcia do P. acnes a diversos antibiéticos utilizados no tratamento
da acne ao longo de vinte anos. Diante dessa realidade, recomenda-se que tanto os
antibiéticos orais quanto os tépicos ndo sejam utilizados como monoterapia, nao
sejam utilizados concomitantemente e que a resposta seja avaliada de 6 a 12
semanas apOs 0 inicio do tratamento, limitando o uso sempre que possivel
(Thiboutout et al., 2009).
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Figura 3 - Aumento na resisténcia do P. acnes a antibi6ticos de 1976 a 1996.

Adaptado de Cooper (1998).

2.2.1.2 Isotretinoina

Os retindides sistémicos, particularmente a isotretinoina, constituem o
tratamento mais eficaz para a acne, sendo o Unico capaz de afetar seus quatro
principais fatores etiopatogénicos (Thiboutout, 2000; Gollnick et al., 2003). Seu
mecanismo de acdo ndo € completamente entendido, mas ela atua diminuindo a
proliferacdo, diferenciacdo e atividade dos sebodcitos. Além disso, normaliza a
queratinizacéo folicular, inibe a comedogénese e apresenta ac¢des antiinflamatorias
diretas e indiretas. Embora ndo tenha efeito antimicrobiano direto, as alteragbes
causadas pela isotretinoina no microambiente folicular determinam redugdo no
namero de P. acnes (Rigopoulos, 2010).

Seu uso é indicado em casos de acne inflamatoria grave, para pacientes que
ndo respondem a terapia convencional, acne moderada a grave reincidente e acne
com graves efeitos psicologicos (Figura 4) (Gollnick et al., 2003). O tratamento com
isotretinoina oral € conhecido por seus efeitos adversos caracteristicos, que incluem
ressecamento profundo de mucosas, descamacgdo facial, mialgia, artralgia,
anormalidades nas enzimas hepaticas e elevacdo nos niveis de triglicerideos e
colesterol, dentre outros (Gollnick, 2003). Sao efeitos reversiveis, relacionados a

dose e passiveis de tratamento sintomatico.



Figura 4 - Efeito do tratamento com isotretinoina oral em acne grave.

Adaptado de Gollnick et al. (2003).

Seu uso € contraindicado para gestantes dado seu claro efeito teratogénico,
além de ser contraindicado durante a lactacdo e em casos de doenca renal ou
hepética graves. O uso de contraceptivos orais € recomendado, sem interrupgoes,
de um més antes do inicio do tratamento até um més apds seu término (Rigopoulos,
2010).

2.2.1.3 Tratamento hormonal

Os tratamentos hormonais sao efetivos na acne porque diminuem 0s niveis
circulantes e locais de andrégenos e, assim seus efeitos nas glandulas sebaceas e
nos queratindcitos. As terapias hormonais usadas na acne incluem antiandrégenos
(acetato de ciproterona, drospirenona, espironolactona e flutamida) e agentes que
diminuem a producdo ovariana ou adrenal de andrégenos, como estrogenos,
contraceptivos orais combinados, glicocorticoides de baixa dose ou agonistas do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). Ha também pesquisa atual por
inibidores especificos de enzimas metabolizadoras de andrégenos como a 5a-
redutase (Katsambas, 2010). A Tabela 3 mostra os mecanismos de acao dos

principais agentes terapéuticos utilizados no tratamento hormonal da acne.



Tabela 3 - Mecanismo de acgéo das terapias hormonais utilizadas no tratamento da acne.

Adaptado de Katsambas (2010).

Terapia hormonal Mecanismo de acao

Inibicdo da ovulacao

Acetato de ciproterona Bloqueio dos receptores de
andrégenos

Flutamida Bloqueio dos receptores de
androgenos

Bloqueio dos receptores de
Espironolactona androgenos

Inibicao da 5a-redutase

Supressao da producao ovariana de

androégenos por suprimir a liberacéo

Estrogenos hipofisaria de gonadotrofina

Estimulacao da sintese hepética de
GLHS*

Inibicdo da producgéo ovariana de
Contraceptivos orais combinados androgenos

Estimulacao da sintese hepética de

GLHS
Glicocorticoides orais Bloqueio adrenal da producao de
androgenos
Agonistas GnRH Inibicdo da produc¢éo ovariana de
andrégenos

*GLHS = Globulina de Ligacdo a Hormdnios Sexuais

A terapia hormonal é indicada em pacientes do sexo feminino nas seguintes
situacdes: exacerbacao da acne ap0s a menstruagcao, acne resistente ao tratamento
com isotretinoina oral, acne de surgimento tardio, sindrome do ovario policistico ou
presenca de sinais clinicos de hiperandrogenismo, tais como alopecia, seborréia
e/ou hirsutismo (Gollnick 2003; Katsambas, 2010).



2.2.2 Tratamento topico

As opcdes mais recomendadas para o tratamento topico da acne
compreendem o0s retindides e antibacterianos. Os retindides apresentam acao
queratolitica primaria e efeitos anticomedogénicos, efeitos antiinflamatérios
moderados e atividade antibacteriana fraca e indireta, provavelmente por normalizar
o ambiente folicular. Os agentes antibacterianos tem acdo mais ou menos intensa
contra o P. acnes, além de acdo comedolitica fraca e acdes antiinflamatérias
(Gollnick; Schramm, 1998).

2.2.2.1 Retindides tdpicos

Os retindides topicos e farmacos similares, nos quais se incluem o acido
retindico todo trans (tretinoina, AR), o adapaleno e o tazaroteno, sdo 0s agentes
tépicos mais comumente utilizados. Os retindides sdo compostos quimicamente
relacionados a vitamina A, também conhecida como retinol. O mecanismo de acéo
dos retindides nos queratindcitos € mediado pela ligacdo a receptores nucleares que
fazem parte da familia esterdide/tiredide (Figura 5) (Zaenglein, 2008).

(5 [

9-cisAR ARtodo trans

DNA
Polimerase

Transcrigio
Génica

Citoplasma

Figura 5 - Mecanismo de ag&do dos retindides.

Adaptado de Zaenglein (2008).
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O retinol é convertido a acido retindico que se liga as proteinas
citoplasmaticas de ligacdo ao acido retindico (CRABP). Essas proteinas transportam
o0 AR ao nucleo, onde ele interage com os receptores de AR (RAR’s). O complexo
AR-RAR forma um dimero com outro complexo formado pelo acido 9-cis-retindico e
o receptor de retindide X (RXR). O dimero age como fator de transcri¢cdo, alterando
a expressao de genes especificos, chamados elementos responsivos ao AR
(ERAR), e influenciando a proliferacéo e diferenciacéo epiteliais. O uso de retindides
topicos leva a diminuicdo do niumero de comeddes e lesdes inflamatorias existentes
e reduz a formagdo de novos comeddes, uma vez que afetam diretamente a
formacédo do microcomedéo (Gollnick; Schramm, 1998; Gollnick et al., 2003).

De acordo com sua estrutura quimica, os retindides sdo classificados em
retindides de 12, 22 e 32 geracao (Tabela 4) (Mukherjee, 2006). Os retindides de 12
geracdo, representados principalmente pela tretinoina e isotretinoina, foram os
primeiros retindides disponibilizados para o tratamento da acne, destacando-se o
uso da tretinoina no tratamento tépico e da isotretinoina no tratamento sistémico. Os
de 22 geracéo, representados pelo etretinato e acitretina, sdo utilizados por via oral
no tratamento da psoriase. Ja os de 32 geracdo, representados pelo adapaleno e
tazaroteno, foram introduzidos mais recentemente no mercado e séo retindides

produzidos sinteticamente (Zaenglein, 2008).

2.2.2.2 Acido retindico

O &cido retindico todo trans (tretinoina, AR) (Tabela 4) é um farmaco efetivo
no tratamento topico da acne (Manconi, 2002). Foi o primeiro retinéide usado no
tratamento da acne, sendo introduzido no mercado por volta dos anos 70. Também
foi o primeiro a ser disponibilizado em formulagcfes genéricas, além de ser, de longe,
o retindide mais estudado em ensaios clinicos de diversos tipos, 0 que tornou seu
uso clinico consagrado até os dias atuais (Leyden, 1998).

O AR tem alta afinidade pelos trés subtipos de RAR e pelas CRABP.
Encontra-se disponivel no mercado em concentragbes que vao de 0,01 a 0,1% em
veiculos diversos, como creme, gel ou solucdo, entre outros. Sdo muito utilizadas as
formulacbes a 0,025% em creme e gel (Gollnick; Schramm, 1998; Krautheim;
Gollnick, 2004).



Tabela 4 - Classificago e estrutura dos retindides. Adaptado de Mukherjee (2006).

Classificagéo Estrutura quimica
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O AR topico € um agente comedolitico altamente efetivo, promovendo
normalizagdo da queratinizagdo, diminuicdo das lesbes inflamatorias e né&o
inflamatorias existentes, além de inibir a formacdo do microcomedao. A melhora
clinica ocorre normalmente no 3° ou 4° més de tratamento. O AR é efetivo como
monoterapia ou terapia combinada nos casos de acne leve a moderada (Thiboutout,
2000).

Embora seu uso sempre esteve associado as suas aclOes queratolitica a
comedolitica, atualmente seus efeitos antinflamatérios ja sdo conhecidos e
possivelmente sdo causados por sua habilidade de regular a expresséo e ativagao
dos receptores toll-like tipo 2 (TLR2), diminuindo a producdo de citocinas
inflamatérias (Liu et al., 2005; Wang; Zane, 2008). Em estudo realizado por Lucky et
al. (1998), a aplicagdo diaria de AR, em gel e creme a 0,025%, foi estatisticamente
mais efetiva em comparacao ao veiculo na reducao de todos os tipos de lesdes.

No entanto, sua aplicacéo tdpica propicia usualmente uma alta incidéncia de
reacoes adversas, tais como irritacdo, eritema, ressecamento, descamacao e
sensibilidade aumentada a luz solar (Thiboutout, 2000). Estas reacdes adversas
locais comprometem a adeséo do paciente e a eficicia da terapia. Para minimizar
tais efeitos, a terapia deve ser iniciada com baixa concentragdo, sendo aumentada
gradualmente e também é recomendado o uso de hidratantes (Webster, 2002;
Thiboutout, 2000). Além disso, novas formulacbes de AR, bem como novos
retindides vém sendo desenvolvidos e avaliados (Gollnick et al., 2003).

O medicamento Retin-A Micro®, gel com microesferas, foi a primeira
formulagdo modificada desenvolvida para diminuir a irritagdo causada pelo AR. As
microesferas inertes sdo carregadas com AR, permanecendo na superficie cutanea
a e liberando o AR lentamente. J4 no medicamento Avita®, o uso de um polimero, o
prepoliolprepolimero-2, permite uma liberacdo lenta do AR, diminuindo a irritacdo
(Zaenglein, 2008). Nas duas formula¢cbes, o objetivo € evitar que o AR atinja as
camadas mais profundas da epiderme e, desta maneira, reduzir a irritagdo (Leyden,
1998). Cabe ressaltar que o AR é uma molécula instavel, sendo degradada de
maneira relativamente facil pela presenca de agentes oxidantes e pela luz (Martin et
al., 1998). A fotossensibilidade associada ao seu uso é atribuida aos produtos de
fotodegradacao (Tashtoush, 2008).

O potencial teratogénico dos retindides de uso oral, como a isotretinoina, ja é

bem conhecido, mas os efeitos adversos do AR topico se limitam a pele. O risco de



efeitos adversos sistémicos é considerado minimo, uma vez que cerca de 1 % da
droga aplicada na pele alcanca a circulacdo e ndo altera os niveis de vitamina A.
Contudo, o AR ¢é classificado na categoria C de risco a gravidez e a opcao pelo

tratamento deve ser feita sob a supervisdo de um médico (Webster, 1998).

2.2.2.3 Antibacterianos topicos

Os agentes antibacterianos topicos atuam principalmente causando reducao
na colonizacdo por P. acnes, além de apresentarem acOes comedoliticas e
antiinflamatdrias. Os mais utilizados sé@o a eritromicina, a clindamicina, o peroxido de
benzoila e o 4cido azelaico (Gollnick et al., 2003).

Os antibidticos topicos sao indicados no tratamento da acne inflamatoria leve
a moderada, sendo a eritromicina e a clindamicina os mais comumente usados, com
eficacia equivalente (Krauteim; Gollnick, 2004). Reduzem a populacdo de P. aches e
demonstram atividade antiinflamatdria por suprimir a quimiotaxia e diminuir a
qguantidade de acidos graxos livres proinflamatérios no foliculo pilossebaceo
(Thiboutout, 2000), além de ter atividade comedolitica indireta (Gollnick, 2003).

Todos os antibiéticos tdpicos causam irritacao local em alguma extenséo, que
pode ser influenciada pelo veiculo usado na formulagéo (Gollnick, 2003). A eficacia
da clindamicina e da eritromicina ja esta bem estabelecida, mas um dos maiores
problemas associados ao seu uso € o desenvolvimento de resisténcia bacteriana,
que tem sido relatado nos Ultimos anos, particularmente com a eritromicina
(Thiboutout, 2000; Webster, 2002).

Como consequéncia, atualmente o uso da eritromicina e da clindamicina,
assim como dos demais antibioticos tdpicos, s6 € recomendado por curto periodo de
tempo e em associacao com outro agente tépico, como peréxido de benzoila ou um
retindide (Krauteim; Gollnick, 2004; Thiboutou et al., 2009).

O peroxido de benzoila (PB) é um agente bactericida potente que atua por
meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio, reduzindo a populacdo de P.
acnes e levando a uma reducdo subsequente nos niveis de acidos graxos livres na
pele (Gollnick; Schramm, 1998). O PB causa melhoria rapida em lesdes
inflamatorias e ndo inflamatérias e € um dos agentes tépicos mais utilizados na
atualidade (Thiboutout, 2000).



O PB estid disponivel em uma grande variedade de concentracbes e
preparacdes, sendo muito efetivo e muito usado em combinagdo com tretinoina ou
antibiéticos tépicos (Thiboutou et al., 2009). Seus principais efeitos adversos sao
irritacdo local, eritema e ressecamento, que sdo mais pronunciados no inicio do
tratamento e podem ser minimizados com concentragdes menores e utilizando
creme como veiculo (Webster, 2002). O farmaco pode manchar roupas e lencais,
fato que se constitui um inconveniente quando ele deve ser aplicado em regides
como torax e costas (Thiboutout, 2000).

Cabe destacar que uma maior concentracdo nao esta necessariamente
relacionada com maior efecacia, uma vez que a comparacado de géis contendo PB a
2,5, 5 e a 10% ndo mostraram diferenca significativa quanto a eficacia, mas o gel a
2,5% apresentou menores efeitos adversos (Webster; Graber, 2008). Uma vantagem
associada ao uso do PB é o ndo desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Pawin
et al., 2004; Gollnick et al., 2003).

O acido azelaico, um acido dicarboxilico de ocorréncia natural, apresenta
propriedades bacteriostatica e comedolitica moderadas, além de fraca atividade
antiinflamatdria (Thiboutout, 2000). Estudos clinicos mostram que o acido azeldico é
eficaz no tratamento da acne leve a moderada, apresentando eritema e queimacgao
como efeitos adversos mais comuns. Este farmaco é considerado uma opc¢édo de

associacao aos antibiéticos topicos (Krauteim; Gollnick, 2004; Gollnick et al., 2003).

2.2.3 Terapia combinada

Devido a natureza multifatorial da etiopatogenia da acne, a monoterapia é
considerada insuficiente para 0 seu tratamento. A combinacdo de agentes
terapéuticos permite tratar mais de um dos fatores envolvidos na patogénese
(Figura 6), sendo que a combinacao de retindides com antibiéticos orais ou topicos
e a combinacgdo de retindides topicos com peroxido de benzoila sdo consideradas
extremamente efetivas para o tratamento da acne vwvulgaris (Gollnick, 2003;
Thiboutout et al., 2009).

A resolucdo de lesBes inflamatérias e comeddes é alcancada de maneira
mais rapida e efetiva com a terapia combinada em comparacao a terapia isolada. Os
antibacterianos tratam as lesfes rapidamente por agirem na reducéo da colonizacéo

bacteriana e, em certo grau, na inflamacéo. Ja os retindides agem de maneira mais



lenta, prevenindo a formagdo de novas lesdes e exercendo efeitos
imunomodulatérios na inflamacgéo e na comedogénese. Esse conjunto de a¢des tem
um impacto positivo na adesdo do paciente ao tratamento, na autoestima e no bem

estar psicoldgico (Gollnick et al., 2003).

Retindides topicos

* Normalizacdo da
descamacdo folicular.

Isotretinoina oral

* Reducédo na

* Reducéo na resposta producéo de sebo.
inflamataria. * Normalizacdo da

descamacdo folicular.
* Reducéo indireta no

P. acnes.
* Reducdo na
inflamacéo.
Antibidticos
* Reducéo dos Horménios

microorganismos.

* Reducdo na
resposta inflamatdria.

* Reducéo na
producédo de sebo.

* Normalizacdo da

Perdxido de benzoila descamacio folicular.

* Reducdo dos
microorganismos.

Figura 6 - Vis&o geral do mecanismo de agédo dos medicamentos usados no tratamento da

acne. Adaptado de Gollnick et al. (2003).

Em estudo realizado por Leyden et al. (2006) utilizando 2219 pacientes, foram
avaliadas a eficicia e a seguranca de um gel contendo clindamicina e tretinoina em
comparacao com cada agente isolado e o veiculo. A combinagéo de clindamicina e
tretinoina causou reducdo significativamente maior em lesdes inflamatérias e néo
inflamatorias em comparacao aos demais tratamentos. Com relacdo a tolerabilidade,
a combinagcdo mostrou-se semelhante a cada agente usado isoladamente.

Os retinoides topicos podem afetar a permeabilidade cutanea por diminuirem
a espessura do estrato cérneo da epiderme, aumentando, desta forma, a penetragéo
dos antibioticos topicos. Além disso, o aumento do turnover celular no epitélio
folicular permitiria que o antibidtico oral alcangasse uma maior concentragcdo na
UPS, potencializando seu efeito. Esta estratégia minimizaria o potencial de geragéo
de resisténcia bacteriana por permitir uma acao mais rapida do antibiético, limitando

a duracdo da exposicdo ao mesmo (Gollnick et al., 2003). A possibilidade de
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diminuicdo da resisténcia bacteriana é considerada outra vantagem no uso da
terapia combinada (Tanghetti, 2005)

Atualmente € consenso entre os especialistas que a terapia combinada deve
ser o tratamento de primeira escolha para quase todos os pacientes com ache e
seus principais beneficios sé sdo alcancados quando os dois tratamentos sao
aplicados desde o inicio da terapia (Thiboutou et al., 2009). A interrupcdo do
tratamento antibacteriano apos 3 a 4 meses de terapia combinada e o uso de
retindides topicos para a terapia de manutencdo é uma estratégia altamente efetiva,
especialmente quando se considera o risco do desenvolvimento de resisténcia
bacteriana com o uso de antibiéticos por longo periodo de tempo (Gollnick, 2003).

Ainda com relacéo ao risco de resisténcia bacteriana, tem-se preferido utilizar
o PB como agente antibacteriano na terapia combinada, devido ao fato de seu uso
nao estar associado ao desenvolvimento de resisténcia (Tanghetti, 2005). Por este
aspecto, a combinacéo retindide/PB é considerada a mais desejavel (Thiboutout et
al., 2009).

2.3 Acido laurico

Lipides diversos e peptideos sdo responsaveis pelo menos por parte da
atividade antimicrobiana apresentada pela pele (Nakatsuji et al., 2009). Diversos
estudos demonstram a atividade antibacteriana de acidos graxos presentes no sebo
(Drake et al., 2008).

O acido laurico (AL) (Figura 7), acido graxo saturado com cadeia de 12
atomos de carbono presente no sebo, foi considerado um potente &cido graxo de
acdo antimicrobiana. Ele é comumente encontrado em produtos naturais como o
Oleo de coco e o leite (Nakatsuji et al., 2009). O AL mostrou-se efetivo contra
bactérias Gram-positivas e seu possivel mecanismo de acao é a desintegracdo da
membrana celular, embora ndo seja o Unico relatado (Bergsson et al., 2002, Drake
et al., 2008).

Estudos prévios realizados por Puhvel; Reisner (1970) mostraram a acao
antibacteriana de acidos graxos livres saturados contra Corynebacterium acnes,
bactéria Gram-positiva presente na flora cutanea. O acido laurico foi 0 que mostrou

maior atividade. Foi sugerido que a adicdo de monoglicerideos de acidos graxos de



cadeia média, incluindo o AL, a suplementos nutricionais infantis fornece protecao

contra infec¢des virais e bacterianas (Isaacs et al., 1995).

O

/\/\/\/\/\)%H

Figura 7 — Estrutura quimica do &acido laurico (a4cido dodecanoico).

Em estudo realizado por Kabara et al. (1972) no qual foi investigada a
atividade acidos graxos livres contra varios tipos bactérias, o AL foi o &cido graxo
saturado que apresentou maior atividade contra bactérias Gram-positivas. O P.
acnes é uma bactéria Gram-positiva e seu papel na etiopatogenia da acne vulgaris
ja € bem conhecido. Apesar de se saber que o AL tem forte acdo contra muitas
bactérias Gram-positivas, ndo se sabia ao certo seu efeito especificamente contra o
P. acnes.

Recentemente, foi mostrado que o AL apresentou elevada atividade contra o
P. acnes, tanto in vitro como em modelo animal de acne inflamatoria. Alem disso, o
AL ndo induziu toxicidade em sebocitos humanos. Esses resultados indicam o
potencial do AL como alternativa para o tratamento da acne vulgaris. (Nakatsuji et
al.,, 2009). Em estudo realizado por Yang et al. (2009), uma formulacdo de
lipossomas contendo AL mostrou atividade bactericida contra o P. acnes in vitro,

sendo superior aquela encontrada para uma solucao de AL livre.

2.4 Nanoparticulas Lipidicas Solidas

Nos dias atuais, tornou-se evidente que apenas o desenvolvimento de novos
farmacos ndo é suficiente para garantir sucesso na terapia medicamentosa.
Promissores resultados de testes in vitro sdo muitas vezes acompanhados por
resultados desapontadores in vivo, devido a varias razdes, incluindo baixa absorcéo,
rapida metabolizacdo, alta toxicidade e baixa solubilidade, entre outras (Mehnert;
Mader, 2001).

No contexto do tratamento tOpico da acne vulgaris, o acido retindico todo
trans (tretinoina, AR) € um dos farmacos mais usados. No entanto, sua aplicacéo

topica propicia usualmente uma alta incidéncia de reacdes adversas, tais como



ressecamento, eritema, descamacao e irritacdo. Estas reacdes adversas locais
comprometem a adeséo do paciente e a eficacia da terapia (Gollnick et al., 2003).
Uma estratégia promissora para contornar tais obstaculos é o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos. Destes, 0s sistemas vesiculares e particulados,
como nanoemulsdes, lipossomas, micro e nanoparticulas poliméricas, assim como
as nanoparticulas lipidicas soélidas, constituem exemplo (Figura 8) (Mehnert; Mader,
2001).

CAVIDADE

AQUOSA

FARMACO

MATRIZ
POLIMERICA

FARMACO

MATRIZ
LIPIDICA (Solida)

(Porosa)

BICAMADA
FOSFOLIPIDICA

LIPOSSOMAS MICROESFERAS

Figura 8 - Representacéo esquematica de lipossomas, microesferas poliméricas e

nanoparticulas lipidicas solidas (NLS). Adaptado de Castro; Ferreira (2008).

Esses sistemas permitem a distribuicdo gradual dos agentes tdpicos na pele
e, em alguns casos, tém demonstrado habilidade para reduzir a irritacdo de
farmacos antiacne, enquanto mantem uma eficacia similar quando comparados as
formulacbes convencionais (Leyden, 1998). Adicionalmente a liberacdo controlada
de farmacos na epiderme, os sistemas particulados também podem promover o
direcionamento folicular, proporcionando uma alta concentracdo local do agente
ativo na UPS (Wosicka; Cal, 2010).

E importante considerar que esses novos sistemas de liberacdo de farmacos
para o tratamento da acne ainda se encontram em constante processo de evolucéo,
nao somente quanto ao aprimoramento da penetracao topica, mas também quanto
ao direcionamento para camadas especificas da pele, ou mesmo para UPS. Neste
sentido, diversos sistemas particulados contendo farmacos para o tratamento da
acne, como antibioticos, retindides e antiandrégenos, tem sido desenvolvidos

atualmente. Dentre estes, as Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS), tem sido



descritas como potencial sistema de liberacdo de farmacos antiacne (Castro;
Ferreira, 2008).

As NLS representam um sistema particulado de liberacdo de farmacos que
combina as vantagens dos sistemas tradicionais, como os lipossomas, as particulas
poliméricas e as emulsbes, mas ao mesmo tempo minimiza alguns dos
inconvenientes associados a eles (Joshi; Miller, 2009). As NLS, originalmente
desenvolvidas para aplicacdo parenteral, sdo particulas feitas de lipides sélidos com
um diametro médio variando de aproximadamente 50 a 1000 nm (Figura 9) (Muller
et al., 2000).

Figura 9 - Nanoparticulas lipidicas so6lidas de triestearina vistas em microscopia eletrénica

de transmissé&o. Adaptado de Bunjes et al. (2007).

As NLS podem ser derivadas das emulsGes para nutricdo parenteral pela
simples substituicdo do lipide liquido (6leo) por um lipide sdlido. Entretanto,
diferentemente das emulsdes para nutricdo parenteral, as quais normalmente sao
estabilizadas com lecitina, as NLS podem ser estabilizadas com outros tensoativos
ou polimeros, e suas misturas (Muller et al., 2000).

As NLS sao indicadas para o carreamento de farmacos lipofilicos e
hidrofilicos. Comparadas aos outros sistemas particulados, apresentam algumas
vantagens, como boa tolerabilidade e biodegradacdo, alta biodisponibilidade,
liberacdo sustentada devido & sua matriz solida e habilidade de prevenir degradagéo
quimica, fotoquimica ou oxidativa do farmaco. Adicionalmente, a producdo das NLS



é facilmente transponivel para a escala industrial com baixo custo e sem a utilizacéo
de solventes organicos (Muller et al., 2000; Joshi; Mdller, 2009). Entretanto, alguns
problemas devem ser ressaltados, como a limitada eficiéncia de encapsulacao e a
expulsdo do farmaco da matriz lipidica devido as transformacdes polimérficas do
lipide (Mehnert; Mader, 2001).

2.4.1 Preparacao e caracterizacao das NLS

A composicdo basica das NLS inclui o lipide solido (de 0,1% a 30% p/p), o
tensoativo (de 0,5% a 5% p/p) e 0 meio aquoso. O principal método de obtencéo é
através da homogeneizacao sob alta pressao, técnica ja utilizada desde os anos 50
na producdo de emulsdes para nutricdo parenteral. Por esse método pode-se obter
as NLS pela técnica de homogeneizacdo a quente ou a frio (Muller et al., 2000;
Pardeike et al., 2009).

Na homogeneizacdo a quente, técnica mais freqientemente utilizada, a
mistura farmaco/lipide € aquecida e dispersada numa solucdo aquosa do tensoativo
aquecida a mesma temperatura. Em seguida, a pré-emulsdo obtida é
homogeneizada sob alta pressdo ou submetida ao ultrassom utilizando uma sonda
de alta poténcia. A nanoemulsdo obtida € entédo resfriada a temperatura ambiente,
com a recristalizacao do lipide e a formacéo das NLS (Mehnert; Mader, 2001; Muller
et al.,, 2000). As NLS podem ser obtidas também através dos métodos de
microemulsdes e da difusdo de solvente, este Ultimo apresentando a desvantagem
da utilizagéo de solventes organicos (Wissing et al., 2004).

A localizacédo do farmaco na matriz lipidica e as interacbes com a superficie
lipidica influenciam sua liberacdo e terdo relevancia na penetracdo topica (Figura
10) (Schafer-Korting et al., 2007). Se o farmaco esta localizado apenas na camada
externa, uma liberacdo imediata serd observada e, provavelmente, nenhuma
liberacdo controlada ser4 alcangada. Por outro lado, se o farmaco esta
homogeneamente distribuido dentro da matriz lipidica, uma liberacdo controlada
pode ser obtida (Mehnert; Mader, 2001; Mdller et al., 2000).

Os fatores que determinam o teor de encapsulacao (TE) do farmaco nas NLS
sao a solubilidade do farmaco no lipide, a miscibilidade do farmaco fundido no lipide
fundido, a estrutura quimica e fisica da matriz lipidica sélida e o estado polimorfico

do lipide. Um pré-requisito para obter um alto TE € uma solubilidade elevada do



farmaco no lipide, uma vez que com o resfriamento da mistura farmaco-lipide para
formar as NLS, a solubilidade tende a diminuir e pode levar a expulsdo do farmaco
da particula lipidica. A adicdo de mono e diglicerideos no lipide usado como matriz,
assim como a utilizacdo de misturas de lipides liquidos e solidos, podem auxiliar a

solubilizacédo do farmaco (Miiller et al., 2000; Joshi; Muller, 2009).
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Figura 10 - Interagdes farmaco-NLS. A - Farmaco homogeneamente distribuido na matriz

lipidica; B — Farmaco concentrado em camadas; C — Farmaco concentrado no nucleo; D -
Farmaco aderido a superficie da particula; E - Agrupamentos do farmaco aderidos a superficie
da particula. Adaptado de Schéfer-Korting et al. (2007).

Assim como para os demais sistemas de liberacdo de farmacos, a
caracterizacdo adequada € uma das partes mais importantes na pesquisa e
desenvolvimento das NLS. Para tal, varias técnicas podem ser usadas, como a
medida do potencial zeta e distribuicAo de tamanho pela espectroscopia por
correlacao de fétons (PCS), analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
difracdo de raios-X (DRX), além de diversos outros métodos fisicos, como as
microscopias eletronicas de transmissdo (MET) e de forca atdbmica (MFA) e a
Ressonancia Magnética Nuclear.

A espectroscopia por correlacdo de fétons (PCS) mede a intensidade da
flutuacdo da disperséo da luz, que é causada pelo movimento das particulas quando
um feixe de laser atravessa a amostra. Este método cobre uma faixa de diametro de
poucos nandmetros a aproximadamente 3 micrometros (Mehnert; Mader, 2001;
Muller et al., 2000). A PCS considera as particulas esféricas para conferir um
didmetro.

A medida do potencial zeta permite prever a estabilidade da disperséo
durante a estocagem. A interacdo de particulas em liquidos polares ndo € governada

pelo potencial elétrico na superficie da particula, mas pelo potencial efetivo da



particula e seus ions associados. Particulas carregadas atrairdo ions de carga
oposta presentes no meio dispersante. Os ions mais proximos a superficie da
particula ficam fortemente ligados a esta, formando uma camada conhecida como
Camada de Stern.

A medida que se distanciam da superficie os ions ficam menos fortemente
ligados e formam uma camada conhecida como Camada Difusa. A Camada Difusa
apresenta uma regiao limitrofe, conhecida como plano de cisalhamento, que a
separa do seio da solucdo. O potencial zeta pode ser definido como a carga
existente no plano de cisalhamento (Figura 11) (Connah; Kasuba, 2000).

A DSC (Differential Scanning Calorimetry) € uma técnica de andlise térmica
amplamente utilizada para investigar o comportamento de fuséo e recristalizacao de
materiais cristalinos das NLS. Alteracdes estruturais como fusdo e recristalizacao
sdo acompanhadas por trocas de calor. A DSC é usada para medir essas trocas
durante um programa de temperatura controlada e permite obter informacdes sobre

as propriedades estruturais de uma amostra.
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Figura 11 - Representacgio esquematica da distribui¢éo de ions ao redor de um particula

carregada para geracao do potencial zeta. Adaptado de Zeta-Meter Inc. (2010).

s

Nas analises por DSC, a amostra € aquecida ou resfriada numa taxa
controlada e o fluxo de calor absorvido ou liberado por ela € monitorado de maneira
quantitativa. O sinal obtido nas medidas por DSC € o fluxo de calor como funcéo do

tempo ou da temperatura (Bunjes; Unruh, 2007).



Através da difracdo de raios-X € possivel obter informacdes sobre o
comprimento dos espagamentos curtos e longos da trelica lipidica, os quais estéo
fortemente correlacionados com a incorporacédo do farmaco na matriz lipidica. Com o
aumento na formacao de modificagdes mais estaveis na rede cristalina, diminuindo o
namero de imperfei¢cdes, ocorre expulsdo do farmaco (Miller et al., 2000).

Os cristais tem a capacidade de difratar um feixe incidente de raios-X pelo
fato de estes raios apresentarem comprimentos de onda muito préximos as
distancias entre os atomos ou moléculas que formam a rede cristalina. O padrao de
difracdo de raios-X gerado por uma amostra € mostrado numa placa fotografica
disposta atras do cristal e sua analise permite a investigacdo da estrutura cristalina.
A estrutura de varios compostos pode ser determinada desta maneira (Heurtault et
al., 2003).

As propriedades das formulagbes de NLS sdo determinadas, principalmente,
através das multiplas estruturas formadas pelos diferentes componentes da
dispersdo (lipide, farmaco, tensoativos, meio de dispersdo) e suas interacbes
(Bunjes; Unruh, 2007).

2.4.2 Aplicacdo topicadas NLS

O potencial das NLS como alternativa no tratamento topico foi primeiramente
descrito por Jenning et al. (2000b). Foi avaliada a permeacdo através da pele de
porco para formulagdes de NLS contendo vitamina A (retinol) ou acetato de retinila e
ambas mostraram distribuicdo concentrada nas camadas superiores da epiderme.

A preparacdo e caracterizacdo das NLS carreando AR (NLS-AR) tém sido
relatadas na literatura. Contudo, estes estudos tem se concentrado na administracéao
parenteral ou oral do AR para o tratamento do cancer. Poucos trabalhos tém se
dedicado ao desenvolvimento de NLS-AR para a aplicacdo tépica e, menos ainda,
para o tratamento topico da acne (Castro et al., 2008).

Em estudo realizado por Shah et al. (2007), verificou-se que a encapsulagao
do AR em NLS aumentou sua fotoestabilidade em comparacdo com uma solugéo
metandlica sob condi¢cdes de exposicao a luz natural. Além disso, o teste de irritacéo
cutanea conduzido em coelhos (teste de Draize) mostrou que a NLS-AR foi
significativamente menos irritante quando comparada ao creme comercial de AR
(Retinol-A®).



A menor irritacdo cutdnea em comparacgéo a formulagdo comercial também foi
observada para um gel contendo NLS-AR avaliado por Mandawgade; Patravale
(2008) para aplicacdo topica. Embora as NLS apresentem potencial para
direcionamento epidérmico e folicular, poucos estudos foram conduzidos para
investigar o potencial das NLS no tratamento da acne (Castro; Ferreira, 2008).

Recentemente, Castro et al. (2007) desenvolveram uma formulacdo de NLS
contendo AR com alta taxa de encapsulacao (94%) por meio da formacdo de par
ibnico com a estearilamina, uma amina lipofilica. Esta alta taxa de encapsulacéao

permaneceu constante mesmo apoés 360 dias.
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Figura 12 - Irritag8o cutanea induzida por AR em camundongos rhino durante tratamento
com gel placebo, formulacdo comercial contendo AR e NLS-AR e aparéncia da pele no 2°e 4°

dias ap6s o inicio do tratamento. Adaptado de Castro et al. (2009).

Além disso, os estudos de irritacdo cutanea utilizando camundongos rhino
(Figura 12) realizados por Castro et al. (2009), mostraram que as NLS-AR foram
significativamente menos irritantes quando comparadas a formulacdo comercial de
AR, constituindo uma alternativa para o tratamento topico da acne.

As NLS apresentam potencial como sistema de liberacdo na aplicacéo topica
de farmacos. Cabe lembrar que a eficacia e as vantagens da combinacdo de
retindides e antibacterianos no tratamento topico da acne vulgaris ja é reconhecida.

Considerando esta informacao e a recente atividade contra o P.acnes mostrada pelo



AL, o desenvolvimento e a avaliagdo de uma formulacdo de NLS carregada com AR

e AL constituem um alternativa inovadora para o tratamento da acne.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana in vitro de
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) contendo &cido retindico (AR) e acido laurico

(AL) para o tratamento topico da acne vulgaris.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas das NLS preparadas apos incorporacdo do AR e do
AL,;

e Desenvolver um método para determinacdo do AL nas NLS através da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Determinar o teor de encapsulacdo do AR e do AL nas NLS;

e Avaliar a influéncia da estearilamina no teor de encapsulacdo do AL;

e Determinar o diametro (nm) e o potencial zeta (mV) das formulacdes

desenvolvidas;

e Caracterizar as formulag6es desenvolvidas por Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) e difracéo de raios-X (DRX);

e Avaliar a atividade inibidora das NLS contendo AR e AL sobre o crescimento
in vitro de Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus

epidermidis.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

O Compritol 888 ATO® [behenato de glicerila; mistura de mono, di e
triglicerideos do acido behénico, um &cido graxo de cadeia longa (C22)] foi fornecido
pela Gattefossé (Franca). O alcool cetilico etoxilado com 20 moles de Oxido de
etileno (Brij 58®), foi fornecido pela Sigma-Aldrich, Canada. O colesterol foi fornecido
pela Sigma-Aldrich, Japao. A estearilamina (Octadecilamina) foi fornecida pela
Aldrich, Suica. O acido retindico (AR, tretinoina) foi fornecido pela Basf, Alemanha.
O é&cido laurico (Acido dodecandico) foi fornecido pela Sigma, Malaisia. O brometo
de fenacila (2-Bromoacetofenona) foi fornecido pela Sigma-Aldrich, Suica. A
trietilamina foi fornecida pela Sigma-Aldrich, Bélgica. Todos os outros reagentes
utilizados foram de grau analitico.

A solucdo Tampao Fosfato Salina (PBS) pH 7,4 foi preparada dissolvendo-se
0,795 g de fosfato dibasico de sédio heptaidratado (NaHPO,.7H,0), 0,144 g de
fosfato monobésico de potassio (KH,PO,4) e 9,0 g de cloreto de s6dio em 500 mL de
agua destilada. Esta solucédo foi transferida para um bal@o volumétrico de 1000 mL e
o volume completado com agua destilada. Ajustou-se o pH para 7,4 com acido

cloridrico (HCI) 0,1 M ou hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M conforme a necessidade.
4.2 Métodos

4.2.1 Metodologia de determinacdo da concentracdo do AR por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE)

A metodologia de determinagdo da concentragdo do AR por CLAE foi
previamente desenvolvida e validada por Goulart (2008). As condigbes

cromatograficas sdo descritas abaixo.



4.2.1.1 Condicbes cromatoqgraficas

Fase movel Acetonitrila : Agua : Acido fosférico 85% (80 : 19,9 : 0,1)
Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injecao 20 pL
Deteccéo 340 nm
Temperatura 25°C

Equipamento

Maodulo de bomba isocréatica Waters 515 (Milford, EUA);
injetor automatico Waters 717 Plus (Milford, EUA) e
detector UV-Vis Waters TM 486 (Milford, EUA).

Coluna

Fase reversa C18 (LichroCart 125-4, Merck, Alemanha)

4.2.1.2 Preparo da fase movel

A fase moével foi preparada misturando-se acetonitrila grau CLAE e &agua
recentemente destilada na proporcao indicada de 80 partes para 19,9 partes,
respectivamente. Em seguida, adicionou-se 0,1% v/v de &cido fosférico 85% e
homogeneizou-se. A fase movel preparada foi filtrada em membrana de PTFE de
0,45 uym (HVLPO4700, Millipore, EUA) e degaseificada durante 20 minutos em

banho de ultrassom (USC 1400, Unique, Brasil).

4.2.2 Desenvolvimento e validacdo da metodologia de determinacdo da

concentracdo do AL por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE)

O método de andlise para a determinag¢do da concentragdo do AL por CLAE
foi extraido dos trabalhos de Borch (1975) e Mehta (1998). As condicbes

cromatograficas sdo descritas abaixo:




4.2.2.1 Condicdes cromatoqraficas

Fase movel Acetonitrila : Agua (90 : 10)

Fluxo 1,5 mL/min
Volume de injecao 20 pL
Deteccéo 254 nm
Temperatura 25°C
Equipamento Mdédulo de bomba isocratica Waters 515 (Milford, EUA);
injetor automatico Waters 717 Plus (Milford, EUA) e
detector UV-Vis Waters TM 486 (Milford, EUA).

Coluna Fase reversa C18 (LichroCart 125-4, Merck, Alemanha)

4.2.2.2 Preparo da fase movel

A fase moével foi preparada misturando-se acetonitrila grau CLAE e &agua
recentemente destilada na propor¢cdo indicada de 90 partes para 10 partes,
respectivamente. Ap6s homogeneizacdo, a fase movel preparada foi filtrada em
membrana de PTFE de 0,45 ym (HVLPO4700, Millipore, EUA) e degaseificada

durante 20 minutos em banho de ultrassom (USC 1400, Unique, Brasil).

4.2.2.3 Linearidade da curva analitica

A linearidade da curva analitica corresponde a capacidade de uma
metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (Brasil, 2003).

Devido ao fato de o AL nao apresentar nenhum grupo cromoéforo que facilite
sua deteccdo na faixa do ultravioleta-visivel, uma alternativa é realizar sua

derivatizacdo, permitindo a inser¢cdo de um grupo cromoforo e sua andlise por



técnicas como a CLAE. Uma das reac¢des mais utilizadas na derivatizagdo de acidos
graxos como o AL € a reacado com o composto brometo de fenacila (Mehta, 1998).

Para a obtencdo da curva analitica por meio da reacdo de derivatizacao do
AL, foram transferidos 1,0 mL de solucéo de AL (0,5 mg/mL) em acetona, 1,0 mL de
solucéo de brometo de fenacila (BF; 3,0 mg/mL) em acetona e 1,0 mL de solucéo de
trietilamina (TEA; 2,5 mg/mL) em acetona para um baldo de fundo redondo de 10
mL. A mistura reacional foi deixada em agitacdo durante 24 horas a temperatura
ambiente. De acordo com Antunes et al. (2009), nesta reacdo a TEA atua como
catalizador, facilitando a desprotonacéo do AL e a retirada do bromo da molécula de
BF (Figura 13).
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Figura 13 - Representacg&o esquematica da reagdo de derivatizagéo do acido laurico com o

brometo de fenacila, utilizando trietilamina como catalisador.

Apés o final do tempo de reacao, foi realizada a evaporacdo da acetona em
rotavapor (modelo R-215, Buichi, Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700,
Bichi, Suica) e banho de aquecimento (modelo B-491, Bulchi, Suica) a 45 °C. O
residuo foi quantitativamente transferido para um baldo volumétrico de 25 mL,
usando 12 mL de acetonitrila e o volume do baldo completado com fase mével. A
solugéo foi homogeneizada, obtendo-se uma concentragao final de 20 pg/mL de AL
derivatizado. A partir da solugcédo de 20 pg/mL, também considerada um dos pontos
da curva, foram preparadas solu¢des-padrédo com as seguintes concentracoes: 1,0,
2,0, 5,0 e 10 pg/mL. Cada diluicdo foi realizada em triplicata.

Apbs estabilizacdo da coluna, nas condigbes do ensaio, as solugbes-padrao
filtradas (Millex HV - 0,45 pym de didametro de poro, JBR610222, Millipore, EUA)

foram injetadas no cromatografo, em triplicata. A partir das médias das areas



absolutas dos picos correspondentes a cada concentracao do padrao foram plotadas
em grafico de area versus concentracdo. A equacao da reta, para a representacao
grafica da curva analitica, foi determinada através do estudo da regresséao linear,
pelo método dos minimos quadrados. A linearidade da curva analitica foi avaliada
pela variancia em torno da inclinagéo da linha de regresséo, por meio do coeficiente
de correlacgédo (r). A faixa de variagcao corresponde ao intervalo entre a concentragao
inferior e a superior da substancia analisada que atenda aos requisitos de

linearidade. Neste caso, o intervalo linear de concentracéo foi de 1,0 a 20,0 ug/mL.

4.2.2.4 Seletividade do método analitico

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradacgéo e
componentes da matriz. Para a analise quantitativa, a seletividade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras do farmaco
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e
amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é
afetado por esses materiais (Brasil, 2003).

Para a avaliacdo da seletividade pesou-se 100 mg da NLS Branco (sem o AL)
e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com
THF e a solucdo foi homogeneizada até solubilizacdo completa das NLS. Em
seguida, foi realizada a evaporacdo do THF em rotavapor (modelo R-215, Biichi,
Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700, Bichi, Suica) e banho de
aguecimento (modelo B-491, Blchi, Suica) a 45 °C. Apds evaporacdo, foram
transferidos 1,0 mL de acetona, 1,0 mL de solu¢do de brometo de fenacila (BF; 3,0
mg/mL) em acetona e 1,0 mL de solucdo de trietilamina (TEA; 2,5 mg/mL) em
acetona para o baldo contendo o residuo das NLS. A mistura reacional foi deixada
em agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente.

Apbs o final do tempo de reacao, foi realizada a evaporagcdo da acetona em
rotavapor (modelo R-215, Biichi, Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700,
Biichi, Suica) e banho de aquecimento (modelo B-491, Buchi, Suica) a 45 °C. O
residuo foi quantitativamente transferido para um baldo volumétrico de 25 mL,
usando 12 mL de acetonitrila e o volume do baldo completado com fase mével. Em

seguida, a solucdo foi homogeneizada e filtrada através de unidades filtrantes



descartaveis compostas de membrana Durapore PVDF né&o estéril com 0,45 ym de
didametro de poro (Millex HV, JBR610222, Millipore, EUA). A seletividade do método
para o AL foi avaliada por CLAE, verificando-se a presenca de picos de absor¢cédo no

comprimento de onda de 254 nm.

4.2.2.5 Determinacdo da precisdo do método analitico

A precisao é avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de um amostragem multipla de uma mesma amostra (Brasil, 2003). A
precisdo do método foi avaliada quanto a repetibilidade e a precisédo intermediéria.

Na repetibilidade (precisdo intra-corrida) avalia-se a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacdo. A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, nove
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentracfes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada ou minimo de seis
determinacdes a 100% da concentracdo do teste (Brasil, 2003).

Na precisdo intermediaria (precisdo inter-corrida) avalia-se a concordéancia
entre os resultados do mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes ou equipamentos diferentes (Brasil, 2003).

A precisao, expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (CV%), foi calculada de acordo com a seguinte férmula: DPR = (DP/CMD) x
100; onde DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. O valor
maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade, ndo se admitindo
valores superiores a 5% (Brasil, 2003).

Para a avaliacdo da repetibilidade do método, foram preparadas solucdes
com as concentracbes de 2,0 (baixa), 10 (média) e 20 (alta) pg/mL de AL
derivatizado, de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.2.3 e o CV das
areas correspondentes aos picos foi analisado. Para a avaliacdo da precisdo

intermediaria, este mesmo procedimento foi realizado em dois dias diferentes.



4.2.2.6 Determinacado da exatiddo do método analitico

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo deve ser
determinada apds o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do método, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada (Brasil, 2003).

Para a avaliacdo da exatidao pesou-se 9 amostras 100 mg da NLS branco
(sem o AL) e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi
completado com THF e a solucao foi homogeneizada até solubilizacdo completa das
NLS. Em seguida, foi realizada a evaporacdo do THF em rotavapor (modelo R-215,
Blichi, Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700, Biichi, Suica) e banho de
aquecimento (modelo B-491, Bichi, Suica) a 45 °C. ApoOs evaporacao, as amostras
foram divididas em trés grupos, com trés amostras cada. Para cada grupo de trés
amostras foi transferido 1,0 mL de solucdo de AL 0,02 mg/mL (concentracdo baixa),
0,1 mg/mL (concentracdo média) e 0,2 mg/mL (concentracéo alta). Em seguida, para
todas as amostras foram adicionados 1,0 mL de solug&o de brometo de fenacila (BF;
3,0 mg/mL) em acetona e 1,0 mL de solugdo de trietilamina (TEA; 2,5 mg/mL) em
acetona. A mistura reacional foi deixada em agitacdo durante 24 horas a
temperatura ambiente.

Apbs o final do tempo de reacao, foi realizada a evaporacédo da acetona em
rotavapor (modelo R-215, Bichi, Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700,
Bichi, Suica) e banho de aquecimento (modelo B-491, Bulchi, Suica) a 45 °C. O
residuo foi quantitativamente transferido para um baldo volumétrico de 10 mL,
usando acetonitrila e o volume do baldo completado com fase mével. Em seguida, a
solucdo foi homogeneizada e filtrada através de unidades filtrantes descartaveis
compostas de membrana Durapore PVDF n&o estéril com 0,45 ym de didmetro de
poro (Millex HV, JBR610222, Millipore, EUA). A exatiddo do método analitico foi
determinada avaliando-se a capacidade de recuperacao do AL derivatizado a partir
das NLS através da equacdo: exatiddo = (concentracdo meédia experimental /

concentracédo teorica) x 100, conforme especificado pela RE 899 (BRASIL, 2003).



4.2.2.7 Determinacdo da robustez do método analitico

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se
considerar a avaliacdo da robustez, constatando-se a susceptibilidade do método as
variacbes nas condicOes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucodes
devem ser incluidas no procedimento (BRASIL, 2003).

Para a avaliacdo do parametro robustez, como especificado pela RE 899
(Brasil 2003), dois fabricantes diferentes de THF [Synth (S&o Paulo) e Merck
(Alemanha)] foram avaliados para a robustez da técnica de extracdo do AL frente a
variacdo do agente extrator. Também para avaliacdo da robustez, a fase movel foi
preparada com variagbes na proporcdo de acetonitrila (90 + 2%) para verificar a
robustez frente as variacdes de composicdo da fase que podem ocorrer durante o

uso da metodologia.

4.2.3 Preparacdo das NLS

As NLS foram preparadas pelo método da homogeneizacdo a quente,
utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 (Ika Labortechnik, Alemanha) e um aparelho
de homogeneizacéo do tipo ultrassom com sonda de alta poténcia (Ultra-cell 750W;
Sonics Materials Inc., EUA). A fase oleosa (FO) foi pesada e aquecida a 85°C.
Paralelamente, a fase aquosa (FA) também foi aquecida a mesma temperatura.
Mantendo-se a temperatura a 85°C, a FA foi lentamente vertida sobre a FO sob uma
agitacao de 8.000 rotacdes por minuto (RPM) no agitador Ultra Turrax T-25 durante
dois minutos. Em seguida, a emulsdo foi homogeneizada durante dez minutos
utilizando ultrassom com sonda de alta poténcia (20 % de amplitude). Apos este
tempo, a nanoemulsdo formada foi resfriada em banho de agua com agitacdo
manual para formacgao das NLS (Figura 14).

Em um primeiro momento, foram preparadas formulagcdes de NLS contendo
AR e avaliada a influéncia dos parametros de preparacdo sobre o diametro médio e
0 potencial zeta das particulas. Além disso, foi avaliada a influéncia da formacao de
par ibnico entre 0 AR e a estearilamina (STE), uma amina lipofilica (Figura 15),

sobre o teor de encapsulagéo do AR (Tabela 5).



Fase aquosa Agitacdo vigorosa Sonda de ultrassom Resfriamento com

aquecida (85° C) (Ultra Turrax T25%) (10 min, 20% amplitude)  agitacio manual
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pH ajustado para~ 7,0

Figura 14 - Representacgio esquematica da preparagédo das nanoparticulas lipidicas s6lidas
(NLS) pelo método de homogeneizagdo a quente utilizando ultrassom com sonda de alta

poténcia.

Tabela 5: Composicéo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) contendo &cido retindico

(AR) (%op/p).

Componentes NLS AR NLS AR
0% STE 0,2% STE
Fase oleosa (%p/p)
Acido retinoico 0,05 0,05
Compritol ATO 888 5,0 5,0
Brij 58® (Alcool cetilico etoxilado 2,0 2,0
com 20 moles de 6xido de etileno)

Colesterol 0,5 0,5
Estearilamina - 0,2
BHT 0,01 0,01

Fase aquosa (%p/p)

Propilenoglicol 5,0 5,0
EDTA 0,01 0,01
Agua destilada g.s.p. 100 100
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Figura 15 - Estrutura quimica da estearilamina (octadecilamina).

Em um segundo momento, foram preparadas formulagdes de NLS contendo
AL. Foram avaliados o diametro médio e o potencial zeta das particulas, assim como
a influéncia da estearilamina sobre o teor de encapsulacdo do AL nas NLS. Para
esta avaliacdo, foram utilizados trés niveis de estearilamina (0, 0,2 e 0,4%) (Tabela
6). O nivel 0,4% foi avaliado considerando a adi¢do posterior do AR a formulacéo,
uma vez que, teoricamente, o nivel de 0,2% nao seria suficiente para a formacao do
par ibnico com o AR e com o AL e ainda o consumo da acidez livre do Compritol
ATO 888 (Acidez maxima: 4 mg KOH/q).

Tabela 6: Composicéo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) contendo acido laurico

(AL) (%p/p).

Componentes NLS AL NLS AL NLS AL
0% STE 0,2% STE 0,4% STE

Fase oleosa (%p/p)
Acido laurico 0,1 0,1 0,1
Compritol ATO 888 5,0 5,0 5,0
Brij 58® (Alcool cetilico etoxilado 2,0 2,0 2,0

com 20 moles de 6xido de etileno)

Colesterol 0,5 0,5 0,5
Estearilamina - 0,2 0,4
BHT 0,01 0,01 0,01

Fase aquosa (%p/p)
Propilenoglicol 5,0 5,0 5,0
EDTA 0,01 0,01 0,01
Agua destilada g.s.p. 100 100 100

Em um terceiro momento, foram preparadas formulacdes de NLS contendo

AR e AL. Assim como para as formulacdes anteriores, foram avaliados o diametro



médio e o potencial zeta das particulas. A influéncia da STE sobre o teor de
encapsulacdo para ambos os acidos foi avaliada utilizando trés niveis de STE (0, 0,2

e 0,4%) (Tabela 7), sendo as analises realizadas apos a preparacéo e 15 depois.

Tabela 7: Composicéo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) contendo acido retindico

(AR) e acido laurico (AL) (%p/p).

Componentes NLS AR+AL NLS AR+AL NLS AR+AL
0% STE 0,2% STE 0,4% STE
Fase oleosa (%p/p)
Acido retindico 0,05 0,05 0,05
Acido laurico 0,1 0,1 0,1
Compritol ATO 888 5,0 5,0 5,0
Brij 58® (Alcool cetilico etoxilado 2,0 2,0 2,0
com 20 moles de 6xido de etileno)
Colesterol 0,5 0,5 0,5
Estearilamina - 0,2 0,4
BHT 0,01 0,01 0,01
Fase aquosa (%p/p)
Propilenoglicol 5,0 5,0 5,0
EDTA 0,01 0,01 0,01
Agua destilada g.s.p. 100 100 100

4.2.4 Caracterizacao das NLS

4.2.4.1 Determinacao do pH

O pH da dispersédo de NLS contendo o par idnico (AR ou AL + STE) foi
ajustado para 7,0 com uma solugdo de HCI 0,1M utilizando um medidor de pH
(Digimed DM 20, Ribeirdo Preto, Brasil). Em virtude da baixa viscosidade do sistema

nao foram realizadas diluicbes para a determinacao e o ajuste do pH.



4.2.4.2 Diametro das particulas

O diametro médio das NLS na dispersao foi determinado por espectroscopia
de correlacdo de fétons utilizando um Zetasizer 3000HSA (Malvern Instruments,
Inglaterra) a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25° C. As dispersdes de NLS
foram diluidas em agua destilada previamente filtrada através de membrana de éster
de celulose com 0,45 pm de didmetro de poro (HAWPO4700, Millipore, EUA) até a
obtencdo de 50 a 300 Kcps (1000 contagens por segundo). Os resultados foram
fornecidos como didmetro efetivo (diametro médio avaliado pela intensidade). O
valor méximo aceitavel para o IP foi 0,5. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata, sendo cada triplicata correspondente a média de dez medidas.

4.2.4.3 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por espalhamento dinamico da luz e analise
da mobilidade eletroforética das NLS. As medidas de potencial zeta foram realizadas
utilizando um Zetasizer 3000HSA (Malvern Instruments, Inglaterra) a temperatura de
25° C. As disperstes das NLS foram diluidas em solucao de cloreto de sédio 1 mM
previamente filtrada através de membrana de éster de celulose com 0,45 um de
diametro de poro (HAWPO4700, Millipore, EUA), até a contagem de 100 a 1.000

Kcps. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.4.4 Teor de encapsulacdo do AR

O método de avaliacdo do teor de encapsulacédo (TE) do AR foi baseado na
determinacdo da concentracdo de AR nas NLS antes (Concentracdo total) e apos
(Concentracao no filtrado) filtracdo em unidade filtrante descartavel composta de
membrana Durapore PVDF néo estéril com 0,45 uym de didmetro de poro (Millex HV,
JBR610222, Millipore, EUA). A filtracdo promove remoc¢éo dos cristais de AR né&o
encapsulados.

Para analise do teor de AR antes da filtragdo (AR Total) foram pesados 100
mg da disperséo de NLS AR 0,05% em um bal&do volumétrico de 10 mL e completou-
se o0 volume com THF (Concentragéo: 5,0 ug/mL). Apds homogeneizagao, a solugéo

mostrou-se limpida, devido a completa solubilizacdo das NLS. Em seguida,



transferiu-se 5 mL da solucdo para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o
volume com a fase movel (Concentracdo: 1,0 yg/mL). A solugao resultante manteve
o AR soluvel, mas propiciou a precipitacdo do lipide. Essa dispersédo foi filtrada
através de unidade filtrante descartavel composta de membrana Durapore PVDF
nao estéril com 0,45 ym de didametro de poro (Millex HV, JBR610222, Millipore, EUA)
e analisada por CLAE (Figura 16).

Filtracdo
100mg amL 0,45 pm
MLS AR0,05%
cwre | D | | o ——>
10m> 25ml

Completar
com THF
(5,0 pg/mL)

Completar
com fase mavel
(1,0 pg/mL)

Figura 16 - Representagéo esquematica da metodologia para determinagdo da concentragéo
total do acido retindico (AR) nas nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS) por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Para analise do AR apos a filtracdo (AR encapsulado) foi realizada filtracdo da
dispersdo de NLS em unidade filtrante descartavel composta de membrana
Durapore PVDF nao estérii com 0,45 pym de diametro de poro (Millex HV,
JBR610222, Millipore, EUA). Em seguida, 100 mg da disperséo filtrada foram
pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o
volume com THF (Concentracdo: 5,0 yg/mL). Apés homogeneizacdo, a solucéo
obtida é limpida, devido a completa solubilizacdo das NLS. Em seguida, transferiu-
se 5 mL da solugédo para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume
com a fase mével (Concentracédo: 1,0 pyg/mL). A solugéo resultante manteve o AR
soltvel, mas propiciou a precipitacédo do lipide. Essa disperséao foi filtrada atraves de
unidade filtrante descartavel composta de membrana Durapore PVDF nédo estéril
com 0,45 ym de didmetro de poro (Millex HV, JBR610222, Millipore, EUA) e
analisada por CLAE (Figura 17).
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Figura 17 - Representagéo esquematica da metodologia para determinag&o da concentragéo

do acido retindico (AR) encapsulado nas nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

O teor de encapsulacao foi calculado pela férmula:

TE (%) = (AR do filtrado/ AR teor total) x 100

4.2.45 Teor de encapsulacdo do AL

O método de avaliacdo do teor de encapsulacédo (TE) do AL foi baseado na
determinacdao da concentracdo de AL nas NLS antes (Concentracdo total) e apos
(Concentracao no filtrado) filtracdo em unidade filtrante descartavel composta de
membrana Durapore PVDF né&o estéril com 0,45 pm de diametro de poro (Millex HV,
JBR610222, Millipore, EUA). A filtracdo promove remoc¢do dos cristais de AL n&o
encapsulados. A concentracdo de AL na fase aquosa é desprezivel, em virtude de
sua baixa solubilidade em agua.

Para analise do teor de AL antes da filtragdo (AL Total) foram pesados 100
mg da dispersédo de NLS AL 0,1%, solubilizados em 10 mL de THF e, logo em

seguida, foi realizada evaporacdo do THF em rotavapor (modelo R-215, Buchi,



Suica) utilizando bomba de vacuo (modelo V-700, Bichi, Suica) e banho de
aquecimento (modelo B-491, Biichi, Suica) a 45 °C.

Em seguida, ao residuo presente no baldo (100 pg de AL) foram adicionados
1,0 mL de acetona, 1,0 mL de solucdo de brometo de fenacila (3,0 mg/mL) em
acetona e 1,0 mL de solucao de trietilamina (2,5 mg/mL) em acetona. Esta mistura
foi deixada em agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Apds o periodo de reacao,
a acetona foi evaporada em rotavapor (modelo R-215, Buichi, Suica) utilizando
bomba de vacuo (modelo V-700, Bichi, Suica) e banho de aquecimento (modelo B-
491, Bichi, Suica) a 45 °C. O residuo (100 pug de AL derivatizado) foi transferido
para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com a fase movel
(Concentracao: 4,0 ug/mL de AL deirvatizado). A solucdo resultante manteve o
produto da reacao sollvel, mas propiciou a precipitacéo do lipide. Essa disperséo foi
filtrada através de unidade filtrante descartavel composta de membrana Durapore
PVDF nao estéril com 0,45 ym de diametro de poro (Millex HV, JBR610222,
Millipore, EUA) e analisada por CLAE (Figura 18).

1 mL de acetona
+
1 mL de BF 3,0 mg/mL
+
1 mL de TEA 2,5 mg/mL
Transferéncia
100mgNLSAL0,1% | comTHF
ou
100 mg NLS AL 0,1%
filtrada em 0,45 pm
10 mL
Agitagdo
por
24ha
Temperatura
| Filtragéo =| Ambiente
=T T | 045um 0
e == = am )
25mL
CLAE Residuo
100 pg de AL
Completar derivatizado Evaporagédo sob vacuo a 45 °C
com fase movel
(4,0 pg/mL)

Figura 18 - Representagéo esquematica da metodologia para determinagdo da concentragéo

total e encapsulado do acido laurico (AL) nas nanoparticulas lipidicas so6lidas (NLS) por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).



Para andlise do AL apés a filtracdo (AL encapsulado) foi realizada filtracdo da
dispersédo de NLS em unidade filtrante descartavel composta de membrana
Durapore PVDF nao estérii com 0,45 pm de diametro de poro (Millex HV,
JBR610222, Millipore, EUA). Em seguida, 100 mg da dispersdo filtrada foram
pesados em um béquer e o restante do procedimento realizado foi 0 mesmo descrito
para avaliagdo do AL antes da filtracdo (AL Total), conforme mostrado na Figura 20.

O teor de encapsulacao foi calculado pela formula:

TE (%) = (AL do filtrado/ AL teor total) x 100

4.2.4.6 Calorimetria exploratéria diferencial

Com as medidas de DSC, podemos obter informacdes sobre polimorfismo,
interacdes entre o farmaco e o lipide e indicios do tipo de estrutura cristalina
presente, caracteristica relacionada a capacidade de encapsulamento do farmaco
(Jenning et al., 2000a; Mehnert e Mader 2001). Adicionalmente, a DSC é eficiente na
identificacdo do supercooled melt, que corresponde a néo solidificacdo do lipide
sélido ao final do processo de producdo, comprometendo o potencial de liberacéo
controlada das NLS (Mehnert; Mader, 2001).

As analises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram realizadas
utilizando o equipamento DSC50 (Shimadzu), de acordo com a norma ASTM D3418
que regulariza os procedimentos de andlise por Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC). Para as medidas de DSC utilizou-se uma taxa de aquecimento de 10°
C/minuto dentro de um intervalo de temperatura de 30 a 250° C, em atmosfera
dindmica de nitrogénio (fluxo de 50 mL/min).

As NLS foram liofilizadas por 24 h a -45° C (Liofilizador E-C Apparatus, EUA;
Bomba Edwards E2M18, Inglaterra) apés congelamento rapido em nitrogénio
liquido. Finalizada a liofilizagcdo, as amostras (contendo aproximadamente 10 mg do
lipide) foram pesadas diretamente em cadinhos de aluminio semierméticos para
serem submetidas as analises. A calibracdo da temperatura e da entalpia do
equipamento foi realizada com indio. As temperaturas de transicdo foram
determinadas pela posicdo do pico maximo de temperatura utilizando o software do
préprio equipamento. Os materiais puros (AR, AL, Compritol ATO 888, Brij 58%,
colesterol e STE) foram submetidos a analise direta, sem liofilizag&o.



4.2.4.7 Difracao de raios-X

A difracdo de raios-X (2 Teta = 4° — 90°) foi realizada utilizando um
Difratdmetro Philips (modelo PW1710), com radiacdo CuKa e cristal monocromador
de grafita, com velocidade de varredura de 0,06°26/s e tempo de contagem de 2s.
As NLS foram liofilizadas (Liofilizador E-C Apparatus, EUA; Bomba Edwards E2M18,
Inglaterra) por 24 h, a - 45° C, ap0s congelamento rapido em nitrogénio liquido. Os
materiais puros (AR, AL, Compritol ATO 888 e STE) foram submetidos a analise
direta. Filmes finos de todas as amostras foram produzidos para a andlise de
difracéo de raios-X.

4.2.5 Avaliacdo da atividade antibacteriana das NLS in vitro

A importancia do Propionibacterium acnes (P.acnes) na etiopatogenia da
acne e os beneficios que a terapia antimicrobiana oferece no seu tratamento ja séo
reconhecidos. Contudo, o uso de antibiéticos no tratamento da acne pode levar ao
aumento de resisténcia pelo P.acnes e outros microorganismos presentes na pele,
como o Staphylococcus aureus (Gollnick et al, 2003). Microorganismos como 0
Staphylococcus aureus (S.aureus) e o Staphylococcus epidermidis (S.epidermidis)
podem apresentar papel importante na complicacdo de lesGes acneicas no que diz
respeito a possibilidade de causarem infeccfes secundarias.

Recentemente a atividade antibacteriana in vitro do AL foi avaliada para o
crescimento de P.acnes, S.aureus e S.epidermidis, havendo inibicdo do crescimento
para as trés bactérias, com destaque para o P.acnes (Nakatsuji et al, 2009). Neste
sentido, foi proposta a avaliacdo da atividade antibacteriana das NLS contendo AR e
AL no crescimento in vitro de P.acnes, S.aureus e S.epidermidis.

A metodologia proposta para avaliacdo da atividade antibacteriana teve como
base os trabalhos de Oliveira et al. (1998) e Lima et al. (2002). Primeiramente, as
bactérias foram localizadas no banco de dados do Laboratério de Microbiologia Oral
e Anaerobios do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Foram avaliadas seis
bactérias, mostradas na tabela 8.



Tabela 8: Bactérias utilizadas na avaliagio das nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS).

Nome cientifico Especificacao
Propionibacterium acnes ATCC 14157
Propionibacterium acnes Isolado clinico
Staphylococcus aureus ATCC 29313
Staphylococcus aureus Isolado clinico

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Staphylococcus epidermidis Isolado clinico

Apos localizagdo e descongelamento a temperatura ambiente, as bactérias
foram semeadas em 2 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion; Becton, Dickinson and
Company; Le Point de Claix, Franca) previamente esterilizado e colocadas para
crescimento. S. epidermidis e S. aureus foram incubadas em estufa a 37° C por 24
h. P. acnes foi incubada em camara de anaerobiose (Modelo 1025, Forma
Scientific®) a 37° C por 48 h.

Foram preparadas diluicdes das NLS contendo AR e AL em solucédo de PBS
pH 7,4 previamente esterilizada, de modo a obter as seguintes concentracdes de AL:
10, 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 pg/mL. A solucdo de PBS foi usada como
controle negativo. A concentracdo de 1000 pg/mL refere-se a NLS sem diluicao.
Paralelamente, foi preparada uma solucdo de AL puro dissolvido em solucédo de
NaOH 0,01 M nas mesmas concentracfes citadas acima. Para NLS Branco (0 e
0,2% STE) toda a diluicdo foi efetuada da mesma maneira que para NLS AR+AL
para manter uniformidade. O procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar.
Foram preparadas placas de Petri de 14 cm de diametro, contendo 50 mL de agar
BHI (Brain Heart Infusion; Becton, Dickinson and Company; Le Point de Claix,
Franca) previamente esterilizado.

Apos identificacdo, as placas foram abertas em capela de fluxo laminar e
foram transferidos 10 puL de cada concentracdo diretamente ao agar. As placas
foram mantidas na capela até secagem das aliquotas e, a seguir, foi colocado 1 mL
de cloroférmio no papel de filtro presente na tampa de cada placa. Deixou-se as

placas fechadas por 30 minutos para formar atmosfera esterilizante de cloroformio.



Apés este tempo, as placas foram abertas e deixou-se por mais 30 minutos para
evaporacao do cloroférmio residual.

A seguir, para cada bactéria foi preparada uma suspenséo contendo 1x108
UFC (Unidades Formadoras de Colonia)/mL, com ajuste 0,5 pela Escala de
McFarland. De cada suspensédo, 50uL foram transferidos para 13 mL de caldo BHI
semissélido previamente esterilizado. ApGs agitacdo, o agar semissolido contendo
as bactérias foi vertido sobre o agar sélido que estava com as aliquotas de diluicao,
formando um filme sobre toda a superficie da placa. Apos solidificacdo, as placas
foram levadas para incubacdo, com S aureus e S. epidermidis sendo incubadas por
24 h em estufa a 37° C e P. acnes incubada por 48 h em camara de anaerobiose
(Modelo 1025, Forma Scientific®) a 37° C (Figura 19). Os resultados foram avaliados
com relacdo a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano, avaliadas para

cada concentracdo de AL e cada bactéria.
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Figura 19 - Representacgio esquematica da preparacgéo das placas para avaliagio da

atividade antibacteriana in vitro das nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e validacdo da metodologia de determinacdo da

concentracdo do AL por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

5.1.1 Linearidade do método analitico

A curva construida para a avaliacdo da linearidade do método analitico
apresentou coeficiente de correlagéo linear satisfatério (r = 0,9999, Figura 22) apos
andlise de regresséo linear dos cinco pontos analisados. Assim, o método analitico
mostrou boa linearidade dentro da faixa de trabalho proposta. A equacao da reta
obtida da analise de regressao linear foi: y = 21380 — 1754x, e o tempo de retencdo

médio encontrado foi de 3,7 minutos (Figura 20).

500000 y = 21380 — 1754x
r<=0,9999

g 400000

3

< 300000

o

» 200000

4]

Q

|
< 100000

0 L} L) L} |} |}
0 5 10 15 20 25
Concentragao (ug/mL)

Figura 20 - Curva analitica para avaliagédo da linearidade do método analitico de

guantificagdo do &acido laurico (AL) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).



5.1.2 Seletividade do método analitico

Apos a injecdo da amostra de NLS Branco submetida as mesmas condi¢des
de reacdo da solucédo de AL, obtem-se um cromatograma com picos localizados no
tempo de retencdo em torno de 1,5 minutos (Figura 21A). Considerando o tempo de
retencdo médio observado para o AL (3,7 minutos) (Figura 21B), verificamos que
estes picos nao interferem em sua analise e, desta forma, pode-se dizer que o
meétodo € seletivo para o AL.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos a partir da injecdo das NLS Branco (A) e
solucéo de AL (B).




5.1.3 Precisdo do método analitico

As Tabelas 9 e 10 mostram os valores médios das absorvancias para as
concentracbes de 2,0, 10 e 20 pg/mL e seus respectivos desvios-padroes
determinados no mesmo dia e em dias diferentes. Como pode ser observado nas
tabelas, o coeficiente de variacdo (CV) das amostras de cada concentracdo foi
inferior a 5%, estando de acordo com o CV maximo aceitavel 5% especificado pela
RE 899 (Brasil, 2003).

Tabela 9 - Resultados obtidos para a avaliagdo da repetibilidade do método de quantificacdo

do acido laurico (AL) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Concentracao Média das areas Fator de resposta CV (%)*
(ng/mL) obtidas (Média)
2,0 41261 + 339 20630 £ 169 0,82
10 211405 + 2278 21141 + 228 1,1
20 426486 + 1250 21324 + 62 0,30

*CV (coeficiente de variacdo) = (Desvio padrao/area média determinada) x 100).

Tabela 10 - Resultados obtidos para a avaliac8o da preciséo intermediaria do método de

guantificagdo do &cido laurico (AL) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Concentragao Dia Média das Fator de CV (%)*

(ng/mL) areas obtidas resposta
(Média)

2,0 1 41261 + 339 20630 + 169 0,82

2 42352 £ 1019 21176 £ 509 2,4

10 1 211405 + 2278 21141 + 228 11

2 209888 + 335 20989 + 34 0,16

20 1 426486 = 1250 21324 + 62 0,30

2 436682 + 458 21834 + 23 0,11

*CV (coeficiente de variacdo) = (Desvio padrao/area média determinada) x 100).




5.1.4 Exatiddo do método analitico

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos na avaliacdo da recuperagcédo do AL
a partir de amostras de NLS Branco contendo soluc¢des de AL nas concentracdes de
2,0, 10 e 20 pg/mL. Como pode ser observado na tabela, o valor médio da
recuperacgéo do AL foi superior a 90%, sendo considerada satisfatoria para o método

utilizado.

Tabela 11 - Resultados obtidos para a avaliacéo da exatiddo do método de quantificac&o do

acido laurico (AL) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Concentracao tedrica Concentracao real média Recuperacéo (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
2,0 1,85+0,1 93
10 9,65+0,2 97
20 18,71 94
Média + desvio padrao - 95+2

5.1.5 Robustez do método analitico

Com relacdo ao parametro robustez, o método analitico mostrou-se robusto,
nao sendo observadas diferencas nos cromatogramas quando dois diferentes
fabricantes foram utilizados para o THF [Synth (Sdo Paulo) e Merck (Alemanha)] e

diferentes propor¢des de acetonitrila foram utilizadas na preparacao da fase movel.

5.2 Caracterizacao das NLS

A Tabela 12 mostra os resultados da caracterizagcdo das NLS contendo AR
com relacdo ao diametro das particulas, potencial zeta e teor de encapsulacao.
Como pode ser observado na tabela, a adicdo da STE levou a um aumento
significativo do teor de encapsulacdo do AR (99,8 + 6%) em relacdo a NLS sem
amina (57 £ 10%). Esses dados estdo em concordancia com o trabalho de Castro et

al. (2007) que mostrou a importancia da STE, uma amina lipofilica, na formacao de




um par ibnico com o AR, aumentando seu carater lipofilico e, desta forma, tem
também aumentando sua afinidade pela matriz lipidica das NLS. Com relacdo ao
diametro das particulas, estes se apresentam na escala hanométrica, sendo que a
adicdo da STE causou diminuicdo tanto no tamanho quanto no Indice de
Polidispersividade (IP).

A medida do potencial zeta permite prever a estabilidade da dispersao
durante a estocagem. Para que a repulsado eletrostéatica seja suficiente para manter
uma particula afastada da outra, evitando a aproximacao/fusédo, é necessario que o
potencial zeta seja pelo menos 25 mV (negativo ou positivo) (The Zeta Potential,
1999). Verifica-se que a presenca da amina leva a uma elevacdo do valor do
potencial zeta, tornando-o positivo. Isto poderia ser explicado pela presenca de
moléculas ionizadas de STE presentes na interface da nanoparticula e que ndo se

encontram envolvidas na formagé&o do par inico com o AR.

Tabela 12 — Caracterizacdo das NLS contendo AR quanto ao diametro das particulas,

potencial zeta e teor de encapsulacéo.

Parametros Formulacao (n=3)
NLS AR 0,05%
0% STE 0,2% STE
Diametro (nm) 227 + 24 147 £ 35
IP 0,55+ 0,06 0,37 £ 0,05
Potencial Zeta (mV) -17+1 43+ 2
Teor de Encapsulacao (%) 57 +10 99,8+ 6

A Tabela 13 mostra os resultados da caracterizacdo das NLS contendo AL
com relacdo ao diametro das particulas, potencial zeta e teor de encapsulacdo. Com
relacdo ao didmetro das particulas, verifica-se que a adicdo de STE ndo determinou
alteracao significativa e todas se encontram dentro da escala nanomeétrica.

A PCS fornece o diametro meédio das particulas e o indice de
polidispersividade (IP), como uma medida da extensdo da distribuicdo do diametro
das particulas. Valores de IP inferiores a 0,1 indicam sistemas considerados

monodispersos e valores superiores a 0,7 indicam a obtenc&o de preparacbes com




particulas de didmetro heterogéneo, portanto, polidispersos (Malvern Instruments,
2000; Souto et al., 2004).

Verifica-se que o IP encontra-se com valores proximos a 0,5 para os trés
niveis de STE utilizados. Embora a preparacdo ndo esteja monodispersa, este valor
de IP é considerado satisfatorio para o contexto da aplicacdo topica. Para as NLS AL
também observa-se que a adicdo da amina causa elevacdo no valor do potencial
zeta de maneira diretamente proporcional. Um fato interessante é que a adicédo de
0,2% de STE ndo determinou aumento de mesma magnitude daquele observado
nas NLS AR. Isto poderia sugerir que a dinamica de interagdo da STE numa NLS
contendo AL se processa de forma diferente das NLS AR.

De maneira inesperada, o teor de encapsulacdo do AL mostrou-se elevado
para o0s trés niveis de STE avaliados, sendo 98 + 3, 97 =+ 2 e 95 + 4,
respectivamente, para 0, 0,2 e 0,4% de STE. Estes resultados indicam que a adicao
de STE né&o parece apresentar papel significativo para a encapsulacdo do AL nas
NLS. Uma possivel justificativa para este fato seria a propria natureza quimica da
molécula de acido laurico (Figura 7). Este, por ser um acido graxo, estruturalmente
ja apresentaria lipofilicidade caracteristica, ndo necessitando da eventual formacéo
de um par ibnico para interagir bem com a matriz lipidica das NLS.

Tabela 13 — Caracterizacdo das NLS contendo AL quanto ao diametro das particulas,

potencial zeta e teor de encapsulacgéo.

Parametros Formulacéo (n=3)
NLS AL 0,1%
0% STE 0,2% STE 0,4% STE
Diametro (nm) 157 +4 147 + 22 146 + 10
IP 0,48 £ 0,02 0,42 £ 0,07 0,46 £ 0,06
Potencial Zeta (mV) -11+1,3 21+9 41 +3
Teor de Encapsulacéo (%) 98+ 3 97 +2 95+4




A Tabela 14 mostra os resultados da caracterizagcdo das NLS contendo AR e
AL com relagcdo ao diametro das particulas e ao potencial zeta. Com relacdo as NLS
contendo AR e AL, nota-se que a adicdo da STE ndo representou alteracao
significativa para o diametro das particulas, sendo que o IP também foi considerado
satisfatorio para as trés formulacdes avaliadas. Observa-se novamente aqui, assim
como para as NLS contendo AL (Tabela 13), que a adicdo de STE causa elevacao
proporcional nos valores do potencial zeta. Quanto ao papel do potencial zeta, sabe-
se que valores proximos de zero estdo ligados a uma maior agregacdo das
particulas, com prejuizo para a estabilidade do sistema (Mehnert; Mader, 2001).
Neste sentido, a formulag¢éo contendo 0,4% de STE € a que melhor atenderia a este

quesito.

Tabela 14 — Caracterizagdo das NLS contendo AR e AL quanto ao diametro das particulas e

ao potencial zeta.

Parametros Formulacéo (n=3)

NLS AR (0,05%) + AL (0,1%)

0% STE 0,2% STE 0,4% STE
Diametro (nm) 148 £ 0,25 150+ 1 157 7

IP 0,41+0,01 0,38 +0,01 0,45+ 0,02
Potencial Zeta (mV) 25+2 11+4 41 +1

Os resultados da analise do teor de encapsulacao do AR e do AL encontram-
se representados na Figura 23. Os teores de encapsulacdo do AR para as NLS
AR+AL contendo 0, 0,2 e 0,4% de STE foram, respectivamente, 100 £ 7%, 94 + 7%
e 98 + 7%, apOs a preparacdo e 46 *+ 6%, 106 + 5% e 100 + 4%, 15 dias depois.
Como é possivel observar na Figura 23, o teor de encapsulacdo do AR apls a
preparacdo é elevado para as trés formulacdes avaliadas. Apesar disso, na analise
realizada 15 dias depois da preparagdo, é claramente notada a diminuigdo
significativa do teor de encapsulacdo do AR para a formulacdo contendo 0% de
STE. Em contrapartida, nas formulagbes contendo 0,2 e 0,4% de STE os valores se
mantem elevados.

Nota-se aqui, assim como mostrado na Tabela 12 e ainda considerando os

resultados do trabalho de Castro et al. (2007), a importancia da STE no aumento e




manutencdo de elevado teor de encapsulacdo do AR. Um fato inesperado foi o
elevado valor do teor de encapsulacdo do AR para a formulagdo com 0% de STE
apos a preparacao. Este valor (100 = 7%) é consideravelmente maior que aquele
observado na formulacdo de NLS AR com 0% de STE (57 + 10%).

A natureza quimica dos lipides usados também é importante no que diz
respeito a rede cristalina que eles podem formar. Redes muito bem organizadas
levam a expulséo do farmaco da matriz. Lipides mais complexos, como misturas de
mono, di e triglicerideos e também contendo acidos graxos com cadeias de
diferentes comprimentos, formam redes cristalinas com mais imperfeicoes,

oferecendo mais espaco para acomodar o farmaco (Figura 22) (Mdiller et al., 2000).

a1 1
A

Figura 22 - Representac&o da estrutura cristalina das NLS de composic&o lipidica

homogénea (A) e NLS na qual foi usada uma mistura complexa de lipides (B), fornecendo mais

espacos para acomodar o farmaco. Adaptado de Miller et al. (2002).

A hipo6tese aqui sugerida para este aumento no teor de encapsulacédo é que
na formulacdo de NLS AR+AL com 0% STE, o AL poderia, de alguma forma, estar
interagindo com a matriz lipidica das NLS de modo a aumentar o numero de
imperfeicdes na rede cristalina. Este maior numero de imperfei¢cdes resultaria numa
maior capacidade da matriz em acomodar as moléculas do AR, resultando assim em
maior teor encapsulado.

No entanto, ainda observando a Figura 23, nota-se que o teor de
encapsulacdo do AR nas NLS AR+AL com 0% STE, diminui para valores em torno
de 46%, apenas 15 dias depois da preparacao. Esta informagdo mostra que, apesar
de num momento inicial, a presenca do AL, por si sO, proporcionar aumento no teor
de encapsulacédo do AR, este ndo se mantem elevado sem a presenca da STE.

Colabora com esta informagdo a manutencdo dos elevados valores de teor de



encapsulacdo do AR nas formulagbes com 0,2 e 0,4% de STE, 15 dias depois da
preparacao.
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Figura 23 — Representagéo gréafica dos teores de encapsulagdo do AR e do AL nas NLS
AR+AL contendo 0, 0,2 e 0,4% de STE avaliados ap0s a preparacgdo e 15 dias depois .

Os teores de encapsulacdo do AL para as NLS AR+AL contendo O, 0,2 e
0,4% de STE foram, respectivamente, 89 + 6%, 100 + 4% e 98 = 1%, apds a
preparacdo e 99 + 3%, 93 =+ 1% e 44 + 1%, 15 dias depois. Da mesma maneira
observada para o AR, o teor de encapsulacdo do AL apés a preparacdo € elevado
para as trés formulacbes avaliadas (Figura 23). Porém, na andlise realizada 15 dias
depois da preparacéo, é notada a diminui¢do significativa do teor de encapsulagéo
do AL para a formulagdo contendo 0,4% de STE, enquanto nas formulactes
contendo O e 0,2% de STE os valores se mantém elevados.



Assim como para as NLS AL, sugere-se aqui que este elevado teor de
encapsulacdo do AL para as NLS AR+AL com 0% STE tanto apds a preparacao
quanto 15 dias depois, estaria ligado ao fato de que o AL seria capaz de interagir
bem com os lipides da matriz das NLS. Esta melhor interac&o tornaria desnecessario
Ou pouco importante o uso da STE com o intuito de aumentar o teor de
encapsulacdo do AL.

Um fato inesperado foi a diminuicéo significativa do teor de encapsulacdo do
AL na formulacdo contendo 0,4% de STE, 15 depois da preparacdo. Este valor
diminui de 99 £+ 3% para 44 + 1% e pode ser observado na Figura 23. A hipotese
proposta é que em niveis mais elevados como 0,4%, a STE poderia competir com o
AL na localizacdo dentro da matriz lipidica, uma vez que a STE € uma amina de
carater lipofilico. Sua maior concentracdo poderia levar a uma expulsdo do AL a
partir da rede cristalina das NLS, justificando a diminuicdo de seu teor de
encapsulacdo num curto periodo de tempo. Este fato ndo ocorre na formulagcéo
contendo 0,2% de STE porque a concentracdo de STE, neste caso, ndo seria
suficiente para exercer um efeito significativo na expulsdo do AL da matriz lipidica.

Cabe ressaltar que a formulagcdo de NLS AR+AL contendo 0,2% de STE
apresentou elevados valores de teor de encapsulacdo para ambos os &cidos. Além
disso, foi capaz de manter estes teores elevados 15 depois da preparacao. Frente a
essas informacdes esta formulacdo foi considerada de escolha para posteriores

avaliacdes bioldgicas.

5.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A Figura 24 mostra as curvas de DSC dos principais componentes das NLS
(Compritol ATO 888, AR e AL) e das NLS AL e NLS AR+AL.

Na Figura 24A é possivel visualizar o aspecto dos picos de fuséo
endotérmicos do lipide (Compritol ATO 888), do AR e do AL, que apresentaram 0S
respectivos pontos de fusdo: 72,1 °C; 184,9° C e 45,5° C. Na Figura 24B é possivel
observar as curvas de DSC para as NLS Branco, NLS AL e NLS AR+AL.
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Figura 24 — Curvas de DSC dos principais componentes das nanoparticulas lipidicas solidas
[(Compritol ATO 888, Acido retindico (AR) e Acido laurico (AL)] (Curva A) e das NLS AL e NLS
AR+AL (Curva B).

Quando se avalia a presenca dos picos de fusdo dos principais componentes
nas curvas das formulacdes (Figura 24B), nota-se que o0s picos de fusdo do AR e do

AL estdo ausentes. Isto sugere que estes componentes encontram-se integrados ao



lipide da matriz. Ainda considerando a Figura 24B, observa-se que na curva das
NLS Branco e NLS AL ocorre diminuicdo na temperatura de fusdo do lipide (de 72,1
°C para 69 °C), representada pelo deslocamento do pico de fusdo. Além disso, nota-
se também o alargamento do pico em relacdo ao pico observado na curva das NLS
Branco.

Estas informacdes fornecem uma importante evidéncia para a hipotese de
que a presenca do AL seria capaz de proporcionar um maior numero de
imperfeicdes na matriz lipidica. Estas imperfeicdes estariam ligadas com o maior teor
de encapsulacdo do AR observado para as NLS AR+AL com 0% STE apés a
preparacdo. Na curva da NLS AR+AL, o ponto de fusdo do lipide encontra-se em
temperatura ainda menor (67 °C) e o0 pico mais largo em comparacdo as
formulacdes anteriores.

Este fato sugere uma desestruturacdo mais acentuada da matriz lipidica
devido a presenca do AR e do AL na formulacdo. Em conjunto estas informagdes
mostram que a incorporacdo do AR e do AL ocorrem de maneira efetiva ha matriz
das NLS, mesmo sem a presenca da STE. Além disso, nota-se que a adicdo do AL
sozinho ja seria capaz de causar desestruturacdo da matriz lipidica, influenciando o
teor de encapsulagéo do AR na formulacdo sem amina.

Contudo, ainda que a DSC seja capaz de monitorar e quantificar eventos
térmicos ocorridos em uma amostra, ela ndo revela diretamente as causas deste
evento. Para isto, € necessario que as andlises por DSC sejam acompanhadas de
métodos complementares, como observacBes microscopicas, espectroscopia e

difracéo de raios X (Bunjes; Unruh, 2007).

5.2.2 Difracdo de raios-X

Os experimentos de difracdo foram realizados visando uma melhor
compreensao das interagdes entre os componentes das formulagbes. A Figura 25
mostra os dados obtidos por difracdo de raios-X para 0s principais componentes das
NLS (Compritol ATO 888, AR e AL) e para as NLS AL e NLS AR+AL na auséncia de
STE.

Na figura 25A € possivel observar os picos de difracdo de raios-X

caracteristicos dos principais componentes das NLS (Compritol ATO 888, AR e AL).
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Verifica-se que, excetuando-se o Compritol ATO 888 (lipide constituinte da

matriz das NLS), nenhum pico é observado para o AR e para o AL quando se



analisam as formulacbes de NLS AL e NLS AR+AL (Figura 25B). Isto é um
indicativo de que estes dois componentes encontram-se integrados a matriz lipidica
das NLS.

Na figura 25B observa-se também que ocorre diminuicdo da intensidade dos
picos de difragdo do lipide constituinte da matriz das NLS (Compritol ATO 888)
quando sao analisadas as formulagdes de NLS.

No que diz respeito aos picos de difracdo do lipide na NLS AL, tem-se um
indicativo de que a presenca do AL nas NLS causaria desestruturagcdo da matriz
lipidica, fato este que se reflete na diminuicdo da intensidade dos picos de difracdo
do lipide. Associando esta informacdo aos dados obtidos pelas analises de DSC,
tem-se mais uma importante evidéncia para a hipotese proposta de que o AL seria
capaz de desestruturar a matriz das NLS. Esta desestruturacdo estaria ligada ao
maior teor de encapsulacdo do AR com a presenca apenas do AL. Para a NLS
AR+AL, a diminuicdo dos picos de difragdo do lipide também é verificada, sendo
ligeiramente inferior e bastante préxima aquela observada para NLS AL. Pode-se
dizer que esta diminuicdo dos picos de difracdo na presenca do AR e do AL estaria
ligada a uma desestruturacdo da matriz lipidica causada por estes componentes.

As andlises por difragdo de raios-X também sdo uteis na determinacdo dos
parametros subcelulares e das formas polimérficas dos glicerideos da matriz. Com
relacdo a rede lipidica presente nas NLS, as formas polimorficas a, f’ e B sdo as
principais (Figura 26). A estabilidade termodindmica e a densidade do
empacotamento lipidico aumentam, e a taxa de incorporacdo do farmaco diminui, na
seguinte ordem: supercooled melt < modificacdo a < modificagao B’ < modificacao
(Muller et al., 2000). Por conseguinte, as formas polimérficas e os arranjos da rede
cristalina da matriz lipidica das NLS podem ser avaliados pela difracdo de raios-X
(Jenning et al., 2000a).

Na Figura 25B, todos os difratogramas (NLS Branco, NLS AL e NLS AR+AL)
apresentaram picos caracteristicos das formas polimérficas a e [B’, conforme
indicado. Além disso, um terceiro pico pequeno € indicado mostrando também a
formacéao parcial da forma 3. Estas observagdes estdo de acordo com o trabalho de
Castro et al. (2008), onde também é mostrado que cada um destes picos relaciona-

se com distancias interplanares que sao caracteristicas de cada forma polimorfica.



Figura 26 - Formas a e B dos lipides presentes na matriz das NLS vistas em microscopia

eletrénica de transmisséo. Adaptado de Bunjes et al. (2007).

Em conjunto, estas informacfes associadas aquelas provenientes das
analises de DSC mostram que a incorporacdo do AR e do AL ocorreu de maneira
eficiente. Adicionalmente, verifica-se que a presenca do AL & capaz de proporcionar
um nivel de desestruturacdo da matriz lipidica das NLS que permitiria a esta
acomodar melhor o AR, com 0 consequiente aumento de seu teor de encapsulacéo.
Mas cabe ressaltar mais uma vez que este aumento ndo se mostrou estavel.
Considerando os trés niveis de STE avaliados nas NLS AR+AL e o comportamento
destas quanto ao teor de encapsulacdo para ambos os acidos, a formulagéo

contendo 0,2% de STE foi escolhida para posteriores avaliagfes biologicas.

5.2.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana das NLS in vitro

As Tabelas 15 e 16 mostram os resultados da avaliacdo da atividade da
solugcdo de AL, das NLS Branco (0 e 0,2% STE) e das NLS AR+AL (0,2% STE)
sobre o crescimento de P.acnes ATCC 14157 e um isolado clinico da mesma

espécie, respectivamente.



Tabela 15 — Avaliacéo da atividade antibacteriana da solug&o de AL, NLS Branco (0 e 0,2%
STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de P.acnes ATCC 14157 in vitro.

Concentragao Inibicdo do crescimento*
(Mg/mL)

Solucédo NLS Branco NLS Branco NLS AR+AL
AL 0% STE 0,2% STE 0,2% STE

0 - - - -

10 - - - -

20 - - i i

50 - - i :

100 - -

200 - -

400 - -

600 - -

++ |+ |+

800 - -

F+ |+ [+ ]+

1000 - - +

*(-) Auséncia de inibicdo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

Tabela 16 — Avaliacéo da atividade antibacteriana da solug&o de AL, NLS Branco (0 e 0,2%
STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de P.acnes isolado

de espécime clinico in vitro.

Concentracao Inibicdo do crescimento*
(Hg/mL)

Solucéo NLS Branco NLS Branco NLS AR+AL
AL 0% STE 0,2% STE 0,2% STE

0 - - - -

10 - -

20 - -

50 - -

100 - -

200 - -

400 - -

600 - -

[+ [+ ]+ ]+

800 - -

S S S S R

1000 - -

+

*(-) Auséncia de inibicdo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

As Tabelas 17 e 18 mostram os resultados da avaliacdo da atividade da
solugcdo de AL, das NLS Branco (0 e 0,2% STE) e das NLS AR+AL (0,2% STE)
sobre o crescimento de S.aureus ATCC 29313 e um isolado clinico da mesma

espécie, respectivamente.




Tabela 17 — Avaliacéo da atividade antibacteriana da solugéo de AL, NLS Branco (0 e 0,2%
STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de S.aureus ATCC 29313 in vitro.

Concentragao (ug/mL)

Inibigdo do crescimento*

Solucdo AL

NLS Branco
0% STE

NLS Branco
0,2% STE

NLS AR+AL
0,2% STE

0

10

20

50

100

200

400

600

800

1000

|+ [+ ]+ [+

|+ [+ + [+

*(-) Auséncia de inibicéo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

Tabela 18 — Avaliagéo da atividade antibacteriana da solucdo de AL, NLS Branco (0 e 0,2%

STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de S.aureus isolado

de espécime clinico in vitro.

Concentragao (ug/mL)

Inibicdo do crescimento*

Solucédo AL

NLS Branco
0% STE

NLS Branco
0,2% STE

NLS AR+AL
0,2% STE

0

10

20

50

100

200

400

600

800

1000

|+ ]+

*(-) Auséncia de inibicdo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

As Tabelas 19 e 20 mostram os resultados da avaliacdo da atividade da
solugdo de AL, das NLS Branco (0 e 0,2% STE) e das NLS AR+AL (0,2% STE)
sobre o crescimento de S.epidermidis ATCC 12228 e um isolado clinico da mesma

espécie, respectivamente.



Tabela 19 — Avaliacéo da atividade antibacteriana da solug&o de AL, NLS Branco (0 e 0,2%
STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de S.epidermidis ATCC 12228 in vitro.

Concentragao (ug/mL) Inibicdo do crescimento*

Solucdo AL | NLS Branco | NLS Branco | NLS AR+AL
0% STE 0,2% STE 0,2% STE

0 - - - -

10 - - -

20 - i i

50 - - -

100 - -

200 - -

400 - -

600 - -

800 - -

|+ [+ ]+
e S A

1000 - -

*(-) Auséncia de inibicéo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

Tabela 20 — Avaliagéo da atividade antibacteriana da solucdo de AL, NLS Branco (0 e 0,2%
STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) sobre o crescimento de S.epidermidis isolado de

espécimeclinico in vitro.

Concentragao (ug/mL) Inibicdo do crescimento*
Solucdo AL | NLS Branco | NLS Branco | NLS AR+AL
0% STE 0,2% STE 0,2% STE
0 - - - -
10 - - - -
20 - - - -
50 - - - -
100 - - + +
200 - - + +
400 - - I n
600 - - + +
800 - - + +
1000 - - + +

*(-) Auséncia de inibicdo, (+) Presenca de inibicdo com halo limpido.

E possivel observar em todas as tabelas que a solucéo de AL puro em NaOH
0,01M nao apresentou atividade inibitéria no crescimento bacteriano em nenhuma
das concentracdes avaliadas para todas as bactérias (P.acnes ATCC 14157 e

isolado clinico; S.aureus ATCC 29313 e isolado clinico; e S.epidermidis ATCC




12228 e isolado clinico). A formulacdo de NLS Branco (0% STE) mostrou 0 mesmo
comportamento apresentado pela solucéo de AL.

Observa-se que ocorre inibicdo do crescimento pela NLS Branco (0,2% STE)
e NLS AR+AL (0,2% STE) com visualizacdo de halo limpido de maneira idéntica
para as seguintes bactérias: P.acnes (ATCC 14157 e isolado clinico) (Tabelas 15 e
16), S.aureus ATCC 29313 (Tabela 17) e S.epidermidis de isolado clinico(Tabela
20). Com estas Iinformacdes sugere-se que, quando se avalia apenas
qualitativamente a inibicdo do crescimento bacteriano a formulacdo NLS AR+AL
(0,2% STE) apresenta atividade semelhante a encontrada para NLS Branco (0,2%
STE). Devido a auséncia de atividade da NLS Branco (0% STE) comparativamente a
NLS Branco (0,2% STE), € sugerido que a presenca da STE seria responsavel pela
inibicdo observada, possivelmente devido a carga positiva presente na superficie
das particulas. Esta carga positiva interagiria com a membrana bacteriana levando a
inibicdo do crescimento. Na NLS AR+AL (0,2% STE) esta atividade estaria mantida.

Sendo assim, aparentemente, a adicdo do AR e do AL ndo proporcionou uma
maior atividade em relacdo a formulacdo Branco (0,2% STE). Contudo, h& indicios
de que a NLS AR+AL (0,2% STE) poderia ter uma maior atividade. Corroborando
com esta hipétese, poderia se considerar, por exemplo, o fato de que o crescimento
de S.aureus proveniente de isolado clinico foi inibido pela NLS AR+AL (0,2% STE) a
partir da diluicdo que tem 200 pg/mL de AL, sem inibicdo correspondente pela NLS
Branco (0,2% STE) em nenhuma concentracdo, conforme mostra a Tabela 18. Além
disso, na Tabela 19 é possivel notar que a inibicdo do crescimento de S.epidermidis
ATCC 12228 pela NLS AR+AL (0,2% STE) se inicia numa concentracdo menor (50
png/mL) em relacdo ao inicio de inibicdo apresentado pela NLS Branco (0,2% STE)
em 200 pg/mL.

Em adicdo a estas informacdes, é importante considerar que, embora a
metodologia utilizada ndo permita a medicédo dos halos de inibicdo, sugere-se que o
didmetro dos halos apresentados pela NLS AR+AL (0,2% STE) seria maior que 0S
apresentados pela NLS Branco (0,2% STE). Isto pode ser ilustrado pela Figura 27,
gue mostra as placas de agar BHI utilizado na avaliacado da atividade antibacteriana
sobre P.acnes ATCC 14157.



Pacnes / Pacnes
ATCC 14157 } ATCC 14157

NLS oBranco | NLS AR+AL
(0,2% STE) \ (0,2% STE)

S.aureus ) S. aureus
ATCC 29313 ATCC 29313

NLS Branco NLS AR+AL
(0,2% STE) (0,2% STE)

S. epidermidis A\ S. epidermidis
ATCC 12228 ‘ ‘ ATCC 12228

NLS Branco ! NLS AR+AL
(0,2% STE) i (0,2% STE)

Figura 27 — Placas de Petri mostrando os halos de inibigdo apresentados pelas NLS Branco

(0,2% STE) e NLS AR+AL (0,2% STE) na avaliacdo do crescimento de P. aches ATCC 14157,
S. aureus ATCC 29313 e S. epidermidis ATCC 12228.



E ainda importante considerar que um fato inesperado na avaliagdo da
atividade antibacteriana, foi que a solucdo de AL n&o apresentou inibicdo do
crescimento tanto das amostras de referéncia quanto dos isolados clinicos de P.
acnes, S. aureus e S. epidermidis, contrariamente ao que foi observado no trabalho
de Nakatsuji et al. (2009) e de Yang et al. (2009). Contudo, cabe dizer que a
metodologia empregada foi diferente daquela dos trabalhos citados, ndo permitindo

uma comparacao direta com os resultados alcancados nestes trabalhos.

6 CONCLUSAO

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) carregadas com &cido retindico (AR) e
acido laurico (AL) para o tratamento tépico da acne vulgaris foram desenvolvidas,
caracterizadas e avaliadas.

O método desenvolvido para determinacdo da concentracdo de AL nas NLS
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia mostrou-se adequado, atendendo as
especificacdes necessarias. O diametro das NLS preparadas ficou em torno de 150
nm, com indice de polidispersividade (IP) inferior & 0,5, considerado adequado ao
contexto da aplicagao topica.

O teor de encapsulacdo do AR nas NLS contendo 0, 0,2 e 0,4% de STE foi
elevado apos a preparacdo. O elevado teor de encapsulacdo na NLS com 0% de
STE pode ser atribuido ao fato de o AL ser capaz de aumentar o nimero de defeitos
na rede cristalina do lipide formador das nanoparticulas, proporcionando uma melhor
acomodacéo do AR na matriz. Contudo, uma diminuicao significativa foi observada
15 dias apés a preparacao para a NLS com 0% de STE, enquanto que, na presenca
da STE, o teor de encapsulacédo do AR nas NLS manteve-se estavel.

O teor de encapsulagcdo do AL nas NLS contendo 0, 0,2 e 0,4% de STE foi
elevado apds a preparagdo. No entanto, uma diminuigdo significativa foi observada
15 dias apés a preparagdo para a NLS com 0,4% de STE, enquanto que, para 0s
niveis de 0 e 0,2% de STE, o teor de encapsulagdo do AL nas NLS manteve-se
estavel.

Os resultados das analises por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e
Difragdo de raios-X indicam que o AL causa desestruturacdo da matriz lipidica das
NLS. Estas informacdes colaboraram com a hipotese de que esta desestruturacdo

AL proporciona aumento da encapsulacdo do AR.



Na avaliagdo da atividade antibacteriana, verifica-se que as NLS carregadas
com AR e AL apresentam atividade inibitoria do crescimento para as trés bactérias
avaliadas. Além disso, verifica-se que a carga positiva determinada pela presenca
da STE tem papel importante para a atividade da formulacé&o.

Sendo assim, é possivel concluir que as NLS contendo AL facilitam a
incorporagdo do AR e a presenca da STE assegura boa estabilidade da
encapsulacdo. Além disso, NLS carregadas com AR e AL apresentam potencial
atividade antimicrobiana, representando, desta forma, uma alternativa interessante

para o tratamento topico da acne vulgaris.
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