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AVALIACAO DA EFICACIA DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS
SOLIDAS CONTENDO ACIDO RETINOICO NO MODELO ANIMAL DE
CAMUNDONGOS RHINO

INTRODUCAO

O camundongo rhino é um mutante sem pélo que carrega o gene rh, um alelo recessivo para
o gene sem pelo (HOWARD, 1940). Apds 4 semanas de vida, a camada de pé€lo nos animais
recém-nascidos € perdida irreversivelmente, estando associada com a formagdo dos
pseudocomeddes, denominados utriculos (DAVIES, 1971; MANN, 1971). Os utriculos
originam-se na parte superior da unidade folicular original e sdo preenchidos com
cornedcitos e sebo. Apds 7 a 8 semanas, esses foliculos sebdceos sdo progressivamente
distendidos pela producdo e acimulo do excesso de material da camada cdrnea, sendo
histologicamente semelhantes as lesdes acnéicas humanas, tais como os microcomeddes
(BERNERD et al., 1991a, b; HAYASHI et al., 2006). Assim, os camundongos rhino sdo
extensivamente utilizados como um modelo in vivo para a avaliacdo da a¢do comedolitica de
novos farmacos para o tratamento da acne (ALLEC et al., 1997; ASHTON et al., 1984;
BERNERD et al., 1991a,b; HAYASHI et al., 2006; SAKUTA e KANAYAMA, 2005).

Devido ao efeito comedolitico, observado através da redu¢do do niimero, tamanho e didmetro
dos utriculos, os retindides constituem os farmacos mais estudados para o tratamento da acne
(BERNERD et al., 1991a, b; MEZICK et al., 1984; ZHENG et al., 1993). Ao final do
tratamento, em um intervalo que varia do final da aplicagcdo até 72 horas apds o término, os
animais sdo sacrificados e as bidpsias da pele tratada sdo avaliadas histologicamente (FORT-

LACOSTE et al., 1999; GONZALEZ et al., 2000; SAKUTA e KANAYAMA, 2005).

Dentre os retindides estudados para o tratamento da acne, o 4cido retindico (AR) tem posicao
de destaque. Porém, a irritacdo cutdnea proveniente da sua utilizagcdo, incluindo eritema,
queimacdo e descamacao, tem limitado seu uso (ELLIS et al., 1998; WEBSTER, 1998). Uma
das formas de minimizar a irritacdo desse firmaco € a sua encapsulacdo em sistemas micro e
nanoparticulados, como as nanoparticulas lipidicas soédicas (NLS). A encapsulacio do AR

nas NLS, além de melhorar a estabilidade do firmaco, apresenta um potencial para liberacao
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controlada e direcionamento folicular (LIU et al., 2007; MUNSTER et al., 2005). Outra
vantagem do sistema nanoparticulado € que ele torna o grupamento dcido do AR menos
disponivel, minimizando seu potencial de irritagio (MANDAWAGADE; PATRAVALE,
2008).

Dessa forma, com o intuito de avaliar a eficicia das NLS contendo AR, em comparacdo com
uma formulagdo comercial, o presente estudo foi conduzido utilizando camundongos rhino

como modelo experimental.
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MATERIAL E METODOS

1 Materiais

O AR foi fornecido pela Basf (Ludwigehafen, Alemanha). O dlcool cetilico (1-hexadecanol)
etoxilado com 20 moles de 6xido de etileno (HLB = 15,7, Brij 58) e a estearilamina
(octadecilamina, STE) foram obtidos da Sigma/Fluka Chemical Co. (St. Louis, EUA). O
Compritol 888 ATO [behenato de glicerila, mistura de mono, di e triglicerideos do acido
behénico] foi fornecido pela Gattefossé (Saint Priest, Franca). Todos os outros reagentes

utilizados foram de grau analitico.

2 Métodos

2.1 Preparacdo e caracterizagdo das NLS

As NLS contendo 0,01% e 0,05% de AR foram preparadas pelo método da homogeneizacao
a quente, conforme descrito no Tépico 2.2 do Capitulo 1. Apds a preparacdo e caracterizagao,
a suspensdo das NLS foi gelificada com 0,8% de hidroxietilcelulose, um agente gelificante
nao idnico. A formulagdo gelificada foi entdo acondicionada em frascos de vidro ambar. As

formulacdes foram preparadas, no maximo, uma semana antes do inicio do tratamento.

O diametro médio das NLS na dispersao foi determinado por espectroscopia de correlacao de
fétons utilizando um Zetasizer 3000HS A (Malvern Instruments, Inglaterra) a um angulo fixo
de 90° e temperatura de 25° C, conforme descrito no Topico 2.3.2 do Capitulo 1. O potencial
zeta foi determinado por espalhamento dinamico da luz e analise da mobilidade eletroforética
das NLS, conforme descrito no Tépico 2.3.3 do Capitulo 1. A eficiéncia de encapsulacdo do

AR nas NLS foi avaliada conforme descrito no Tépico 2.3.4 do Capitulo 1.
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2.2 Avaliacdo da eficdcia das NLS carregadas com AR
2.2.1 Animais

Camundongos rhino sem pélo (machos e fémeas), adultos (7-9 semanas) foram utilizados
para a avaliacdo da eficdcia das NLS em comparacdo com um produto comercial. A criacdo e
manuten¢do dos animais em experimenta¢do foram conduzidas em um gabinete de biotério
(Alesco, Brasil), onde os animais recebiam dgua e ragcdo ad libitum. A 4gua, maravalha e
racdo foram previamente esterilizadas antes de serem submetidas ao contato direto com os
camundongos. A temperatura (25 + 1° C) e umidade (56 + 10%) foram monitoradas através
de um termo-higrometro e controladas através de ar-condicionado ou aquecedor. O ciclo de

luz (12 horas de claro e 12 horas de escuro) foi controlado.

Os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG) —
Protocolo n°® 119/2007.

2.2.2 Formulagdes

Para a avaliagdo da eficacia uma NLS contendo 0,01% de AR foi comparada com um gel
comercial (Vitanol—A®, Stiefel) contendo 0,01% de AR. As NLS utilizadas no presente
estudo foram preparadas e caracterizadas com relacdo a EE (%), tamanho e potencial zeta
conforme descrito no Tépico 2.1. A formulacdo comercial contendo 0,01% de AR (Vitanol-

A®, Stiefel) foi adquirida no comércio local.

2.2.3 Tratamento dos animais

Apé6s atingirem 7 a 9 semanas de idade, os animais foram divididos em 3 grupos
experimentais com 4 animais cada (2 machos e 2 fémeas). No Grupo 1, os animais foram
tratados com gel placebo; no grupo 2 com Vitanol-A® (gel) contendo 0,01% de AR e no
Grupo 3 com NLS (gelificada) contendo 0,01% de AR. Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos nas mesmas condi¢des de criacdo especificadas acima, sendo as

fémeas e machos de cada grupo mantidos em gaiolas separadas.
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As formulagdes (gel placebo, Vitanol-A® 0,01% AR e NLS 0,01% AR) foram aplicadas (100
UL) no dorso dos animais, em uma drea de pele de 6 cmz, uma vez ao dia, 5 dias por semana,
durante 2 semanas, sendo espalhadas suavemente com o auxilio de um bastdo de vidro

durante dois minutos. Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume de gel sem

AR.

2.2.4 Sacrificio dos animais

A comparacdo da atividade comedolitica do AR entre a NLS e o gel comercial (Vitanol-A®)
foi conduzida através de andlises histoldgicas. Decorridas 72 horas apdés o término do
tratamento, os animais foram anestesiados através de injecdo intraperitoneal com uma
solucdo de Tiopental Sédico (50 mg/kg de peso corporal), precedido de heparinizagdo
(Heparina Soédica, 70 Ul/kg de peso corporal; Liquemine, F.Hoffmann-Roche, Basiléia,
Suica). Em seguida, os animais foram submetidos a perfusdo intracardiaca com solucdo
salina de Ringer, seguida de perfusdo com solu¢do fixadora de formalina neutra tamponada a
10% (NBF). Durante este procedimento os animais foram mantidos em decubito ventral para
preservar a pele dorsal. Em seguida, a pele dorsal (onde o tratamento foi realizado) foi
removida com o auxilio de um bisturi e seccionada em 4 partes de aproximadamente 1 cm?,

as quais foram conservadas sob refrigeracdo em um frasco contendo NBF.

2.2.5 Preparagdes das amostras
2.2.5.1 Amostras para as andlises histolégicas (segmentos verticais)

Aproximadamente 24 horas apds o sacrificio, um dos fragmentos da pele de cada animal foi
removido do fixador, lavado com PBS e desidratada pela imersdo em concentracdes
crescentes de etanol (50, 70, 80, 95 e 100%). As amostras foram submetidas a banhos de
xilol, seguidos por banhos de parafina, e foram, entdo, incluidas em parafina. Algumas
amostras foram também incluidas em resina a base de glicolmetacrilato (Technovit 7100;
Heraeus Kulzer, Alemanha). Apds o processo de desidratacdo, essas amostras foram
submetidas a processos de pré-infiltracdo e infiltracdo na resina, overnight, e posterior

inclusdo.
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Ap6s a inclusdo das amostras em parafina ou metacrilato, cortes de 3 um foram obtidos
através da utilizacdo do micré6tomo MICROM HM 335E (Microm International GmbH,
Alemanha). Esses cortes foram fixados em ldminas de vidro e corados com hematoxilina-

eosina para serem submetidos a avaliac@o histologica e morfométrica.

2.2.5.2 Amostras para medidas dos utriculos (segmentos horizontais)

Logo apds a sec¢do da pele, um dos 04 fragmentos obtidos foi removido do fixador, lavado
com salina em tampao fosfato (PBS) para remocao do formaldeido e imersa em acido acético
1% por aproximadamente 24 horas a 4° C. Em seguida, a derme foi removida da epiderme
utilizando espatula e pinga com auxilio de microscopio estereoscopico. A epiderme isolada
foi submetida a desidratacao gradual pela imersao em concentragdes crescentes de etanol (70,
80, 95 e 100%), seguida por xilol, em cujo solvente permaneceu imersa por 15 dias.
Decorridos 15 dias, a epiderme foi montada em 1aminas de vidro, com a face dérmica voltada
para baixo. O tecido foi recoberto por laminula de vidro, utilizando-se o Entellan-new®

(Merck, Alemanha) como meio de montagem.

2.2.6 Avaliagdo morfométrica das amostras
2.2.6.1 Avaliacdo do tamanho dos utriculos

Para a avaliagdo do tamanho dos utriculos foram obtidas fotografias dos segmentos
horizontais das amostras da pele dos camundongos de cada grupo experimental. As
fotografias foram obtidas através da camera digital Nikon Coolpix 995, acoplada ao
fotomicroscopio 6ptico Nikon Eclipse E600 (ambos da Nikon Corp., Melville, NY, EUA),
utilizando objetiva de aumento de 10X. Para cada animal foram fotografados 05 campos
correspondentes ao centro e aos 04 pontos diagonais ao centro fotografado. Na seqiiéncia, foi
realizada a medida de pelo menos 05 utriculos por foto, totalizando 25 avaliacdes por
fragmento de pele. Os utriculos medidos que tocavam as bordas da fotografia ndo foram
avaliados. Para cada utriculo foi medido o menor e o maior raio, sendo o valor considerado a

média dessas duas medidas.
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2.2.6.2 Avaliacao das alteracdes epidérmicas

Para a avaliacdo quantitativa das alteragdes epidérmicas foram obtidas fotografias dos
segmentos verticais das amostras da pele dos camundongos de cada grupo. As fotografias
foram obtidas através da camera Nikon Coolpix 995 acoplada ao microscopio Optico Nikon
Eclipse E600 (ambos da Nikon Corp., Melville, NY / EUA), utilizando objetiva de aumento
de 40X. Para cada animal foram fotografados 03 campos correspondentes ao centro e aos 02
pontos laterais do fragmento de pele. Na seqiiéncia foi realizada a medida da espessura da
epiderme e da camada granulosa, bem como a contagem dos granulos de queratohialina,
utilizando o programa Scion Image®. Antes de iniciar as medidas o tamanho de cada

fotografia foi precisamente dimensionado através de uma régua calibrada.

2.3 Avaliacdo da toxicidade local

Para a avaliacdo da toxicidade local uma NLS carregada com 0,05% de AR foi comparada
com o Vitanol-A® creme contendo 0,05% de AR. As NLS foram preparadas e caracterizadas
com relacdo a EE (%), tamanho e potencial zeta conforme descrito no Tépico 2.1. A

formulac@o comercial foi adquirida no comércio local.

Apés atingirem a idade de 7 a 9 semanas de vida, os animais foram divididos em 3 grupos
experimentais: placebo (2 machos e 3 fémeas), Vitanol-A® creme (2 machos e 4 fémeas) e
NLS (2 machos e 4 fémeas). Neste periodo os animais foram mantidos nas mesmas condi¢des
de criagdo especificadas acima, sendo as fémeas e machos de cada grupo mantidos em gaiolas

separadas.

As formulagdes foram aplicadas (100 pL) no dorso dos animais (6 cm®) uma vez ao dia, 10
dias consecutivos, sendo espalhadas suavemente com o auxilio de um bastdo de vidro durante
aproximadamente dois minutos. Os animais do grupo controle receberam o gel sem as NLS-

AR.

Diariamente os animais de cada grupo foram avaliados com relagcdo aos sinais de irritagdo

cutanea. A irritagdo cutanea foi pontuada conforme especificado a seguir:
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0 = Pele Normal (auséncia de eritema, pele branca ou résea),

1 = Eritema Leve (vermelhidado leve, com tonalidade ligeiramente diferente da area controle),
2 = Eritema Bem Definido (vermelhiddo pronunciada, geralmente em toda a drea),

3 = Eritema Moderado (vermelhidao intensa e difusa),

4 = Eritema Severo (vermelhidao extrema, com leve formacao de escara).

2.4 Andlises estatistica

Para os diversos parametros avaliados, a diferenca estatistica entre os grupos foi determinada
através da andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste pos-hoc de Newman-Keuls para
comparacdo entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando P <

0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Caracterizacio das NLS

O diametro das NLS-AR (0,01% AR) foi de 242 + 25 nm, o potencial zeta de +45 + 5 mV e a
eficiéncia de encapsulacio do AR foi de 98,1 + 1,7%. Ja as NLS-AR (0,05% AR)
apresentaram as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: didmetro de 230 + 7 nm, potencial
zeta igual a 431 = 2 mV e eficiéncia de encapsulagcdo de 97,7 + 0,5%. As formulacdes estao
de acordo com as especificacdes pré-definidas para a formulagdo otimizada (Tépico 5,

Capitulo 1).

2 Avaliacdo qualitativa e quantitativa da atividade comedolitica das formulacoes

testadas

Inicialmente foi avaliado o potencial comedolitico das duas formulagdes testadas (NLS e gel
comercial Vitanol-A®), ambas contendo 0,01% de AR. Nesta etapa uma potente atividade
comedolitica do AR foi demonstrada, além de um efeito estimulatério nos elementos
celulares e fibrosos da pele, promovendo um espessamento das paredes dos utriculos, da
epiderme e da derme (FIG. 29A-C). Esses dados sdo similares aqueles previamente
publicados, nos quais a eficidcia do AR no modelo animal de camundongos rhino foi relatada

(NAKANQO et al., 2007; SAKUTA e KANAYAMA, 2005; VARANI et al., 2003).

Na FIG. 29, obtida de cortes verticais das bidpsias da pele dos camundongos, observa-se que
o grupo placebo apresenta a maioria dos utriculos abertos para a superficie e freqiientemente
contém queratina em seu interior (FIG. 29A). Nos grupos tratados ocorre a remog¢do desses
tampdes foliculares dos utriculos, fazendo com que os mesmos apresentem-se mais

alongados, assemelhando-se a UPS normal (FIG. 29B e 29C).

Nos animais tratados com o placebo (FIG. 29A) pode-se observar que a epiderme € fina,
enquanto naqueles tratados com o gel comercial e a NLS (FIG. 29B-C e FIG. 30) esta

camada € claramente mais espessa € menos ondulada, e os utriculos estdo reduzidos em
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nimero e tamanho. As mudangas observadas sdo mais visiveis ainda na camada granulosa
(FIG. 30). Comparada com o controle, as glandulas sebdceas parecem mais evidentes apds o

tratamento, provavelmente devido a reducdo no tamanho dos utriculos (FIG. 29).

A presenca de cistos dérmicos na derme profunda é evidente tanto no grupo controle quanto
nos tratados (FIG. 29). Esses cistos, caracteristicos dos camundongos rhino, correspondem as
células diferenciadas em glandulas pseudo-sebdceas com caracteristicas morfolégicas de
sebdcitos e células da bainha epitelial externa. A andlise das queratinas e lipideos dessas
estruturas confirma sua natureza epitelial, conforme descrito por Bernerd et al. (1996). Outro
aspecto relevante que pode ser observado nas caracteristicas morfolégicas das amostras € a
presenca de infiltrados inflamatorios na derme dos animais tratados com o AR (FIG. 29E-F).
Nesses infiltrados predominam eosinéfilos, neutréfilos e leucdcitos mononucleares. Estes
infiltrados foram claramente observados na derme dos animais tratados com o AR (FIG. 29E-
F), mas ausentes naqueles tratados com o placebo (FIG. 29D). Pode-se observar claramente
também que a rea¢do inflamatdria foi mais intensa nos animais tratados com o gel comercial

(FIG. 29 E) do que naqueles que receberam as NLS (FIG. 29F).

A FIG. 31, obtida de cortes horizontais das bidpsias da pele dos camundongos, apresenta, sob
outro angulo, o efeito comedolitico do AR na pele dos camundongos rhino. Novamente é
visivel que o tratamento dos camundongos rhino com as formula¢des contendo AR propiciou
uma reducgdo significativa do diametro dos utriculos (FIG. 31). O efeito comedolitico foi
ainda analisado através da medida dos utriculos previamente fotografados de bidpsias da pele
dos animais de cada grupo. Os valores encontrados para o diametro médio dos utriculos
foram estatisticamente diferentes entre os grupos tratados com AR (NLS e Vitanol-A®) e
placebo (P < 0,05). O diametro dos utriculos foi de 116 + 15 pm no grupo placebo, enquanto
os grupos tratados apresentaram utriculos com didmetro médio de 64 + 6 pm e 64 + 5 um
para a NLS e produto comercial, respectivamente. Portanto, a eficidcia da NLS carregada com
AR, avaliada através da redugcdo do didmetro médio dos utriculos, foi similar aquela
observada para o gel comercial Vitanol-A®. Pode-se observar também uma diminuicdo nio
uniforme do didmetro utricular e esses achados estdo em consonancia com dados

previamente publicados (NAKANO et al., 2007).
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FIGURA 29 - Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas das amostras de pele oriundas de
animais dos grupos placebo (A, D), gel comercial (B, E) e NLS (C, F), ambos contendo
0,01% de AR. Amostras coradas com hematoxilina-eosina. Barra de escala = 100 um; CD =

cisto dérmico; UT = utriculo; GS = glandula sebécea, Seta = eosinéfilo; cabeca de seta =

neutrofilo.
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FIGURA 30 - Avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas das amostras epidérmicas em cortes
verticais de pele oriunda de animais dos grupos placebo (A), gel comercial (B) e NLS (C),
ambos contendo 0,01% de AR. Amostras coradas com hematoxilina-eosina. Barra de escala

=50 pm.

FIGURA 31 - Avaliacdo das amostras epidérmicas em cortes horizontais, oriundas das

amostras de pele dos animais dos grupos placebo (A), gel comercial (B) e NLS (C), ambos

contendo 0,01% de AR. Barra de escala =100 pm.

3 Avaliacao quantitativa da influéncia das formulacoes testadas na epiderme

A influéncia das formulagdes (NLS e Vitanol—A®) nas caracteristicas morfologicas das
amostras epidérmicas foi também investigada. As formulagdes avaliadas promoveram o
espessamento da epiderme, com aumento do nimero de camadas celulares, especialmente da
camada granulosa (FIG. 30). A FIG. 32 mostra a avaliacdo da espessura da epiderme e da
camada granulosa nos grupos controle (Placebo) e tratados com NLS ou gel comercial

(Vitanol—A®), ambos contendo 0,01% de AR.
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FIGURA 32 - Avaliacdo da espessura da epiderme (FIG. 32A) e da camada granulosa (FIG.
32B) nos grupos controle (Placebo) e tratados com NLS ou gel comercial (Vitanol-A®),
ambos contendo 0,01% de AR. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio

padrdo. *P < 0,05 em relagdo ao placebo. § P < 0,05 em relagdo ao gel comercial.

A espessura da epiderme aumentou em aproximadamente 134% para os grupos tratados com
AR (NLS e Vitanol-A®) em relagdo ao grupo controle (FIG. 32A). A diferenca entre as NLS e
o Vitanol-A® ndo foi estatisticamente significativa. Considerando especificamente a espessura

da camada granulosa da epiderme, a atividade da NLS foi significativamente maior (2.814 +
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406 um) do que a observada para a formulagdo comercial (2.432 + 197 um) (P < 0,05). Em
relacdo ao grupo placebo houve um aumento de 200 e 248% na espessura dessa camada para

os animais tratados com o Vitanol-A® e as NLS, respectivamente (FIG. 32B).

Este perfil de proliferacio celular aumentado, observado no grupo tratado com as NLS, pode
ser atribuido a maior penetracio do AR nas camadas superiores da pele apds a aplicagdo
dessas nanoparticulas em comparacdo com o gel comercial Vitanol-A®. Alguns autores tém
sugerido que as NLS mostram potencial para promover maior penetracdo epidérmica em
comparacdo com formulagdes convencionais (LIU et al., 2007; MUNSTER et al., 2005;
STECOVA et al., 2007).

4 Avaliacao da toxicidade local das formulacgoes

Embora o AR apresente os efeitos benéficos mostrados acima, sua aplicagdo tdpica €
acompanhada de irritagdo cutinea (eritema, ressecamento, descamacgdo), o que ndo raramente
ocasiona a descontinuacdo do tratamento. Assim, o potencial de irritacdo cutinea das

formulacdes estudadas foi avaliado durante e apds o tratamento.

Durante os experimentos prévios, quando os camundongos rhino foram tratados com as
formulacdes contendo 0,01% de AR, a presenca de eritema foi claramente mais freqiiente nos
animais tratados com a formulagcdo comercial do que naqueles que receberam a NLS (dados
ndo mostrados). Apds o tratamento, quando as bidpsias foram avaliadas morfologicamente,
pode-se observar infiltrados inflamatérios onde predominavam eosinéfilos, neutréfilos e
leucécitos mononucleares na derme dos animais tratados com o Vitanol-A®. Tais infiltrados
foram mais freqiientes na derme profunda, especialmente nas proximidades dos cistos
dérmicos. A infiltracdo de células inflamatorias foi menos intensa nos animais tratados com as

NLS (FIG. 29E e 29F).

Com o objetivo de confirmar ou ndo tais observagdes, um segundo estudo foi conduzido com
formulacdes contendo uma concentracdo maior de AR. Para este estudo a concentracao igual
a 0,05% foi selecionada, uma vez que o AR € freqiientemente disponivel comercialmente

nesta concentracdo. O aumento da concentragdo aumenta a eficicia, mas também a incidéncia
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de reagOes adversas e, conseqiientemente, as eventuais diferencas entre as duas formulacdes

(NLS e Vitanol-A®) seriam mais facilmente detectadas.

A FIG. 33 ilustra os indices de irritacdo observados nas fémeas (FIG. 33A) e machos (FIG.
33B) dos grupos tratados com a formulacdo comercial e as NLS. Para ambos os sexos os
indices de irritacdo observados nos animais tratados com as NLS foi menor do que aquele

. ® . . .
observado para o creme Vitanol-A™ em diversos intervalos de tempo durante o ensaio.

Creme comercial (Vitanol-A®)

A —e— NLS B Creme comercial (Vitanol-A®)

——NLS

8
1

Indice de irrit

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Tempo (dias) Tempo (dias)

FIGURA 33- Irritacdo cutanea induzida pelo AR em camundongos rhino fémeas (FIG. 33A) e
machos (FIG. 33B) durante o tratamento com o gel de NLS e o creme comercial, ambos
contendo AR (Vitanol-A®) a 0,05%. Cada animal foi pontuado de 1 a 4 com relagio ao nivel
de irritacdo apresentado, tendo-se como base de comparagdo o grupo placebo. Os valores

apresentados correspondem a média + dp.

O indice de irritagdo foi significativamente menor (P < 0,05) para as fémeas tratadas com as
NLS (n = 4 animais) em compara¢do com aquelas tratadas com o creme comercial nos dias 2,
3,4,5,9¢e 10 (FIG. 33A). Em relacdo aos machos, a realizacdo da andlise estatistica ndo foi
possivel devido ao pequeno numero de animais (n = 2), embora a tendéncia tenha sido a
mesma observada anteriormente: maior irritacdo nos animais tratados com a formulacao
comercial em comparagio com a NLS (FIG. 33B). E interessante mencionar que, ao

compararmos as FIG. 33 A e B, € possivel observar uma maior sensibilidade das fémeas a
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acdo do AR em relacdo aos machos. Porém, em ambos os grupos, os animais (machos e
fémeas) tratados com a formulagdo comercial apresentaram um nivel de irritacdo maior, e

permaneceram por mais tempo nesse nivel, que os animais tratados com as NLS.

A fim de ilustrar melhor a irritacdo cutinea observada durante o tratamento com o AR, a FIG.
34 apresenta as fotos de um animal representativo de cada um dos trés diferentes grupos
avaliados (placebo, creme comercial e NLS, ambos contendo 0,05% de AR) no 2°, 4°, 8° e 10°
dias de tratamento. Pode-se observar claramente que a aplicacdo das formulacdes contendo
AR promoveu o aparecimento de irritacdo cutanea, sendo observados eritema, ressecamento e
descamacdo na pele dos animais tratados quando comparados ao grupo placebo. Estes
fendmenos sdo comumente observados apds a aplicac@o tépica de retindides em diferentes
modelos animais (MANDAWGADE; PATRAVALE, 2008; SHAH et al., 2007; VARANI et
al., 2003, 2008).

Durante todo o tratamento, o eritema e a descamacdo foram mais intensos nos animais
tratados com a formulacdo comercial em comparagdo com o placebo e as NLS. Apds 2
aplicacdes, os animais tratados com o Vitanol-A® apresentaram eritema bem definido
(vermelhiddo pronunciada), enquanto que naqueles tratados com as NLS somente um eritema
leve foi observado no mesmo intervalo de tempo (FIG. 34B e C). A evolugdo dessa irritacao
também foi diferente para ambos os grupos. Os animais tratados (fémeas) com o creme
comercial apresentaram eritema moderado (vermelhiddo intensa) e muita descamagao apds 4
aplicacdes (FIG. 34E), quadro que permaneceu constante até o 7° dia de tratamento, quando
comecou a regredir (FIG. 34 H e L). Nos animais tratados com as NLS o eritema moderado
foi observado somente apds 6 aplicacdes, regredindo apés a 7% aplicacdo. A intensidade da
descamacao foi menor nesses animais durante todo o tratamento em comparagdo com aqueles
tratados com o Vitanol-A® (FIG. 34 F, I e M). Durante o tratamento também foi possivel
observar uma relacdo entre a irritacdo cutanea e o comportamento dos animais. Os animais
tratados com a formulacdo comercial apresentavam uma nitida mudanga comportamental
(inquietos e resisténcia a aplicacao do produto) quando comparados aos outros grupos (NLS e
placebo). Nos animais do grupo placebo ndo foi observado nenhum nivel de irritacdo cutianea

ou comportamental.
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FIGURA 34 - Irritacdo cutanea induzida pelo AR em camundongos rhino fémeas durante o
tratamento com o gel placebo (FIG. A, D, G e J), o creme comercial contendo 0,05% de AR
(FIG. B, E, He L) e a NLS gelificada contendo 0,05% de AR (FIG. C, F, I e M). O conjunto
das figuras A, Be C; D,Ee F; G,HeleJ, L e M ilustram o aspecto da pele apds duas, quatro,

oito e dez aplicacOes, respectivamente.
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Varani et al. (2008) relatam a seguinte evolucdo das reacOes adversas durante a aplicacao
topica de uma solu¢do de AR (0,1%) em camundongos (machos e fémeas): eritema,
ressecamento e descamacdo. Os autores observaram que a irritacdo cutanea foi evidente apds
4 dias do inicio do tratamento, maxima nos 7° e 8° dias e menor no final do tratamento (14
dias). Nossos dados estdo em consonancia com estas observagdes e uma evolugdo da irritagdo
similar foi observada. No entanto, o nimero de aplicagdes necessdrias para aumentar o nivel
de irritacdo cutanea variou em fung¢do das formulacOes avaliadas. Os animais (machos e
fémeas) tratados com a formulagdo comercial evoluiram mais rapidamente para um eritema e
descamacdo mais intensos, € permaneceram por mais tempo nesse nivel de irritagcdo. Em
contrapartida, para aqueles tratados com as NLS, foram necessarias mais aplicagdes € o tempo
que permaneceram em um nivel mais elevado de eritema e descamacdo foi menor que o
observado para os animais tratados com a formulacdo comercial. Ademais, diferentemente do
observado por Varani et al. (2003), uma vez que a concentracdo de AR utilizada em nosso
estudo foi menor (0,05%), nenhum dos animais tratados atingiu um nivel de irritacdo grau 4
(eritema severo com formagdo de escara). Portanto, durante todo o estudo nenhum animal

necessitou ser removido do grupo de tratamento.

Recentemente, dois trabalhos mostraram o interesse das NLS como sistemas carreadores para
aplicacao topica do AR (MANDAWGADE; PATRAVALE, 2008; SHAH et al., 2007). No
primeiro (SHAH et al., 2007), os autores mostraram que as NLS carregadas com AR
induziram menor irritacdo cutdnea em coelhos albinos (teste de Draize) quando comparadas
com um creme comercial. No entanto, nao foi possivel identificar se as formulagdes foram
aplicadas uma s6 vez ou se foram aplicacdes multiplas. No segundo, os dados obtidos
confirmam o menor potencial irritante das NLS carregadas com AR em comparagdo com um
creme comercial apds aplicacdes multiplas. Porém, as andlises estatisticas ndo foram
fornecidas em nenhum dos trabalhos, e a atividade das formulagdes ndao foi investigada.
Portanto, se a menor incidéncia de reagOes adversas foi associada com atividade similar,

menor ou maior do que a do creme convencional permaneceu como uma questdo em aberto.

O conjunto dos nossos dados mostrou que a eficicia comedolitica das NLS carregadas com
AR foi similar aquela observada para uma formulag@o convencional. Portanto, a formacao do
par i0nico, fundamental para garantir a producdo de NLS-AR com alta eficiéncia de
encapsulacdo, ndo comprometeu a atividade do AR. Adicionalmente, a irritacdo cutinea

induzida pelo AR carreado nas NLS foi menor do que aquela observada com um creme
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convencional contendo o farmaco livre. A menor irritacdo cutinea, avaliada como eritema e
descamacio, induzida pelas NLS carregadas com AR pode ser atribuida a diversos fatores,

como liberacdo controlada, direcionamento folicular e direcionamento epidérmico.

As NLS tém mostrado potencial para liberacdo controlada, o que pode ter contribuido, em
virtude da distribuicdo gradual do farmaco na pele, para a diminui¢do da irritacdo cutinea
observada nos animais tratados com as NLS-AR sem comprometer a eficdcia. Outra hipitese
alternativa pode ser atribuida a penetracao folicular das NLS carregadas com AR, diminuindo
sua penetracdo nas demais camadas da pele (epiderme e derme). Por outro lado, ainda que a
penetracdo folicular tenha que ser descartada, em funcdo da barreira proporcionada pelo
comeddo, as NLS podem ter favorecido a penetracdo epidérmica do AR, diminuindo a sua
absor¢do nas camadas profundas do tecido. Isto contribui para a diminui¢do da irritacao
cutanea e menor presenca de infiltrado inflamatdrio na derme. Recentemente, alguns estudos
mostraram que as NLS favorecem a penetracdo epidérmica de farmacos encapsulados em
detrimento da permeacao transdérmica (LIU et al., 2007, MUNSTER er al., 2005; STECOVA
et al., 2007).

Segundo Yamaguchi et al. (2005), a menor incidéncia de eritema e descamacao nos animais
tratados com o AR encapsulado nas NLS pode ser devido ao menor contato do grupamento
acido do farmaco com a pele em virtude da encapsulacdo. No caso da formulagdo comercial
convencional (gel ou creme), os cristais de AR encontram-se livres na matriz e
completamente disponiveis apds a aplicagdo na pele, proporcionando uma liberacdo massiva
do farmaco e acarretando, conseqiientemente, uma maior irritacdo cutanea, como observado
no presente estudo e em relatos da literatura (MANDAWGADE; PATRAVALE, 2008;
SHAH et al., 2007).
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CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a eficicia do AR encapsulado em sistemas carreadores
baseados em NLS foi similar aquela observada para uma formula¢do comercial contendo o
farmaco livre, induzindo reducdo do tamanho do comeddo, espessamento da epiderme e da
derme. Por outro lado, a irritagdo cutdnea induzida pelo AR (eritema e descamagdo) foi
menor para as NLS em comparagdo com o creme comercial. O menor potencial para induzir
toxicidade cutanea das NLS carregadas com AR também po6de ser confirmado através da
avaliagdo dos infiltrados inflamatérios na derme dos animais tratados. A infiltracdo de

células inflamatorias foi menos intensa naqueles tratados com as NLS.

Adicionalmente, as NLS carregadas com AR induziram um aumento significativamente maior
da espessura da camada granulosa da epiderme em comparag¢do com a formulagdo comercial.
Esse achado, embora ndo esteja diretamente relacionado com o tratamento da acne, pode ser
relevante para o uso do AR como agente antienvelhecimento. Além disso, este fendmeno
pode ser uma evidéncia do direcionamento epidérmico das NLS, favorecendo a penetracdao do
farmaco nas camadas superiores da pele, com menor absor¢ao nas estruturas profundas do
tecido. Isto pode ter contribuido para reducdo do indice de irritagdo € a menor presenca de

infiltrado inflamatério na derme.

Em suma, nossos dados mostraram que as NLS carregadas com AR representam uma
alternativa inovadora para diminui¢do da incidéncia de reac¢Oes adversas locais (irritacdo
cutanea) induzidas pelo AR, principalmente eritema e descamac¢do, sem comprometer sua

eficacia no contexto do tratamento topico da acne.



