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RESUMO

A acne vulgaris (AV) ¢ uma doenca inflamatdria causada pelo bloqueio das unidades
pilossebaceas da pele associada a miultiplos fatores, afetando pacientes do sexo
feminino e masculino. O tratamento da acne pode envolver vdarios grupos
farmacoldgicos, como por exemplo, antibidticos de uso topico, queratoliticos e
retinoides. Entre esses grupos farmacologicos, os retinoides estdo no topo do tratamento
da AV nos ultimos 25 anos. O Adapaleno (ADP) ¢ um retinoide sintético de terceira
geracdo amplamente usado na terapia dermatologica topica da AV. Um método
analitico para quantificacio de ADP por CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) foi validado parcialmente seguindo os parametros de seletividade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdao preconizados pelo ICH e pela ANVISA.
Estudos de permeacdo cutanea in vitro relacionam-se diretamente a eficacia do
tratamento de medicamentos de uso topico. O estudo teve o objetivo de comparar o
perfil de permeacao cutanea de diferentes formula¢des comerciais contendo ADP, tendo
em vista que ambas as formulacdes possuem processos tecnoldgicos de
desenvolvimento diferentes. A formulagdo Deriva ® Micro ¢ desenvolvida por
tecnologia de microencapsulagdo, enquanto que a Differin® é fabricada pelo método
convencional. Os estudos de permeagdo foram realizados em células de difusdo de
Franz utilizando peles de suinos durante um experimento de 12h. O ADP foi recuperado
das camadas da pele (EC, FP e EP), no entanto, ndo houve detec¢do e quantificacdo do
farmaco na solucdo receptora pelo método de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia). Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as
formulagdes na recuperacdo do firmaco nas camadas da pele, evidenciando que a
formulacdo contendo microesferas ndo reduziu a dose do ADP no medicamento,
proporcionando o mesmo efeito da formulacdo mais simples. O potencial zeta das
microparticulas da Deriva ® Micro foi analisado, apresentando um valor de -41,31 +
1,12 mV, o que indica estabilidade da microparticula. Andlises de teor e pH também
foram realizadas, apresentando os valores de 108,6% (£ 7,89) e 97,2% (£ 2, 80) de teor
de ADP e pH de 5,1 £ 0,03 e 5,0 = 0,036 para a Deriva ® Micro e Differin®,
respectivamente, sendo compativeis com o pH cutdneo. Tendo em vista todos os
aspectos abordados, este trabalho evidenciou a importancia dos estudos de permeacgdo
cutdnea in vitro para avaliagdo da biodisponibilidade/bioequivaléncia tanto para
desenvolvimento quanto para controle de produtos tdpicos, mostrando também a
auséncia de legislagdes mais rigorosas quanto ao registro desse tipo de medicamento e
de medicamentos com tecnologica de microencapsulacao.

Palavras-chave: Adapaleno, permeacao cutanea, microparticulas, nanotecnologia, acne
vulgaris, bioequivaléncia.



ABSTRACT

Acne vulgaris (AV) is an inflammatory disease caused by multiple factors blocking the
pilosebaceous units of the skin, affecting both male and female patients. Acne treatment
may involve several pharmacological groups, such as topical antibiotics, keratolytics
and retinoids. Among these pharmacological groups, retinoids have been at the top of
AV treatment for the past 25 years. Adapalene (ADP) is a third generation synthetic
retinoid widely used in topical dermatological therapy of AV. An analytical method for
the quantification of ADP by HPLC was partially validated following the parameters of
selectivity, linearity, limits of detection and quantification recommended by ICH and
ANVISA. In vitro skin permeation studies are directly related to the efficacy of topical
medications. The aim of this study was to compare the cutaneous permeation profile of
different commercial formulations containing ADP, since both formulations have
different technological development processes. The Deriva ® Micro formulation is
developed by microencapsulation technology, while Differin® is manufactured by the
conventional method. Permeation studies were performed on Franz diffusion cells using
swine skins during a 12h experiment. ADP was recovered from the skin layers (EC, FP
and EP), however, there was no detection and quantification of the drug in the receptor
solution by the HPLC method (High Performance Liquid Chromatography). There was
no statistically significant difference (p <0.05) between formulations in drug recovery in
the skin layers, evidencing that the microsphere-containing formulation did not reduce
the dose of ADP in the drug, providing the same effect of the simpler formulation. The
zeta potential of the microparticles of Deriva ® Micro was analyzed, presenting a value
of -41.31 + 1.12 mV, which indicates stability of the microparticle. PH and content
analyzes were also performed, presenting values of 108.6% (£ 7.89) and 97.2% (+ 2.80)
of ADP content and pH of 5.1 + 0.03 and 5, 0 + 0.036 for Deriva ® Micro and
Differin®, respectively, being compatible with cutaneous pH. In view of all the aspects
covered, this work evidenced the importance of in vitro skin permeation studies for the
evaluation of bioavailability / bioequivalence for both development and control of
topical products, also showing the absence of more stringent legislation regarding the
registration of this type of drug and microencapsulation technology.

Key words: Adapalen, skin permeation, microparticles, nanotechnology, acne vulgaris,
bioequivalence.
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1. INTRODUCAO

A acne vulgaris (AV) ¢ uma doenca inflamatéria de pele cronica e comum
causada pelo bloqueio das unidades pilossebaceas da pele, que sdo os anexos cutineos
constituidos por foliculo piloso agregado a uma glandula sebacea e musculo eretor do

pelo (WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER, 2012).

A AV ¢ associada a maultiplos fatores, como: hipersecrecdo de sebo,
queratinizagdo folicular anormal, forma¢do de colonias de Propionibacterium acnes e
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios (ELSAIE, 2016; WILLIAMS;
DELLAVALLE; GARNER, 2012). A sequéncia exata desses eventos ndo ¢ totalmente
esclarecida, mas o principal fator fisiopatologico parece ser a indugdo andréogena na
producdo e secrecdo de sebo (PICARDO; EICHENFIELD; TAN, 2017). Sabe-se que o
acumulo de sebo e células mortas dentro do foliculo pilossebaceo aumentam a carga
microbiana, que promove uma interrupcdo na parede do foliculo, causando uma

inflamacao na pele, que constitui a acne (KUMAR et al., 2016).

Por ser uma doenca de cunho inflamatério, as lesdes causadas pela AV
geralmente resultam em cicatrizes na pele dos pacientes podendo afetar sua autoestima.
Estima-se que aproximadamente 80% dos pacientes afetados sdo adolescentes e adultos

jovens numa faixa etaria de 11-30 anos (ELSAIE, 2016).

Existem vdrias opc¢des farmacologicas para o tratamento da AV, entre elas o uso
de substancias da classe dos retinoides foi introduzido no tratamento na década de 1970,
uma vez que essas substincias atenuam multiplas caracteristicas da patogénese da AV
(CZERNIELEWSKI et al., 2001). Os retinoides sdo derivados da vitamina A e possuem
uma agdo potente em modular a proliferagio e diferenciagdo celular (MICHEL;
JOMARD; DEMARCHEZ, 1998) que ocorre na regido pilossebacea e normalizar a
descamacdo anormal que ocorre no foliculo, que bloqueia o canal pilossebaceo
formando as lesdes acneicas. Os retinoides mais usados na terapia da AV sdo a
tretinoina, tazaroteno, adapaleno (ADP) e a isotretinoina para uso sistémico
(CZERNIELEWSKI et al., 2001; IRBY; YENTZER; FELDMAN, 2008; LEYDEN;
STEIN-GOLD; WEISS, 2017).

O ADP ¢ um retinoide de uso topico usado no tratamento da acne suave e

moderada. Ele apresenta acdo queratolitica, anti-inflamatoria e antisseborréica. Os



tratamentos com esse farmaco mostraram ser mais tolerados pelos pacientes em
comparagdo com a isotretinoina, por exemplo, devido a sua baixa absorcdo sistémica e
uma menor incidéncia de efeitos adversos importantes, como a teratogénese. No
entanto, alguns efeitos adversos topicos, tais como eritema e secura, foram relatados
com o uso das formulagdes comerciais (BHALEKAR, UPADHAYA, MADGULKAR,
2015; CHEN et al., 2015; RAMEZANLI; ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2016).

Atualmente, o mercado nacional dispde de diferentes formas de apresentagdo
para o ADP, seja na forma livre ou na forma microencapsulada. A justificativa para a
encapsulacdo do farmaco em microparticulas estd em aumentar estabilidade do
medicamento, controlar a liberacdo do farmaco e, sobretudo, direcionar a ag¢dao do
farmaco para a regido folicular apds aplicagdo da formulagdo sobre a pele (GELFUSO

etal., 2015; MATOS et al., 2015).

Por se tratar de medicamentos de uso topico, conhecer o perfil de permeagao do
ADP na pele ¢ de extrema importancia para se garantir a eficicia do tratamento. Apesar
disso, a legislacao nacional ainda ndo exige nenhum estudo de biodisponibilidade topica
para garantir esta eficacia, nem para registro e nem para controle de produgdo desse tipo

de medicamento.

O presente trabalho, portanto, teve como objetivo realizar um estudo
comparativo de permeacgdo cutanea do ADP a partir de duas formula¢des comerciais,
uma contendo o fAirmaco livre e outra contendo o fArmaco microencapsulado, como um

indicativo de efetividade dos medicamentos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a penetragdo cutdnea do ADP a
partir de duas formula¢des comerciais disponiveis no mercado nacional: uma em gel
contendo microparticulas encapsulando o farmaco e outra formula¢do também em gel

contendo o farmaco livre.

2.2. Objetivos especificos

* Padronizar e validar um método analitico para quantificagdio de ADP nos

estudos de teor e de permeagdo cutanea;
¢ Determinar o teor de ADP das diferentes formulagdes comerciais;

* Avaliar o potencial zeta das microparticulas de ADP presentes em uma das
formulacdes comerciais como indicativo de estabilidade intrinseca da

formulag@o microparticulada;

* Verificar in vitro a penetracdo cutdnea do ADP a partir das diferentes

formulagdes comerciais;

* Analisar estatisticamente os dados obtidos ¢ avaliar se as formulagdes sdo

equivalentes em termos de permeagado cutinea.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pele

A pele representa aproximadamente 15% do peso total do corpo de um adulto
com uma area de superficie de 2 m>. Em um adulto com 70 kg, a pele possui em torno
de 13 kg, sendo considerada o maior 6rgdo do corpo humano. A pele desempenha
diversas fungdes, como por exemplo, barreira protetora de agentes externos, bloqueio da
perda de 4gua e eletrolitos do meio interno, prote¢do imunoldgica, controle da
temperatura, percepcdo sensorial e secre¢do sebacea (LAI-CHEONG; MCGRATH,
2013; RIVITTL E. A, 2014).

A pele é composta por trés principais camadas de tecidos: a epiderme (camada
superior), derme ou coério (camada intermediaria) e hipoderme ou tecido subcutaneo
(camada profunda)(LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; RIVITTIL, E. A 2014). As

camadas da pele estdo representadas na Figura 1.

= Epiderme
Glandula sebacea Derme
Hipoderme
Foliculo piloso o Glandula sudoripara

Figura 1. Estruturas da pele: Epiderme, derme e hipoderme (adaptado de
http://www.dermatologia.net/a-pele/).

A epiderme constitui a maior camada da pele, sendo caracterizada pelo epitélio
estratificado queratinizado. Os queratindcitos constituem as principais células da
epiderme (95% das células), enquanto que os 5% restante sdo constituidos pelos

melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel. A epiderme ¢ dividida em



quatro camadas que sdo caracterizadas pelo grau de diferenciacdo dos queratinocitos —
camada basal ou germinativa, camada malpighiana, camada granulosa e camada cornea
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; RIVITTI, E.
A, 2014).

A camada basal ou germinativa ¢ a camada mais profunda da epiderme, sendo
constituida por células basais e melanocitos. As células basais sdo os queratindcitos
basais com formato cilindrico em repouso sobre a membrana basal (membrana que
separa a epiderme da derme). Essa camada germinativa sofre intensa atividade mitotica
dos queratinécitos, dando origem as outras camadas da epiderme até atingir o estrato
coérneo. Esse processo de maturagdo das células ocorre de 15 a 30 dias (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013; RIVITTL E. A, 2014).

A camada malpighiana ¢ composta por células com formato um pouco achatado,
que se aproximam da superficie. Essa camada também ¢ chamada de camada espinhosa
e as células permanecem unidas por meio dos desmossomos, que sdo juncdes
intercelulares. As células da camada espinhosa e da camada basal também se mantém
unidas pelos desmossomos. A camada granulosa ¢ constituida por células achatadas que
possuem grandes quantidades de granulos em seu interior e apenas poucas fileiras de
células nessa camada (trés a cinco fileiras) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013;
RIVITTL E. A, 2014).

Por ultimo, a camada mais externa da epiderme ¢ o estrato cérneo, que ¢
composta por aproximadamente 10 camadas de cornedcitos, porém nas regides
palmoplantares as camadas sdo menos espessas. Os corneodcitos sdo os queratindcitos
que sofreram diferenciacdo celular, tornando-se anucleadas, achatadas e com o
citoplasma composto por filamentos de queratina. Nessa etapa de diferenciagdo as
células sofrem descamagdo. Essas células sdo envolvidas por uma matriz extracelular
hidrofébica derivada de precursores lipidicos, os quais participam da formagdo de
acidos graxos, colesterol e ceramidas, que se organizam de forma integrada entre os
cornedcitos, contribuindo para a manutengao integral da barreira epidérmica. O estrato
corneo sofre constantemente o processo de regeneragdo através da diferenciacdo dos
queratinocitos, atuando como uma barreira protetora (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; POUILLOT et al., 2008; RIVITTI, E. A,
2014).



A derme ou cério (camada intermedidria) ¢ composta pelo tecido conjuntivo,
que oferece suporte a camada da epiderme e promove a unido da pele com o tecido
subcutdneo. A derme ¢ caracterizada pela presenca de mucopolissacarideos e por
diferentes tipos de fibras (colagenas, elésticas e reticulares). Além desses componentes,
a derme também ¢ constituida pelos fibroblastos, mastocitos, células dendriticas e
histiocitos, vasos sanguineos e nervos sensoriais. As glandulas sudoriparas, foliculos
pilossebaceos e o musculo eretor do pelo também estdo presentes na derme
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; RIVITTI, E.
A, 214).

A camada mais profunda da pele ¢ a hipoderme ou tecido subcutineo, que ¢
formada pelo tecido conjuntivo frouxo, ligando a derme aos 6rgdos. A hipoderme
também ¢ composta de lipdcitos, sendo designada como paniculo adiposo. A presenca
do tecido adiposo ¢ importante para controle da temperatura e consequente protecao
contra o frio, dessa forma a hipoderme atua como um isolante térmico. Além disso, o
tecido subcutineo tem o papel de funcionar como um depésito de nutrientes e proteger
o organismo de pressdes e traumatismos externos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013;
LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; RIVITTL E. A 2014).

3.2 Vias de permeacgado cutanea

A permeacdo cutanea de fadrmacos envolve a difusdo do farmaco através
epiderme e de apéndices da pele (foliculo piloso, glandulas sudoriparas e glandulas
sebaceas). No entanto, a permeacdo geralmente ocorre de forma limitada devido ao
estrato corneo, que atua como uma barreira protetora. Apesar de o estrato corneo
apresentar essa funcdo protetora, a permeacdo cutdnea pode acontecer de trés formas
distintas: via intercelular, via transcelular (intracelular) e via apendicial (ILLEL, 1997,

MOSER, 2001).

Na via intercelular, o firmaco atravessa a epiderme entre os corneocitos,
difundindo-se pelas camadas lipidicas que circundam as células do estrato cérneo. Ja na
via intracelular, o farmaco atravessa diretamente a camada de queratina dos cornedcitos
e a matriz lipidica circundante. A via apendicial constitui no transporte do farmaco
através dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas. A

proximidade desses apéndices da pele com os vasos capilares faz com que a absor¢ao



das moléculas permeadas aconteca de forma rapida, devido a passagem folicular dessas

moléculas (ILLEL, 1997; MOSER, 2001).

Apesar de esses apéndices representarem uma pequena fracao de superficie da
pele (aproximadamente 0,1% da pele humana), eles revelaram uma notével importancia
na permeabilidade de ions, moléculas polares e apolares. Além disso, o foliculo piloso
demonstrou possuir uma capacidade reservatdria de farmacos aplicados pela via topica
(BARBERO; FRASCH, 2017; BHATIA; ZHOU; BANGA, 2013; ILLEL, 1997;
MOSER, 2001).

3.3 Micro e Nanotecnologia

A via apendicial tem sido considerada como uma potencial rota para acessar a
pele através de nano e microssistemas. Esses sistemas tém sido bem estudados com o
objetivo de melhorar a permeag¢do de algumas moléculas na pele, principalmente de
moléculas hidrofobicas, pois podem oferecer vantagens na formulagdo de um farmaco,
proporcionando uma melhora na solubilidade e biodisponilidade. Esses sistemas sdo
constituidos por microemulsdes, nanoelmusdes, nanoparticulas, lipossomas e vesiculas

(NASTITI et al., 2017).

As microparticulas e nanoparticulas sdo particulas poliméricas coloidais
definidas pelos seus respectivos tamanhos de micrometros e nandmetros.
(PITAKSUTEEPONG; SOMSIRI; WARANUCH, 2007) O tamanho das
microparticulas pode variar entre 1 e 1000 micrometros e podem ser classificadas como
microcapsulas ou microesferas. (PITAKSUTEEPONG; SOMSIRI; WARANUCH,
2007; SILVA et al., 2003)

As microcapsulas sdo particulas constituidas por polimeros de diferentes
espessuras que revestem a substidncia ativa, formando uma espécie de sistema
reservatorio. A membrana das microcépsulas € constituida por esses mesmos polimeros.
J& as microesferas sdo sistemas matriciais que armazenam o farmaco de forma

uniformemente dispersa ou dissolvido na rede polimérica. (SILVA et al., 2003)
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Figura 2. Estrutura das microparticulas (microcépsulas e microesferas) (SILVA et al., 2003).

3.4 Acne Vulgaris

A acne vulgaris (AV) constitui uma das doengas mais comuns e frequentes na
populacao afetando mais de 85% dos adolescentes no mundo (SUH; KWON, 2015;
WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER, 2012); no entanto, os adultos também podem
ser acometidos pela AV. Em casos extremos, a doenga pode ter consequéncias severas
para o desenvolvimento da personalidade dos jovens, visto que as alteragdes cutaneas
podem afetar a autoestima do individuo, podendo contribuir com efeitos sociais e

economicos (GUPTA; GUPTA, 1998; JAPPE, 2003).

Nao existe um perfil epidemioldgico universal da AV. Em geral, observa-se que
95% dos meninos e 80% das meninas com aproximadamente 16 anos de idade sdo
afetados e em adultos percebe-se uma prevaléncia maior em pacientes do sexo feminino
do que masculino (STATHAKIS; KILKENNY; MARKS, 1997). Normalmente, a
ocorréncia da AV em individuos do sexo masculino se apresenta de forma severa
(JAPPE, 2003). A acne ndo ¢ uma doenga fatal, porém pode persistir ao longo da vida

deixando o rosto marcado com cicatrizes permanentes (SUH; KWON, 2015).

Durante a fase da adolescéncia o organismo sofre diversas mudangas que podem
ser atribuidas as atividades hormonais, que tém seu inicio de manifestacdo justamente
nesse periodo da puberdade, resultando em alteragdes de pele e cabelo. Os hormonios
sexuais (androgenos e estrogenos) estdo entre os fatores que sdo responsaveis pelas
alteracdes cutaneas e, consequentemente, pelo aparecimento da acne que ¢ caracterizada

pela presenca de cravos, espinhas e nodulos (BAGATIN et al., 2014; SBD,2016).

A fisiopatologia (patogénese) da acne estd associada a multiplos fatores, dentre
eles encontram-se a alteracdo do processo de queratinizagdo, a formacdo de comeddes

(comedogénese), a colonizagdo folicular por Propionibacterium acnes, o aumento da



producdo sebacea e os mediadores inflamatdrios em volta das unidades pilossebaceas. A
sequéncia exata dos eventos e como eles ocorrem de forma interconectada ainda sdo

desconhecidos devido a complexidade inerente da doenca (SUH; KWON, 2015).

Os primeiros sintomas da acne sdo lesdes conhecidas como comeddes que sdo
caracterizados por um bloqueio no ducto sebaceo devido a um tampdo de queratina,
podendo causar uma intensa resposta inflamatéria (RBM, 2016). No processo de
formagdo da acne, as unidades pilossebaceas sofrem uma hipertrofia devido a acgdo
androgénica sobre a sua estrutura criando condigdes favoraveis para a formacgdo do
comeddo. Em seguida, uma hiperproliferagdo no infundibulo da glandula, que ¢
constituido pela por¢ao epidérmica, bloqueia o 6stio ductal, impedindo a drenagem do

sebo produzido pela glandula, levando a comedogénese (F.M. BRENNER et al, 2006).

Ostio Folicular

Glandula sebacea

Foliculo Pilo - Sebaceo

Figura 3. Anatomia do foliculo piloso (F.M. BRENNER et al, 2006).

A hiperestimulacao androgénica pode fazer com que a produgdo da secre¢ao do
sebo fique acumulada no comedao obstruido e favorecer a colonizagdo folicular por
Propionibacterium acnes (F.M. BRENNER et al, 2006), que libera citocinas pro-
inflamatorias, desencadeando uma reagdo inflamatdria e infecciosa em toda a glandula

(JAPPE, 2003).

Além de todos os fatores que contribuem para a formagao da acne ja citados nos
paragrafos anteriores, alguns estudos mostraram que o aparecimento da AV também
pode estar relacionado com fatores genéticos devido a herangca de um gene autossomico
dominante com expressao diferente (JAPPE, 2003). Devido a todos esses fatores a AV ¢

uma doenca de dificil compreensao.



Atualmente, pesquisadores de diversas 4areas, incluindo dermatologia,
imunologia, microbiologia e endocrinologia tém estudado novos conceitos para a
fisiopatologia da acne, sugerindo que esses fatores estdo muito mais interconectados do

que tem sido compreendido previamente (SUH; KWON, 2015).

3.5 Tratamento para Acne vulgaris

As principais opg¢des para o tratamento de primeira linha da acne com
inflamacdo moderada e comedogénica constituem os seguintes grupos farmacoldgicos:
antibidticos de uso topico, queratoliticos e retinoides. A terapia combinada com
diferentes grupos farmacologicos também ¢ frequente no manejo clinico para o
tratamento da acne com o objetivo de atingir alvos com diferentes fatores patogénicos.

(CHEN et al., 2015).

Os retinoides sdo uma classe de compostos moleculares derivados da vitamina
A (BUCHANAN; GILMAN, 2016). A vitamina A existe em trés formas: retinol
(vitamina A em fung¢do dalcool), retinal (vitamina A em fun¢do aldeido) e 4cido
retinoide, os retinoides podem ser naturais ou sintéticos com propriedades bioldgicas

similares a vitamina A (CARR; TREVINO; DONNELLY, 2011).

Esses compostos sdao usados como primeira linha no tratamento da acne
inflamatoria. Eles se ligam aos receptores nucleares de acido retindico (RAR) e ativam
os genes responsaveis pela diferenciacdo celular. Essa ativacdo promove um efeito anti-
proliferativo nos sebdcitos, proporcionando uma diminui¢do na produgdo de sebo e na

comedogénese (RAMEZANLI; ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2016).

Os retinoides podem reverter a descamagdo anormal dos foliculos e, além disso,
possuem efeitos anti-inflamatorios. As formulagdes de uso topico além de serem usadas
para o tratamento de acne moderada também sdo usados para outras doengas de pele

(CHEN et al., 2015).

Os retinoides sdo os agentes comedoliticos mais efetivos e estdo no topo do
tratamento para acne nos ultimos 25 anos. Os de uso topico sdo a tretinoina, adapaleno e
tazaroteno, enquanto que para uso sistémico existe apenas a isotretinoina (AKHAVAN;
BERSHAD, 2003; RUSSELL, 2000). A classe desses compostos ¢ dividida em trés
geragdes, que sdo baseadas de acordo com as suas estruturas quimicas (MARTINS et

al., 2011a). Na primeira geracdo existem a tretinoina e a isotretinoina. A segunda
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geracdo contém etretinato e acitretina e por ultimo, a terceira geragdo, estdo presentes o

adapaleno e o tazaroteno (VINHAL, D.C.et al., 2014).

O ADP ¢ um retinoide sintético de terceira geracdo derivado do &cido naftoico.
O ADP ¢ utilizado no tratamento de acne suave-moderada com efetividade contra
condi¢des de acne em que os comeddes sdo predominantes (ROY, 2015). Devido ao
fato de ser um andlogo de retinoide possui agdes similares com a tretinoina (TOLBA;
EL-GAMAL, 2016). Ambos possuem a capacidade de se ligar a0 mesmo receptor e
ativar a mesma via de sinalizagdo (MARTINS et al., 2011a).

O ADP, quando comparado com outros retinoides de uso tdpico, apresenta uma
pequena incidéncia de efeitos adversos, exibindo um perfil satisfatorio de tolerancia

pelos pacientes (CHEN et al., 2015).

O nome quimico do adapaleno ¢ 6- [3- (1-adamantil) -4-metoxifenil] -2- naftdico
(Figura 2) e algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas incluem um pKa=4,23 e um
logP=8,0, que proporciona uma biodisponibilidade limitada no local dos foliculos
pilosos e no estrato da pele, sendo um composto altamente lipofilico. Além disso,
apresenta uma estabilidade maior em presenga de luz em comparagdo com a
isotretinoina  (BHATIA; ZHOU; BANGA, 2013; MARTINS et al, 20lla;
RAMEZANLI; ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2017).

Figura 4. Estrutura quimica do Adapaleno (MARTINS et al., 2011a).

Quando comparado a isotretinoina, o ADP possui baixa absor¢do sistémica, e

melhor eficacia, sendo mais tolerado pelos pacientes, o que contribui para as vantagens
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do seu uso. Outra vantagem ¢ que ndo had evidencia clinica de ser teratogénico

(MARTINS et al., 2011a).

Em 1995 foram aprovadas duas formulagdes topicas de adapaleno: uma em gel
(0,1% ¢ 0,3%) e uma em creme (0,1%) (MARTINS et al., 2011b) ¢ atualmente existem
formulagdes em gel de ADP de liberacdio prolongada que sdo constituidas por

microesferas como, por exemplo, a formula¢do da Glenmark, o Deriva ® Micro Gel.

Como a pele ¢ um o6rgdo que possui propriedades de barreiras que inibe o
transporte passivo de substancias aplicadas topicamente (RAMEZANLI; ZHANG;
MICHNIAK-KOHN, 2016), diferentes formulagdes de ADP foram estudadas por
industrias de medicamentos com o objetivo de otimizar a dose, eficicia e seguranca

(ANVISA, 2017).

Desse modo, serd de grande importdncia um estudo comparativo de uma
formulagdo em gel com microparticulas de ADP e uma formula¢ao em gel com o ADP

livre (sem as microparticulas) para verificar o perfil de penetragao folicular do farmaco.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O ADP (99%) utilizado para a validagdo do método por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e para o preparo das curvas de calibragdo foi obtido de uma
farmacia de manipulagdo local. O etanol e acetonitrila, ambos de grau HPLC, foram
obtidos da J.T. Baker (Philisburg, EUA) e o 4cido fosforico da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A 4gua utilizada em todas as andlises foi a 4gua tipo Milli-Q
(Millipore, Franga). A técnica de tape stripping diferencial foi realizada utilizando-se

uma cola de cianoacrilato e fitas adesivas da Scotch Book Tape (3M, Alemanha).

A pele usada neste trabalho foi proveniente das orelhas de suinos logo apds o
abate da industria Bonasa Alimentos (Sdo Sebastido, DF, Brasil), que gentilmente cedeu
este material. A realizacdo dos experimentos contendo a pele suina ndo necessita de
nenhuma autorizacdo dos conselhos de ética, devido ao fato de ser um material liberado
para consumo. As orelhas foram lavadas com agua tipo Milli-Q e fixadas com alfinetes
em um isopor recoberto por papel aluminio. Em seguida, com a utilizacdo de um bisturi,
a pele foi separada da cartilagem. O tecido adiposo foi retirado com uma tesoura e apds
esse procedimento de limpeza, a pele foi recortada em formato esférico e armazenada a

uma temperatura de -4°C por um periodo de no méximo dois meses antes do uso.

4.2 Formulagdes
As formulagdes que foram adquiridas em drogarias do Distrito Federal. As
formulagdes contendo ADP foram as seguintes:
v' DERIVA® MICRO bisnaga de 30 mg de gel dermatoldgico de liberagio
prolongada contendo 1mg/g de microesferas contendo ADP - Glenmark
Farmacéutica Ltda;
v' DIFFERIN® bisnaga de 30 mg de gel dermatolégico contendo 3mg/g de
ADP — Galderma.

4.3 Método Analitico para quantificagdo de ADP

As andlises de doseamento dos géis contendo ADP foram realizadas utilizando o
método de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com um equipamento da
marca Shimadzu, modelo LC 20-AD. O equipamento era composto por duas bombas
(modelo LC 20-AT), um injetor automdtico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo
CTO-20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um
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computador equipado com o programa de andlise cromatografica Shimadzu LC. A
coluna utilizada foi uma coluna C8 da Shimadzu e fase mdvel composta por acetonitrila
e agua acidificiada com &cido fosforico 0,01M com pH ajustado para 2,5 (80:20). A
vazdo da fase movel foi de 1,4 mL/min, volume de injecdo das amostras foi de 20 pL, o
forno foi utilizado em uma temperatura de 25°C e a detecgao foi feita em comprimento

de onda igual a 321 nm (MARTINS et al., 2011a).

4.4 Validagao do método analitico

A validagdo do método analitico foi realizada utilizando os parametros de
seletividade, linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificagdo. Os parametros
foram realizados de acordo com as orientagdes do ICH (International Conference of
Harmonisation) Q2B (1996), e Resolucao - RE N° 899, de 29 de Maio de 2003 ¢ RDC
N° 166, de 24 de Julho de 2017, ambas emitidas pela ANVISA (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria).

4.4.1 Seletividade

A seletividade foi observada por meio da andlise do estrato corneo, foliculo
piloso e pele remanescente separados da pele de suinos e contaminados com uma
solu¢do com concentragdo igual a 7 pg/mL de ADP. Os tempos de retencdo e area do
pico do ADP obtidos da corrida no HPLC foram comparados ao de uma solucdo

simples de ADP a 7 ug/mL.

4.4.2 Linearidade

Trés solugdes-mae de ADP na concentragdo de 100 pg/mL foram preparadas em
etanol grau HPLC partindo-se de pesagens independentes do fArmaco e, a partir de cada
uma delas, foram feitas sete diluigdes em etanol para obter amostras nas seguintes
concentragdes: 0,5; 2,0; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0; 20,0 pg/mL. A curva analitica foi obtida
relacionando-se a area do pico gerado pelo equipamento com a respectiva concentragao
de ADP. A anélise estatistica dos dados foi obtida utilizando-se o método de regressao
linear, resultando em uma reta no formato y = ax + b, em que (a) corresponde ao
coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear. As faixas lineares foram calculadas

utilizando-se o coeficiente de correlacdo linear (r), de acordo com o pardmetro minimo

aceitavel de » = 0,99 (ANVISA, 2003).
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4.4.3 Limites de Detec¢do e Limites de Quantificag¢do

Os valores de limite de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) sdo os menores
valores de ADP que podem ser detectados e quantificados pelo método analitico
desenvolvido. Os limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ) foram determinados

por meio das equagdes teoricas (ICH, 2005) descritas abaixo:

LD = (%) (Equagéo I)

10x s

LQ = ( 5 ) (Equagdo II)

onde: LD corresponde ao limite de deteccdo; LQ corresponde ao limite de quantificagio;

s € o desvio padrao dos valores de intercepcao do eixo Y das curvas de calibragdo; e S

corresponde ao coeficiente angular da curva de calibragao.

4.5 Caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes: analise de teor e pH
A andlise do teor foi realizada com a preparacdo das formulagdes diluidas em
etanol com uma concentragao final de 15 pg/mL e o ADP foi quantificado em CLAE. O

experimento foi realizado em triplicata para cada formulacao.

O pH de cada formulagdo foi analisado em triplicata utilizando um
potenciometro equipado com eletrodo para formulagdes semissolidas (Digimed) pela

simples insercdo do eletrodo nas aliquotas das formulagdes.

4.5.1 Potencial zeta

A analise do potencial zeta das microparticulas da formulagcdo comercial Deriva
® Micro foi realizada em um equipamento Zetasizer Nano (Malvern, EUA).
Aproximadamente 5 mg da formula¢do foram suspensos em 1,5 mL de 4dgua destilada.
Em seguida, ImL da suspensao foi pipetada em uma cubeta de pléstico do Zetasizer e a
leitura foi realizada por meio da determinagdo da mobilidade eletroforética das

particulas (OLIVEIRA, 2016).
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4.6 Estudos de recuperacao do ADP no estrato corneo (EC), no foliculo piloso (FP) e na
epiderme remanescente (EP).

A recuperagdo do ADP na pele de suinos foi realizada utilizando-se
primeiramente a técnica de differential tape stripping, que permite a separacdo do
estrato corneo (EC), foliculo piloso (FP) e epiderme remanescente (EP) da amostra de
pele. Fragmentos da pele suina previamente cuidados e armazenados foram esticados e
fixados sobre um suporte de isopor recoberto com papel aluminio. Em seguida, para a
remo¢do do EC foram utilizados 15 pedacos de fita adesiva. Posteriormente, foi
aplicada 1 gota de cianoacrilato sobre o fragmento da pele, juntamente com um pedago
de fita adesiva que foi pressionada levemente durante 1 minuto e retirada em seguida
para a remogao dos foliculos pilosos (esse procedimento foi realizado 2 vezes para cada
amostra de pele). Por ultimo, a EP foi apenas recortada em pequenos pedacgos. As fitas
contendo o EC, FP e os pedacos da EP foram transferidos para frascos de vidro
correspondente a cada camada da pele. Apos esse procedimento, 350 pL de uma
solucdo de ADP 100pg/mL em etanol foram adicionados aos recipientes de vidro e, em
seguida, o solvente foi evaporado através de um fluxo de ar. Logo apods, 5 mL de etanol
foram adicionados aos frascos de vidro para extragdo do farmaco das camadas da pele e
avaliagdo da recuperacdo. Os frascos contendo as camadas da pele e o solvente extrator
ficaram por 24 h em repouso (sem agitagdo) e o conteudo foi filtrado para vials com o
auxilio de uma seringa de 1mL e de filtros em membrana hidrofébicos de 0,22 pm. Por
ultimo, as analises foram feitas seguindo-se o0 método analitico validado para quantificar

o ADP. Essa analise foi realizada em quintuplicata.

4.7 Estudo in vitro de permeagao cutanea de ADP em pele de suinos

O estudo in vitro de permeagdo cutidnea foi realizado utilizando células de
difusdo vertical do tipo Franz modificada (Figura 5). Esta célula possui dois
compartimentos (doador e receptor) em que a pele suina era colocada entre os
compartimentos com o EC voltado para cima. Foram inseridos 15 mL de uma solugao
no compartimento receptor composta por agua e etanol em uma propor¢do de 50:50
(v/v). Esta solugdo foi mantida sob agita¢do e a aproximadamente 32° C durante todo o
tempo experimental, que foi de 12 h. Ao compartimento doador, sobre a pele, foram
aplicados 500 mg das formulagdes. Os experimentos foram realizados em quadruplicata

para cada formulagdo analisada.

16



Figura 5. Células de Franz modificadas (MATOS et al., 2015)

Apds as 12 h de experimento de permeacdo cutdnea in vitro, o farmaco foi
recuperado das camadas da pele (EC, FP e EP) por meio da técnica de differential tape
stripping, conforme foi explicado no topico 4.6. As peles foram retiradas das células de
Franz (Figura 6), esticadas e fixadas sobre um suporte de isopor recoberto por papel
aluminio. Um molde de plastico com area de 1,0 cm? foi colocado sobre a pele,
deixando apenas a area de transporte do farmaco livre. Em seguida, o EC foi retirado
com a utilizagdo de 15 fitas adesivas e o FP foi removido com a aplicagdo de 1 gota de
cola de cianoacrilato e 1 fita adesiva pressionada levemente durante 1 minuto, com a
retirada da fita apenas com um movimento Unico (procedimento realizado 2 vezes para
cada pele. Por ultimo, apds a retirada do EC e do FP, a EP foi recortada em pequenos
pedacos. As fitas adesivas do EC, do FP e a pele picotada da EP foram colocadas em
frascos de vidro para extracdo do farmaco com 5 mL de etanol durante 24 h sem
agita¢do e seu contetdo foi retirado com uma seringa de 1 mL e filtrado com filtros de
membrana hidrofobicos com porosidade de 0,22 um e transferidos para os vials para

andlise por CLAE para quantificagdo do ADP.
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Figura 6. A) Peles de suinos apds a permeagdo in vitro com as formulagdes comerciais de ADP:
Differin® e Deriva ® Micro. B) Células de Franz modificadas durante o estudo de permeagdo in
vitro. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.

4.8 Anélise Estatistica dos dados

Os dados quantitativos foram representados nas Tabelas e Figuras como média +
desvio padrao. As regressoes lineares e equagdes de reta foram obtidas com a utilizagdo
do programa Microsoft Excel 2007. A andlise estatistica dos dados foi realizada com a
utilizagdo do programa GraphPad Prism v.3.00. As diferencas significativas entre
conjunto de dados foram verificadas por analise de varidncia one-way ANOVA, seguido
do teste de Tukey com comparagdo multipla dos dados. O nivel de significancia

estatistica foi fixado como sendo p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validagdo do método analitico para quantificagdo de ADP

A legislacdo define que a validagdo tem a funcdo de analisar se o método
proposto para determinada andlise ¢ adequado para quantificagdo de um farmaco e
outras substancias. Dessa forma, a validacdo deve assegurar a confiabilidade dos
resultados, cumprindo as exigéncias analiticas, o que inclui estudos de
especificidade/seletividade, linearidade, intervalo, e sensibilidade (limites de deteccdo e

de quantificacdao) (ANVISA, 2003).

Para a obtengdo de um pico cromatografico com caracteristicas dentro das
especificagdes de simetria e tempo de retencdo foi utilizado como base o método
descrito por (MARTINS et al., 2011a), com pequenas alteragdes, utilizando uma coluna
C8 da Shimadzu. A fase movel inicialmente foi composta por acetonitrila e agua
acidificada com 4acido fosférico em um pH 2,5 na propor¢do de 67:33 (v/v),
respectivamente. No entanto, com essa propor¢do da fase mével, o pico cromatografico
do farmaco ndo eluiu conforme o previsto. A combinagdo de acetonitrila e agua
acidificada com dacido fosforico pH 2,5 foi entdo testada em uma propor¢do de 80:20
(v/v), o que resultou na presenga de um pico mais adequado com um tempo de reten¢do

mais proximo do proposto pelo artigo utilizado como referéncia.

Assim, as analises cromatograficas posteriores foram realizadas utilizando uma
coluna C8, fase movel composta de acetonitrila e agua acidificada (pH 2,5) 80:20 (v/v),
vazao de 1,4 mL/min, com um volume de inje¢do de 20 uL e a detec¢do foi feita em
321 nm. O pico cromatografico do ADP foi observado apds 4,5 min de eluigdo (Figura

7).
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Figura 7. Imagem do pico cromatografico do ADP (20 pg/mL) com elui¢cdo em 4,5 minutos.

5.1.1 Seletividade

A seletividade constitui em um parametro de extrema importincia para a
validacdo de um método analitico. Esse quesito garante que, durante a analise de uma
amostra, o farmaco sera identificado/quantificado de forma segura mesmo na presenca
de outros compostos ou substancias como, por exemplo, impurezas, produtos de
degradacdo, componentes de matriz e outros (ANVISA, 2017; ANVISA, 2003; ICH,
2005).

Pode-se verificar na Figura 8 que as diferentes camadas da pele (EC, FP e EP), o
solvente utilizado (etanol) e os excipientes das formulagdes ndo causaram interferéncias
nem no tempo de reten¢do, nem na magnitude do pico cromatografico correspondente
ao ADP. Logo, ¢ possivel concluir que a pele suina, etanol e os excipientes ndo causam
interferéncia na quantificagdo de ADP, provando a seletividade do método para a

determinagdo de ADP.
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Figura 8. Padrdo de ADP em uma concentragdo de 7pg/ml e interferentes (EC, FP e EP).

5.1.2 Linearidade

A linearidade do método corresponde a sua habilidade em obter resultados que
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito, possibilitando determinar
concentragdes de amostras que estdo presentes dentro de uma faixa de concentragdo
conhecida de forma linear (GREEN, 1996). Dessa forma, uma curva de calibracao foi
construida para analise da quantificagdo de ADP. A equacdo da curva de calibragdo foi

igual a y = 50423x — 38885,6 e o grafico estd apresentado na Figura 9 abaixo.
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Figura 9. Representagdo grafica da curva analitica obtida por CLAE para solugdes etandlicas de
ADP na faixa de concentragdo entre 0,5 ¢ 20,0 pg/mL. Equagdo da reta: y = 50423X — 3885,6
r*=0,999.

A partir do célculo da regressdo linear, foi possivel determinar o coeficiente de
correlacdo linear (r) que foi igual a 0,999, valor que esta de acordo com o limite
estabelecido pela RE n° 899 de 2003 e pela RE n° 166 de 2017, ambas da ANVISA.
Logo, o método desenvolvido pode ser considerado linear para quantificacdo de ADP na

faixa de concentragdo que vai de 0,5 pg/mL a 20 pg/mL.

5.1.3 Limites de Detec¢do e de Quantificagdo

O limite de detec¢do corresponde a menor quantidade de um analito (farmaco)
que esteja presente em uma amostra e que pode ser detectado por um método
instrumental ou ndo; no entanto, esse valor detectado ndo ¢ quantificado de forma
fidedigna. O limite de quantificagdo, por sua vez, ¢ a menor concentragdo do analito que
o método ¢ capaz de identificar em uma amostra de forma precisa e exata (ANVISA,

2017; ICH, 2005).

Os limites de deteccdo e quantificagdo para o método, respectivamente, foram
0,096 pg/mL e 0,292 pg/mL. Dessa forma, o método ¢ adequado para andlise de ADP

nas amostras a serem estudadas.
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5.2 Caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes: analise de teor e pH

A formula¢do de ADP Deriva ® Micro, segundo as informacdes do fabricante
presente na respectiva bula, contém 1 mg de ADP e 1 mg de excipientes (microesferas —
metacrilato, isobutilmetacrilato, etilenoglicolbismetacrilato-, edetato dissodico,
carbomer 940, propilenoglicol, metilparabeno, poloxamer, fenoxietanol, hidroxido de
sodio, alcool isopropilico, diclorometano e dgua purificada). Ja a Differin® contém 3 mg
de ADP e 1 mg de excipientes (carbomer 940, edetato dissédico, metilparabeno,
poloxamer 124, propilenoglicol, hidréxido de sddio e/ou acido cloridrico para ajuste de

pH e 4gua purificada).

A andlise de teor teve como objetivo verificar a quantidade de ADP nas
formulagdes para comparar com a concentracdo informada pelo fabricante e verificar se
as quantidades estdo dentro das especificacdes propostas pela legislacdo. A
Farmacopeia Brasileira atual ndo apresenta a monografia do ADP; dessa forma,
conforme a RDC N° 60 de 10 de outubro de 2014 (concessdo e renovagdo de registro de
medicamentos), na auséncia da monografia na Farmacopeia Brasileira devem ser
cumpridos 0s requisitos propostos em outros compéndios oficiais, normas ou
regulamentos especificos aprovados pela ANVISA. Nesse sentido, o compéndio oficial
utilizado para verificar a especificagcdo proposta para o ADP foi a USP 40 - United
States Pharmacopeia de 2017.

A formulagdo Deriva ® Micro apresentou um teor de 108,6% (= 7,89) de ADP e
a Differin® apresentou um teor de 97,2% (+ 2, 80) de ADP. Considerando-se as
especificagdo da USP- 40, ambas as formulagdes apresentaram valores fora das
especificagdes de teor, que estariam entre 98 e 102%, apesar de estarem muito
proximas. Uma possivel explicacdo para a pequena discrepancia de valores esta no fato
de que o método farmacopeico utilizado pela USP para a dosagem do farmaco na

formulacao ¢ diferente do utilizado no trabalho.

As formulagdes Deriva ® Micro e Differin® apresentaram os seguintes valores
de pH, respectivamente, 5,1 = 0,03 e 5,0 = 0,036, respectivamente, mostrando-se
praticamente iguais e compativeis com o pH cutineo (4,6 — 5,8) (LEONARDI;
GASPAR; CAMPOS, 2002).
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5.2.1 Potencial Zeta

O potencial zeta das microparticulas da formulagdo Deriva ® Micro
apresentaram um valor de -41,31 = 1,12 mV. O potencial negativo pode ser explicado
devido a carga residual dos polimeros que compdem as microesferas, os quais sdo 0s
polimeros derivados do acido metacrilico e acido acrilico, que s3o usados como
moduladores de liberacdo e como agentes bioadesivos, respectivamente (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010). Este potencial zeta negativo e superior a 30 mV é

indicativo de estabilidade fisica das microesferas dispersas no gel hidrofilico.

5.3 Estudos de recuperacdo do ADP no estrato corneo (EC), no foliculo piloso (FP) e na
epiderme remanescente (EP)

Os testes de recuperacdo de ADP das camadas da pele foram realizados com o
objetivo de validar o processo de extracdo do farmaco apds os experimentos de
permeagdo. O método utilizado foi baseado no método de recuperagdo para o minoxidil

proposto por Matos et al. (2015).

A extracdo do ADP das camadas da pele apresentou eficiéncia dentro da
linearidade do método analitico previamente validado por CLAE. A porcentagem do
farmaco recuperado no EC, FP e EP foram 63,8% + 7,5, 70,8% + 2,5 ¢ 61,3% + 3.6,
respectivamente. Apesar de a recuperagdo estar abaixo do limite de 85% proposto para
métodos bioanaliticos (CAUSON, 1997), esta dentro do que se espera para um método
que trabalha com um farmaco extremamente lipofilico como ¢ o ADP. Outros estudos
de recuperacdo para farmacos lipofilicos apresentaram também porcentagens de

recuperacdo pouco acima de 50% (CAMPOS et al., 2015).

5.4 Determinagdo da permeacgdo cutanea in vitro de ADP em pele de suinos a partir das
formulagdes

Os estudos de permeagdo cutanea possuem o objetivo de avaliar a difusdo do
farmaco nas camadas da pele. A difusdo do farmaco ocorre de forma passiva, em que as
moléculas passam de uma regido do sistema para outra por gradiente de concentragao,
com as moléculas atravessando uma membrana a partir do lado mais concentrado. As

moléculas que atravessam o meio receptor podem ser determinadas analiticamente ao
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longo do tempo e, dessa forma, ¢ possivel se determinar a quantidade de fadrmaco

permeado (AULTON, 2007; OYAFUSO, 2012; PRACA, 2010).

A importancia dos estudos de permeacdo consiste na possibilidade de observar as
interagdes das formulacdes com a pele, analisando a seguranca e eficacia das

formulagdes para uso tépico (OYAFULSO, 2012; TOIGO, 2015).

Na terapia dermatoldgica da acne vulgaris, a formulagdo de ADP ¢ aplicada sobre
as lesdes causadas pela doenca e o efeito do fArmaco deve acontecer diretamente no
local de aplicagdo. Dessa forma, apds a aplicagdo da formulagdo, o farmaco deve
atravessar o EC, que atua como um fator limitante na liberagdo transdérmica de
farmacos, uma vez que ¢ relativamente impermedavel, contribuindo para a absor¢ao de
substancias lipossoliveis e dificultando a absor¢do de substincias insoluveis nos

lipideos presentes nessa camada (ANSEL, 2007; AUTON, 2005; MATOS, 2014).

A permeagcdo no EC pode acontecer por diversas vias como foi explicado
anteriormente, como por exemplo, as vias intercelular e transcelular (intracelular), as
quais sdo bem descritas na literatura. No entanto, a via apendicial tem sido muito
importante na absor¢do percutanea de farmacos aplicados por via topica e aumentar o
direcionamento de firmacos para os FP para tratamentos de patologias associadas as
estruturas pilossebaceas, como a acne e alopecia, torna-se extremamente relevante
(BHATIA; ZHOU; BANGA, 2013; ILLEL, 1997; MOSER, 2001; ROLLAND et al.,
1993).

Os FP sdo invaginagdes da epiderme que se estendem até a derme, possibilitando
uma area de superficie adequada para absorc¢do, visto que ¢ uma estrutura cercada por
capilares sanguineos. No entanto, ¢ importante distinguir o uso dos FP como alvo para
liberacdo sistémica de farmacos e como alvo para uma terapia farmacoldgica topica

(BHATIA; ZHOU; BANGA, 2013; MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005).

A utilizagdo de formulagdes topicas com sistemas de liberagdo de farmacos
nanoparticulados e microparticulados tem sido amplamente estudada com o objetivo de
direcionar a liberacdo passiva de farmacos para a via transfolicular devido ao tamanho
das particulas obtidas por esses sistemas. Alguns estudos demonstraram o impacto do
tamanho das particulas na penetracdo dos FP, constatando que microparticulas

possuindo um diametro de 3 a 10 pum conseguem penetrar de forma seletiva nos ductos
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foliculares, enquanto particulas maiores que 10 pm ficam retidas na superficie da pele e
microparticulas menores que 3pum sdo distribuidas aleatoriamente nos FP e EC

conforme apresentado na Figura 10 (ROLLAND et al., 1993).
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Figura 10. Influéncia do tamanho das particulas na penetragao folicular (ROLLAND et al.,
1993).

_Subcutaneous
tissue

De acordo com o que foi abordado anteriormente, o objetivo dos estudos de
permeagdo in vitro neste trabalho foi comparar o perfil de permea¢do do ADP nas
diferentes formulagdes comerciais com intuito de verificar se as formulacdes sdo

equivalentes ou ndo, considerando possuirem tecnologias diferentes.

Os estudos de permeacdo foram realizados durante 12 h de experimento e ap6s
esse periodo aliquotas de 1mL foram coletadas do compartimento receptor. O farmaco,
porém, nao foi detectado e nem quantificado durante o experimento. Bathia, Zhou e
Banga (2013) descreveram estudos de permeag¢do in vitro de microemulsdes de ADP
utilizando como meio na solugdo receptora um tampao fosfato salino (PBS) em um pH
7,4 com temperatura constante de 37°C e também ndo detectaram o ADP nessas
condi¢des, visto que as condigdes ndo foram otimizadas para que as sink conditions
fossem cumpridas, além de que o firmaco possui um log P = 8,0, dificultando ainda

mais a permeacao.

Toigo (2015) em estudos com suas nanoparticulas de ADP também nao
encontrou nenhuma quantidade do firmaco em seus estudos de permeacdo in vitro

durante 8 h de experimento. A autora ressalta com esses resultados a importancia de
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evitar a absor¢do sistémica de farmacos utilizados no tratamento da acne por via tdpica,

devendo o farmaco alcangar as camadas mais externas da pele.

Por outro lado, houve penetracio de ADP em todas as camadas da pele (EC, FP

e EP) para as duas formulagdes avaliadas, segundo dados mostrados na Figura 11.
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Figura 11. Quantidade de ADP retido no estrato corneo (EC), foliculo piloso (FP) e epiderme
(EP) nas diferentes formulagdes. As barras representam a média + desvio padrao da média.

Como pode ser observado na Figura acima, houve diferenca significativa
estatisticamente (p<0,05) entre as duas formulagdes apenas para a quantidade de
farmaco retiro no EC, e para o FP e EP ndo houve diferenca. As quantidades de ADP
encontradas no EC, FP e EP para a Differin® foram 1,5+0,5 ug/cmz, 1,1+0,7 ug/cm2 e
0,9+0,1 ug/cmz, respectivamente. Ja a Deriva ® Micro apresentou valores de 2,6 + 0,4
pg/em?, 1,3 + 0,3 pg/em® e 1,3 + 0,3 pg/em® para o EC, FP e EP, respectivamente.
Dessa forma, ¢ possivel observar que maiores quantidades do farmaco foram
encontradas no EC em ambas as formulacdes, o que pode ser explicado devido a
caracteristica lipofilica do farmaco. No entanto a Deriva ® Micro promoveu penetragio
de ADP em quantidades maiores do que a Differin no EC devido, provavelmente, ao
tamanho das microparticulas que permite uma distribui¢do aleatéria no EC (ROLLAND

etal., 1993).

E interessante notar que mesmo a Differin® contendo concentragdo trés vezes

. . ® . o~
maior que a Deriva = Micro em sua composi¢do (3mg/g versus 1 mg/g de ADP na
formulagdo, respectivamente), ambas as formulacdes apresentaram semelhancas nas

quantidades de farmaco retidas no FP e na EP. O exposto mostra que a tecnologia de
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microencapsula¢do resultou em um aumento significativo na quantidade do farmaco
retido no EC, além disso, ndo foi capaz de reduzir a dose de firmaco no medicamento

mantendo o comportamento semelhante ao da formulag¢ao mais simples no FP e na EP.

O presente estudo aponta para a necessidade em se criar legislagdes mais
rigorosas para se colocar medicamentos topicos no mercado, além da necessidade de
legislacdes especificas para produtos que envolvem tecnologias de micro e

nanoencapsulagao.

A RDC n° 31/08/2010 define como equivalentes farmacéuticos aqueles
medicamentos que apresentam a mesma forma farmacéutica, via de administragdo,
mesma quantidade da substincia ativa e os excipientes podem ou ndo serem idénticos,
desde que seja bem estabelecida a fungdo destinada. E formas farmacéuticas de
liberagdo modificada podem conter ou ndo a mesma quantidade da substancia ativa,
contando que liberem quantidades idénticas da mesma substincia ativa durante um
mesmo intervalo posologico. Enquanto a bioequivaléncia estd relacionada com a
biodisponibilidade equivalente entre produtos de acordo com um mesmo desenho

experimental (ANVISA, 2010; ANVISA, 2014).

No entanto, a RDC n° 37/08/2011 propde a bioisencdo de estudos de
bioequivaléncia para medicamentos de uso topico. Sendo assim, a eficacia e seguranga
desses medicamentos ndo sdo comprovadas por estudos de bioequivaléncia e apenas os

estudos de equivaléncia sdo analisados para fins de registro de medicamentos de uso

topico no Brasil (SOARES et al., 2015).

Soares et al (2015) desenvolveram um trabalho fazendo um levantamento de
todos os medicamentos topicos que possuem registro no Brasil até o ano de 2013
comparando com a forma que esses medicamentos sdo registrados internacionalmente
em termos de estudos que sdo necessarios para concessdo de registro. Os autores
concluiram a existéncia de uma flexibilizacdo das exigéncias propostas pelas agencias
reguladoras no Brasil em relagdo aos estudos necessarios para o registro desses
medicamentos de forma que ndo hé4 garantia em rela¢do a bioequivaléncia das diferentes
formulagdes. Nesse sentido, vale ressaltar a importancia que os estudos in vitro de
permeacdo possuem para verificar possiveis modificacdes nas formulagdes,
determinagdo de biodisponibilidade e bioequivaléncia de produtos tépicos (LEAL et al.,

2017).

28



6. CONCLUSOES

Os estudos de permeagio in vitro das formulagdes comerciais de ADP Deriva *
Micro e Differin® mostraram que as formulagdes apresentaram diferencas significativas
estatisticamente entre si (p<0,05) entre as quantidades de farmaco retidas no EC,
enquanto para a retencdo de ADP no FP e EP ndo houve diferenca significativa entre
elas, mesmo partindo-se de dosagens e tecnologias de produ¢do diferentes. As andlises
de teor das formulacdes apresentaram valores muito proximos dos propostos pela
especificagdo da USP-40 para as duas formulacdes e a diferenga dos valores obtidos no
trabalho em relacdo aos valores exigidos na especificacdo provavelmente deve-se ao
fato do método utilizado no trabalho ser diferente do método usado pela farmacopeia
americana. As duas formulagdes apresentaram valores de pH (5,1 para a Deriva ®

Micro e 5,0 para a Differin) compativeis com pH cutaneo.

O trabalho também apontou para a importincia de estudos de permeagdo cutdnea
de farmaco em medicamentos tdpicos, tanto na parte de desenvolvimento, quanto no
controle de qualidade. Ainda, mostrou a lacuna de legislagdo que existe para esse tipo
de produto e, principalmente para aqueles que se utilizam de tecnologia de encapsulagdo

de farmaco.
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