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RESUMO

DAMASCENO, Tamara Angelo de Oliveira Santos. Combinagdo de nanocarreadores
lipidicos e métodos fisicos para retencdo de propionato de clobetasol em foliculos pilosos.
Brasilia, 2018. 117 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias
da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

O propionato de clobetasol (CLO) é um glicocorticoide usado no tratamento de varias doengas dermatologicas,
como eczema e psoriase. Estudos recentes sugerem sua aplicagdo também a desordens do couro cabeludo e
cabelo causadas por inflamac¢do. Em tais condi¢des, os foliculos pilosos (FP) ndo sdo apenas sitio-alvo, mas
também podem atuar como reservatorios de farmacos. Portanto, um tratamento capaz de direcionar o farmaco
especificamente para o FP poderia resultar em maior eficacia e seguranga quando comparado aos medicamentos
orais ou topicos tradicionais. Uma das estratégias para o direcionamento aos FP é o uso de formulagdes contendo
nanoparticulas lipidicas. Outra abordagem promissora ¢ a aplicagdo de métodos fisicos para promogdo da
permeag@o. O objetivo deste estudo foi desenvolver um nanossistema e observar sua eficacia combinando
diferentes técnicas para aumentar a retengdo de CLO no FP. Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
foram produzidos com CLO 0,05%. As particulas foram caracterizadas em termos de tamanho, PdI, potencial
zeta, estabilidade e efeito TEWL. Os experimentos de liberagdo do farmaco e permeagdo cutanea in vitro foram
conduzidos utilizando células de difus@o de Franz. A penetragdo do farmaco em diferentes camadas da pele foi
avaliada apos aplicagdo passiva de CLN e ap6s o uso de irradiagdo infravermelha (IV), ultrassom (US) ou
massagem. A remocdo diferencial recuperou o CLO do estrato corneo (EC), FP e pele remanescente (PR) ¢ o
farmaco foi quantificado por um método HPLC-UV validado. Formulagdo de CLN contendo corante
fluorescente foi produzida e sua penetragdo cutidnea foi observada por microscopia confocal. Os CLN obtidos
apresentaram tamanho em torno de 180 nm, com PdI abaixo de 0,2 e potencial zeta negativo. A formulagdo
apresentou estabilidade por 30 dias sob refrigeragdo e ndo causou qualquer dano nos testes de TEWL. As
particulas demonstraram liberagdo prolongada do farmaco por mais de 3 dias. O CLN foi capaz de aumentar a
retengdo folicular de CLO cerca de 4,5 vezes em comparagdo com uma solugdo hidroalcodlica de CLO. Em
comparagdo a um creme comercial, estes valores atingiram cerca de 40 vezes. Imagens de microscopia confocal
confirmaram que o CLN favoreceu a retengdo folicular. A aplicagdo de CLN seguida de IV ndo mostrou
beneficios em termos de direcionamento ao FP. Apds o tratamento com US, a retengdo de CLO aumentou tanto
para FP como para PR, em comparagido com a exposigdo passiva de CLN. O uso de massagem resultou em mais
que o dobro da quantidade de CLO no FP em relagdo a aplicagdo passiva de CLN. O CLO néo foi observado no
meio receptor para nenhum dos tratamentos realizados, indicando que o farmaco foi retido nas camadas da pele.
A formulag@o desenvolvida mostrou grande potencial para direcionar o CLO para o FP. A combinagdo de
aplicagdo de CLN com massagem demonstrou ser uma boa abordagem para melhorar a retengdo folicular de
CLO. O uso das estratégias apresentadas pode possibilitar a redu¢do da dose e da frequéncia de aplicagdo do

medicamento, resultando em maior seguranga e eficacia para os pacientes.

Palavras-chave: tecnologia farmacéutica, nanotecnologia, dermatologia, permeacdo cutanea.
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ABSTRACT

DAMASCENO, Tamara Angelo de Oliveira Santos. Combinagdo de nanocarreadores
lipidicos e métodos fisicos para retencdo de propionato de clobetasol em foliculos pilosos.
Brasilia, 2018. 117 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias
da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

Clobetasol propionate (CLO) is a glucocorticoid used to treat several dermatological diseases such as eczema
and psoriasis. Recent studies suggest its application also to inflammatory-caused scalp and hair disorders. In
such conditions hair follicles (HF) are not only target site, but also can act as drug reservoirs. Therefore, a
treatment capable to provide a specific drug delivery into the HF could result in higher effectiveness and safety
when compared to oral or traditional topical medications. One of the strategies for HF targeting is the use of
formulations containing lipid-based nanoparticles. Another promising approach is the application of physical
methods for penetration enhancement. The aim of this study was to develop a nanosystem and observe the
efficacy of combining different techniques to increase CLO retention in the HF. Nanostructured lipid carriers
(NLC) were produced with CLO 0.05%. Particles were characterized in terms of size, PdIl, zeta potential,
stability and TEWL effect. Drug release experiments and in vitro skin permeation were conducted using Franz
diffusion cells. Drug penetration in different skin layers was evaluated after passive NLC application and after
the use of infrared irradiation (IR), ultrasound (US) or massage. Differential tape stripping recovered CLO from
stratum corneum (SC), HF and remaining skin (RS) and the drug was further quantified by a validated HPLC-
UV method. NLC containing fluorescent dye were produced and their cutaneous penetration was observed by
confocal microscopy. Obtained NLC presented sizes around 180 nm, with PdI below 0.2 and negative zeta
potential. The formulation presented stability for 30 days under refrigeration and did not show any harm in
TEWL tests. Particles demonstrated sustained drug release for more than 3 days. NLC were capable of increase
CLO follicular retention about 4.5 times compared to CLO hydroalcoholic solution. In comparison to a
commercial cream, these values reached about 40 times. Confocal images confirmed NLC favoured follicular
delivery. NLC application followed by IR showed no benefit in terms of drug delivery. After US treatment, CLO
retention increased for both HF and RS, compared to passive NLC exposition. Use of massage resulted in more
than double the amount of CLO in the HF in relation to NLC passive application. CLO was not observed in the
acceptor medium for any of the performed treatments, indicating that the drug was retained in the skin layers.
The developed formulation showed great potential for delivering CLO to HF. The combination of NLC
application with massage seems to be a good approach to enhance CLO follicular retention. The use of the
presented strategies could enable the reduction of dose and frequency of drug application resulting in increased

safety and efficacy for the patients.

Keywords: pharmaceutical technology, nanotechnology, dermatology, skin permeation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Patologias inflamatorias dermatologicas relacionadas ao pelo e couro cabeludo vém
sendo tratadas ha décadas com corticosteroides orais e topicos (HABIF et al., 2017).

Entre os fairmacos em estudo estd o propionato de clobetasol (CLO). Devido a seus
efeitos vasoconstritores, anti-inflamatorios, imunossupressores e antiproliferativos, o farmaco
age combatendo reagdes autoimunes, em que as células sdo atacadas por linfocitos
(COTSARELIS; MILLAR, 2001; UCAK et al., 2012; LANGASCO et al., 2018). Entretanto,
apesar dos estudos apontarem a aplicagdo topica como mais indicada, sdo observados efeitos
adversos locais e ha a possibilidade de haver absor¢do sistémica, que pode levar a efeitos
adversos a longo prazo (LENANE et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; STRAZZULLA et al.,
2018).

Por esse motivo, faz-se necessario o desenvolvimento de uma formulagao que diminua
os efeitos adversos e aumente a efetividade do tratamento. Esses requisitos podem ser
alcancados por meio de nanossistemas, direcionando-se o CLO especificamente para o
foliculo piloso (FP), o qual pode servir como local de entrada e armazenamento, promovendo
liberagdo controlada e prolongada do farmaco (NAFISI; MAIBACH, 2018). Assim, a
utilizacdo de nanoparticulas contendo CLO capazes de possibilitar sua retencdo folicular
apresenta-se como uma estratégia promissora.

Adicionalmente, o uso combinado de métodos fisicos tais como irradiagdo
infravermelha (IV), ultrassom (US) e aplicagdo de massagem pode promover uma maior
penetragdo e retencdo dessas nanoparticulas no FP, possibilitando a reducdo da frequéncia de
aplicagdes necessarias, a redugcdo da absor¢do sist€émica e, consequentemente, a redugdo de
efeitos adversos (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016).

Assim, o objetivo desse trabalho foi produzir uma formulagdo contendo CLO, que
propicie o acuimulo do fairmaco no FP, e avaliar a aplicacdo de métodos fisicos ao sistema
visando melhorar a eficdcia da terapia topica com esse farmaco. Desse modo, os resultados
deste trabalho podem possibilitar a produgdo de um medicamento potencial para patologias
inflamatorias associadas a pele, pelo e couro cabeludo e um protocolo de aplicagdo que seja
mais eficaz e mais seguro que os existentes atualmente, representando um impacto

significativo para os pacientes e para o mercado farmacéutico.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, corresponde a cerca de 16% do seu peso e
atua como interface entre o ambiente € o corpo. Sua principal fungdo ¢ servir de barreira a
perda de agua e a penetracdo de substincias potencialmente prejudiciais ao organismo
(PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014; NAFISI; MAIBACH, 2018). Ela consiste

basicamente de trés camadas: epiderme, derme e hipoderme ou camada subcutanea (Figura

2.1).
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Figura 2.1 Esquema representativo da estrutura e componentes celulares da pele. Adaptado de Pasparakis;
Haase; Nestle, 2014. Reproduzido mediante autorizagao.

A epiderme ¢ a camada mais estreita e ¢ constituida por células, chamadas
queratindcitos, que se diferenciam da camada basal (ou germinativa), mais interna, até o

estrato corneo (EC), camada mais superficial. Abaixo do EC estd a epiderme viva ou
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epiderme viavel, composta de estrato granuloso, estrato espinhoso e camada basal, que tem
como fun¢do renovar o EC. Na diferenciagdo, as células tornam-se mais achatadas, perdem o
nicleo e o citoplasma, passam por um processo de queratinizacdo € possuem menos
desmossomos conectando-as as células adjacentes. No espago entre as células do EC, também
chamadas cornedcitos, encontram-se diversos lipidios, incluindo ceramidas, triglicerideos,
colesterol e acidos graxos. E o EC que confere a pele a capacidade de limitar a penetragdo de
substancias (HAFTEK; TEILLON; SCHMITT, 1998; BARUA; MITRAGOTRI, 2014).

A derme ¢ entre 10 e 20 vezes mais espessa que a epiderme. Essa camada ¢ rica em
matriz extracelular constituida de colageno e elastina e possui fungdo mecanica e estrutural,
conferindo elasticidade, flexibilidade e resisténcia a pele. Ja4 a hipoderme ¢ constituida de
tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, vasos sanguineos e nervos. Sua principal fungdo ¢
atuar como reserva de energia e proporcionar sensacgoes tateis, vibrateis e amortecimento do
corpo. A pele apresenta, ainda, apéndices cutaneos, como unhas, glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas e FP (CEVC et al., 1996; MONTENEGRO et al., 2016; NAFISI;
MAIBACH, 2018).

Neste trabalho, a pele serd analisada em termos de EC, FP e pele remanescente (PR), a

qual compreende a epiderme viavel e derme.

2.1.1 Pelos e cabelos

Pelos sdo anexos cutineos filiformes, formados por células queratinizadas e sdo
caracteristicos dos mamiferos. Nos humanos, eles tém fungdes como: proteger da luz solar
direta, coletar informagdes sensoriais e diminuir o atrito em regides como axilas e 6rgios
sexuais (JAIN; DE-EKNAMKUL, 2014; JONSSON et al., 2017).

A atividade ciclica do FP passa por trés fases. A fase andgena dura entre dois e seis
anos ¢ ¢ a fase de crescimento, na qual ha uma grande atividade mitdtica e as células tornam-
se queratinizadas. A fase catdgena dura cerca de duas semanas e ¢ aquela em que o
crescimento cessa € a matriz capilar regride. Por fim, na fase telégena, que dura de trés a
quatro meses, hd a queda do cabelo, dando inicio a um novo ciclo. Cerca de 100 fios de
cabelo caem por dia. Em geral, a concentragdo de fios na fase anagena ¢ de 85-95%, na
catagena de menos de 1% e na telogena de 4-14% (ROOK, 1965; HIGGINS; CHRISTIANO,
2014; JAIN; DE-EKNAMKUL, 2014).

Investigacdes das alteragdes no ciclo evolutivo do cabelo podem ser de grande valor,

visto que os cabelos exercem um importante papel psicossocial, por estarem diretamente
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ligados a cultura e a autoimagem (COTSARELIS; MILLAR, 2001). Pessoas com perda de
cabelo relatam impacto significativo em sua qualidade de vida, uma vez que a condig¢do pode

estar relacionada a sentimentos de vulnerabilidade, baixa autoestima e perda de autoconfianga

(WILLIAMSON; GONZALEZ; FINLAY, 2001).

2.1.2 Patologias inflamatorias associadas a pele, pelo e couro cabeludo

Além da fun¢do de barreira mecanica, a pele atua, também, como barreira
imunoldgica, defendendo o corpo contra infec¢cdes. A homeostase imune ¢ garantida devido
ao equilibrio entre camadas de células da pele, células de defesa e microorganismos que
colonizam a superficie da pele e os anexos cutaneos (Figura 2.1). O desequilibrio desse
sistema favorece o surgimento de patologias inflamatorias dermatolégicas (PASPARAKIS;
HAASE; NESTLE, 2014). Dentre as doencas inflamatorias cutaneas mais comuns, podem-se
citar eczema, psoriase, liquen, dermatite atopica e dermatite seborreica. Condig¢des
especificamente relacionadas ao pelo e couro cabeludo incluem alopecia areata, alopecia
fibrosante frontal, psoriase do couro cabeludo e liquen planopilaris (HABIF et al., 2017).

Alopecia ¢ o termo geral para descrever a diminui¢do excessiva de pelos e atinge um
grande percentual da populagdo (COTSARELIS; MILLAR, 2001). Alguns estudos apontam
que mais de 50% dos homens na faixa de 30 a 50 anos apresentam diminui¢do dos cabelos
(ROGERS; AVRAM, 2008; HIGGINS; CHRISTIANO, 2014). Essa condi¢do também parece
afetar entre 15 e 30% das mulheres acima de 30 anos, chegando a mais de 80% para mulheres
na pré-menopausa (BIRCH; MESSENGER; MESSENGER, 2001).

Especificamente, a alopecia areata ¢ uma patologia de etiologia complexa, que
envolve a perda de cabelo desigual no couro cabeludo. O principal mecanismo relaciona-se a
reagdes autoimunes, em que as células do bulbo em anagénese sdo atacadas por linfécitos. Ela
se manifesta como lesdes ndo cicatriciais, arredondadas ou ovais € com bordas bem definidas.
Esta patologia pode evoluir para perda de cabelo de todo o couro cabeludo (alopecia totalis)
ou para a progressdo extrema, resultando em auséncia completa de pelos em todo corpo
(alopecia universalis) (AHMAD, 1998; LEW; SHIN; SIM, 2009; ABRAHAM; TORRES;
AZULAY-ABULAFIA, 2010; TRUEB; DIAS, 2018).

Ja a alopecia fibrosante frontal caracteriza-se como uma recessdo cicatricial
progressiva da linha frontal e temporal do cabelo. A regido apresenta-se mais palida que o
restante da pele. A histoquimica revela infiltracdo linfocitica perifolicular com fibrose na

regido do istmo e infundibulo (MORENO-RAMIREZ; MARTINEZ, 2005).
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Psoriase ¢ uma inflamag¢do cronica imunomediada, que se manifesta como placas
eritematoescamosas avermelhadas, tanto no corpo quanto no couro cabeludo, que podem se
apresentar como descamacgdes esbranquicadas leves, até espessamento severo das placas
(MAZZOTTA et al., 2007; LANGASCO et al., 2018; RAJABI-ESTARABADI et al., 2018).
A manifestagdo no couro cabeludo acomete cerca de 79% dos pacientes. Sua histopatologia
revela infiltragdo de células imunes, principalmente linfocitos T CD4+ e CD8+, bem como
células dendriticas (JALES et al., 2012).

Por fim, liquen planopilaris ¢ uma desordem cutanea cronica, mediada por linfocitos,
que acomete os FP, destruindo-os. Pode ser observada em diferentes areas do corpo, com
progressiva inflamacao, eritema perifolicular, hiperqueratinose, descamacao e perda de pelos.
Sensacdo de dor, coceira e ardor podem também estar associados (CHIEREGATO et al.,

2003; KANG et al., 2008; VENDRAMINI et al., 2016).

2.2 Propionato de clobetasol

O CLO (Figura 2.2), ¢ um farmaco glicocorticoide analogo da prednisolona e tem
como sinonimos: 9a-flior-21-cloro-11B-hidroxi-16B-metilpregna-3,20-diona-1,4-dieno-17a-
propionato; clobetasol 17-propanoato; clobetasol 17-propionato; 21-cloro-9-fluoro-11p,17-
dihidroxi-16B-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona 17-propionato; pregna-1,4-dieno-3,20-diona,
21-cloro-9-fluoro-11-hidroxi-16-methil-17-(1-oxopropoxi)-, (11B,16p)-; 21-Cloro-9-fluoro-
11B,17-dihidroxi-16B-methilpregna-1,4-dieno-3,20-diona 17-propionato [25122-46-7; 25122-
41-2]; e (1R,2S,10S,118S,13S,14R,15S,17S)-14-(2-cloroacetil)-1-fluoro-17-hidroxi-2,13,15-
trimethil-5-oxotetraciclo [8.7.0.02,7.0',"°] heptadeca-3,6-dien-14-il propanoato. Trata-se de

um farmaco pouco hidrossoluvel (logP: 3,49), de massa molar 466,97 g/mol.

Figura 2.2 Formula estrutural do propionato de clobetasol.
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Este farmaco vem sendo usado ha décadas, tanto de forma oral quanto topica, para o
tratamento de dermatoses (OLSEN; CORNELL, 1986; RACZ et al., 2013). O CLO ¢ um dos
esteroides mais potentes, com altos niveis de efetividade em casos de patologias
dermatoldgicas inflamatérias (OLSEN; CORNELL, 1986; FELDMAN, 2005; FONTANA;
BASTOS; BECK, 2010; BADILLI; SEN; TARIMCI, 2011; SENYIGIT; OZER, 2012;
PANONNUMMAL; JAYAKUMAR; SABITHA, 2017; XIA et al., 2018). Atualmente
demonstrou-se sua efetividade no tratamento topico de condi¢des que acometem os FP como
alopecia areata, liquen planopilaris, alopecia fibrosante frontal e psoriase do couro cabeludo
(TOSTI et al., 2003; FELDMAN, 2005; MAZZOTTA et al., 2007; KANG et al., 2008;
SENYIGIT; OZER, 2012; UCAK et al., 2012; JALES et al., 2012; KRAGBALLE et al.,
2013; BANKA et al., 2014; LENANE et al., 2014; LAJEVARDI et al., 2015; JUNG et al.,
2017; TRUEB; DIAS, 2018; LANGASCO et al., 2018).

A atividade terapéutica dos corticosteroides se da devido aos seus efeitos
vasoconstritores, anti-inflamatorios, imunossupressores e antiproliferativos. Em patologias
relacionadas ao FP, eles agem combatendo reagdes imunes, em que as células do bulbo sao
atacadas por linfocitos (COTSARELIS; MILLAR, 2001; UCAK et al., 2012; LANGASCO et
al., 2018).

Pesquisas indicam que a pomada de CLO a 0,05% sob oclusdo ¢ eficaz em induzir o
crescimento do cabelo em pacientes com alopecia (Figura 2.3). Em estudos em que o farmaco
foi aplicado em locais especificos, como metade do couro cabeludo, ocorreu regeneragdo do
crescimento, demonstrando que a eficacia do tratamento ¢ um resultado do efeito local do

farmaco (TOSTI et al., 2003).

Figura 2.3 Pacientes com alopecia universalis e alopecia totalis A) antes e B) apos 2 meses de tratamento com
pomada de propionato de clobetasol 0,05%, sob oclusdo. Fonte: Tosti et al, 2003. Reproduzida mediante
autorizagao.
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Uma das grandes vantagens do CLO ¢ a resposta mais prolongada em relag@o a outros
esteroides topicos (OLSEN; CORNELL, 1986). Estudos demonstram que, apds 24 semanas
de tratamento com creme de CLO a 0,05%, houve reducao significativa da drea com perda de
cabelo (96,5%) em comparagdo ao uso de hidrocortisona a 1,0% (LENANE et al., 2014).

O CLO também apresenta resposta rapida no tratamento de algumas patologias, como
a diminui¢cdo dos sintomas em 75% dos pacientes com psoriase do couro cabeludo, tratados
com locao de CLO 0,05%, aplicado duas vezes diariamente, ap6s apenas uma semana de uso
do produto (RAJABI-ESTARABADI et al., 2018).

No entanto, mesmo apesar das aplicagdes serem topicas, efeitos adversos sdo
frequentemente relatados, como prurido, foliculite e telangiectasia (UCAK et al., 2012;
LENANE et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; STRAZZULLA et al., 2018). Além disso,
estudos sugerem que a possibilidade de absor¢ao sist€émica do clobetasol pode contribuir para
que a terapia seja associada a eventos adversos mais severos, como hipertensdo, diabetes e
sindrome de Cushing, principalmente em patologias como alopecia areata, em que o
tratamento se faz por uso continuo do farmaco (CARRUTHERS; AUGUST; STAUGHTON,
1975; SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002; HENGGE et al., 2006; LENANE et al.,
2014; PEREIRA et al., 2018). Isso pode ocorrer especialmente em tratamentos no couro
cabeludo, uma vez que essa ¢ uma area amplamente vascularizada (LANGASCO et al., 2018).
Outra insatisfacdo dos pacientes diz respeito as formulagdes usadas, pois cremes, pomadas e
géis sdo de dificil aplicagdo no couro cabeludo, além de interferirem na estética dos cabelos
(FELDMAN, 2005; SENYIGIT; OZER, 2012).

Assim, a possibilidade de desenvolvimento de uma formulagdo com o potencial de
direcionar a liberacdo do farmaco diretamente ao FP mostra-se mais vantajosa em relagdo a
administracdo oral de corticosteroides ou a sua aplicagdo topica tradicional, podendo levar a
diminui¢do dos efeitos adversos, além da possibilidade de redu¢do da dose. Adicionalmente, é
necessario que a formulagdo ndo apenas direcione o acumulo de farmaco no FP, mas que o
faca de forma sustentada, de modo que o intervalo de administragdes possa ser prolongado,

resultando em aplicagdes menos frequentes e maior adesdo dos pacientes.
2.3 Vias de administragio epidérmica e folicular
Devido a sua ampla superficie, a pele representa uma via de administracio atrativa,

por ser menos invasiva e mais conveniente que as vias oral e parenteral. Embora sua funcao

mais importante seja a protecdo do organismo ao ambiente externo, ela ndo funciona como
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barreira totalmente impermeéavel. Quando formulagdes topicas sdo aplicadas, a depender de
suas caracteristicas fisico-quimicas, elas podem permanecer sobre a pele ou atravessar o EC.
Atualmente, trés vias de penetragdo sdo propostas (Figura 2.4): 1) a via intercelular, através
das camadas de lipidios que cercam os cornedcitos, 2) a via transcelular e 3) a via de

penetragdo através de apéndices cutaneos e (PATZELT; LADEMANN, 2013).
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Figura 2.4 Representagdo esquemadtica das possiveis vias de penetracdo cutanea: (1) via de penetragdo
intercelular, em torno dos corneécitos, (2) via de penetragdo intracelular através dos corneocitos, (3) via de
penetragdo folicular. Morfologia do foliculo piloso: (A) regido do infundibulo, (B) antigenos proximos ao
infundibulo, (C) glandula sebécea, (D) segmento intermediario (istmo), (E) antigenos ao redor do bulbo.
Adaptada de: Patzelt & Lademann, 2013. Reproduzida mediante autorizagao.

Em diferentes regides do corpo, os FP estdo distribuidos de maneiras distintas. No
antebraco, por exemplo, correspondem a cerca de 0,1% da area de superficie da pele, com
densidade histologica de cerca de 18 FP/cm®. Por outro lado, essas invaginagdes representam
mais de 10% da area total da cabega, com densidade de até 615 FP/cm® (BARTH, 1987;
OTBERG et al., 2004). Estudos de permeagdo cutanea in vitro realizados com o bloqueio de
FP demonstram a importancia dessa via de penetragdo, fazendo com que possam servir como
a principal via para farmacos aplicados topicamente (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK,
2005; KNORR et al., 2009; LADEMANN et al., 2015; SANTOS et al., 2018).
Adicionalmente, ¢ importante ressaltar que o FP pode atuar como um reservatorio do farmaco,
o qual ¢ liberado gradativamente do seu interior (BLUME-PEYTAVI et al., 2010).

A depender de caracteristicas do farmaco e da formulacdo, o transporte pode ser

realizado pelo FP ou para o FP. Desse modo, esforcos tém sido direcionados para o
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desenvolvimento de formulagdes que permitam a penetragdo e armazenamento seletivos no
proprio sitio-alvo terapéutico. Nesse contexto, a utilizagdo da via folicular pode ser modulada
através da aplicacdo de certas abordagens e entre elas estd a utilizagdo de nano e
microssistemas (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; BLUME-PEYTAVI; VOGT,
2011; LADEMANN et al., 2015; NAFISI; MAIBACH, 2018).

2.4 Abordagens para aprimoramento da penetracio de farmacos na pele

Estratégias para superar a fungdo de barreira da pele

Métodos quimicos
—
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Figura 2.5 Principais estratégias utilizadas para o aprimoramento da permeag@o topica e transdérmica de
farmacos. Adaptado de: Borgheti-Cardoso et al., 2016. Reproduzido mediante autorizagéo.

Estratégias inovadoras para a administracdo topica e transdérmica de fA&rmacos podem
ser basicamente divididas em dois tipos: métodos quimicos e métodos fisicos (Figura 2.5).

No ambito do primeiro tipo, a modificagio de formulacdes por uso de
potencializadores de penetracdo foi utilizada extensivamente nas ultimas décadas. Contudo,
devido a efeitos toxicos, sensibilizagdo, comprometimento da integridade da pele e baixa
efetividade em alguns casos, outras alternativas tém sido buscadas (JOHN; LAUDAHN,
1967; LASHMAR; HADGRAFT; THOMAS, 1989; FINNIN; MORGAN, 1999; SINHA;
PAL KAUR, 2000). Assim, o uso de nano e microssistemas biocompativeis tem

revolucionado o tratamento dermatolégico por aumentar a penetragdo do fArmaco, ao mesmo
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tempo em que promove liberagdo controlada e prolongada, além de atuarem como
reservatorio, diminuindo a necessidade de aplicacdes repetidas (NAAHIDI et al., 2013;
ABDEL-MOTTALEB et al., 2014; NAFISI; MAIBACH, 2018).

Ja no ambito dos métodos fisicos, as tecnologias vém avancando com o emprego de
materiais mais seguros e dispositivos portateis e faceis de usar (MERINO; KALIA; GUY,
2003; LADEMANN et al., 2007; GRATIERI et al., 2010; LOPEZ et al., 2011; POLAT et al.,
2011; PROW et al., 2011; TRAUER et al., 2014; SHAHZAD et al., 2015; BAROLET;
CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; LEITE-SILVA et al., 2016; PORTANTIOLO LETTNIN
etal., 2016; CANAVESE et al., 2018).

2.4.1 Nano/Microssistemas de aplicagcio topica

Nanoparticulas sdo estruturas com dimensdao em nanoescala. Muito embora alguns
autores limitem o uso do termo para particulas entre 1 e 100 nm, este termo vem sendo
empregado para quaisquer particulas de até 500 nm ou mesmo até 1000 nm, quando passam a
ser classificadas como microparticulas (SINGH et al., 2010; NAFISI; MAIBACH, 2018).

Em preparacdes farmacéuticas, o uso de nano/microssistemas para encapsular
substancias pode agregar a formulagdo caracteristicas importantes, como aumento de
estabilidade (MANOSROI et al., 2008a, 2008b), mascaramento de caracteristicas
organolépticas indesejadas (DINGLER et al., 1999) e liberacdo prolongada de substancias
ativas (CEVC; VIERL, 2010). Além disso, as propriedades fisico-quimicas das particulas
(ex.: tamanho, carga superficial, forma e hidrofilia) podem ser projetadas de modo a aumentar
a liberacdo da substancia ativa no sitio-alvo (RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE;
MONTEIRO-RIVIERE, 2006; SONAVANE et al., 2008; LOPEZ et al., 2011; KIM et al.,
2013; NAFISI; MAIBACH, 2018).

Micro e nanoparticulas podem ter origem polimérica ou lipidica. Entre os de origem
lipidica, as nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) e os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) compreendem os sistemas mais explorados para administracdo dérmica de
medicamentos e cosméticos, € essa tecnologia ja vem sendo encontrada em produtos
comerciais ha alguns anos (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; BELOQUI et al.,
2016). Eles sdo biocompativeis e apresentam menor toxicicidade em relagdo a sistemas
poliméricos (NAFISI; MAIBACH, 2018). As NLS sdo particulas matriciais compostas de
lipidios solidos e tensoativos dispersos em meio aquoso. Embora apresentem as vantagens

citadas anteriormente, possuem algumas limitagdes, como expulsdo do firmaco e agregacdo
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de particulas durante armazenamento. Para superar esses obstaculos, foram desenvolvidos os
CLN, a partir da incorporagdo de lipidios liquidos na matriz solida da particula. Além de
aumentar a capacidade de carga de farmaco, os CLN demonstraram outras vantagens: maior
estabilidade fisico-quimica e melhor perfil de liberagdo dos componentes ativos (PARDEIKE;
HOMMOSS; MULLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; PEREIRA et al., 2018;
SOLEIMANIAN et al., 2018b).

A pesquisa sobre a utilizagdo de nano/microparticulas para a veiculacdo de fdrmacos
no tratamento de afecgdes cutineas que envolvem os FP tem se intensificado
consideravelmente nos ultimos anos (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; KIM;
RUTKA; CHAN, 2010; GELFUSO et al.,, 2011; DELOUISE, 2012; VOGT; BLUME-
PEYTAVI, 2014; BELOQUI et al., 2016; LADEMANN et al., 2016; KANDEKAR et al.,
2018; PEREIRA et al., 2018). Estudos indicam que, com variagdo no tamanho de particula,
diferentes locais dentro do FP podem ser seletivamente alcancados. Nesse sentido,
nanoparticulas parecem alcangar maior penetragdo e retencdo no FP em relacdo a
microparticulas (PATZELT et al., 2011; PATZELT; LADEMANN, 2013). Adicionalmente, o
FP pode servir como compartimento de armazenamento das particulas, o que permite uma
exposicao prolongada do sitio-alvo ao farmaco, além de atuar também como reservatério para
liberacao sustentada (OSSADNIK et al., 2006; PATZELT, LADEMANN, 2013; VOGT;
BLUME-PEYTAVI, 2014).

A literatura reporta alguns estudos de nano/microssistemas de CLO para penetragdo
transdérmica de farmacos, visando ao tratamento de desordens cutdneas tais como psoriase e
dermatites (HU et al., 2002; SCHAFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007;
LACARRUBBA et al., 2009; FONTANA; BASTOS; BECK, 2010; SENYIGIT et al., 2010;
LINGAN et al., 2011; SILVA et al., 2012; ALI et al., 2013; PATEL et al., 2013; ROTHER,
2013; NAGAICH; GULATI, 2016). Recentemente, um grupo de pesquisa desenvolveu
nanoparticulas poliméricas de CLO e avaliou sua penetragdo através do FP (MATHES et al.,
2016). Contudo, ha uma caréncia de mais relatos no desenvolvimento de diferentes sistemas

contendo CLO com caracteristicas especificas para retenc¢ao folicular.
2.4.2 Métodos fisicos para aumento da penetracio cutinea de farmacos
Outra abordagem para melhorar a penetragdo de farmacos na pele ¢ a utilizagdo de

métodos fisicos. A literatura reporta o uso de diferentes mecanismos para aumentar a

penetragdo de substincias contidas em micro e nanoparticulas através da pele. Alguns desses
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métodos sao microagulhas, microdermoabrasdo, iontoforese, eletroporagdo, bombardeamento
de microparticulas, sonoforese, radiofrequéncia e laser (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016).

O mecanismo associado a maioria dos métodos fisicos esta relacionado a mudancgas
estruturais cutaneas, de modo a permitir que até mesmo particulas penetrem através da pele
(BARUA; MITRAGOTRI, 2014). Dentre as técnicas que podem alterar temporariamente a
pele, mas mantém a sua integridade, destacam-se o uso de IV, US e aplicacdo de massagem.

O uso de calor para aumentar a penetracdo cutdnea comegou a ser reportado
experimentalmente na década de 60 (FRITSCH; STOUGHTON, 1963). Desde entdo, a
modulacdo de temperatura tem sido usada para alterar a permeabilidade da barreira cutanea.
As fontes de calor variam entre sauna, agua quente, adesivos elétricos e dispositivos
emissores de irradiacdo (SHAHZAD et al., 2015). A radiagdo IV (760 nm—1 mm) ¢ uma das
radiacdes eletromagnéticas emitidas pelo sol, juntamente com a radia¢do ultravioleta (200—
400 nm) e a luz visivel (400-760 nm). A IV pode ser classificada em trés bandas: IV-A (760—
1400 nm), IV-B (1400-3000 nm) e IV-C (3000 nm—1mm). Ela representa cerca de 54% da
luz solar e pode atingir diferentes profundidades através da pele, com a IV-A alcangando o
tecido subcutineo e a IV-C as camadas mais superficiais (PORTANTIOLO LETTNIN et al.,
2016). Por esse motivo, fontes artificiais de IV vém sendo utilizadas na terapéutica, tanto
isoladamente quanto em conjunto com a administragdo tdpica de farmacos (DOVER;
PHILLIPS; ARNDT, 1989; TZUNG et al., 2009; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN,
2016; TSAI; HAMBLIN, 2017).

US ¢ uma forma de energia mecanica definida como uma onda longitudinal em uma
frequéncia acima da capacidade humana de audi¢do (> 20 kHz). Essa onda ¢ capaz de mover
particulas através do meio em que se propaga. A utilizagdo de US na terapéutica ¢ conhecida
como sonoforese ou fonoforese e classifica o US em baixa frequéncia (20-100 kHz) ou alta
frequéncia (0,7-16 MHz). A faixa intermediaria ainda ndo apresenta estudos substanciais para
aplicagdo terapéutica (MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011). O uso do US
para administra¢do topica de farmacos tem demonstrado melhora na penetracdo ndo s6 de
substancias ativas, como também de micro e nanoparticulas (EL-KAMEL; AL-FAGIH;
ALSARRA, 2008; DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009; GOU et al., 2009; LOPEZ et al.,
2011; CANAVESE et al., 2018).

Por fim, a massagem ¢ um movimento mecanico de aplicagdo topica de formulacdes
que estimula a absor¢@o cutinea de substancias isoladas ou carreadas em particulas. Ela pode
ser realizada manualmente ou utilizando-se dispositivos especificos e estd relacionada a um

aumento de temperatura na area aplicada, bem como a um favorecimento de penetragdo de
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substancias através do EC e dos apéndices cutineos (LADEMANN et al., 2007; GRATIERI
etal., 2010; PROW et al., 2011; TRAUER et al., 2014; LEITE-SILVA et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi produzir uma formulacao contendo CLO, que propicie o
acumulo do farmaco no FP, e avaliar a aplicacdo de métodos fisicos, a fim de aumentar a
eficacia do tratamento topico de patologias associadas aos pelos, couro cabeludo e outras

condig¢des inflamatorias da pele.

3.2. Objetivos especificos

* Desenvolver e validar um método analitico capaz de quantificar o CLO extraido
dos FP apo6s experimentos de permeagdo cutanea in vitro;

* Produzir um nanossistemas lipidico nanoestruturado contendo CLO, com
caracteristicas adequadas para retencdo nos FP;

* Caracterizar os nanossistemas e estudar sua estabilidade;

e Avaliar a permeagdo cutanea in vitro do CLO a partir da formulagao produzida;

* Avaliar o efeito dos métodos fisicos de irradiagao IV, US com ou sem vibragao

mecanica e massagem manual aplicados ao sistema de nanoparticulas em estudo.
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4 SECAO EXPERIMENTAL

Com base nos objetivos, a se¢do experimental da tese foi organizada em trés capitulos:

* (Capitulo 4.1: Desenvolvimento e validagdo de método analitico para quantificacdo do
propionato de clobetasol em foliculos pilosos e diferentes camadas da pele;

e Capitulo 4.2: Produgdo de carreadores lipidicos nanoestruturados e avaliacdo da
retengdo de propionato de clobetasol no foliculo piloso;

* (apitulo 4.3: Aplicacdo de métodos fisicos a nanossistema contendo propionato de

clobetasol.
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4.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DO PROPIONATO DE CLOBETASOL EM FOLICULOS
PILOSOS E DIFERENTES CAMADAS DA PELE

Trechos deste capitulo foram publicados em:

ANGELO, T.; CUNHA-FILHO, M. S. S.; GELFUSO, G. M.; GRATIERI, T.

Chromatographic method for clobetasol propionate determination in hair follicles and in
different skin layers. Biomedical Chromatography, v. 31, n. €3804, p. 1-7, 2017.
A reproducdo nesta tese foi autorizada por meio da licenca Copyright de numero

4330980180862.

4.1.1 Introducio

O desenvolvimento de formulagdes topicas visando a retencdo folicular do farmaco
requer a utilizagdo de um método analitico adequado para a sua quantificagdo seletiva nos FP
e camadas da pele, apds experimentos de permeacao cutanea in vitro.

Algumas metodologias para andlise do CLO por HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, do inglés: High Performance Liquid Chromatography) sdo encontradas na
Farmacopeia dos Estados Unidos e outras referéncias cientificas (FONTANA; BASTOS;
BECK, 2010; BADILLI et al., 2012; USP, 2014). No entanto, em estudos de permeagao
cutdnea, a extracdo do farmaco retido na pele, uma matriz complexa, origina uma amostra
com muitos interferentes que podem eluir simultaneamente com o analito, comprometendo a
andlise. Mesmo um método capaz de determinar seletivamente o CLO na matriz da epiderme
ou derme (SILVA et al., 2012) ndo se mostrou capaz de separar o pico do farmaco dos
interferentes do FP. De fato, o inico método encontrado na literatura para a quantificagdo de
CLO extraido do FP, apos realizagdo de tape-stripping diferencial, utiliza Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (MATHES et al., 2016), que requer um
equipamento caro ¢ nem sempre acessivel. Assim, o objetivo do estudo deste capitulo foi
desenvolver e validar um método analitico simples, rapido, preciso e especifico para a
determinagdo do CLO em FP e outras camadas da pele, a fim de ser utilizado no

desenvolvimento e analise de formulagdes topicas para retengdo folicular de CLO.
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4.1.2 Material

O CLO foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os solventes com
grau cromatografico foram obtidos da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brasil) ou VWR
Chemicals (Radnor, Estados Unidos da América). A agua utilizada nas anélises foi purificada
por sistema MilliQ (Millipore, Illkirch-Graffenstaden, Franca). Para o processo de fape
stripping diferencial, foi utilizada a fita a Scotch Book Tape No. 845 (3M, St. Paul, Estados
Unidos da América) e a cola de cianoacrilato Super Bonder, Loctite-Henkel (Dublin, Irlanda).

A pele foi retirada de orelhas de porco, gentilmente doadas por um abatedouro local,
imediatamente apds o abate do animal e antes da sua escalda (Bonasa, Brasilia, Brasil ou

Férber, Zweibriicken, Alemanha).

4.1.3 Métodos

4.1.3.1 Preparo das solugoes de CLO

Solugdes estoque de CLO (200 pg/mL) foram preparadas a partir de 5 mg do farmaco
em 25 mL de metanol. As solucdes de trabalho foram obtidas posteriormente, por dilui¢ao das

solugdes estoque.

4.1.3.2 Determinacio do comprimento de onda de absor¢io maxima do CLO

Para a determinag¢do do comprimento de onda de absor¢do méaxima para o farmaco, o
CLO foi solubilizado em metanol, na concentracdo 0,5 pg/mL. Em seguida, foi realizada uma
varredura dessa solucdo em um espectrofotometro de UV/Vis (Ultravioleta/Visivel)
(Shimadzu, UV 1800), utilizando-se cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico. O
comprimento de onda de méxima absor¢do no UV/Vis foi selecionado para analise do CLO

por HPLC-UV.

4.1.3.3 Tratamento da orelha de porco

Entre a coleta e o preparo das amostras, as orelhas de porco foram armazenadas a 4°C

para transporte até o laboratdrio. Apos limpeza com agua corrente fria, as orelhas foram secas

com papel-toalha e fixadas com alfinetes sobre uma placa de isopor recoberta por papel
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laminado. Com o auxilio de bisturi, a pele foi separada da cartilagem (Figura 4.1.1). A
camada adiposa e os vasos sanguineos foram removidos e os pelos foram aparados com uma
tesoura. Amostras de pele com lesdes foram descartadas e as peles visivelmente integras
foram envoltas em papel laminado e congeladas a —20°C por um periodo méaximo de trés

meses antes do seu uso.

o M
N
»

RN ? ¢
da pele de orelha de porco para estudos de permeagdo cutanea in vitro.

4.1.3.4 Preparo das amostras de pele
4.1.3.4.1 Técnica de remocio diferencial

Uma lamina de vidro foi utilizada como suporte para a pele. Entre a lamina e a pele foi
disposto um pedago de papel de filtro embebido com tampao HEPES pH 7.4, para evitar o
ressecamento cutaneo durante o procedimento. A é4rea da pele a ser utilizada foi delimitada

por uma fita adesiva laminada previamente cortada, com um circulo de 15 mm de didmetro

(Figura 4.1.2).

Figura 4.1.2 Pele de porco disposta sobre papel de filtro embebido com tampao HEPES pH 7,4. A area da pele
foi delimitada por fita adesiva laminada com circulo de 15 mm de didmetro.

A técnica de tape-stripping, ou remocao diferencial, primeiramente descrita na década
de 70 (FRITSCH et al., 1979) e amplamente utilizada em experimentos de investigagdo de FP
(PATZELT; LADEMANN, 2013), foi realizada a fim de separar as camadas da pele (
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Figura 4.1.3).

X10 X2

[ 17

Figura 4.1.3 Esquema representativo (A) e fotografias (B) do método de remogao diferencial. Dez fitas adesivas
sdo utilizadas para remover o estrato corneo (1). Em seguida, o conteudo do foliculo piloso é removido com
auxilio de cola de cianoacrilato com duas fitas adesivas (2-4). Por fim, a pele remanescente é obtida, apos as
bordas da area delimitada serem cortadas (5).

O EC foi removido com o auxilio de 10 fitas adesivas, com movimento rapido e com
mudanga de dire¢do, a cada nova fita usada (1). Em seguida, para determinar o conteudo
acumulado no FP, uma gota de cianoacrilato foi aplicada sobre a superficie da pele e do
infundibulo folicular (2). Uma fita foi colocada sobre a cola e pressionada levemente, até sua
secagem (3). Apos polimerizagdo do cianoacrilato, a fita foi retirada, removendo o pelo e o
contetido do FP (4). Este processo foi repetido, totalizando 2 fitas para coleta do FP. Em
seguida, a pele foi retirada do suporte (5) e as bordas externas a area delimitada foram

cortadas, obtendo-se, assim, a PR.

4.1.3.4.2 Preparo de extratos de pele

Apo6s remogao diferencial das camadas da pele, as fitas com o EC, as fitas com o FP e
a PR foram dispostas em frascos de vidro individuais fechados, contendo 5 mL de metanol.

Para determinar o melhor método de extragio do CLO, foram realizados,
separadamente, trés testes diferentes: ultrassom (10 minutos), agitacdo por vortex (3 ciclos de

2 minutos) ou agitagdo magnética (300 rpm, durante 3 h). O solvente foi, em seguida, filtrado
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através de uma membrana hidrofébica de PTFE com poro de didmetro 0,22 pum, produzindo
as amostras de extrato de pele. Variagdes dos extratos de pele contendo CLO também foram

produzidas para a etapa de validagdo do método analitico (Figura 4.1.4).

_— -‘ﬁ%aﬁ
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Figura 4.1.4 Esquema representativo do preparo de amostras de propionato de clobetasol e extrato de pele para
analise por HPLC.

4.1.3.5 Desenvolvimento do método analitico

O farmaco foi quantificado com o auxilio de um equipamento de HPLC, modelo
Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas (LC 20-AT), um injetor automatico (9SIL-
20AD) e um forno (CTO-20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (SPD-M20A) e
a um computador equipado com o programa de andlise cromatografica Shimadzu LC. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa C18 (4,6 mm x 15 cm x 5 pum), temperatura do forno de
30°C e volume de inje¢do de 50 pL. Diferentes fases mdveis e vazdes foram testadas até

obtenc¢ao do método com melhor resolugdo do CLO (Tabela 4.1.2).
4.1.3.6 Validacio do método analitico
O método desenvolvido para a quantificagdo do CLO foi validado, avaliando-se os

parametros analiticos de seletividade, linearidade, robustez, precisdo, exatiddo, limite de

detec¢do e limite de quantificacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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4.1.3.6.1 Seletividade

Para testar a seletividade do método para CLO em relacdo a compostos endogenos
presentes na pele, uma solugdo do farmaco (7,5 pg/mL) foi avaliada na auséncia e na presenca
de cada extrato de pele (Figura 4.1.4). Todos os ensaios foram realizados com seis fontes
independentes de cada matriz. Os resultados foram analisados considerando-se a area e tempo

de retengdo (TR) do pico.

4.1.3.6.2 Robustez

Para avaliar a robustez do método, foi realizado um desenho fatorial (2°). Foram
estudados dois niveis, codificados em baixo (-1) e alto (+1), para as seguintes variaveis
analiticas: temperatura do forno (T), porcentagem de agua na fase moével (W) e vazdo da fase
moével (VFM), conforme indica a Tabela 4.1.1. Os niveis de variacdo foram aproximados em
+ 5% em relacdo aos valores estabelecidos no método desenvolvido, quais sejam T de 30°C,

W de 35%, e VFM de 1,2 mL/min. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 4.1.1 Desenho fatorial para avaliagdo de robustez do método desenvolvido para quantificagdo do
propionato de clobetasol

Niveis codificados Niveis decodificados
Teste VFM
T W VFM T (°C) W (%)
(mL/min)
1 -1 -1 -1 28 32 1,14
2 +1 -1 -1 32 32 1,14
3 -1 +1 -1 28 38 1,14
4 +1 +1 -1 32 38 1,14
5 -1 -1 +1 28 32 1,26
6 +1 -1 +1 32 32 1,26
7 -1 +1 +1 28 38 1,26
8 +1 +1 +1 32 38 1,26

T: temperatura do forno; W: porcentagem de dgua na fase movel; VFM: vazéo da fase movel.

Uma equacao preditiva foi proposta para cada resposta (area do pico e TR), utilizando-

se analise de regressdo multipla. O modelo foi validado por analise de variancia (ANOVA)
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com um nivel de significincia de a = 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas com o

software Design-Expert, versdo 9.

4.1.3.6.3 Linearidade

Para verificar a linearidade do método analitico, foram preparadas solugdes de CLO
nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 pg/mL. Trés curvas de
calibracdo independentes foram injetadas e ajustadas por regressdo linear, pelo método dos

minimos quadrados.

4.1.3.6.4 Limites de detec¢do e quantificacio

O limite de deteccdo (LD) tedrico foi calculado a partir da divisdo do desvio padrao
dos coeficientes lineares das curvas de calibragdo dos ensaios de linearidade pela média dos
coeficientes angulares das respectivas curvas multiplicada por 3,3, de acordo com a Equacao I
(BRASIL, 2003; ICH, 2005):

LD =33¢°
s (Equacao I)

Onde: o = Desvio Padrao dos coeficientes lineares

S = Média dos coeficientes angulares

O limite de quantificagdo (LQ) teérico foi calculado de acordo com a Equagdo II

(BRASIL, 2003; ICH, 2005):

(Equacao II)
Onde: o = Desvio Padrao dos coeficientes lineares.

S = Média dos coeficientes angulares

Apos o célculo dos limites tedricos, solugdes de CLO nas concentracdes calculadas e

em concentragdes abaixo e acima dos LD e LQ calculados foram analisadas por HPLC.

4.1.3.6.5 Precisao
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A precisdao foi determinada por meio da andlise de repetibilidade (intracorrida),
precisdo intermediaria (intercorrida) e reprodutibidade (interlaboratorial).

A repetibilidade do método foi verificada com 3 determinagdes de trés concentracdes
da curva de calibragdo (0,5; 7,5 e 15,0 pg/mL). A precisdo intermediaria foi avaliada em dois
dias distintos, com amostras preparadas por analistas diferentes. Os ensaios de
reprodutibilidade foram realizados no [Institut fiir Biopharmazie und Pharmazeutische
Technologie, da Universitit des Saarlandes, Alemanha, utilizando-se um equipamento de
HPLC-UV ThermoFisher Scientific Ultimate 3000, com sistema quaternario Dionex UVD
340.

Os resultados de precisdo foram expressos matematicamente por meio do coeficiente

de variagdo (CV), segundo a Equagdo III (BRASIL, 2003; ICH, 2005):

DP

CV = x 100

média (Equagio III)
Onde: CV = Coeficiente de Variagdo
DP = Desvio Padrio

4.1.3.6.6 Exatidao

A exatidao foi verificada pela relagdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente.

Os resultados de exatiddo foram expressos matematicamente aplicando-se a Equagao

IV (BRASIL, 2003; ICH, 2005):

valor mensurado

Exatidao = S x 100
valor teorico (Equa@ﬁ.o IV)

Estudos de recuperacdo do CLO foram realizados em relagdo ao EC, FP e PR obtidos
pelo método de remocao diferencial. Para tanto, as fitas com EC, FP e a PF foram dopadas
com uma solu¢do do farmaco correspondente a trés concentragdes finais (0,5; 7,5 e 12,5
pg/mL). Ap6s evaporacdo do solvente, o EC, FP e PF foram levados a extracdo com 5 mL de
metanol. O conteudo dos frascos foi filtrado e o CLO recuperado foi quantificado. Esse
experimento foi realizado em triplicata para cada concentragdo analisada em cada um dos

extratos de pele (Figura 4.1.4).
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4.1.4 Resultados e discussao

4.1.4.1 Determinacio do comprimento de onda de absor¢io maxima do CLO

A varredura espectrofotométrica da solu¢do metandlica de CLO apresentou absor¢do
maxima no comprimento de onda 240 nm (Figura 4.1.5) — resultado que esta de acordo com a
monografia descrita pela USP 37-NF 32 (USP, 2014). Este comprimento de onda foi aplicado

para a analise em equipamento de HPLC.

Absorbancia
o
n

0.0 T T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.1.5 Representagdo do espectro de absor¢do da solugdo de propionato de clobetasol em metanol na
concentragdo 0,5 pg/mL

4.1.4.2 Desenvolvimento do método analitico

Diferentes estudos fornecem metodologias de HPLC-UV para quantificagdo do CLO
(FONTANA; BASTOS; BECK, 2010; BADILLI et al., 2012; SILVA et al., 2012; USP, 2014).
No entanto, nenhum dos métodos se mostrou seletivo para o CLO apds extracao do farmaco a
partir da pele, uma vez que a matriz bioldgica produz extratos complexos com muitos
interferentes que podem eluir no mesmo TR do farmaco, comprometendo a analise. Desse
modo, buscou-se desenvolver uma nova metodologia para quantificar o CLO apos

experimentos in vitro de permeacao na pele, e, mais especificamente, o farmaco retido no FP.
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Durante o desenvolvimento, a solucdo de CLO (7,5 pg/mL) e os extratos de SC, FP e
PR foram injetados para cada uma das metodologias testadas. Em seguida, os cromatogramas

e seus parametros foram analisados (Tabela 4.1.2).

Tabela 4.1.2 Variagdes nas condigdes analiticas para desenvolvimento de metodologia para quantificar
propionato de clobetasol retido no foliculo piloso e nas camadas da pele apos experimentos de permeagdo
cutinea in vitro

Tese Fase mvel (v Jacto T(i"c)d Pram  Fatorde poug,

1 Metanol: agua (80:20) 1,0 4,207 1955 0,981 Picos sobrepostos
2 Metanol: agua (70:30) 1,0 11,237 1086 0,765 Picos sobrepostos
3 Metanol: agua (60:40) 1,0 18,634 777 0,727 Picos sobrepostos
4 Metanol: agua (50:50) 1,0 27,820 342 0,867 Picos sobrepostos
5 Acetonitrila: agua (70:30) 1,0 4,843 1955 0,981 Picos sobrepostos
6 Acetonitrila: agua (65:35) 1,0 5,256 2299 0,915 Picos sobrepostos
7 Acetonitrila: agua (60:40) 1,0 7,006 2587 0,859 Picos sobrepostos
8 Metanol: acetonitrila: dgua (50:20:30) 1,0 7,732 958 0,857 Picos sobrepostos
9 Metanol: acetonitrila: 4gua (50:15:35) 1,0 12,518 1318 0,852 Baixa eficiéncia

10 Metanol: acetonitrila: agua (50:15:35) 1,2 10,148 2413 0,889 Método adequado

Como esperado, diferentes misturas na fase movel, apresentaram diferentes TR para o
CLO, devido a interacdo entre o analito e o sistema de solventes (MCNAIR; POLITE, 2007).
Uma vez que o critério mais importante para o método proposto € a resolucdo do CLO, foram
realizados ajustes, com o proposito de isolar a eluicdo do pico do CLO dos interferentes
provenientes da pele (Tabela 4.1.2). A resolucdo satisfatoria ndo foi alcancada pelos primeiros
8 métodos testados, nos quais foram observadas sobreposicdes dos picos de CLO e matrizes
bioldgicas no mesmo TR. Portanto, nenhum desses métodos se mostrou adequado para a
aplicacdo proposta.

No teste numero 9, houve separagdo completa do pico de CLO do pico das matrizes.
No entanto, o método apresentou baixa eficiéncia, com numero de pratos tedricos abaixo do
valor recomendado de 2000 (FDA, 1994; SHABIR, 2003). Uma vez que a eficiéncia pode ser
afetada por parametros como posi¢do do pico, temperatura da coluna e vazao da fase movel
(FDA, 1994), o método numero 10 foi testado. Neste método, a vazdo foi modificada
resultando em eficiéncia adequada. A resolucdo entre o pico do CLO e o pico de interferente
mais proximo foi de 2,424, estando de acordo com o valor >2,0 preconizado (FDA, 1994).
Por fim, uma vez que a quantificagdo do pico no cromatograma ¢ dependente da sua

integracdo, o formato do pico ¢ importante, j4 que fatores de cauda elevados dificultam a
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determinagdo da largura do pico. Em todos os métodos testados, a simetria do pico de CLO
foi adequada, com fator de cauda proximo a 1,0, o que estd de acordo com o valor
preconizado de < 2.0 (FDA, 1994).

Como resultado, a metodologia final consiste em utilizar coluna C18 de fase reversa
(4,6 mm x 15 cm x 5 pm), fase movel composta por metanol: acetonitrila: dgua (50:15:35,
v/v), em uma vazao de 1,2 mL/min, com temperatura de forno de 30°C, volume de injecdo de
50 pL e detecgdo a 240 nm. Esse método possibilitou uma corrida de 12 minutos, com TR do

CLO em 10,1 minutos (Figura 4.1.6).
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Figura 4.1.6 Sobreposicdo de cromatogramas representativos de CLO: propionato de clobetasol, EC: estrato
corneo, FP: foliculo piloso e PR: pele remanescente. Método de HPLC-UV: coluna RP-C18 (4.6 mm x 15 cm x,
5 um), fase movel composta por metanol: acetonitrila: agua (50:15:35, v/v), vazdo de 1,2 mL/min, temperatura
de 30 °C, volume de injegdo de 50 pL e detecgdo a 240 nm.

4.1.4.3 Validacio do método analitico

Para se assegurar que um método seja coerente, verificagdes necessitam ser realizadas
sob as condicdes nas quais ele deve ser aplicado. Essas verificagdes sdo coletivamente
conhecidas como validagdo. O termo validacdo surgiu em meados de 1970, proposto por Ted
Byers e Bud Loftus e foi inicialmente aplicado a produtos parenterais. Posteriormente o termo
foi expandido e passou a designar também métodos de avaliagdo de confiabilidade

(SCYPINSKI et al., 2002).
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A NBR ISO/IEC 17025:2001 define que: “[...] métodos ndo normalizados, métodos
criados/desenvolvidos pelo proprio laboratério, métodos normalizados usados fora dos
escopos para os quais foram concebidos, ampliacdes e modificagdes de métodos normalizados
devem ser validados”. Uma vez que o método proposto foi desenvolvido no laboratério, foi
necessaria sua validagdo de acordo com os parametros preconizados, quais sejam: seletividade,
robustez, linearidade, precisdo, exatidao, limites de detec¢do e quantificacdo (BRASIL, 2003;

ICH, 2005).

4.1.4.3.1 Seletividade

Seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradagdo e
componentes da matriz. A seletividade de um método se refere a extensdo até a qual ele pode
determinar analito(s) especifico(s) numa mistura complexa, sem interferéncia dos outros
componentes na mistura (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para verificar a seletividade do método, foram testados diferentes métodos de extragao
do CLO a partir das camadas da pele. Os extratos produzidos forneceram diferentes perfis
cromatograficos, na utilizacdo de ultrassom, agitador vortex ou agitagdo magnética. Os dois
primeiros testes apresentaram cromatogramas com excessivos picos de interferentes, além de
apresentar picos de CLO com menor area, quando comparados com o método de agitacdo
magnética. Os resultados sugerem que nos dois primeiros testes houve reagdes entre o
farmaco e outros componentes ou degradacdo do farmaco. Por esse motivo, a agitacdo
magnética por 3 horas foi o método de extracdo escolhido para obter extratos do CLO retido
em diferentes camadas da pele.

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.1.6 demonstram que, apds extragao, todos
os contaminantes da pele eluiram em TR diferentes do TR do CLO.

Adicionalmente, a Figura 4.1.7 demonstra que os componentes da pele ndo alteraram
o TR do farmaco. Do mesmo modo, a area do pico do CLO nio foi afetada pela presenca das
matrizes bioldgicas. Assim, o método cromatografico se provou seletivo para quantificar o

analito na presenca dos interferentes.
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Figura 4.1.7 Seletividade do método para quantificagdo do propionato de clobetasol (CLO). Quantificagdo do
CLO (7,5 pg/mL) isolado e adicionado aos extratos de pele. Analises em termos de A) tempo de retengdo e B)
area do pico de CLO. n = 6. EC: estrato corneo, FP: foliculo piloso, PR: pele remanescente.

4.1.4.3.2 Robustez

A fim de simular varia¢des operacionais minimas que podem ocorrer normalmente em
analises de rotina, foram estudados os parametros de T, W ¢ VFM, em um desenho fatorial

(2%). A resposta foi avaliada em termos de area de pico e TR do CLO.

Tabela 4.1.3 Resumo estatistico das respostas do desenho experimental (2°) para anélise de robustez do método
de quantificag¢do do propionato de clobetasol (CLO)

Tempo de retencio do pico

Analise fatorial Area do pico de CLO 4e CLO

VFM <0,0001* <0,0001*

T 0,9960 <0,0001*

valor de p dos 'Y 0,2209 <0,0001*
termos VFEM' T 0,1628 0,4857

VFM'W 0,0785 <0,0001*

W 0,4022 <0,0001*
VFMTW 0,0235* 0,3674

valor de p do modelo <0,0001* <0,0001*
R’ 0,9440 0,9978

VFM: vazdo da fase movel, em mL/min; T: temperatura do forno, em °C; W: porcentagem de agua na fase
movel, expressa em % (v/v). O asterisco indica valor de p significativo.



49

A Tabela 4.1.3 demonstra que o método se provou robusto quanto a modificagdes na
area do pico de CLO, o que repercute adequadamente na quantificagdo do farmaco.
Modificacdes tanto em T quanto em W ndo alteraram significativamente essa resposta. A
unica varidvel experimental que afeta significativamente (p < 0,0001) as respostas ¢ a VFM.
O efeito do coeficiente negativo no termo também pode ser notado na Figura 4.1.8, na qual se
observa que reducdes na VFM aumentam a area do pico.

Apenas a tripla interacdo entre os fatores T, W e VFM foi estatisticamente
significativa, entretanto, essa interagdo teve contribuicdo minima para a resposta de area do
pico. O modelo preditivo proposto demonstrou alta habilidade preditiva (p < 0,0001) e alta
correlagdo dos termos experimentais (R> = 0,944) (Tabela 4.1.3).

Por outro lado, o TR foi afetado por todas as varidveis isoladamente, conforme
descrito pelo valor de p na Tabela 4.1.3. Apesar de pequenas mudancgas no TR geralmente
terem efeito minimo na quantificagdo, mudancas na posi¢do do pico do analito e dos
interferentes podem ocorrer em proporgdes desiguais, o que pode afetar a resolugdo do
cromatograma. O fator que mais afetou o TR foi W (Figura 4.1.8), de forma que o aumento da
polaridade na fase movel interferiu na afinidade do analito pela coluna, como esperado

(KAZAKEVICH, 2007). Adicionalmente, diferentes interagdes entre os fatores também

repercutiram no TR.
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Figura 4.1.8 Graficos de superficie de resposta para o ensaio de robustez do método de quantificacdo do
propionato de clobetasol, correspondentes ao efeito de variagdes analiticas na A) tempo de retengdo (TR) ¢ B)

area do pico do propionato de clobetasol. T: temperatura do forno; VFM: vazdo da fase movel; W: porcentagem
de 4dgua na fase movel.

Apesar da avaliacdo da robustez ndo ser um critério exigido para a maioria dos guias
de validagdo, o teste explica como o método pode ser afetado por varidveis operacionais. Os

resultados do teste contribuem para determinar se o método necessita de revalidagdo, caso
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algum dos parametros avaliados demonstrem-se criticos (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2012). Nesse sentido, o teste demonstrou que, no método
desenvolvido para quantificagdo do CLO, alteracdes na composi¢cdo e vazdo da fase movel
devem ser cuidadosamente controladas. A manuten¢do preventiva do equipamento deve ser
suficiente para assegurar a operagdo adequada das bombas, evitando oscilagdes nesses

parametros (MCNAIR; POLITE, 2007).

4.1.4.3.3 Linearidade

A curva analitica do CLO nas concentragdes de 0,5 a 15,0 pg/mL em metanol esta
representada na Figura 4.1.9. A analise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados demonstrou um coeficiente de correlagdo r = 0,9996, valor que comprova a

linearidade do método na faixa de concentragao estudada.
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Figura 4.1.9 Representagdo grafica da curva analitica do propionato de clobetasol (CLO) na faixa de
concentragdo de 0,5 a 15,0 ug/mL; n = 3. Equagdo da reta: y = 81698,6x — 1321,6; coeficiente de correlagdo
linear: r = 0,9996.

Os dados referentes as trés curvas de calibragdo e suas respectivas estatisticas estao
apresentados na Tabela 4.1.4, demonstrando que todos os requisitos para a linearidade foram
cumpridos (SHABIR, 2004). De acordo com a inclinagdo da reta, pode-se afirmar que o

método apresentou alta sensibilidade. A inclina¢do foi diferente de zero e o intercepto
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estatisticamente igual a zero. A linearidade do método pode ser ratificada pelo CV dos fatores

de resposta abaixo de 2%.

Tabela 4.1.4 Dados e estatistica para teste de linearidade da curva analitica (0.5 — 15.0 pg/mL) para
quantificac@o de propionato de clobetasol

Curva de calibracio Requisito Resultado
valor - 81698,6
Inclinagdo intervalo de
ndo deve incluir zero de 80351 a 83045
confianga
valor - 1321,6
Intercepto intervalo de
deve incluir zero de -10046 a 12689
confianga
Coeficiente de correlagao minimo de 0,999 0,9996
Residuos sem tendéncia distribuidos randomicamente
Coeficiente de varia¢do dos fatores de resposta ndo mais que 5% 1,97%

4.1.4.3.4 Limites de detec¢cdo e quantificacio

A partir das curvas de calibracdo, obteve-se o valor do desvio padrdo dos coeficientes
lineares ¢ a média dos respectivos coeficientes angulares. Substituindo-se estes valores nas
equacdes [ e I, o LD do CLO foi de 0,02 pg/mL e o LQ de 0,07 ug/mL.

Apb6s o calculo dos limites tedricos, foram analisadas solugdes de CLO em
concentragdes correspondentes aos LD e LQ e em concentragdes abaixo e acima dos valores
calculados. Os resultados demonstraram que os valores experimentais foram consistentes com
os valores teoricos (Tabela 4.1.5). Tais limites sdo suficientes para determinacdo da

quantidade de CLO nos experimentos de permeagao.

Tabela 4.1.5 Limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LD) do propionato de clobetasol
CT CLO CM CLO Concordéancia

1)
(ngml)  (pg/mL) (%) vV (%)

0,01 * * *
0,02 0,037 185,00 15,03
0,04 0,060 150,00 2,25
0,06 0,073 121,67 4,87
0,07 0,073 104,29 1,55
0,08 0,083 103,75 1,02

LD e LQ estdo sombreados. n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentragdo tedrica;
CM: concentragdo mensurada; CV: coeficiente de variag¢do; *: ndo foi obtido pico detectavel.
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4.1.4.3.5 Precisao

Os ensaios inter e intracorrida apresentaram CV abaixo de 2%, demonstrando que o
método ¢ preciso (Tabela 4.1.6). Uma vez que as amostras da precisdo intermediaria foram
preparadas por um analista diferente, 24 h antes da realiza¢do do teste, a estabilidade das
amostras nas condi¢cdes de armazenamento de refrigeragdo também cumpriram os critérios
determinados, abaixo de 2% (SHABIR, 2003). Ensaios interlaboratoriais também
confirmaram a precisdo do método, como demonstrado na Tabela 4.1.7. Desse modo, todos os
resultados para testes de precisdo estdo abaixo do valor de 5% preconizado para esse tipo de

ensaio (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 4.1.6 Repetibilidade e precisdo intermediaria do método de quantificagdo de propionato de clobetasol

Repetibilidade Precisao intermediaria
CT CLO CM CLO CM CLO
CV (% CV (%
(g/ml)  (pg/ml) O (ug/mi) o)
0,5 0,49 0,56 0,49 1,60
7,5 7,45 0,50 7,40 1,04
15,0 15,11 0,29 14,96 0,78

n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentragdo tedrica;
CM: concentragdo mensurada; CV: coeficiente de variagdo.

Tabela 4.1.7 Reprodutibilidade do método de quantificagdo de propionato de clobetasol

CT CLO CM CLO
CV (%
Mgml)  (agml) )
0,5 0,49 3,03
7,5 7,75 2,74
15,0 15,48 3,64

n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentragdo tedrica;
CM: concentragdo mensurada; CV: coeficiente de variagdo.

4.1.4.3.6 Exatidao

A exatiddo foi avaliada em termos de recuperagdo do CLO retido nas camadas de pele
(EC, FP e PR). Os CV abaixo de 15% (Tabela 4.1.8) estao de acordo com as recomendagdes
para métodos bioanaliticos (SHAH et al., 2000; BANSAL; DESTEFANO, 2007). Os valores

de recuperacdo obtidos (maiores que 85,0%) estdo de acordo com as taxas de recuperagdo
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encontradas na literatura, em que valores acima de 70% sdo aceitaveis para ensaios de
recuperagdo cutdnea (VAVROVA et al., 2007; DE PAULA; MARTINS; BENTLEY, 2008;
CAMPOS; PRACA; BENTLEY, 2016).

Tabela 4.1.8 Recuperagdo do método de quantificagdo de propionato de clobetasol

Estrato Cérneo Foliculo Piloso Pele Remanescente
CT CLO CM CLO Cv Recuperacio CM CLO Cv Recuperacio CM CLO CV Recuperacio
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (%)
0,5 0,43 2,29 86,40 0,46 2,24 91,95 0,44 3,36 88,00
7,5 7,61 0,55 101,53 7,80 0,72 103,99 7,07 0,56 94,20
15,0 14,42 0,66 96,13 14,97 0,37 99,80 13,22 0,26 88,13

n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentragdo tedrica;
CM: concentragdo mensurada; CV: coeficiente de variagdo.

4.1.5 Conclusao

Foi desenvolvido e validado um método de HPLC-UV para quantificagdo de CLO
apos experimentos de permeagdo cutdnea. O método apresentou alta capacidade de
determinagdo do farmaco extraido do FP e das diferentes camadas da pele. Desse modo,
obteve-se uma ferramenta simples e especifica para a determinagdo de CLO em andlises de

rotina e durante o desenvolvimento de formulagdes de uso topico contendo CLO.
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4.2 PRODUCAO DE CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS E
AVALIACAO DA RETENCAO DE PROPIONATO DE CLOBETASOL NO
FOLICULO PILOSO

A formulacio produzida nesse capitulo teve sua patente depositada como:
TAVEIRA, S. F.; MARRETO, R. N.; GRATIERI, T.; GELFUSO, G. M.; DAMASCENO, T.
A. O. S.; ANDRADE, L. M.; SILVA, L. A. D. Natureza: Patente de Invengdo. Numero do

registro:  BR1020160017394. Titulo: “Composi¢do  farmacéutica compreendendo
nanoparticulas lipidicas contendo propionato de clobetasol para administracdo tdpica no
tratamento da alopecia”. Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade

Industrial. Brasil, 2016.

4.2.1 Introducao

A pele pode atuar como reservatorio de substancias aplicadas topicamente,
diminuindo a necessidade de repeticdes frequentes de aplicacdo. Na camada mais externa, o
EC pode armazenar substancias até uma profundidade de cerca de 5 um. Contudo, devido a
renovagdo da pele e descamacdo fisiologica ou por atrito mecanico, esse ndo ¢ um
reservatorio tao eficiente. Por outro lado, estudos indicam que o FP, com profundidade de até
4000 pm, atua como reservatdrio de longo prazo, especialmente para formulacdes
particuladas (LADEMANN et al., 2007; LAUTERBACH; MULLER-GOYMANN, 2015).
Apds penetrarem a abertura dos FP, as particulas estdo relativamente protegidas de
descamacdo, atrito e outros fatores ambientais, sendo expelidas apenas por crescimento do
pelo ou extravasamento de sebo (SCHNEIDER et al., 2009).

Nanoparticulas  lipidicas, ~como CLN, apresentam  biocompatibilidade,
biodegradabilidade e estabilidade adequadas, tornando-se candidatos interessantes para
aplicacdo em formulagdes topicas e, mais especificamente, direcionadas para a via folicular
(PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; SOLEIMANIAN et al.,
2018b). Desse modo, o objetivo do estudo deste capitulo foi produzir um nanossistema de

CLN contendo CLO a fim de promover aumento da retengdo do farmaco no FP.
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4.2.2 Material

A obtencdo do CLO, solventes com grau cromatografico, material para tape stripping
diferencial e pele estdo descritos na se¢do 4.1.2.

Para produ¢ao das nanoparticulas, foram utilizados 4cido esteérico e acido oleico da
Merck (Darmstadt, Alemanha), taurodesoxicolato de s6dio da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha) e lecitina de soja S100 doada pela Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha). Tampdes
MES e HEPES foram produzidos com sais provenientes da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha).

Nos estudos de permeacdo cutanea e liberagao, foram utilizados lauril sulfato de sodio
(LSS) e membrana de dialise 12.000 Da MWCO da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Para estudos de fluorescéncia, foram testados os corantes verde malaquita G (Merck,
Darmstadt, Alemanha), fucsina basica (VWR, Radnor, Estados Unidos da América),
rodamina 6G (R6G) (Fluka, Steinheim, Alemanha), violeta de metila e cumarina (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha).

Estudos de permeacdo cutanea ex vivo com amostra fluorescente foram realizados com
FBS Bio Whittaker (Lonza, Basileia, Suica), DMEM e penicilina-estreptomicina (Fisher

Scientific, Hampton, Estados Unidos da América).

4.2.3 Métodos

4.2.3.1 Obtencao das formulacoes

Os CLN foram obtidos em parceria com o laboratdrio Nanosys, da Universidade de
Goids, pelo método da dilui¢do da microemulsdo, desenvolvido por Gasco e colaboradores e
adaptado por diferentes pesquisadores (GASCO, 1993; SOUZA et al., 2011; SILVA et al.,
2012). Durante o periodo do estudo, houve producdo da formulacio no LTMAC, da
Universidade de Brasilia, e no Institut fiir Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie,
da Universitdt des Saarlandes, Alemanha.

A microemulsdo teve como fase oleosa uma mistura de 300 mg de 4cido estearico e
100 mg de acido oleico. Os tensoativos utilizados foram 200 mg de lecitina de soja e 50 mg
de taurodesoxicolato de s6dio. Os componentes da fase oleosa e os tensoativos foram levados
a total fusdo em placa de aquecimento. Em seguida, 10 mg de CLO foram adicionados e

homogeneizados, com auxilio de agitagdo magnética (300 rpm, 10 minutos). Ap6s adigdo de
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250 pL de agua, a mistura foi mantida sob constante agitag@o até se tornar translicida e, entdo,
foi gotejada em uma solugdo tampao MES (0,1 M, pH 5,5) mantida em banho de gelo. A
dilui¢do da microemulséo foi realizada sob agitagio em homogeneizador Ultra-turrax” T-25,
com dispersor S25N-25F (IKA, Campinas, Brasil) a 13.500 rpm por 10 minutos (Figura
4.2.1). A propor¢ao microemulsdo:tampao foi de 1:20. O volume da dispersdo final foi de

20 mL.
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Figura 4.2.1 Esquema representativo do preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo propionato
de clobetasol (CLO).

ol

4.2.3.2 Caracteriza¢ao das formulacoes
4.2.3.2.1 Rendimento

O rendimento foi determinado avaliando-se a relag@o entre a massa de matéria-prima

utilizada e a massa de formulagdo obtida, de acordo com a seguinte equagao:

Rendimento = —L x 100 R
Mo (Equacao V)

Onde: my = massa inicial das matérias-primas
m¢= massa final da formula¢do

4.2.3.2.2 Analise morfologica

A morfologia das particulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura

(MEV). Para tanto, a formulacdo de CLN-CLO foi diluida em &gua ultrapurificada na
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proporcao 1:500 (v/v). Uma gota da suspensao foi depositada sobre um grid de silicio, o qual
foi montado em suporte metalico com auxilio de fita adesiva de carbono. O suporte foi
disposto em um dessecador para evaporagao do meio liquido durante a noite. Em seguida, as
amostras foram revestidas com ouro, sob uma atmosfera de argonio, utilizando-se o revestidor
por aspersdo Q150RES (Quorum Technologies Ltd., Laughton, Reino Unido). As imagens de
MEV foram obtidas em um microscopio EVO HDI5 (Carl Zeiss Microimaging, Jena,
Alemanha).

4.2.3.2.3 Analise granulométrica

O didmetro hidrodinamico médio e o Pdl (indice de polidispersividade, do inglés:
Polydispersity Index) foram analisados por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano
ZS). Para tanto, 10 pL de cada formulacdo foram suspensos em 990 pL de 4gua ultrapura,

agitados em vortex por 30 segundos e levados ao aparelho para anélise.

4.2.3.2.4 Potencial zeta

O potencial zeta foi analisado por mobilidade eletroforética. Para avaliagdo desse
parametro, 10 pL de cada formulacdo foram suspensos em 990 pL. de 4gua ultrapura, agitados

em vortex por 30 segundos e a suspensao resultante foi analisada no Zetasizer Nano ZS.

4.2.3.2.5 Farmaco total

O farmaco total ao final do processo foi determinado adicionando-se uma aliquota da
formulagdo em metanol na proporc¢ao 1:25. Em seguida, a mistura foi agitada em vortex por 2
minutos para desintegra¢do das nanoparticulas. Por fim, a amostra foi analisada por HPLC, de

acordo com as condigdes descritas na se¢ao 4.1.4.2.
4.2.3.2.6 Eficiéncia de encapsulacio (EE) e carga do farmaco (CF)
A EE foi determinada por método indireto, avaliando-se a quantidade de farmaco livre

em suspensdo e a quantidade de farmaco total na formulacdo. Para tanto, 500 pL da

formulagdo foram centrifugados a 4000 rcf por 20 minutos. Apds o sobrenadante ser
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desprezado, o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de metanol e o CLO foi quantificado. A

EE foi calculada de acordo com a equagdo VI.

__ FT-FL

EE x 100

(Equacao VI)

Onde: EE = eficiéncia de encapsulagio
FT = quantidade total de farmaco na formulagdo
FL = quantidade de farmaco livre na formulagéo

A fim de assegurar que o método apenas precipitava farmaco livre e ndo particulas,
uma dispersdo do CLN sem o farmaco foi também submetida a0 mesmo protocolo de
centrifugacdo. Uma vez que ndo foi observada precipitacdo nestas condi¢cdes, o método ¢é
viavel para o objetivo proposto.

A CF foi determinada pela relagdo entre a quantidade do farmaco encapsulado e a

quantidade de lipidio empregado, segundo a Equacdo VII.

__ FT-FL

CF x 100

oL (Equagio VII)

Onde: FT = quantidade total de farmaco na formulagdo
FL = quantidade de farmaco livre na formulagdo
QL = quantidade de lipidios na formulagéo

4.2.3.2.7 Estudos de estabilidade

Estudos de estabilidade foram conduzidos com a formula¢do armazenada em frascos
de vidro transparentes sob as temperaturas de 5, 25 e 40°C. Aliquotas foram coletadas nos
tempos 0, 7, 15 e 30 dias e avaliadas quando a granulometria, PdI, potencial zeta, pH, firmaco
total e eficiéncia de encapsulagdo. Os experimentos foram realizados com trés amostras

independentes para cada uma das condi¢des analisadas.
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4.2.3.3 Avaliacao da solubilidade do CLO

A fim de determinar o meio da solu¢do receptora, foram realizados testes de
solubilidade do farmaco. Uma vez que o CLO ndo ¢ soluvel em agua, foi avaliada a sua
solubilidade em solu¢do de LSS. Para tanto, CLO em excesso foi adicionado a frascos
contendo solugdes aquosas de LSS nas concentragdes 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% (m/v), que, apds
fechados, foram deixados em agitacdo magnética a 300 rpm por 12 h. Ao fim do tempo, a
agitacdo foi interrompida, o excesso de farmaco decantou e o sobrenadante foi filtrado e
quantificado por HPLC, segundo condigdes descritas na secdo 4.1.4.2. Foram avaliadas trés
replicatas para cada concentragao.

Adicionalmente, foi determinada a solubilidade de CLO em solucao hidroalcoodlica
contendo etanol, nas seguintes propor¢des: 30, 35, 40, 45 e 50% (v/v). Nesse estudo, foi

utilizado o mesmo protocolo descrito para o teste de solubilidade de CLO em LSS.

4.2.3.4. Estudo de liberacao

Os ensaios de liberagao in vitro foram realizados utilizando-se células de difusao do
tipo Franz (Figura 4.2.2). No compartimento doador (superior) ha uma abertura de 15 mm de
didmetro e o compartimento receptor (inferior) possui capacidade de volume de 12 mL. Entre
os compartimentos da célula utilizou-se uma membrana de didlise. A solugdo receptora foi
constituida por solu¢do aquosa de LSS 0,5% e foi mantida em agitagdo magnética a 300 rpm.
As células foram dispostas em incubadora a 32°C. Amostras da solu¢do receptora foram

coletadas nos tempos 1, 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h e analisadas por HPLC.

Pele ou membrana
sintética

Compartimento doador
(formulagao)

\ Compartimento receptor

(solugdo receptora)

Figura 4.2.2 Célula de difusdo do tipo Franz.
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Os estudos de liberacao foram realizados com a formulagdo de CLN-CLO e os
controles de farmaco livre em solugdo hidroetanolica (etanol: dgua 45:55, v/v) e creme

comercial.

4.2.3.5 Avaliacio in vitro da permeacao/penetracio cutinea e acumulo folicular do

farmaco

4.2.3.5.1 Montagem do sistema de permeacio

O preparo da pele esta descrito na se¢ao 4.1.3.3. Peles de porco congeladas por, no
maximo, trés meses foram cortadas em circulos de 25 mm de didmetro. As células de Franz
foram montadas de modo que a pele se localizou entre os compartimentos superior e inferior.
O compartimento receptor foi preenchido com 12 mL de solug¢do aquosa de LSS 0,5% (m/v) e
foi mantida em agitagdo magnética constante a 300 rpm. A fim de simular as condig¢des
fisiologicas da pele, as células foram dispostas em incubadora, com temperatura de 32°C.
Apenas ap0s climatiza¢do por pelo menos 30 minutos os experimentos foram iniciados. Esse
periodo ¢ necessario para que haja estabilidade na temperatura. Também ¢ importante que
seja evaporada a agua da superficie da pele, resultante do descongelamento, uma vez que a
umidade influencia de modo significativo a penetracdo de fArmacos na pele (ANGELO et al.,

2016).

4.2.3.5.2 TEWL

A perda de 4gua transepidérmica por meio da medida TEWL (do inglés:
Transepidermal Water Loss) foi utilizada como medida de verificagdo da integridade da pele,
e foi realizada para todas as amostras, antes dos experimentos de permeagdo cutanea in vitro

(Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.3 Medida de perda de agua. A) a pele é montada na célula de Franz e deixada em repouso por 30
minutos; B) o compartimento doador ¢ retirado; C e D) o sensor é posicionado sobre a pele e a medida ¢
realizada.

Para tanto, foram utilizados o Tewameter” TM 300 e o sensor de condicdo ambiental
RHT 100 acoplados ao Multi Probe Adapter 5 (Courage and Khazaka, Koln, Alemanha). O
software CK MPA Multi Probe Adapter foi configurado para medir continuamente, na taxa de
uma medida por segundo, com no minimo 20 repeti¢cdes e até que o desvio padrdo fosse
menor ou igual a 0,2 nas tltimas cinco medidas, indicando estabilidade de medida. Amostras
de pele com valores superiores a 25 g/h/m* foram descartas. A medida TEWL também foi
realizada apds os experimentos de permeacdo cutdnea in vitro, a fim de verificar se as
formulagdes promoveram alguma alteragdo significativa na perda de 4agua, indicando
alteracdes na fungdo barreira da pele.

Foram realizados experimentos de permeag¢do cutidnea in vitro por 12 horas,
utilizando-se pele de orelha de porco em células de difusdo tipo Franz (Figura 4.2.2). A
solugdo receptora foi mantida em agitacdo magnética a 300 rpm. As células foram dispostas
em uma estufa com circulacdo de ar, mantida a 32°C. Apos o sistema atingir o equilibrio da
temperatura, a formulacdo de CLN-CLO (500 pL), a solug¢do de farmaco livre (500 puL) ou a

formulagdo de creme comercial (500 mg) foi disposta no compartimento doador. Cada
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formulagao foi testada em sextuplicata.

Ao final de 12 h, a solu¢do receptora foi coletada, a pele foi retirada da célula de Franz,
o excesso de formulacdo foi removido e a pele foi limpa com algoddo. Em seguida, foi
realizada a remogao diferencial (conforme descrito na secdo 4.1.3.4.1) e o CLO foi extraido
de cada camada da pele, utilizando-se metanol e agitagdo magnética (300 rpm, durante 3 h). O
solvente foi, em seguida, filtrado através de uma membrana hidrofébica de PTFE com poro de
didmetro 0,22 um, produzindo as amostras de extrato de pele. A solugdo receptora e os

extratos foram quantificados por HPLC (Figura 4.2.4).

formulagéo

pele EC

- 2
" remogio i e'e
. remogdo [Mm extragido < L

| . )
—%m-“gw-,r’ p diferencial
Gl
A

& 3 — -‘_f—_, FP PR

7 _ 12 h,32°C, \ hd
! 300 rpm e Andlise por
£ i HPLC

orelha de porco célula — solugdo
de Franz receptora

Figura 4.2.4 Esquema representativo do ensaio de permeagao cutinea in vitro. EC: estrato corneo; FP: foliculo
piloso; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés: High Performance Liquid Chromatography)
PR: pele remanescente.

4.2.3.6 Amostras fluorescentes e microscopia confocal

Para marcacdo dos nanossistemas, foi realizada triagem entre as seguintes substancias,
quanto a fluorescéncia e miscibilidade com componentes do CLN: cumarina, corante verde
malaquita G, fucsina, violeta de metila e rodamina 6G. Para tanto, as misturas foram
preparadas a mesma temperatura de preparo dos CLN-CLO (se¢do 4.2.3.1) e observadas no
Microscopio Confocal Zeiss, LSM 710 (Oberkochen, Alemanha).

Escolhida a substidncia mais adequada, foram produzidos CLN fluorescentes, de
acordo com a se¢do 4.2.3.1, sendo o CLO substituido pela mesma quantidade da substancia
fluorescente. Os CLN produzidos foram caracterizados quanto a granulometria e potencial
zeta e a formulagao teve seu pH avaliado.

Os CLN contendo a substancia fluorescente e seu controle em EtOH (iq) 45% (V/v)
foram submetidos ao ensaio de permeagdo, conforme descrito na secdo 4.2.3.5.3, contudo,
ndo foi realizada a etapa de tape stripping diferencial ou quantificagdo por HPLC. Apds 12 h

de incubagdo, cada formulacdo foi limpa da pele, com auxilio de algoddo, e a pele foi
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congelada com uso de CO;. As amostras de pele foram, entdo, armazenadas a —80°C, para
posterior corte manual com bisturi. Cada replicata (n = 3) de pele gerou cerca de dez cortes,
que foram posicionados sobre ldminas de vidro e analisados por microscopia confocal. Para
obtencdo das imagens, foram utilizadas objetivas EC Plan-Neofluar 10x/0,30 M27 e beam
splitter (vias de fluorescéncia) MBS 458/561. O comprimento de onda de excitacdo foi 561
nm e a faixa de deteccdo de emissdo foi 600-700 nm. A poténcia do laser (0,5048%) e
o ganho (600) foram ajustados para amostras de pele sem aplicagdo de formulagdo, para

cancelamento da sua autofluorescéncia.

4.2.3.6.1 Estudos de permeacio cutanea ex vivo com amostra fluorescente

A permeacao da formulagdo fluorescente foi observada em amostras de pele ex vivo,
por um periodo de 7 dias. Tais amostras foram coletadas no abatedouro e tratadas, conforme
descrito na se¢do 4.1.3.3, contudo, a pele ndo foi congelada e foi utilizada imediatamente apos
tratamento.

A metodologia de cultura de cabelo humano a partir de FP isolados, chamada human
hair follicle organ culture (HFOC), e a metodologia de cultura de pele humana, chamada
human organotypic skin explant in culture method (HOSEC), foram adaptadas para este
estudo (PHILPOTT; GREEN; KEALEY, 1990; LANGAN et al., 2015). Na primeira, sdo
realizadas biopsias dos FP, que sdo mantidos imersos em meio de cultura para realizacdo dos
ensaios. J4 na segunda metodologia, cortes transversais de pele sdo dispostos em placas
contendo meio de cultura, sem que, contudo, o meio cubra a pele.

No presente estudo, a pele foi montada na célula de Franz e o compartimento receptor
foi preenchido com meio de cultura composto por DMEM, FBS e penicilina-estreptomicina
na propor¢do 100:10:1. O canal coletor da célula foi fechado com algodao e parafilme (Figura
4.2.5).

A formulagdo de CLN fluorescente foi depositada no compartimento doador e a célula
foi disposta em incubadora a 37°C e ambiente com 5% de CO,. Passadas 12 h iniciais, a
formulagao foi retirada e a pele foi limpa com algoddo. O meio de cultura foi trocado a cada
48 h. Houve coleta de amostras de pele nos tempos 1, 3, 6, 12, 24, 72 ¢ 168 h. O processo de
preparo da pele para visualizagdo no microscopio confocal e sua analise foram realizados

conforme descrito na se¢ao anterior.
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Figura 4.2.5 Célula de Franz montada para estudo de permeacédo cutinea ex vivo.

4.2.3.7 Analise estatistica

Durante e ap6s a finalizagdo dos experimentos, os dados foram avaliados qualitativa e
estatisticamente. Os dados foram expressos como média = desvio padrao das replicatas. O
nivel de significancia foi fixado em o = 0,05.
4.2.4 Resultados e discussio

4.2.4.1 Caracteriza¢ao da formulacao

A formulagdo constituida de CLN-CLO apresentou-se como liquido branco-amarelado

(Figura 4.2.6).

Figura 4.2.6 Aspecto visual da formulagdo constituida de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
propionato de clobetasol.
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4.2.4.1.1 Rendimento

A producdo da formulacdo de CLN-CLO alcangou rendimento de 81,55%. Este ¢ um
valor adequado para preparo de CLN em escala laboratorial. Rendimentos entre 75 € 97% sao
reportados com a técnica de diluicdo da microemulsdo, variando conforme o tipo e
quantidades de lipidios e tensoativos utilizados no processo (GASCO, 1993).

Cabe ressaltar que a producao de CLN pode ser facilmente escalonada para fabricacao
industrial, com técnicas que garantam rapidez, custo acessivel e bons rendimentos
(PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; GANESAN;
NARAYANASAMY, 2017).

4.2.4.1.2 Analise morfologica

Em um sistema particulado, um parametro importante para transporte e liberagdo de
farmacos ¢ a superficie de contato da particula. A forma esférica apresenta uma proporcao
ideal entre volume e area de superficie (DAUM et al., 2012). Imagens obtidas por MEV
revelam que a formulagdo de CLN-CLO possui nanoparticulas de forma esférica (Figura
4.2.7). Morfologia semelhante foi observada na producdo de CLN por outros pesquisadores
(HEJRI et al., 2013; SOLEIMANIAN et al., 2018a).

As imagens demonstram particulas com diametros em torno de 200 nm ou menos.
Embora seja possivel analisar os didmetros de cada uma das particulas individualmente para
geracdo de dados como média e desvio padrdo, a secagem do solvente da formulagdo e a
necessidade de submissdo da amostra ao vacuo para recobrimento com ouro pode alterar
levemente a dimensdo das particulas (BHATTACHARIEE, 2016). Além disso, as imagens
demonstram uma area limitada da amostra. Assim, para determinacdo do tamanho da particula,
¢ aconselhavel a utilizacdo de um método mais robusto, capaz de analisar uma quantidade
maior de particulas, e, preferencialmente em ambiente solvatado, como na formulagdo

original.
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Figura 4.2.7 Imagens dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo propionato de clobetasol obtidas por
microscopia eletronica de varredura. Escalas = 1 pm e 200 nm (superior); 300 e 200 nm (inferior).

4.2.4.1.3 Analise granulométrica

A fim de se obter dados mais precisos acerca do tamanho das particulas, utilizou-se a
técnica de espalhamento de luz dindmico. Nessa técnica, a formulagdo ¢ diluida e submetida
diretamente a analise no equipamento, sem outras etapas adicionais de preparo. Os CLN-CLO
apresentaram didmetro hidrodinamico médio de 173,80 (= 1,35) e PdI de 0,158 (+ 0,032). As
particulas apresentaram uma distribuicdo de tamanho monomodal (Figura 4.2.7) e tiveram

suas dimensdes na ordem de nandmetros, sendo, portanto, caracterizadas como nanoparticulas.
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Estudos realizados com particulas poliméricas sugerem que a aplica¢do cutanea de
nanoparticulas com tamanhos entre 100 e 200 nm pode proporcionar acimulo das mesmas no
FP a uma profundidade de 500 a 800 pm (PATZELT et al., 2011). Assim, os CLN-CLO

produzidos possuem dimensdo adequada para a aplicagdo a que se propdem.
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Figura 4.2.8 Grafico de distribui¢do de tamanho de particula da formulagdo de CLN-CLO por intensidade de
espalhamento de luz.

4.2.4.1.4 Potencial zeta

O potencial zeta relaciona-se ao potencial de uma particula coloidal mover-se sob
ambiente com campo elétrico. Ele reflete a diferenga entre a carga superficial da particula e da
camada dispersante ao redor da particula em movimento, em direcdo ao eletrodo de carga
oposta a sua (BHATTACHARIEE, 2016).

Os CLN-CLO apresentaram potencial zeta de —42,20 + 3,27 mV. A literatura sugere
que cargas eletrostaticas superiores a £30 mV podem ser vantajosas, uma vez que tendem
aumentar a repulsdo, diminuindo a aglomeracdo das particulas em condi¢cdes de
armazenamento, aumentando, assim, a estabilidade da formula¢do. CLN com cargas negativas
também foram observados por outros pesquisadores (GOMES et al., 2014; LEE et al., 2014;
GRAFU; BADEA; BALACI, 2015; PUGLIA et al., 2017, FATHI et al, 2018;
SOLEIMANIAN et al., 2018a).

4.2.4.1.5 Farmaco total

O total de CLO quantificado na formulacdo teve concentragdo de 0,41 = 0,01 mg/mL.

A perda de farmaco durante a producdo ¢ justificavel e prevista, uma vez que a técnica de
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diluicdo da microemulsdo envolve multiplas etapas e a produ¢do em escala laboratorial leva a

perdas durante o processo.

4.2.4.1.6 EE e CF

A EE refere-se a quantidade de farmaco encapsulado no interior da particula. Para os
CLN-CLO, a EE foi de 80,83 + 2,28%. EE acima de 70% também foram obtidos por outros
pesquisadores na producdo de CLN com diferentes composicdes e contendo diferentes
farmacos (ABURAHMA, 2014; BILIA et al., 2014; VITORINO et al., 2014; PUGLIA et al.,
2017; FATHI et al., 2018; SOLEIMANIAN et al., 2018a).

Em inglés drug loading, a CF reflete a relacdo entre a massa de farmaco e a massa da
matriz na particula (MULLER et al., 2000). Para o estudo em questio, em condi¢des ideais,
caso 100% do farmaco adicionado fosse incorporado a matriz, a CF seria de 1,54%. Para os
CLN-CLO produzidos, a CF foi de 1,24 £ 0,07%. Assim, tendo em vista as perdas do
processo de producdo da formulagao, considera-se o valor de CF adequado.

Cabe salientar que ndo foi estudada a capacidade de carga do sistema, que corresponde
a quantidade maxima do farmaco que ¢ possivel ser incorporada na matriz da particula. Para
determina-la, outros ensaios devem ser realizados, com valores crescentes de massa de
farmaco. Uma vez que o CLO ¢ um farmaco potente, a sua quantidade utilizada nessa
formulagdo foi o equivalente a 0,05%, que ¢ a dose usual para sua aplicacdo topica, e

suficiente para o estudo proposto.

4.2.4.1.7 Estudos de estabilidade

Foram realizados estudos de estabilidade da formulagdo de CLN-CLO a 5, 25 e 40°C.
As amostras foram analisadas nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias. Para cada condi¢cdo foram
utilizadas trés amostras independentes (Tabela 4.2.1).

Nao foi observada alteracdo importante no diametro hidrodindmico de particula,
contudo o PdI teve aumento consideravel com o tempo para as amostras armazenadas a 25 e
40 °C, provavelmente devido a aglomeracao de particulas (BHATTACHARIEE, 2016). Ja o
potencial zeta e o pH mantiveram-se sem alteragdes significativas para todas as condigdes de

estudo.
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Tabela 4.2.1 Caracterizacdo da formulagdo de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo propionato de
clobetasol apos estudos de estabilidade

Diametro .
Dia hidrodinimico Pdl Potencial zeta pH CLO total CL(: total EE (%)
(mV) (mg/mL) %)
(nm)
0 173,80 + 1,35 0,158 £ 0,0032 -42.20 +£3,27 5,56 0,02 0,41 +0,01 100 +2,47 80,83 £2,28
7 178,00 + 4,20 0,164 +0,0035 -41,10 + 3,40 5,55+0,02 0,40+ 0,01 98,83 +2,69 80,98 £ 4,01

5°C 15 176,10 + 2,50 0,171+ 0,0120 -39,70 £ 0,90 5,65+0,02 0,41 +0,02 100,16 £ 3,79 78,87 + 4,45

30 211,40 4,02 0,207 £ 0,0210 -42,10+£ 0,71 5,58+£0,02 0,41 +0,01 99,13 +2,93 82,41 +2,61

7 189,40 + 2,62 0,211 +0,0230 -40,70 £ 2,08 5,55+0,02 0,41 +0,01 99,45 + 3,40 80,83 £2,28

25°C 15 175,50 £ 2,53 0,296 + 0,0080 -41,00 £ 1,40 5,63 £0,02 0,41 +0,02 99,90 + 5,19 78,98 + 3,45

30 267,50 2,68 0,497 £ 0,0140 -41,70 £ 3,02 5,50+0,03 0,40+ 0,01 98,74 + 3,08 80,62 + 4,89

7 179,10 £ 2,31 0,307 £ 0,0750 -40,70 + 3,64 5,53+£0,02 0,35+ 0,03 86,05+ 7,23 77,03 + 4,48

40°C 15 181,00 + 2,53 0,222 + 0,0080 -40,00 £ 1,40 5,50£0,02 0,34+ 0,02 83,36 + 3,46 74,31+ 3,45

30 171,10 £ 9,89 0,431 +0,0620 -38,00 £ 2,65 5,28 £0,06 0,34+ 0,02 83,66 + 4,74 71,48 £5,05

Resultados apresentados como média = DP; n = 3. CLO: propionato de clobetasol;
EE: eficiéncia de encapsulagdo; PdI: indice de polidispersividade.

O armazenamento a 40°C resultou em degradacdo do fadrmaco total, bem como
diminuigdo da EE. E possivel que, nessa condi¢io, o CLO incorporado na particula tenha sido
expulso para o meio e sofrido reagdes fisico-quimicas de degradacdo. De fato, o estresse
térmico tende a desorganizar a matriz lipidica (SEVERINO et al., 2011), promovendo a
expulsdo do farmaco. Uma caracteristica que corrobora com a suposicao da degradacdo ¢ o
fato de que houve alteragio de cor da formulagio, passando a levemente amarronzada. E
evidente que lipidios sdo passiveis de oxidagcdo quando expostos ao calor, € nesse processo,
produzem radicais livres capazes de reagir com moléculas disponiveis no meio (SHAHIDI;
ZHONG, 2010).

Com base nos dados expostos, ¢ aconselhdvel que a formulagdo seja mantida
armazenada refrigerada, condi¢do na qual mostrou-se fisicamente mais estavel durante o

periodo de estudo.
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4.2.4.2 Avaliacao da solubilidade do CLO

Tanto para ensaios de liberagdo quanto de permeacdo cutanea in vitro ¢ necessario
observar a condi¢do sink da solucdo. Em tal condi¢do, a concentracdo do farmaco na solugdo
receptora ndo deve exceder 10% da solubilidade do fairmaco naquele meio. Esta condi¢do
deve ser mantida durante todo o periodo experimental (WHO, 2006), garantindo que o meio
ndo seja saturado e a difusdo do fArmaco ndo fique comprometida.

Ensaios de permeacao cutanea utilizam preferencialmente meio aquoso como solugdo
receptora. Uma vez que a solubilidade do CLO em agua ¢ apenas cerca de 4 pg/mL, optou-se
por utilizar uma solu¢do aquosa contendo o tensoativo LSS para aumentar a sua solubilidade.
Considerando-se que nos ensaios propostos a concentragdo do CLO na formulagdo ¢ de
500 pg/mL, e o volume da formulagdo ¢ de 500 pL, a quantidade de farmaco no
compartimento doador da célula de Franz ndo excede 250 pg. Considerando-se ainda que o
volume do compartimento receptor ¢ de 12 mL, caso todo farmaco passasse do
compartimento doador ao receptor, a concentracdo final de CLO seria de aproximadamente
20,83 pg/mL. Assim, todas as amostras testadas de LSS seriam adequadas para garantir
condi¢do sink (Tabela 4.2.2). Por esse motivo, foi selecionada a menor concentragdo de LSS,

qual seja 0,5% (m/v).

Tabela 4.2.2 Solubilidade do propionato de clobetasol em solugdo aquosa de lauril sulfato de sodio

LSS (g (%, m/v) CL? J;?;If)rado
0,5 245.80 + 12,18
1,0 624,67 £ 5,51
15 940,53 + 34,51
2,0 128426 + 55,16

Resultados apresentados como média = DP; n = 3.
CLO: propionato de clobetasol; LSS: lauril sulfato de sodio.

A fim de se estabelecer uma amostra controle de farmaco livre em solugdo
para comparagdo de performance com o CLN, optou-se inicialmente por usar LSS (iq) 1,0%
(m/v). Contudo, estudos posteriores de liberagdo (Figura 4.2.9) demonstraram que tal sistema
proporcionou uma liberacdo lenta. Por esse motivo, novos ensaios de solubilidade do CLO

foram realizados, dessa vez com solugdo hidroetandlica (Tabela 4.2.3). De acordo com os



71

resultados, optou-se por usar EtOH (o) 45% (v/v) para a solucdo controle de farmaco livre,
uma vez que essa solucdo pode proporcionar a dissolugdo do CLO na concentragdo

500 pg/mL.

Tabela 4.2.3 Solubilidade do propionato de clobetasol em solugdo hidroetanoélica

EtOH aq) (%, V/V) CL%;frllllpLe)rado
30 64,81+ 0,91
35 167,49 + 3,58
40 353,01 + 13,79
45 663,11 + 29,50
50 1424,60 + 15,07

Resultados apresentados como média = DP; n = 3.
CLO: propionato de clobetasol.

4.2.4.3 Estudo de liberacao

Inicialmente, o CLO foi solubilizado em solucao aquosa de LSS 1,0% (m/v) para atuar
como formulagdo controle de farmaco livre em solugdo. Contudo, ensaios de liberacao

demonstraram uma liberagdo lenta, de cerca de trés dias (Figura 4.2.9).
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Figura 4.2.9 Perfil de liberagdo do propionato de clobetasol (CLO) em solugdo aquosa de lauril sulfato de s6dio
(LSS) 1,0%. Resultados apresentados como média + DP; n = 6.
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Uma vez que a concentragdao micelar critica do LSS ¢ 0,125% (m/v) (NANGIA et al.,
1998), pode-se supor que, nas condic¢des testadas, o firmaco foi encapsulado em um sistema
de micelas, afetando, assim, sua liberagdo. Por esse motivo, a amostra de CLO em solugao de
LSS 1,0% (m/v) foi descartada como controle do farmaco livre e, em substitui¢dao, foi

utilizado o CLO em solugao hidroetandlica.
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Figura 4.2.10 Perfil de liberagdo das formulagdes. Resultados apresentados como média + DP; n = 6. CLN-
CLO: carreador lipidico nanoestruturado contendo propionato de clobetasol; CLO-EtOH 45 V: CLO livre em
EtOH(aq) (45%, V/V).

A Figura 4.2.10 demonstra que o controle do farmaco livre em EtOHq) 45% (v/v)
entrou em equilibrio nas primeiras 24 h. Ja as nanoparticulas demonstraram liberacdo
sustentada do farmaco, chegando a cerca de 50% de liberacdo no terceiro dia. O perfil de
liberagdo do creme comercial foi o mais lento, contudo isso ndo ¢ indicativo de liberagdo
sustentada e ocorreu somente devido a sua alta viscosidade em comparagdo aos sistemas
constituidos de dispersdes. Ademais, a formulacdo em creme apresentou baixa retengdo nas
camadas da pele e especialmente no FP, apos experimentos de permeacdo cutinea in vitro,
como descrito na proéxima se¢ao.

Um perfil de liberagdo sustentado como o apresentado pelas nanoparticulas ¢
desejavel, especialmente quando a formulagdo visa atuar como reservatdrio do fairmaco na

pele (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). Portanto, a formulagdo de CLN-CLO
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apresenta caracteristicas de liberacdo adequadas ao objetivo proposto, possibilitando a

diminui¢do da necessidade de reaplicagdo da formulagao.
4.2.4.4 Avaliacao da permeacio/penetracio cutinea e acimulo folicular do farmaco

Nos estudos de permeagdo cutdnea in vitro, o acuimulo de CLO no FP a partir das
formulagdes estudadas seguiu a seguinte ordem: creme comercial < solug¢do hidroetanolica <

CLN. Nao foi observado CLO na solugdo receptora para nenhuma das amostras analisadas

(Figura 4.2.11).
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Figura 4.2.11 Quantificacdo do propionato de clobetasol (CLO) apds ensaios in vitro de permeagdo cutdnea em
células de Franz com aplicagdo passiva das formula¢des. Ndo foi observado CLO na solucdo receptora.
Resultados apresentados como média + DP; n = 6. CLN: carreador lipidico nanoestruturado; CLO-EtOH 45 V:
CLO livre em EtOH ) (45%, v/v); EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; PR: pele remanescente.

Em compara¢do ao creme comercial, houve maior penetragdo do CLO a partir da
solucdo hidroalcoodlica, para todas as camadas da pele. Esse efeito se deve principalmente a
dois mecanismos. Primeiramente, o etanol funciona como cossolvente, proporcionando maior
solubilidade e particdo do fAirmaco para dentro da pele, aumentando, assim, o seu fluxo. Em
segundo lugar, o solvente atua como um potencializador de penetracdo ao desorganizar os

lipidios do EC, que funciona como barreira a penetragdo de substancias (SINHA; PAL KAUR,
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2000; BENSON, 2005; BABITA et al., 2006). De todo modo, a maior penetracdo do firmaco
a partir da formulacdo CLO-EtOH 45V foi observada na PR e ndo no FP, que ¢ o sitio-alvo do
presente estudo. Ainda, o etanol ¢ conhecidamente relacionado a reagdes de sensitizacao,
principalmente no uso prolongado, que poderia agravar a condigdo tratada (STOTTS; ELY,
1977; BASKETTER; SAFFORD, 2016).

A formulacdo de CLN-CLO aumentou a retencao do fairmaco tanto no EC, quanto na
PR, em relagdo ao creme comercial. A composi¢cdo do CLN favorece a maior penetragdo de
substancias na pele. Estudos indicam que nanoparticulas lipidicas aplicadas de modo passivo
ndo penetram na epiderme, mas ficam primordialmente retidas no EC ou em apéndices
cutaneos (HSU et al., 2011; IANNUCCELLI et al., 2013; LEITE-SILVA et al., 2016). O
conteudo lipidico dos CLN faz com que as particulas tenham alta afinidade com os acidos
graxos presentes naturalmente no EC, de onde liberam o seu conteudo e se difundem para a
PR (BABITA et al., 2006; BOLZINGER et al., 2012). Em relacdo a retencdo folicular, a
formulagdo de CLN foi capaz de aumentar a quantidade de CLO no FP cerca de 4,5 vezes em
compara¢cdo com a solugdo hidroalcoolica de CLO. Em relacdo ao creme comercial, estes
valores atingiram cerca de 40 vezes. Diversas pesquisas evidenciam que formulagdes
nanoparticuladas promovem a permeagao cutinea e folicular do seu contetdo de forma mais
eficiente quando comparadas as formulagdes correspondentes, sem nanoparticulas (BLUME-
PEYTAVI; VOGT, 2011; RABER et al., 2014; SHAMSHINA; ROGERS, 2014; MATOS et
al., 2015; NAFISI; MAIBACH, 2018). Contudo, ndo foram encontrados resultados tao
pronunciados quanto os obtidos no presente estudo.

Nao apenas a penetragdo, mas, também, o armazenamento a longo prazo de
substancias no FP sdo favorecidos por formulacdes particuladas. Estudos in vivo com
humanos voluntarios em que se aplicou um corante em solu¢ao ou nanoparticulas poliméricas
contendo o corante, demonstraram que no primeiro grupo s6 houve detec¢do da substancia no
FP por 3 dias subsequentes a aplicacdo, enquanto para o grupo de nanoparticulas, o corante
foi detectado por até¢ 10 dias (LADEMANN et al., 2007). A maior penetra¢ao e retengdo a
longo prazo ocorre devido as caracteristicas proprias dos materiais particulados, que possuem
uma relacdo entre volume e area de superficie ideais, de modo a promover maior interagao
com as superficies da pele e invaginagcdes (LADEMANN et al., 2007; BLUME-PEYTAVI,
VOGT, 2011).

Os FP sdo invaginagdes na epiderme, que podem alcangar profundidades de até 4000
um e atingir o tecido subcutaneo. Na parte superior do FP, hd uma camada semelhante ao EC

e na parte inferior ha células com jung¢des estreitas, que fornecem uma barreira a passagem de
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particulas para a epiderme viavel (SCHNEIDER et al., 2009; LAUTERBACH; MULLER-
GOYMANN, 2015). Assim, ao entrarem no FP, as particulas podem ser armazenadas e
liberarem seu contetido gradativamente.

Lademann e colaboradores (2009) indicam que, além do acumulo no FP, as
nanoparticulas se acumulam na superficie do pelo, que, devido a organizagdo da estrutura da
queratina, forma um ziguezague com bolsdes de cerca de 320 nm no pelo de porco e 530 nm
no humano. Assim, os pelos também poderiam servir de reservatorio e seu movimento natural
funcionaria como um sistema de bombeamento das particulas para o interior do FP em
modelos in vivo. Embora o grupo de Lademann sugira que o tamanho de particula ideal para a
penetragdo folicular eficiente esteja entre 300 e 600 nm (LADEMANN et al., 2009), outras
pesquisas também demonstram resultados promissores em faixas de 100 a 200 nm
(PATZELT et al., 2011; TRAUER et al., 2014; MOGENSEN et al., 2018).

Além disso, devido as caracteristicas lipidicas dos CLN, essas nanoparticulas
apresentam alta afinidade pelo sebo no FP e pelas glandulas sebaceas, encontrando ali mais
um sitio de armazenamento (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; BLUME-PEYTAVI;
VOGT, 2011; SHAMSHINA; ROGERS, 2014; VOGT; BLUME-PEYTAVI, 2014;
LAUTERBACH; MULLER-GOYMANN, 2015; PEREIRA et al., 2018). A composi¢do dos
CLN permite alta tolerabilidade para aplicagdo dérmica, devido a sua biodegrabilidade e
baixa toxicidade. A lecitina e o taurodesoxicolato sdo biocompativeis, por serem substancias
produzidas pelo corpo, com fun¢do de emulsificacio (HSIEH; BROCK, 2017). Este tltimo
tem demonstrado propriedades anti-inflamatorias em estudos com camundongos (CHANG et
al., 2018). Ja o acido oleico ¢ um componente natural da pele e, em formulagdes, pode agir
como potencializador de penetracdo cutdnea (BABITA et al., 2006), assim como o &cido
estedrico (BOLZINGER et al., 2012; LOHAN et al., 2016). Adicionalmente, a presenca de
lipidios liquidos e solidos proporciona caracteristicas adequadas para manter o farmaco
encapsulado na formulag¢do, mas promover a liberagcdo do seu conteido quando em contato
com a pele (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; ATTAMA; MOMOH; BUILDERS,
2012; MONTENEGRO et al., 2016).

Por fim, ndo foi observada penetragdo do CLO na solu¢do receptora para nenhuma das
formulagdes nas condicdes de estudo, o que significa dizer que o farmaco ficou retido nas
camadas da pele.

Esses dados indicam que o desenvolvimento das formulagdes contendo CLN-CLO
para o direcionamento do farmaco especificamente para o FP representa uma estratégia muito

promissora para o tratamento de patologias inflamatdrias associadas ao pelo e ao couro
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cabeludo. A adogado de tal formulagdo, pode levar a uma redugdo significativa na dosagem do

farmaco, aumentando a eficacia do tratamento.

4.2.4.4.1 TEWL
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Figura 4.2.12 Efeito das formula¢des sobre a perda de agua transepidérmica apos Unica exposi¢do da pele as
formulagdes por 12 h. Resultados apresentados como média + DP; n = 6. Foram realizadas 3 analises por cada
amostra. Cada analise consistiu em uma medida por segundo, com no minimo 20 repetigdes e até que o desvio
padrdo fosse menor ou igual a 0,2 nas ultimas cinco medidas. CLN-CLO: carreador lipidico nanoestruturado
contendo propionato de clobetasol; CLO-EtOH 45 V: CLO livre em EtOH(aq) (45%, v/v); TEWL: perda de agua
transepidérmica (do inglés: Transepidermal Water Loss); * = p <0,05; *** = p <0,01; **** = p < 0,0001

Uma das fungdes da pele ¢ agir como uma barreira contra a entrada de substancias
estranhas e contra a perda excessiva de 4dgua. Pela medida de evaporagdo de agua da pele
pode-se avaliar sua integridade, uma vez que o aumento desse valor pode indicar danos
cutaneos. O dispositivo Tewameter” mede o gradiente de evaporagio por meio de uma sonda,
com um sensor de temperatura e um sensor de umidade relativa. Baseado na Lei de difusdo de
Adolf Fick, o software acoplado calcula a taxa de evaporagdo, que é expressa em g/h/m’

(DABBOUE et al., 2015).
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Apods experimentos de permeagdo cutidnea in vitro, ndo foi observada variagdo
significativa nas amostras de pele expostas ao CLN-CLO ou ao creme comercial, indicando
que, nas condig¢des testadas, tais formulagdes ndo alteram a integridade da barreira da pele. Ja
as peles expostas a soluc¢ao hidroetanolica contendo CLO apresentaram alteragdo significativa
nos valores de TEWL para metade das amostras testadas (Figura 4.2.12).

A medida TEWL é um método bem estabelecido e amplamente usado. Embora
estudos indiquem que ela ndo seja capaz de detectar pequenos danos no EC, a técnica
demonstra efetividade em detectar distirbios severos a integridade da barreira cutanea, tais
como utilizacdo de tape-stripping, uso de microagulhas, uso de lamina de barbear ou
exposi¢do a algumas substancias quimicas (NETZLAFF et al., 2006; DABBOUE et al., 2015).

Uma vez que foram observadas alteracdes significativas nas medidas antes e apos
utilizagdo da solu¢do hidroetanodlica, pode-se dizer que tal solug¢do ¢ capaz de produzir danos
importantes na pele. De fato, o etanol possui propriedades de desidratacdo e desnaturacdo
proteica, que podem afetar a estrutura do EC e até extrair os lipidios dessa camada da pele
(BABITA et al., 2006). A literatura reporta que solventes organicos podem destruir a barreira
cutanea. Estudos com aplicagdo de uma mistura de cloroférmio: metanol (2:1% v/v) sobre a
pele indicam que a medida de TEWL aumentou em mais de 5 vezes apds exposi¢do a mistura
de solventes (NANGIA et al., 1998).

E importante salientar que, no presente estudo, em experimentos com exposicdo de
apenas 12 h ja foi detectada alteracdo na fungdo barreira com o uso de CLO-EtOH. Assim, ¢
possivel supor que o uso da solugdo hidroetandlica a longo prazo pode gerar lesdes ainda mais
severas a pele, além das possiveis reagdes de sensitizagdo mencionadas. Por esse motivo, ¢
importante considerar opgdes alternativas.

Adicionalmente, estudos sugerem que a aplicagdo de CLN na pele proporcione a
forma¢do de um filme lipidico, causando efeito de oclusdo e prevenindo a perda de agua
transepidérmica (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; LAUTERBACH; MULLER-
GOYMANN, 2015; BELOQUI et al., 2016). Tal caracteristica pode gerar beneficios em
tratamentos a longo prazo, especialmente em condi¢des cutaneas com comprometimento do
EC.

4.2.4.5 Amostras fluorescentes e microscopia confocal

A fim de se produzirem CLN fluorescentes, para observar sua localizagdo na pele apds
experimentos de permeagdo cutanea in vitro, foi realizada triagem com diferentes substancias

quanto a miscibilidade com componentes do CLN e fluorescéncia (Tabela 4.2.4).
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A pele humana e a pele de porco sdo muito similares quanto a morfologia e
composi¢ao celular e, por esse motivo, guardam também certa similaridade em relagdo a
fluorescéncia. Elas apresentam autofluorescéncia quando excitadas, devido a cromoforos
endogenos absorventes como melanina e hemoglobina, e fluor6foros como colageno e

elastina (DRAKAKI et al., 2007).

Tabela 4.2.4 Comparagdo entre fluorescéncia da pele e substincias candidatas para producdo de carreadores
lipidicos nanoestruturados

Substéncia Excitagdo Emissdo max. Imagem Resultado
(nm) (nm)
Pele de porco 405, 561 482 Possui autofluorescéncia
Cumarina 405 491 Fluores.cenc1a na mesma
faixa que pele

Verde Imiscivel com componentes
malaquita G 403 714 do CLN
Fucsina basica 561 647 Aprovada
Vlo}eta de 561 714 Aprovada
metila
Rodamina 6G 561 647 Aprovada
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Figura 4.2.13 Sobreposi¢do dos espectros de substancias fluorescentes.

Tabela 4.2.5 Comparagdo entre caracteristicas do propionato de clobetasol e rodamina 6G e as nanoparticulas
produzidas com estas substancias

CLO R6G

Molécula

CLN

Estrutura molecular

MM (g/mol)

LogP

Solubilidade em agua (pug/mL) 3,860 0,496
Diametro (nm) 173,8+1,3 188,1 £ 3,5
PdI 0,158 £ 0,032 0,146 £ 0,016
Potencial zeta (mV) 422 +32 —544+1,5
pH da formulagdo 5,56 +0,02 5,51 +0,02

CLN: carreador lipidico nanoestruturado; CLO: propionato de clobetasol;
MM: massa molar; R6G: rodamina 6G; PdI: indice de polidispersividade.

Para que uma substincia fluorescente seja observada sobre a pele apds ensaio de

permeagdo cutanea in vitro, a substancia em estudo ndo deve emitir fluorescéncia na mesma
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faixa que a pele, ou deve emitir uma fluorescéncia muito maior que a pele. Entre as
substancias aprovadas quanto a fluorescéncia e miscibilidade com os componentes do CLN,
foi escolhida a R6G, por possuir fluorescéncia em maior intensidade (Figura 4.2.13). Além
disso, a R6G possui propriedades fisico-quimicas proximas as do CLO. Por fim, os CLN-R6G
produzidos apresentaram caracteristicas semelhantes aos dos CLN-CLO (Tabela 4.2.5).

Ap6s preparo dos CLN-R6G, foram conduzidos estudos de permeag@o com o controle
de R6G 0,05% em EtOH,q) 45% (v/v) € com as nanoparticulas de R6G.

O corante em solugdo penetrou menos no FP que as nanoparticulas, como pode ser
observado nas Figuras 4.2.14 e 4.2.15. Os CLN-R6G proporcionam fluorescéncia dentro do
FP, em profundidade superior a 900 pum, confirmando a liberagdo especifica no sitio-alvo
desejado.

Tais resultados evidenciam o que j& havia sido observado de forma quantitativa: a
formulagdo de nanoparticulas escolhida ¢ capaz de direcionar o acumulo da substancia em

estudo especificamente ao FP.

200 pm

Figura 4.2.14 Foliculo piloso apos ensaios in vitro de permeagdo cutanea em células de Franz com aplicagéo
passiva de solugdo hidroetanodlica de rodamina 6G. Imagens obtidas por microscopia optica (esquerda) e
confocal (direita). Escala = 200 um.
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500 pm

Figura 4.2.15 Foliculo piloso apos ensaios in vitro de permeagdo cutanea em células de Franz com aplicagéo
passiva de formulagdo constituida de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo rodamina 6G. Imagens
obtidas por microscopia optica (superior) e confocal (inferior). Escala = 500 pm.

4.2.4.6.1 Estudos de permeacio cutinea ex vivo com amostra fluorescente

A técnica HFOC, primeiramente descrita na década de 90 (PHILPOTT; GREEN;
KEALEY, 1990), utiliza FP isolados mantidos em meio de cultura ¢ vem sendo utilizada nos
ultimos anos em estudos de endocrinologia, imunologia, neurobiologia, dentre outros. Na area
farmacéutica, sua aplicagdo ocorre principalmente em pesquisas de substancias para
promog¢do do crescimento capilar (LANGAN et al., 2015). J4 a técnica HOSEC, utiliza
cultura de pele ex vivo e se propde a servir como modelo alternativo a testes animais em
estudos pré-clinicos para eficacia de cosméticos (FRADE et al., 2015). Ambas metodologias
demonstram viabilidade dos modelos por mais de 7 dias de ensaio.

No presente estudo, baseando-se na HFOC e na HOSEC, foi desenvolvido um novo

método para ensaios de permeacdo cutanea ex vivo, a fim de se observar a penetragdo de
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substancias fluorescentes na pele. Apds experimentos com CLN-R6G, as imagens obtidas por
microscopia confocal foram capazes de demonstrar a penetragdo progressiva da substancia

através do EC e no interior do FP (Figura 4.2.16).

% 200 pm

Figura 4.2.16 Foliculo piloso apds ensaios ex vivo de permeagdo cutianea em células de Franz com aplicagdo
passiva de formulagdo constituida de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo rodamina 6G nos tempos
1,3,6,12,24,72 ¢ 168 h. Imagens sobrepostas de microscopia optica e microscopia confocal.

A fluorescéncia alcangou profundidade maxima na pele apds 12 h de ensaio, e ainda
pode ser observada apos 7 dias do inicio do experimento. Amostras de pele coletadas em
tempos subsequentes a 12 h apontam que, com o passar do tempo, a fluorescéncia apresentou
uma tendéncia a ficar em regides mais superficiais. E possivel que, com o tempo, as particulas
ou substancia fluorescente depositadas mais profundamente passem a ser metabolizadas ou

degradadas pelas células do sistema imune (WHO, 2006). Outra possivel explicacdo para esse
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fendomeno ¢ a eliminacdo da substancia devido ao crescimento do pelo, que pode chegar até
cerca de 0,3 mm por dia (PHILPOTT; GREEN; KEALEY, 1990) ou eliminagdo do sebo, que,
in vivo, pode chegar a 0,1 mg/cm” de pele/hora (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005).
Tais resultados podem ajudar a elucidar o mecanismo de deposi¢do de substancias no
FP a partir de formulagdes produzidas, seguida da sua subsequente eliminacdo. Os dados
obtidos a partir desse experimento podem encontrar importancia no auxilio da determinagdo
da dose e frequéncia de aplicagdo da formulacdo, a fim de se obter maior eficacia do

tratamento proposto.

4.2.5 Conclusao

Foi produzida uma formulagdo composta por CLN contendo CLO. As nanoparticulas
apresentaram forma esférica, didmetro em torno de 180 nm, PdI abaixo de 0,20, potencial zeta
negativo e mantiveram-se estadveis por 30 dias sob refrigera¢do. Avaliacdes de TEWL e
viabilidade celular demonstraram seguranga de seu uso, nas condicdes testadas. Os CLN
apresentaram um perfil de libera¢do sustentada, por mais de cinco dias. Em ensaios de
permeagdo cutanea in vitro, os CLN foram capazes de aumentar a retengdo folicular do CLO
cerca de 4,5 vezes em relacdo a solucdo hidroalcodlica de CLO. Em comparagdo ao creme
comercial, esses valores atingiram cerca de 40 vezes. Nao foi observado CLO no meio
receptor, indicando que o farmaco ficou retido nas camadas da pele. Ensaios de permeagao in
vitro com uma formulagdo de CLN contendo substincia fluorescente ratificou o
direcionamento das nanoparticulas para o FP. Adicionalmente, foi desenvolvido um método
para avaliacdo da permeacao e elimina¢do da substincia fluorescente em ensaios ex vivo.

A formulag¢do de CLN-CLO apresentou grande potencial para reten¢cdo do CLO no FP.
A sua utilizagdo na terapéutica pode permitir maior eficdcia e seguranga para o manejo de

patologias cutaneas inflamatorias.
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4.3 APLICACAO DE METODOS FiSICOS A NANOSSISTEMA CONTENDO
PROPIONATO DE CLOBETASOL

4.3.1 Introducio

Embora conveniente, a administracdo de farmacos através da pele enfrenta alguns
desafios, como vencer a barreira imposta pelo EC e superar as limitagdes fisico-quimicas das
substancias aplicadas. Por esse motivo, nas ultimas décadas, tem-se buscado aplicar
abordagens como modificagdes na formulag¢do e aplicagdo de métodos fisicos para alterar,
ainda que temporariamente, a estrutura da pele (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016).

Entre os métodos fisicos, destacam-se a utilizacdo de IV, US e massagem. Tais
métodos sdo de aplicagdo acessivel, uma vez que dispositivos e equipamentos ja sdo
utilizados na pratica clinica e encontram-se disponiveis comercialmente. O aumento de
permeacdo cutanea pelo uso do IV esta relacionado a promogdo de hipertermia (SHAHZAD
et al., 2015), que pode ser otimizada utilizandos-se particulas metalicas como adjuvantes
(ZHOU et al., 2014; SHEN et al., 2015). O US, por sua vez, promove a desorganizacao da
estrutura da pele, por meio do processo de cavitagdo e efeito térmico (POLAT et al., 2011;
PARK et al., 2014). J4 a massagem estimula a penetracdo de substancias através do EC e dos
anexos cutancos devido a um efeito mecanico (PROW et al., 2011; RADTKE et al., 2017).
Estes trés métodos vém sendo empregados com sucesso para melhorar a penetragdo ndo s6 de
farmacos, como também de particulas através da pele (MERINO; KALIA; GUY, 2003;
LADEMANN et al., 2007; GRATIERI et al., 2010; LOPEZ et al., 2011; POLAT et al., 2011;
TRAUER et al., 2014; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; LEITE-SILVA et al.,
2016; PORTANTIOLO LETTNIN et al., 2016; CANAVESE et al., 2018).

Nesse cendrio, uma abordagem dupla de aplicagio de métodos fisicos junto a
formulagdes inovadoras torna-se cada vez mais relevante. Portanto, o estudo deste capitulo
teve como objetivo avaliar o comportamento da formulacdo de CLN-CLO quando aplicados
os métodos de IV, US ou massagem, observar o acumulo folicular do farmaco e elucidar os

mecanismos relacionados a cada um dos processos.

4.3.2 Material

A obten¢do do CLO, solventes com grau cromatografico, material para tape stripping

diferencial e pele estdo descritos na se¢do 4.1.2.
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Os materiais para produg¢do das nanoparticulas e execucdo dos experimentos de
permeacdo cutanea in vitro podem ser encontrados na se¢ao 4.2.2.

Tris(acetilacetonato)ferro(Ill) foi obtido da Strem Chemicals, Inc. (Kehl, Alemanha),
1,2-hexadecanediol, 4cido oleico, oleilamina e éter benzilico foram obtidos da Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemanha).
4.3.3 Métodos

A influéncia de técnicas fisicas aplicadas a formulagdo desenvolvida na permeacgao e
acimulo do farmaco nos FP foi avaliada de acordo com o esquema representado abaixo
(Figura 4.3.1). Para isso, foi utilizada a formulagdo de CLN-CLO, cujo método de obtengdo ¢é
descrito na secdo 4.2.3.1. Ja o ensaio de permeagdo cutdnea in vifro encontra-se na se¢ao

4.2.3.5.
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Figura 4.3.1 Esquema representativo do ensaio de permeacdo cutinea in vitro. Comparagdo entre permeagao
passiva e ativa. EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; IV: infravermelho; PR: pele remanescente; US:
ultrassom.

4.3.3.1 Utilizacao de IV

4.3.3.1.1 Desenvolvimento da formula¢io de nanoparticulas de magnetita (NPM)

NPM recobertas com 4cido oleico foram desenvolvidas para posterior incorporagdo na
formulagdo de CLN-CLO e aplicacdo de laser.

Inicialmente, no laboratério Anorganische Festkorperchemie, da Universitdt des
Saarlandes, Alemanha, foram sintetizadas nanoparticulas de magnetita, utilizando-se

protocolo de Sun et al., (2004). Para isso, 2 mmol de tris(acetilacetonato)ferro(Ill) e 10 mmol
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de 1,2-hexadecanediol foram misturados com 6 mmol de acido oleico, 6 mmol de oleilamina
e 10 mL de éter benzilico. A mistura foi agitada, aquecida a 100°C e degaseificada a vacuo, a
fim de tornar o ambiente anidro. Ap6s a mistura ser exposta a ambiente de nitrogénio, a
temperatura foi elevada em uma taxa de 3,3°C/min até alcangar 200°C e foi mantida nessa
temperatura por 2 h, sob refluxo. Em seguida, a temperatura foi novamente aumentada, na
mesma taxa, até atingir ~300°C e mantida por mais 1 h. A solugdo foi, entdo, resfriada até
temperatura ambiente, finalizando a sintese. Ap6s adicdo de 25 mL de etanol, a mistura foi
levada a centrifugagdo (500 rcf). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi disperso
em tolueno com 50 pL de acido oleico e 50 puL de oleilamina. A mistura foi novamente
precipitada com etanol e, por fim, redispersa em 20 mL de hexano, resultando em NPM
dispersas em solvente organico.

Para tornar as nanoparticulas dispersiveis em agua, adicionou-se uma nova camada de
acido oleico, com protocolo desenvolvido no Institut fiir Biopharmazie und Pharmazeutische
Technologie, da Universitit des Saarlandes, Alemanha. Para tanto, inicialmente, a agua
ultrapurificada a ser utilizada teve seu pH ajustado para 10,0 com auxilio de NaOH. Em
seguida, foi adicionado 1% de 4cido oleico. A esta solugdo, foi adicionada a suspensdo de
MNP em solvente organico, na propor¢ao 1:1. O frasco foi levado ao sonicador Vibra-Cell
VC 750 (Sonics, Newtown, Estados Unidos da América) com amplitude de 10%. O frasco
aberto foi, em seguida, aquecido a 80°C, com agita¢ao por 4 h em equipamento Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) disposto em capela, para evaporag¢do do solvente organico.
Ap6s resfriamento, a mistura foi lavada com agua ultrapurificada, utilizando-se VivaSpin em
10.000 rcf, para retirada do excesso de acido oleico. No fim do processo, obteve-se NPM em
dispersdo aquosa.

As NPM foram caracterizadas conforme descrito na proxima secao.

Para realizagdo de experimentos de producdo de hipertermia e permeagdo cutanea in
vitro, as NPM foram dispersas na formulagdo de CLN previamente produzida, na

concentragdo final de 1 mg de NPM para cada 1 mL de formulagdo CLN-CLO.

4.3.3.1.2 Caracterizacdo da formula¢ao de NPM

A concentracdo da formulagdo de NPM foi calculada apds processo de liofilizagdo.

Para o célculo, considerou-se a pesagem da formulagdo inicial e a pesagem do remanescente

solido apds secagem.
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A morfologia das NPM foi avaliada por microscopia eletronica de transmissao (MET).
Uma gota da suspensdo foi depositada sobre um grid de cobre posicionado sobre uma lamina.
Apo6s o excesso de liquido ser cuidadosamente removido com papel, a amostra foi deixada
secar. Para visualizacdo, foi utilizado um microscopio JEM 2011 (JEOL, Freising, Alemanha)
e camera MultiScan Camera Model 794 (Gatan, Pleasanton, CA, Estados Unidos da América).
Para obtengdo das imagens, utilizou-se 200 keV.

Para determinar a faixa de comprimento de onda de absorcao das NPM, a formulagdo
foi diluida 10, e 200 vezes em agua e foi realizada sua varredura em um espectrofotometro
Lambda 35 UV/VIS (PerkinElmer, Waltham, Estados Unidos da América). Para efeitos
comparativos, analisou-se também um extrato de pele produzido apds técnica de tape

stripping e agitacao magnética (se¢do 4.1.3.4).

4.3.3.1.3 Producio de hipertermia utilizando laser

Experimentos com irradiacdo foram realizados na Hochschule fiir Technik und
Wirtschaft des Saarlandes, Alemanha, com o laser de diodo Medilas D SkinPulse S (Dornier
MedTech, Munique, Alemanha), com emissdo a 940 nm.

A fibra otica foi posicionada a 4 cm da pele, uma vez que essa foi a distancia
necessaria para que a luz piloto cobrisse toda a area de pele exposta (1,77 cm?) na célula de

Franz (Figura 4.3.2).

Figura 4.3.2 Configuracdo do laser para irradiagdo na pele. Direita: vista lateral; Esquerda: vista superior.
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O dispositivo LabMax-TOP Laser Power and Energy Meter (Coherent, Santa Clara,
Estados Unidos da América) foi usado para medir a atenuagdo da poténcia medida na
distancia determinada.

A avaliagdo do efeito de aquecimento produzido pelo laser, foi avaliada adicionando-
se 500 pL de CLN-CLO ou CLN-CLO + NPM (1 mg/mL) no compartimento doador das
células de Franz, e irradiando a amostra com diferentes intensidades por 5 min, em modo
continuo. A elevacdo da temperatura do sistema foi medida com auxilio de um termometro
optico AG Fiber Optic Temperature Sensor (Optocon, Dresden, Alemanha) e os dados foram
coletados pelo software FoTemp FCT-0139 (Optocon, Dresden, Alemanha). Trés diferentes
células de Franz com amostras de pele foram usadas para cada medicao.

Apoés determinacdo das condigdes ideais de poténcia e tempo, foram conduzidos
experimentos de hipertermia da formulagdo aplicada sobre a pele. A irradiagdo do laser foi
realizada no inicio, imediatamente apds aplicagdo da formulagdo ou no final do protocolo,

apos 12 h do processo de permeacao cutinea in vitro (secdo 4.2.3.5.3).
4.3.3.2 Utilizacao de US
Para avaliar o efeito do US na permeacdo cutanea, foi utilizado um equipamento

dermatologico doméstico FC 80 (Beurer, Ulm, Alemanha), com frequéncia de 5 MHz e

intensidade de 1,2 W/cm® (Figura 4.3.3).

beu,

Figura 4.3.3 Equipamento doméstico de ultrassom dermatoldgico.

O equipamento funciona em modo pulsado e foi modificado para que a vibracio

mecanica extra produzida pelo sistema pudesse ser desativada. Assim, o equipamento pdode
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ser utilizado em duas fung¢des distintas: 1) apenas US pulsado; 2) US pulsado com vibragdo
mecanica.

A pele foi disposta sobre papel de filtro embebido com tampao HEPES pH 7.4 e
posicionada sobre uma lamina de vidro. A area da pele foi delimitada por fita adesiva
laminada, com circulo de 15 mm de didmetro (Figura 4.1.2). Apds administragdo de 40 pL da
formulagdo de CLN-CLO sobre a pele, o US foi aplicado por 3 minutos, com ou sem vibragao.
Em seguida, a pele foi submetida ao ensaio de permeagdo cutanea in vitro, conforme descrito

na secdo 4.2.3.5.3, completando-se o volume de formulagdo para 500 pL.

4.3.3.3 Utilizacdo de massagem

A pele de porco foi delimitada, como descrito na se¢do anterior. Em seguida, foram
aplicados 40 pL a formulagdo de CLN-CLO e realizados movimentos de rotacdo no sentido
horério por 3 minutos, usando sempre o mesmo dedo indicador (Figura 4.3.4).

Findado o tempo de massagem, a pele foi montada na célula de Franz, o volume de
formulagdo foi completado para 500 pL e estudos de permeacdo cutdnea in vitro foram

conduzidos, conforme descrito na se¢do 4.2.3.5.3.

Figura 4.3.4 Montagem de pele para avaliagdo do efeito da massagem em estudos de permeagdo cutanea in vitro.

4.3.3.4 Analise estatistica

Durante e apds a finalizagcdo dos experimentos, os dados foram avaliados qualitativa e
estatisticamente. Os dados foram expressos como média + desvio padrao das replicatas. O

nivel de significancia foi fixado em a = 0,05.
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4.3.4 Resultados e discussiao
4.3.4.1 Utilizacao de IV
4.3.4.1.1 Caracterizaciao da formulacio de NPM

Como produto, foi obtida uma dispersdo coloidal estdvel, opaca e castanha de
particulas de magnetita na 4gua, que nao pode ser separada por meio de um ima permanente,
o que ndo influencia o efeito de hipertermia (Figura 4.3.5). A concentracdo da suspensdo foi

de 67 mg/g.

Figura 4.3.5 Aspecto visual da formulagdo contendo nanoparticulas de magnetita.

Imagens de MET demonstraram que foram produzidas nanoparticulas de magnetita
com tamanho aproximado de 10 nm (Figura 4.3.6). Estudos indicam que particulas de 6xido
de ferro com tamanho menor que 100 nm e distribuicdo estreita de tamanho de particula sdo
ideais para aplicagdo biomédica, por serem biocompativeis e apresentarem baixa toxicidade

(LAURENT et al., 2008).

20 Nl

Figura 4.3.6 Nanoparticulas de magnetita. Imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao.
Escala = 20 nm.
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4.3.4.1.2 Producio de hipertermia utilizando laser

Para causar hipertermia no sistema, foi selecionado o laser Medilas D SkinPulse S,
que emite radiacdo IV no comprimento de onda de 940 nm. O IV-A ¢ capaz de alcancar
camadas profundas da pele (PORTANTIOLO LETTNIN et al., 2016) e, portanto, pode causar
efeito sobre o FP .

Inicialmente, foi analisada a atenuag@o da poténcia do laser, devido a distancia entre o
dispositivo emissor de IV e a pele. A 4 cm de distancia, a poténcia medida teve metade do

valor da poténcia nominal selecionada no equipamento laser (Tabela 4.3.1).

Tabela 4.3.1 Medidas de poténcia do Medilas D SkinPulse S a 4 cm de distancia

Poténcia Poténcia medida (W)
nominal (W) A B C D E F Média DP
1.00 0.47 0.46 0.48 0.49 0.56 0.59 0.51 0.05
200 0.92 0.95 0.98 1.03 1.02 1.03 0.99 0.05
3.00 1.51 1.51 1.52 1.53 1.53 1.51 1.52 0.01
4.00 2.02 2.04 2.03 2.02 2.05 2.02 2.03 0.01

Em seguida, foi analisado o efeito de aquecimento das formulagdes. Os experimentos
de irradiagdo demonstraram que um aumento de 1 a 16°C pode ser alcancado, combinando-se
diferentes poténcias e tempos de exposi¢dao. Quando a formulagdo de CLN foi acrescida com
NPM a uma concentragdo de 1 mg/mL, a temperatura foi aumentada entre 2 e 3,3 vezes

(Tabela 4.3.2).

Tabela 4.3.2 Aquecimento produzido apos irradiagdo por laser (940 nm) em diferentes intensidades e por
diferentes tempos

AT (°C)
Amostra Poténcia (W)
1 min 2 min 3 min 4 min 5 min
0,5 0,9 +0,1 1,3+0,1 1,6 £0,2 2,1+0,3 2,4+0,2
CLN-CLO 1,0 1,8 +0,3 2,7+0,3 3,3+0,2 3,8+0,1 43+0,2
1,5 3,8+0,1 5,0+0,2 6,0+ 0,1 6,9 +0,1 7,6 +0,2
0,5 29+0,4 42+0,2 52403 6,0 £ 0,4 6,6 +0,3
CLN-CLO +
+ + + + +

NPM (1 mg/mL) 1,0 44+04 6,1 +0,2 7,5+0,3 8,3+0,3 9,0+ 0,4
1,5 7,9+0,2 10,7 +0,5 12,9+0,3 143 +£0,5 15,8 £0,2

CLN: carreador lipidico nanoestruturado; CLO: propionato de clobetasol;
NPM: nanoparticulas de magnetita; média + DP; n = 3.
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E observado que exposi¢do continua da pele a temperaturas elevadas (> 48°C)
resultam em perda de pelos (WIKRAMANAYAKE et al., 2010). De fato, a termolise destroi
as células do FP e esta abordagem tem sido utilizada na fotoepilagdo a laser, visando a
remocao de pélos indesejados a longo prazo (ZANDI; LUI, 2013). Portanto, para se evitar
danos aos FP, o protocolo utilizado deve ser realizado em temperaturas abaixo de 48°C.

A temperatura basal média da pele ¢ 32°C e, apds exposi¢do a luz solar, ela alcanca
cerca de 36,3 + 1.4°C (CHO et al., 2008). Estudos indicam que a luz do sol ¢ composta por
cerca de 6,8% de UV, 38,9% de luz visivel e 54,3% de IV (BAROLET; CHRISTIAENS;
HAMBLIN, 2016). Sob irradia¢do IV, quando a pele atinge 40°C, o corpo comega a produzir
repostas termorregulatorias marcantes que incluem infiltracao de células inflamatoérias na pele
(LEE et al., 2006; CHO et al., 2008). Sendo assim, para tratamento de condi¢des inflamatoérias,
¢ preferivel que o protocolo de aquecimento mantenha-se até 40°C. Adicionalmente, uma vez
que a irradiagdo cronica de IV pode levar a efeitos adversos, como fotoenvelhecimento e
carcinogénese, a terapia deve ser limitada em termos de intensidade de irradiagdo, tempo de
exposi¢do e frequéncia de aplicacdo (PIAZENA; KELLEHER, 2010). Considerando-se a
temperatura basal da pele, as informagdes acima e os resultados dos experimentos,
determinou-se o uso de laser na poténcia de 1,0 W, por 3 min, resultando em temperaturas

finais de cerca de 35,3 + 0,2°C para CLN-CLO e 39,5 + 0,3°C para CLN-CLO + NPM.

4.3.4.1.3 Estudos de permeacio cutinea com aplicacido de laser IV

Diversas pesquisas utilizam nanoparticulas metalicas para producdo de hipertermia no
tratamento de cancer (LAURENT et al., 2008; LABOUTA; SCHNEIDER, 2013; ZHOU et al.,
2014; SHEN et al., 2015; KANG et al., 2017; KANDASAMY et al., 2018). No presente
estudo, a hipertermia direcionada visava diminuir a resisténcia do contetido sebaceo dos FP,
aumentando, assim, a penetragdo folicular dos CLN ou alterando a liberagdo seletiva do CLO
no FP.

Foram testadas tanto a formulagdo de CLN-CLO quanto CLN-CLO + NPM,
utilizando dois protocolos diferentes: 1) irradiacdo no inicio, imediatamente ap6s aplicagdo da
formulagdo e 2) irradiag@o no final do protocolo, apds 12 h do processo de permeagao cutdnea
in vitro.

A hipotese utilizada para o protocolo de irradiagdo ap6s 12 h do ensaio de permeagao
era a de que o IV pudesse causar maior efeito apos a penetracao seletiva dos CLN e das NPM

nos FP (LADEMANN et al.,, 2016). Em nenhum dos ensaios, contudo, o protocolo de
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aplicacdo de laser no fim do processo resultou em diferenga significativa em relagdo a
aplicagdo passiva da formulacao (Figura 4.3.7).

Contudo, a utilizagdo do laser no inicio do protocolo, imediatamente apds aplicacao da
formulagdo, apresentou diferengas estatisticamente significativas em relacdo a aplicagdo
passiva. Para CLN-CLO, a diferen¢a foi uma diminui¢do de 0,6 vezes no acimulo de CLO no
FP, em relagdo a aplicagdo passiva. Com a utilizagdo da formulagdo CLN-CLO + NPM, por
sua vez, a quantidade de CLO no EC foi de 2,4 vezes. Em nenhum dos experimentos

observou-se CLO na solugdo receptora.
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Figura 4.3.7 Quantificagdo do propionato de clobetasol (CLO) apos ensaios in vitro de permeagdo cutinea em
células de Franz modificadas. Comparagdo entre aplicagdo passiva de CLN com aplicacdo de CLN+NPM e laser
infravermelho imediatamente apds aplicacdo da formulagdo ou ao final de 12 h de permeacdo. Nao foi observado
CLO na solugdo receptora. Resultados apresentados como média + DP; n = 6. CLN: carreador lipidico
nanoestruturado; EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; PR: pele remanescente. * P < 0,05.
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Foram realizadas andlises de distribuicdo de tamanho de particula e potencial zeta das
formulagdes antes e depois da irradiacdo. Os resultados demonstraram que ndo houve
diferenga nas propriedades estudadas. Portanto, pode-se inferir que o laser ndo modificou tais
caracteristicas da formulacdo e os resultados observados devem ser associados ao efeito da
irradiacdo na pele, bem como na modifica¢ao da interagdo entre nanoparticulas e pele.

Nos ensaios com CLN-CLO, a elevagdo de temperatura foi modesta (cerca de de 3,3 +
0,2°C). Estudos indicam que o aquecimento moderado ¢ capaz de levar as glandulas sebaceas
a expelirem o sebo, que preenchem os FP, podendo bloquea-los (MEIDAN; BONNER;
MICHNIAK, 2005). Pesquisas sugerem que substancias hidrofilicas, como manitol e sucrose,
tenham sua passagem transfolicular completamente suprimida quando ocorre bloqueio dos FP
devido ao conteudo sebaceo, enquanto substancias menos hidrofilicas, como hidrocortisona,
tém seu fluxo apenas reduzido (MEIDAN, 2010). E importante salientar que, embora os CLN
tenham afinidade pelo sebo, diferentemente do que ocorre com moléculas, o mecanismo de
penetragdo de nanoparticulas no FP ndo se d4 apenas por afinidade quimica, particdo e
difusdo, mas estd relacionado também a superficie de contato das particulas e do FP
(LADEMANN et al., 2007; BLUME-PEYTAVI; VOGT, 2011). Assim, a depender da
proximidade do bloqueio sebaceo com a superficie da pele, € possivel que as nanoparticulas
fiquem impedidas de penetrar com mais profundidade. Portanto, um possivel bloqueio do FP
na por¢ao superior pode ter reduzido a penetracdo dos CLN de forma significativa.

J& no ensaio com CLN-CLO + MNP, a temperatura mais alta (cerca de 7,5 + 0,3°C)
pode ter promovido uma fluidizagdo muito maior do conteudo sebaceo, de modo que ele
tenha extravasado para o EC e se depositado na superficie da pele (MEIDAN, 2010). Quando
na superficie, o sebo se mistura aos lipidios do EC, formando um filme, que se funde tao
firmemente ao EC a ponto de ndo poder ser retirado com lavagem apenas com agua, mas
necessitar de intervencdes mais extremas para ser extraido, como uso de solventes organicos
(CAMPBELL et al., 2012). Desse modo, os CLN podem ter encontrado ali um meio propicio
para sua retencdo, explicando a maior quantificagdo de CLO nessa camada da pele.

Outro aspecto a se considerar ¢ o efeito do aquecimento sobre o EC. A elevacdo de
temperatura provoca a desorganiza¢do na sua estrutura, devido a maior fluidez dos lipidios
intercelulares (SHAHZAD et al., 2015). De fato, estudos apontam que, enquanto temperaturas
entre 80 e 110°C podem causar desnaturacdo proteica e danos permanentes a pele,
temperaturas entre 35 e 40°C apenas provocam uma transi¢ao reversivel nos lipidios do EC,
tornando-os mais fluidos (BOUWSTRA et al., 1992; GAY et al., 1994, LAWSON et al.,

1998; OGISO et al., 1998), e, portanto, mais disponiveis para misturarem-se a substancias
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lipofilicas aplicadas topicamente. Assim, ¢ possivel compreender como o aquecimento
produzido no experimento com CLN-CLO + NPM favoreceu a retencdo das nanoparticulas
lipidicas no EC.

Embora a utilizacdo de laser de IV ndo tenha demonstrado beneficio em termos de
acimulo de CLO no FP, estudos adicionais com laser merecem ser investigados como
adjuvante no tratamento com essa formulag¢do. Alguns ensaios clinicos sugerem eficacia
aumentada quando se utiliza luz solar ou calor moderado induzido (37°C) por turbante como
adjuvante na terapéutica da alopecia (BEHRENS-WILLIAMS et al.,, 2001; SEKAR;
SRINIVAS; SORNAKUMAR, 2010). Abordagens semelhantes também tém sido utilizadas
em outras condi¢des inflamatdrias da pele, como psoriase, dermatite atdpica, liquen plano,
escleroderma etc. (RODRIGUEZ-GRANADOS et al., 2007). Ja pesquisas especificas com IV
sugerem que o laser usado como monoterapia ou como adjuvante resulta em crescimento do
cabelo em até 94% das areas tratadas em paciente com alopecia areata (YAMAZAKI et al.,
2003; WAIZ et al., 2006; TZUNG et al., 2009; WIKRAMANAYAKE et al.,, 2012). E
possivel que, nas condicdes testadas, o calor gerado alcance os FP, sem causar danos, devido
a baixa poténcia utilizada. Isso pode aumentar a circulagdo sanguinea e suprir os FP com
fatores de crescimentos. Além disso, o estresse gerado pode estimular a produgdo de proteinas
heat schok, as quais estdo envolvidas na regulacdo da diferenciagdo celular e parecem
desempenhar um papel no ciclo de vida dos FP (HASHIZUME et al., 1997; DESALI et al.,
2010). Por fim, a irradiagdo pode, também, atenuar a acdo de marcadores pro-inflamatoérios,
sendo 1util no tratamento de diversas patologias cutineas relacionadas ao sistema imune
(AVCI et al., 2013; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; KESHRI et al., 2016).
Assim, com estudos adicionais, o uso de IV pode se tornar um adjuvante a terapia de CLN-

CLO.

4.3.4.2 Utilizacao de US

Foram analisadas amostras de pele apos aplicacdo de CLN-CLO e utilizagdo de US
pulsado de alta frequéncia (com ou sem vibracdo mecanica) por 3 minutos. Os estudos sem
vibragdo resultaram em retengdo do CLO 1,6 vezes na PR, em relacdo a aplicagdo passiva da
formulacdo (Figura 4.3.8). Nao foi encontrado CLO na solugdo receptora para nenhuma das

amostras testadas.
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Figura 4.3.8 Quantificagdo do propionato de clobetasol (CLO) apos ensaios in vitro de permeagdo cutinea em
células de Franz modificadas. Comparagdo entre aplicagdo passiva de CLN com aplicagdo de ultrassom (US).
Nao foi observado CLO na solugdo receptora. Resultados apresentados como média + DP; n = 6. CLN: carreador
lipidico nanoestruturado; EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; PR: pele remanescente. ** P < 0,01.

Os principais mecanismos envolvidos no aumento de permeagao de substancia através
da pele e apéndices cutaneos pela utilizagcdo de US sdo cavitacdo e efeito térmico. A cavitagdo
ocorre quando, a partir de variagcdes de pressdo acustica, sdo formadas bolhas de gis em
espacos ndo preenchidos ou bolhas preexistentes se movem, se contraem, se expandem ou se
contorcem devido as oscilagdes das ondas de US, causando desorganizagdo do EC ou
movendo contetdo nos apéndices. O raio de ressondncia da bolha de cavitagdo ¢ inverso a
frequéncia de US. Assim, em meio aquoso, alta frequéncia produz bolhas menores, em torno
de 1 um, enquanto baixa frequéncia pode produzir bolhas de até¢ 150 um. Cabe ressaltar que a
maioria dos estudos apontam que a cavitagdo ndo causa danos a pele, pois tem efeito
reversivel apds as bolhas colapsarem e a pele voltar a sua organizagdo estrutural normal
(MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011; PARK et al., 2014).

Jé& o efeito térmico ocorre porque a onda de US agita as moléculas do meio, resultando
em seu aquecimento. Esse efeito beneficia a permeabilidade da pele por aumentar a energia
cinética e a difusividade do farmaco, dilatar estruturas dos anexos cutineos € aumentar a
circulagdo sanguinea na area tratada. Por outro lado, a exposicdo excessiva da pele a
temperaturas elevadas pode levar a danos cutineos e, por esse motivo, diversos estudos

procuram minimizar o efeito térmico (POLAT et al., 2011; PARK et al., 2014). No presente
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experimento, o US operou de modo pulsado, o que possibilita a dissipagdo de calor do meio
durante o procedimento, e, portanto, o efeito térmico ndo teve contribuicdo na penetracao do
CLO na pele. A temperatura foi monitorada durante a realizacdo dos ensaios.

Embora, nas ultimas décadas o US de baixa frequéncia tenha ganhado destaque, o US
de alta frequéncia comegou a ser utilizado na década de 50, para administragdo topica de
corticosteroides. Somente a partir da década de 90, observou-se que ao se aplicarem
frequéncias mais baixas de US, era possivel que o farmaco alcangasse profundidades maiores
de penetragdo e em maior quantidade. Hoje, em linhas gerais, o US de baixa frequéncia vem
sendo mais pesquisado para administragdo transdérmica de farmacos, enquanto o de alta
frequéncia para penetragdo local (MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011).

De fato, estudos utilizando US de baixa frequéncia reportam a administragdo
transdérmica de corticosterona (MITRAGOTRI; BLANKSCHTEIN; LANGER, 1996),
metilprednisolona (SANTOIANNI; NINO; CALABRO, 2004) e betametasona (MARUANI
et al., 2010). Por sua vez, tratamentos locais com US de alta frequéncia foram pesquisados
com hidrocortisona (GATEV; VATSOV, 1966; SKAUEN; ZENTNER, 1984; KOEKE et al.,
2005), dexametasona (DARROW et al., 1999) e diversos outros farmacos (POLAT et al.,
2011). A combinacdo de micro e nanoparticulas e US também tem gerado beneficio na
penetragdo cutanea de substancias (EL-KAMEL; AL-FAGIH; ALSARRA, 2008; DAHLAN;
ALPAR; MURDAN, 2009; GOU et al., 2009; LOPEZ et al., 2011; CANAVESE et al., 2018).

Especificamente em relacdo ao CLO, um estudo in vitro utilizando US de baixa
frequéncia observou absor¢ao percutanea do fairmaco, alcangando a solugao receptora (FANG
et al., 1999). O presente estudo, por sua vez, utilizou US de alta frequéncia e obteve aumento
significativo de penetragdo do farmaco na PR (1,6 vezes CLO em relagdo a aplicacdo passiva),
sem que, contudo, fosse observado farmaco na solucdo receptora. Adicionalmente, embora
ndo tenha ocorrido diferenca estatisticamente significativa de CLO no FP, os resultados
apontam uma tendéncia de aumento na retencdo folicular (1,4 vezes CLO em relacdo a
aplicagdo passiva). Assim, o uso de US pulsado de alta frequéncia pode ser uma técnica eficaz
para tratamentos cutaneos em que se vise retengdo do CLO em camadas mais profundas da
pele, sem que o farmaco alcance a circulagao sistémica.

Por outro lado, a utilizagdo do US com vibra¢ao resultou na retengdo do CLO 1,8
vezes no FP e 1,8 vezes na PR, em relagdo a aplicacdo passiva da formulagdo, sem

quantificagdo de CLO na solu¢ao receptora (Figura 4.3.9).
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Figura 4.3.9 Quantificagdo do propionato de clobetasol (CLO) apos ensaios in vitro de permeagdo cutinea em
células de Franz modificadas. Comparag¢@o entre aplicacdo passiva de CLN com aplicag@o de ultrassom (US) +
vibrag¢@o mecanica. No foi observado CLO na solugéo receptora. Resultados apresentados como média + DP; n
= 6. CLN: carreador lipidico nanoestruturado; EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; PR: pele remanescente. **
P <0,01; **** P <0,001.

O actimulo de CLO no FP, observado apds uso de US com vibragdo mecanica, pode
estar relacionado ao fato de que tal vibragdo se assemelhe a uma massagem semiautomatica,
realizada por dispositivo. Os mecanismos envolvidos na aplicacdo de massagem estdo
descritos na proxima se¢ao.

Uma vez que o US ndo causa danos a pele e ¢ considerado uma terapia segura, além
de ja ser amplamente utilizado na area médica, de fisioterapia e estética, a sua aplicagdo em

pacientes com condigdes cutaneas inflamatorias ¢ factivel e pode melhorar sua terapéutica.

4.3.4.3 Utilizacio de massagem

O massageamento da formulagdo de CLN-CLO sobre a pele por 3 minutos resultou
em 2,4 vezes CLO no FP, em comparagdo a aplicagdo da formulacdo de forma passiva

(Figura 4.3.10). Nao foi observado CLO na solugdo receptora.
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Figura 4.3.10 Quantificacdo do propionato de clobetasol (CLO) apds ensaios in vitro de permeacdo cutdnea em
células de Franz modificadas. Comparag@o entre aplicagdo passiva de CLN com aplicagdo de massagem. Nao foi
observado CLO na solugdo receptora. Resultados apresentados como média = DP; n = 6. CLN: carreador lipidico
nanoestruturado; EC: estrato corneo; FP: foliculo piloso; PR: pele remanescente. **** P < (0,001.

A massagem tem demonstrado aumentar o acimulo de nanossistemas nos FP. Estudos
com lipossomas com tamanhos entre 100 e 150 nm contendo corante fluorescente avaliaram a
aplicacdo de massagem por 3 minutos. Para isso, uma escova elétrica foi adaptada e suas
cerdas foram substituidas por uma esfera metdlica. Os experimentos demonstraram
penetracdo no FP com profundidade cerca de cinco vezes maior quando a massagem foi
utilizada, em comparagdo aos grupos controle, sem interven¢do (TRAUER et al., 2014).
Nanoparticulas de silica recobertas com ouro, na dimensdo de 150 nm, também apresentaram
penetragcdo no FP de até¢ 1200 um apds um dispositivo de massagem ser aplicado por dois
ciclos de 30 segundos (MOGENSEN et al., 2018).

Possivelmente, devido a estrutura em ziguezague da cuticula do pelo, as particulas
podem se acumular nas cavidades de cerca de 320 nm no pelo de porco e 530 nm no humano.
Quando os pelos sdo movidos por massagem, essa particulas sofrem, entdo, um efeito de
bombeamento para dentro do FP. Sugere-se também que a massagem ¢ semelhante ao
movimento fisiologico dos pelos, que crescem e se deslocam, com a movimentacdo constante
do corpo, simulando um efeito de bombeamento. Embora a intensidade seja menor que na
massagem, o movimento fisiolégico ¢ constante (LADEMANN et al., 2007, 2009). Foi

observado ainda que o movimento radial, perpendicular ao eixo do pelo, favorece a
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penetragdo para dentro do FP, enquanto o movimento axial, paralelo ao eixo, inverte a direcao
do fluxo de particulas (RADTKE et al., 2017). Ja Prow e colaboradores (2011) sugerem que o
mecanismo de maior retencao estd associado também ao fato de que, durante a massagem, os
pelos sdo deslocados lateralmente, aumentando a area disponivel da abertura do infundibulo,
com consequente maior penetracdo de particulas pela invaginacdo (PROW et al., 2011). Esta
hipotese pode ser fundamentada no fato de que a presenga do pelo ndo € necessaria para a
penetracdo de particulas pela via folicular (ROLLAND et al., 1993; TOLL et al., 2004;
SONAVANE et al., 2008).

A massagem manual ¢ uma técnica acessivel, que pode ser realizada pelo proprio
paciente, no conforto da sua casa, sem custo adicional ao tratamento. Por outro lado, a
massagem produzida por equipamentos apresenta a vantagem de reprodutibilidade na
frequéncia, duragdo e intensidade dos movimentos, o que pode garantir maior eficacia do
tratamento a longo prazo. Sendo assim, ambas intervengdes podem ser utilizadas com a
finalidade de aumentar a penetracdo das nanoparticulas, com consequente aumento da

retengdo do farmaco no FP.

4.3.5 Conclusao

A aplicagdo de métodos fisicos para aumentar a retengdo folicular de CLO em
experimentos de permeac¢do cutinea in vitro com formulacdo de CLN-CLO foi avaliada. A
utilizagdo de irradiacdo IV ndo demostrou nenhum beneficio nesse sentido. Apos o tratamento
com US pulsado de alta frequéncia, a retengdo de CLO aumentou na PR e apresentou uma
tendéncia a aumentar no FP. A adi¢do de vibracdo ao US resultou em maior acimulo do
farmaco tanto no FP como na PR, em comparacdo com a exposi¢do passiva de CLN. A
aplicagdo do CLN seguida de massagem resultou em mais que o dobro da quantidade de CLO
especificamente no FP, em relagdo a aplicagdo passiva de CLN. O CLO nao foi observado no
meio receptor para nenhum dos tratamentos realizados, indicando que o farmaco foi retido nas

camadas da pele.
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5 CONCLUSAO GERAL

A formulagdo de CLN avaliada neste trabalho demonstrou grande potencial para a
retengdo de CLO nos FP, alcancando cerca de 40 vezes mais fairmaco no sitio-alvo que a
amostra controle de creme comercial. A eficacia do nanossistema para o direcionamento do
farmaco ao FP foi também demonstrada por meio de imagens de microscopia confocal apds
aplicacdo in vitro de formulagdo de CLN contendo substancia fluorescente. A mesma
formulagdo foi utilizada para demonstrar a penetragdo e eliminagdo da substancia em estudo
ex vivo por 7 dias. A combinacdo da aplicagdo da formulacdo de CLN-CLO com a utilizagdo
de métodos fisicos para aumentar o acimulo de CLO no FP demonstrou que dentre os
métodos avaliados, IV, US e massagem, esta ultima parece ser a melhor abordagem para
aumentar especificamente a retencdo folicular do CLO, mais que dobrando a quantidade do
farmaco no FP em comparagdo a aplicacdo passiva do CLN-CLO. Assim, o uso das
estratégias apresentadas pode possibilitar a reducdo da dose e da frequéncia de aplicagdo do

medicamento, resultando em maior seguranga e eficicia para os pacientes.
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