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RESUMO

O propionato de clobetasol € um dos mais potentes corticosteroides topicos
disponiveis atualmente e tem uso consagrado no tratamento de diferentes patologias
cutaneas. Contudo, a sua absorcao sistémica pode causar graves efeitos adversos.
O uso de nanocarreadores lipidicos e a aplicacdo de corrente iontoforética
apresentam potencial para promover liberacdo controlada do propionato de
clobetasol e aumentar a sua retencdo no estrato corneo, tornando assim sua
administracdo mais segura e efetiva. No presente trabalho, um método
cromatografico foi desenvolvido e validado para quantificacdo do propionato de
clobetasol nos nanocarreadores e na pele de porco, utilizada como modelo de
membrana nos estudos de permeacdo in vitro. Carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) foram obtidos pelo método da diluicdo de microemulséo e
CLN revestidos com quitosana (CLN-Q) foram obtidos pelo gotejamento dos CLN em
solugdo de quitosana. Os nanocarreadores desenvolvidos foram caracterizados
guanto ao diametro médio, indice de polidispersividade, potencial zeta, carga de
farmaco, recuperacdo e eficiéncia de encapsulacdo. O perfil de liberacdo e de
permeacgédo in vitro do clobetasol livre e nanoencapsulado foi avaliado utilizando
células de Franz. Os CLN obtidos apresentaram tamanho de 125 nm e distribuicdo
de tamanho uniforme, com Pdl de 0,25. O aumento no tamanho médio dos CLN-Q,
para 257 nm, e a inversdao no valor de potencial zeta sugerem que houve
revestimento dos CLN pela quitosana, por meio de interacdo de cargas. Os CLN e
CLN-Q apresentaram valores de recuperagdo maiores que 80% e de eficiéncia de
encapsulacdo superiores a 90%. O perfil de liberacdo do clobetasol a partir das
formulagcbées desenvolvidas mostrou uma liberacdo controlada, com cerca de 35%
em 24 horas de estudo. A nanoencapsulacdo do clobetasol nos CLN-Q e CLN
resultou em retencdo aumentada do farmaco no estrato cérneo de 9,2 e 7,8 vezes,
respectivamente, comparado ao farmaco livre. A retencdo do clobetasol no estrato
corneo foi de 4 e 2 vezes maior quando corrente elétrica foi aplicada na formulagcéo
CLNQ, comparado ao farmaco livre e encapsulado nos CLN, respectivamente. O
acumulo do farmaco no estrato cérneo, promovido pelos carreadores lipidicos,
mostrou que esses sistemas sao efetivos para entrega tépica deste farmaco com
potencial para minimizar sua absorcéo percutanea, e dessa forma, diminuir os seus
efeitos adversos.

Palavras-chave: Propionato de clobetasol. Retencdo cutanea. Nanoparticulas
lipidicas. Quitosana. Permeacado cutanea passiva. lontoforese.



ABSTRACT

Clobetasol propionate is one of the most potent topical corticosteroids usually
available and has been established the use in treatment of various skin pathology.
However its systemic absorption may cause serious side effects. The use of lipids
nanocarriers and application of iontophoretic current shown potential to further
controlled release of clobetasol propionate and increase their retention in the stratum
corneum, thus making its management more effective and safe. In this study an
analytical method was developed and validated for quantification of clobetasol
propionate in nanocarriers and pig skin, used as model membranes in vitro
permeation studies. Nanostructured lipid carriers (NLC) were obtained by dilution of
microemulsion and chitosan-coated NLC (NLC-Ch) by the dripping of NLC in
chitosan solution. The developed nanocarriers were characterized to mean diameter,
polydispersity index, zeta potential, drug loading, recovery and encapsulation
efficiency. The in vitro release and permeation profile of clobetasol free and
nanoencapsulated was evaluated using Franz cells. The nanocariers obtained of 125
nm and uniform size distribution, whit Pdl 0,25. The increase in size of NLC-Ch and
the inverting the value of zeta potential, suggest that there was a coating of the CLN
by chitosan, though interaction of charges. The NLC and NLC-Ch showed recovery
values greater than 80% and encapsulation efficiency than 90%. The release profile
of clobetasol from the developed formulations showed a controlled release with 35%
in 24 hours of study. The nanoenapsulation of clobetasol in the NLC-Ch and NLC
resulted in retention increased in the stratum corneum of 9.2 an 7.8 fold, respectively,
compared to free drug. The retention of the clobetasol in the stratum corneum was 4
and 2 times higher when electric current was applied to the formulation CLNQ,
compared to the free drug and encapsulated in NLC, respectively. The accumulation
of the drug in the stratum corneum, promoted by lipid carriers, shows that these
systems are effective for potential topical delivery to minimize the permeation of the
drug into the bloodstream and reduces the side effects.

Keyworks: Clobetasol propionate. Cutaneous retention. Lipids nanoparticles.
Chitosan. Passive cutaneum permeation. lonotoforesis.
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1 INTRODUCAO

A administracdo cutanea de farmacos visando tratamento local ou sistémico &
bastante promissora, entretanto, desenvolver sistemas efetivos ainda é uma tarefa
desafiadora, principalmente quando a intencdo é promover a penetracdo e a
retencdo do farmaco nas camadas viaveis da pele, pois a pele € uma barreira natural
a entrada de qualquer substancia estranha ao organismo (FOLDVARI, 2000; SILVA
et al., 2010). Dessa forma, existe busca constante por estratégias para vencer tal
barreira sem danifici-la, bem como para promover entrega do farmaco em camadas
especificas da pele (NAIK; KALIA; GUY, 2000; ALEXANDER et al., 2012).

Os corticosteroides tém sido amplamente utilizados no tratamento de
diferentes tipos de dermatoses. O propionato de clobetasol € um dos mais potentes
corticosteroides topicos disponiveis atualmente (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY,
2008). Seu uso é consagrado no tratamento de diferentes patologias cutaneas,
principalmente aquelas de carater crénico e que ndo obtiveram resposta terapéutica
eficaz com o uso de outros farmacos (AUSTAD et al., 1998; FONTANA et al., 2011).
O propionato de clobetasol € apresentado somente em formas farmacéuticas de uso
tépico, pois é considerado como sendo de altissima poténcia e sua absorcao
sistémica esta relacionada a ocorréncia de efeitos adversos acentuados, como
supressao adrenal e a sindrome de Cushing (SPARIDANS et al., 2010; TEMPARK et
al., 2010).

Para garantir a seguranca e eficacia desses farmacos, diferentes estratégias
podem ser usadas (MAIA; MEHNERT; SCHAFER-KORTING, 2000; SENYIGIT et al.,
2009). Dentre estas, se encontra o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados.
Esses sistemas sdo capazes de melhorar a penetracdo dos farmacos através dos
estratos da pele (BORGIA et al., 2005; SCHAFER-KORTING; MEHNERT;
KORTING, 2007; KUCHLER et al., 2010) e, em alguns casos, levam a reducéo dos
efeitos adversos sistémicos, devido a reducdo da absorcéo percutanea dos farmacos
incorporados (MAIA; MEHNERT; SCHAFER-KORTING, 2000; SENYIGIT et al.,
2010; FONTANA et al., 2011).

E valido ressaltar que a modulacio da penetracdo ou retencdo cutanea de
farmacos incorporados em nanoparticulas pode ser realizada por modificagbes na

composicao destas. Formulacdes que apresentam cargas positivas interagem mais
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intensamente com o estrato cOrneo, que apresenta cargas negativas em pH
fisiologico, aumentando a interacdo do sistema com a pele (TAVEIRA; NOMIZO;
LOPEZ, 2009; SENYIGIT et al., 2010). Portanto, o preparo de particulas catidnicas
pode ser uma estratégia promissora quando se deseja aumentar a retencdo do
farmaco na pele, favorecendo seu efeito local (PEIRA et al., 2008; SENYIGIT et al.,
2010).

Exemplo da aplicacdo da nanotecnologia para melhora do desempenho de
corticoides administrados topicamente € o trabalho de Cevec e Blume (2004). Estes
autores encapsularam dois diferentes glicocorticbides, dexametasona e
hidrocortisona, em vesiculas lipidicas deforméaveis (Transferosons®). Foi observado
gue os carreadores agiram como um reservatorio do farmaco na pele, o que levou a
consideravel reducéo da dose terapéutica, efeito prolongado e aumento da poténcia
biol6gica para ambos os farmacos, quando comparado com formas farmacéuticas
convencionais (creme ou logao).

Outra estratégia para potencializar a penetracdo e retencdo de farmacos na
pele é o uso de métodos fisicos de penetracdo cutanea (AULTON, 2006). A
iontoforese € um promotor fisico de penetragdo que utiliza corrente elétrica de baixa
intensidade, capaz de controlar a penetracao de moléculas na pele (OH; GUY, 1995;
NOLAN et al., 2003; SENYIGIT et al., 2009). Essa técnica tem se mostrado eficaz
em alguns modelos de doencas da pele (ABLA et al., 2005; KIGASAWA et al., 2010).

E possivel controlar diferentes parametros nesta técnica (intensidade e tempo
de aplicacdo da corrente elétrica, tipo de eletrodos e pH), o que possibilita controlar
de forma mais precisa a penetracdo do farmaco, permitindo esquemas terapéuticos
mais complexos (WANG et al.,, 2005; GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008). A
aplicacdo combinada de nanoparticulas e iontoforese pode potencializar a
penetracdo do farmaco através das camadas da pele (WANG et al., 2005; TOMODA
etal., 2011).

De acordo com o0 exposto acima, a proposta do presente trabalho foi
determinar o impacto da nanoencapsulacdo e da aplicacdo de corrente elétrica
sobre a penetragéo e retencédo do propionato de clobetasol nas diferentes camadas
da pele. Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) revestidos ou ndo com
quitosana, foram preparados e avaliados. Em um segundo momento, a influéncia da
iontoforese sobre a penetracdo e retencdo cutanea do farmaco livre e

nanoencapsulado foi estudada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. PENETRACAO CUTANEA DE FARMACOS

7

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e tem importantes funcdes
biolégicas, tais como protecdo do organismo contra impactos mecanicos externos,
radiacdo ultravioleta e desidratacdo. Além disso, a pele consiste em uma eficiente
barreira fisica contra a entrada de microrganismos e substancias externas (particulas
e moléculas) (FOLDVARI, 2000).

A pele humana é formada por trés diferentes camadas e apéndices cutaneos,
representados pelas glandulas sebaceas, sudoriparas e os foliculos pilosos
(FOLDVARI, 2000; MOSER et al., 2001). A Figura 1 mostra esquematicamente a

estrutura da pele.

Figura 1- Esquema ilustrativo da estrutura da pele.

Estrato Cérneo

Epiderme

Derme

Hipoderme

Fonte: LAMOREA. Transporte através da pele, 2006. llustragéo.

A epiderme é uma camada estratificada e avascular, formada principalmente
por varias camadas de células em diferentes estagios de diferenciacdo. O estrato
cérneo é a camada mais superficial da pele, constituida basicamente por células
mortas preenchidas de queratina (cornedcitos) que se encontram embebidas em
uma matriz lipidica. Esta matriz lipidica € constituida principalmente de ceramidas,

colesterol e acidos graxos livres organizados em bicamadas lamelares cristalinas.
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Tal estrutura confere ao estrato corneo uma forte caracteristica hidrofobica, e €
caracterizada como a principal barreira & penetracdo de substancias pela pele
(MOSER et al., 2001; BOUWSTRA; HONEYWELL-NGUYEN, 2002).

Essas caracteristicas fazem da pele uma barreira fisica a entrada de
moléculas no organismo. Vérios fatores influenciam na eficiéncia da pele como
barreira a penetracdo de substancias exdgenas. Tais fatores podem ser de ordem
biolégica, como o estado da pele, idade, diferencas raciais, fluxo sanguineo,
metabolismo entre outros (BUCK, 2004), bem como podem ser fatores fisico-
quimicos, tais como hidratacdo, temperatura e pH da pele. Fatores relacionados as
caracteristicas dos permeantes, como forma e tamanho molecular, coeficientes de
difusdo e particdo ou até mesmo a concentracdo aplicada também afetam a
penetracdo dos mesmos na pele (AULTON, 2006).

O passo determinante da absorcao cuténea € a permeacao através do estrato
corneo. Teoricamente, o farmaco pode atravessar o estrato cérneo por trés
diferentes vias (Figura 2). Na via transcelular, o farmaco se difunde pelas
membranas dos cornedcitos e pela matriz lipidica intercelular. Na rota intercelular, o
farmaco se difunde apenas pela matriz lipidica entre os cornedcitos. Por fim, os
farmacos podem permear a estrutura pelos apéndices cutaneos. E importante
ressaltar que os apéndices cutaneos representam apenas 0,1% da superficie da
pele (MOSER et al., 2001; BARRY, 2002; BOLZINGER et al., 2012).

Figura 2 - Vias de permeacgédo de farmacos através do estrato corneo.

1- Via transcelular 2 -Viaintercelular

Membrana

plasmatica ; S:I?ﬁ::sma Agua Ceramlda

> y. ‘ \’\ & .‘{((\"- I‘/’- \

W —— {1 R
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_“Espago 4~ Llpldeo N
gl Lip;eoAgua é(r::l(:)i (;olesterol

Queratina

Fonte: Gratieri, Gelfuso e Lopez, 2008, p. 1492. 1 — Via transcelular, 2 — Via
intercelular e 3 — Via apéndices.
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De um modo geral, para uma substancia penetrar na pele deve possuir
caracteristicas fisico-quimicas bastante especificas, tais como massa molecular
menor que 500 Da, coeficiente de particdo Oleo/agua maior que 10 e menor que
1000, entre outros. Por isso a grande maioria dos farmacos tem baixa capacidade de
penetrar na pele. Fatores relacionados a formulagdo podem afetar sobremaneira a
entrada do farmaco na pele, sendo que sem uma formulagdo adequada o farmaco
dificilmente conseguira penetrar nas camadas mais profundas da pele e atingir
concentracfes adequadas no sitio de acao (NAIK; KALIA; GUY, 2000).

Dessa forma, substancias capazes de modificar temporariamente a
permeabilidade da pele, alterando reversivelmente a sua fungdo de barreira, podem
apresentar um importante papel na terapéutica. Essas substancias sao conhecidas
como promotores de penetracdo (MARTINS; VEIGA, 2002).

Nas ultimas décadas vem ganhando destaque os sistemas de liberacédo, tais
como 0s hanosistemas, que podem apresentar natureza polimérica ou lipidica, e tém
se mostrado efetivos para aplicacdo de farmacos na pele. Também, métodos fisicos
de permeacdo estdo sendo bastante explorados, pois alteram/rompem
reversivelmente a estrutura de barreira da pele (ALEXANDER et al., 2012),
possibilitando assim a penetracdo de maior quantidade do farmaco no local de acgéo,
de forma controlada. Os métodos fisicos de permeacdo podem levar a respostas
mais rapidas que as observadas para os sistemas passivos de permeacao,
resultando em resposta terapéutica mais eficiente em um menor intervalo de tempo
(BAL et al., 2010; ALEXANDER et al., 2012). Além disso, os métodos fisicos podem
também ser empregados concomitantemente com outros sistemas de liberacédo
(WANG et al., 2005; TOMODA et al., 2012).

2.2 NANOPARTICULAS LIPIDICAS E CARREADORES LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) séo particulas de tamanho
nanométrico, formadas a partir de lipideos que se encontram sélidos a temperatura
ambiente (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MEHNERT; MADER, 2012).

Estes sistemas lipidicos possuem as vantagens de serem compostos por
substancias que sdo muito bem toleradas pelo organismo, sdo biocompativeis e

biodegradaveis, com potencial para fornecer liberacdo direcionada e controlada do
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farmaco, e para aumentar a estabilidade do mesmo. Além disso, esses sistemas
podem ser produzidos em escala industrial e podem ser submetidos a processos de
esterilizagdo por calor (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b; WISSING; KAYSER,;
MULLER, 2004).

No entanto, as desvantagens dos sistemas lipidicos sélidos residem em sua
reduzida capacidade de incorporar o farmaco, e na ocorréncia de expulsdo do
mesmo em conseqiéncia de alteracbes polimorficas sofridas pela matriz lipidica
durante o periodo de armazenamento (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002a). Por
vezes, no preparo das nanoparticulas, a taxa de recristalizacdo dos lipideos é
elevada, levando a cristalizagdo dos mesmos em um estado de maior energia. Com
o tempo, esses lipideos tendem a se reorganizarem em uma forma de menor
energia, tornando a matriz lipidica mais organizada, o que leva a expulsdo do
farmaco que estava inserido entre as imperfeicbes, como ilustrado na Figura 4
(MULLER; RADTKE; WISSING, 2002a; MEHNERT; MADER, 2012).

Para contornar os problemas apresentados pelas NLS sugiram o0s
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que sdo uma segunda geracao de
particulas lipidicas, sendo constituidos pela mistura de lipideos sélidos e liquidos a
temperatura ambiente ou pela mistura de lipideos sélidos com cadeias de tamanhos
diferentes (JENNING; THUNEMANN; GOHLA, 2000; MULLER; RADTKE; WISSING,
2002a; OBEIDAT et al., 2010).

Na Figura 3 é possivel observar que matrizes lipidicas compostas por uma
mistura de lipideos solidos e liquidos a temperatura ambiente (CLN) sdo capazes de
acomodar o farmaco com maior eficiéncia em funcdo do tempo. (MULLER,;
RADTKE; WISSING, 2002a; HU et al., 2005).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo da organizacdo e acomodac¢do do farmaco em
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN).

Apos producgéao

|
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Fonte: Muller, Radtke, Wissing, 2002a, p. 123.

Nos CLN, a matriz pode assumir trés diferentes formas de organizacdo:
formacdo de estrutura cristalina com maior grau de imperfeicbes (Figura 4A),
formacdo de estrutura amorfa (Figura 4B), ou ainda pode ocorrer a formacéo de
matriz tipo multipla (fase sdlida associada com nanocompartimento oleoso) (Figura
4C). (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002a).
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Figura 4 - Esquema ilustrativo das diferentes formas de organizacdo da matriz
lipidica nos CLN.

Temperatura ambiente

70 °C /

solidificacao
c CLNB

Farmaco \

CLNC

Legenda: Solidificacdo da matriz lipidica na forma de cristais imperfeitos (A), no
estado amorfo (B) ou matriz multipla com nanocompartimentos contendo Oleos.
Fonte: Adaptado de Muller, Radtke e Wissing, 2002a, p.123.

Farmacos com caracteristica lipofilica sdo mais facilmente incorporados nas
nanoparticulas lipidicas, podendo estar dissolvidos ou dispersos na matriz lipidica
(MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b). Contudo,
farmacos com carater hidrofiico também podem ser encapsulados em
nanoparticulas lipidicas, se distribuindo principalmente na interface lipideo-agua e,
dessa forma, os mesmos séo liberados de forma mais rapida (SOUZA et al., 2011).

Diferentes métodos podem ser usados no preparo das nhanoparticulas
lipidicas, dentre eles estdo os que utilizam os homogeneizadores de alta pressao
(homogeneizacdo a quente ou a frio), o método de emulsificacdo/evaporacao,
difusdo do solvente, o método da diluicdo da microemulsé&o, entre outros (WISSING;
KAYSER; MULLER, 2004; MEHNERT; MADER, 2012).

Uma microemulsdo é um sistema formado pela mistura de dois liquidos
imisciveis, um dos quais esta disperso em escala nanométrica, e estabilizados por
uma mistura de tensoativos e co-tensoativos (FORMARIZ et al., 2005). Esse tipo de
dispersdo € homogénea, termodinamicamente estavel e de aparéncia translicida.

Tem a propriedade de se formar espontaneamente quando os componentes sao
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misturados nas proporcdes adequadas, sendo que, neste sistema a proporcao de
tensoativos na formulacdo € maior do que a utilizada nas “emulsbes grosseiras”
(FORMARIZ et al., 2005; NEUBERT, 2011). A técnica da diluicdo da microemulsao,
para preparo das nanoparticulas lipidicas, foi desenvolvida e primeiramente descrita
por Gasco em 1993. E um método simples e pratico, e envolve o preparo de uma
microemulsdo seguida da sua dispersdo em agua gelada (cerca de 3 °C) sob
agitacdo vigorosa, com consequente solidificacdo da matriz e formacdo das
nanoparticulas. A proporcado entre a microemulsdo quente e agua gelada €, em
geral, de 1:20 a 1:50 (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; WISSING; KAYSER;
MULLER, 2004; MEHNERT; MADER, 2012).

Os lipideos utilizados no preparo das nanoparticulas lipidicas devem
apresentar baixo ponto de fusdo. Contudo, ndo € recomendado a utilizacdo de
lipideos com ponto de fusdo préximo a temperatura corplrea, pois 0S mesmos
devem permanecer solidos durante sua administracdo. E importante considerar que
a mistura de lipideos geralmente leva a uma diminuicdo do ponto de fusdo quando
comparados com os lipideos puros (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009) e que
o comportamento de solidificacdo dos lipideos € diferente quando as estruturas
estdo na escala nanométrica (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002a). E importante
que o farmaco adicionado ao sistema precipite antes da cristalizacdo da matriz
lipidica, para que o mesmo fique aprisionado no interior das particulas e ndo na
interface sendo facilmente expulso para o meio aquoso (MULLER; MADER; GOHLA,
2000).

O emprego dos CLN na terapéutica dermatologica se baseia nos seus efeitos
sobre a pele (Figura 5). A matriz lipidica das nanoparticulas pode interagir com os
constituintes lipidicos do estrato corneo, o que pode levar a retengcédo do material na
camada mais superficial da pele com liberacdo gradual do farmaco nesse sitio,
seguida de penetracdo do mesmo nas camadas mais internas. Esses carreadores
podem ainda formar um filme na superficie da pele, levando a ocluséo e hidratacao
do estrato corneo resultando em um “afrouxamento” de sua estrutura, o que facilita a
penetragdo do farmaco. Um terceiro provavel mecanismo promotor é atribuido ao
fato de que esses nanocarreadores podem ocluir os apéndices cutaneos, ficando
neles retidos e atuando na forma de depdsito (BAROLI, 2010; PROW et al., 2011).
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Figura 5 - Mecanismos provaveis de interacdo das nanoparticulas com a pele.
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Fonte: Prow, et al.,, 2011, p 471. (a) Interacdo das nanoparticulas com o estrato

corneo, (b) ou acumulo das nanoparticulas nas glandulas e (c) foliculos pilosos.

As cargas de superficie das nanoparticulas podem oferecer estabilidade fisica
ao sistema, impedindo a aglomeracdo das particulas que estdo em constante
movimento dentro da dispersdo, por meio da repulsdo eletrostatica (FREITAS;
MULLER, 1998). Adicionalmente, essas cargas de superficie tém sido exploradas
com o intuito de maximizar a interagdo das particulas com a pele (PEIRA et al.,
2008; RIDOLFI et al., 2012).

O ponto isoelétrico (PI) da pele situa-se entre 4 e 4,5, o que significa que em
um pH acima desses valores, a pele apresenta carga negativa, pois 0S grupos
carboxilatos dos aminoacidos presentes nas ceélulas encontram-se carregados
negativamente (MERINO; KALIA; GUY, 1997). Dessa forma, nanoparticulas com
carga positiva podem interagir de forma mais intensa com a pele. A quitosana é um
biopolimero catiénico que tem sido utilizado no recobrimento de nanocarreadores
para aplicacdo topica (PROW et al.,, 2011; P. SHAH; R. DESAI; SINGH, 2012,
RIDOLFI et al., 2012).
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2.3 QUITOSANA

A quitina, poli(B-(1->4)-N-acetil-D-glucosamina), € um biopolimero sintetizado
por uma variedade de organismos, e que ocorre na natureza como microfibrilas
cristalinas ordenadas que formam os componentes estruturais no exoesqueleto de
artropodes ou nas paredes celulares de fungos e leveduras. E um polissacarideo
que tem recebido grande importancia industrial (RAVI KUMAR, 2000; DUTTA;
DUTTA,; TRIPATHI, 2004; RINAUDO, 2006).

A quitina ocorre em duas diferentes formas, a e B. A a-quitina € a forma mais
encontrada na natureza. Contudo, tanto a forma a como a B séo insollveis na
maioria dos solventes, limitando bastante o seu uso (Figura 6a) (RINAUDO, 2006;
DASH et al., 2011).

O tratamento alcalino leva a uma reacdo de desacetilagdo da quitina (Figura
6b), tornando-a soluvel em solugcbes aquosas acidas. Quando o grau de
desacetilacdo da quitina € maior que 50% esta passa a ser chamada de quitosana.
A dissolucdo da quitosana € possivel devido a protonacdo do grupamento amino,
responsavel pela natureza polieletrolitica do polissacarideo em meio acido, como
pode ser visto na Figura 6¢c (RAVI KUMAR, 2000; DUTTA; DUTTA; TRIPATHI,
2004).

A quitosana € insoluvel em &gua, alcodis, acetonas, bases, sendo
completamente sollivel em solugbes aquosas acidas, em pH abaixo de 6,0
(JANEGITZ et al., 2007).

A quitosana € um biopolimero que apresenta importantes propriedades
bioldgicas, baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esse
biopolimero apresenta ainda propriedades de bioadesdo (JANEGITZ et al., 2007,
KEAN; THANOU, 2010), devido as forcas eletrostaticas atrativas entre os residuais
de cargas negativas das membranas celulares e os grupos amino protonados da
guitosana (AZEVEDO et al., 2007).
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Figura 6 — Estrutura molecular da quitina e da quitosana.
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Fonte: Mertins, 2008, p. 24. (a) Quitina 100% acetilada, (b) quitosana 100%

desacetilada e (c) quitosana 100% desacetilada e ionizada.

Estas propriedades tém sido extensivamente exploradas na area farmacéutica
e a quitosana tem sido utilizada no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos para administracdo topica (SENYIGIT et al., 2010; RIDOLFI et al., 2012),
ocular (LUO et al., 2011), gastrointestinal (EL-SHABOURI, 2002; HEJAZI; AMIJI,
2003) e pulmonar (VENTURA et al., 2008; AL-QADI et al., 2012). Sistemas contendo
quitosana tém sido utilizados para entrega de proteinas/peptideos e DNA/RNA
(GAN; WANG, 2007; AMIDI et al., 2010; MAO; SUN; KISSEL, 2010), para a
liberacdo de farmacos antitumorais (Ql; XU, 2006; YING et al.,, 2011; XU et al.,
2012), entre varias outras aplicacoes.
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2.4 METODOS FiSICOS DE PERMEACAOQ: IONTOFORESE

A iontoforese é uma técnica ndo invasiva e que utiliza de uma corrente
elétrica constante de baixa intensidade, geralmente menor que 0,5 mA/cm?, visando
aumentar a penetracdo cutanea de farmacos (KALIA et al.,, 2004; GRATIERI;
GELFUSO; LOPEZ, 2008).

O sistema iontoforético € bastante simples, sendo composto por uma bateria,
qgue fornece a energia ao sistema, e dois eletrodos, um positivo (0 anodo) e outro
negativo (o catodo) (Figura 7).

A iontoforese se mostra como meétodo interessante para aumentar a
penetracdo cutanea de moléculas com propriedades fisico-quimicas diversas
(SINGH, MAIBACH, 1996). Sua aplicagéo possibilita ainda o controle no transporte
do farmaco, garantindo dosagem adequada com baixa variabilidade interindividual
(KALIA et al., 2004). Os dispositivos iontoforéticos proporcionam liberacdo do
farmaco de forma continua ou pulsatil, sendo especialmente interessantes para
penetracdo cutanea de horménios ou farmacos para pacientes com dor cronica, pois
possibilitam a aplicacdo de esquemas terapéuticos mais complexos e com
resultados mais eficazes (BAGNIEFSKI, BURNETTE, 1990). Estes dispositivos
permitem ainda interromper a aplicacdo da corrente elétrica a qualquer momento do
tratamento, promovendo diminui¢do ou controle dos niveis plasmaticos do farmaco
(SINGH; MAIBACH, 1996; KALIA et al., 2004; WANG et al., 2005). Em vista dessas
vantagens é um sistema que apresenta uma boa aceitacéo pelo paciente.

As desvantagens desses sistemas estao relacionadas ao alto custo envolvido
no desenvolvimento, o que pode inviabilizar a sua comercializagdo, bem como na
dificuldade de padronizacédo da formulacédo que ficara em contato com os eletrodos
(PANCHAGNULA et al., 2000).

As substancias podem penetrar na pele por dois mecanismos principais:
eletrorrepulsédo e/ou eletrosmose. Substancias carregadas em contato com eletrodos
de mesma carga movimentam de acordo com o principio geral da eletrostatica, de
gue cargas iguais se repelem. Esse mecanismo iontoforético é denominado de
eletrorrepulséo ou eletromigracdo (GUY et al., 2000; KALIA et al., 2004; GRATIERI,
GELFUSO; LOPEZ, 2008).
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O segundo mecanismo chamado de eletrosmose esta relacionado ao fluxo de
solvente que resulta da movimentagdo de cargas quando um potencial elétrico é
aplicado na pele. Sobre a influéncia da corrente elétrica, ocorre um favorecimento do
transporte de cétions, devido ao residual de cargas negativas apresentadas pela
pele quando em pH acima de 4,5. Dessa forma ocorre um fluxo convectivo dos ions
Na+, que ao se movimentarem levam também certo volume de solvente, podendo
também levar as moléculas do farmaco (Figura 7). O fluxo eletrosmdético ocorre,
portanto, do anodo em direcdo ao catodo, e, se mostra de grande importancia no
transporte de macromoléculas e de moléculas polares e neutras através da pele
(HIRVONEN; GUY, 1997; GUY et al., 2000; PIKAL, 2001).

Figura 7 - Esquema dos mecanismos de transporte iontoforético.
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Fonte: Kalia, 2004, p. 621. D+ (substéncia ionizada — cation) e A- (contra-ion).
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Diferentes caracteristicas da formulacdo, da molécula ou da propria técnica
podem influenciar a penetracao iontoforética, tais como o tipo de forma farmacéutica,
o pH da formulacdo, a concentragcdo do farmaco na formulacdo, o tamanho da
molécula, a presenca de ions competidores e a intensidade da corrente aplicada
(SINGH; MAIBACH, 1996; KALIA et al., 2004; GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ,
2008).

A iontoforese € atualmente utilizada no tratamento de doencas como a
hiperidrose, e em pacientes em com dores crdnicas, mostrando-se eficaz na
liberacdo de opidides, anestésicos tdépicos, anti-inflamatorios, corticosteroides e
antieméticos (KALIA et al.,, 2004). Também tem sido explorada para liberacdo de
peptideos e proteinas terapéuticas, bem como de hormdnios, agentes
guimioterapicos para tratamento dos canceres da pele e agentes anti-psoriaticos
(SCHAFFNIT; WICKLANDT; MOLL, 1998; DUBEY et al., 2007; SENYIGIT et al.,
2009; TAVEIRA; NOMIZO; LOPEZ, 2009).

Dispositivos iontoforéticos estdo sendo desenvolvidos por diferentes
companhias farmacéuticas, sendo que alguns desses ja receberam aprovacao para
comercializacdo, estando alguns deles ja disponiveis no mercado (LidoSite®, E-
TRANS®, Glucowatch®), enquanto outros que estdo sendo desenvolvidos por
diferentes empresas farmacéuticas como Janssen Pharmaceutica, ALZA, lomed Inc.
e Elan Corporation, se encontram em diferentes estagios ou fases clinicas de
desenvolvimento (PANCHAGNULA et al., 2000).

A iontoforese € uma técnica que tem se mostrado bastante versatil
possibilitando uma aplicacdo combinada com outros potencializadores de
penetracdo (PANCHAGNULA et al.,, 2000; WANG et al., 2005) fisicos (JADOUL,;
BOUWSTRA; PREAT, 1999; WANG et al., 2005) ou quimicos (NOLAN et al., 2003;
LIU et al.,, 2012), e também em sinergismo com nanosistemas, tais como 0s
lipossomas (KAJIMOTO et al., 2011) e nanoparticulas hibridas (revestidas com
polimeros) (TOMODA et al., 2011). Na literatura foi encontrado apenas um trabalho
utilizando nanoparticulas lipidicas solidas em combinagcdo com a iontoforese (LIU et
al.,, 2008). Os autores relataram um aumento significativo na penetracdo da
triancinolona, um glicocorticoide lipofilico, e atribuiram essa potencializagdo da
penetracdo aos efeitos combinados do pequeno tamanho das nanoparticulas com os

efeitos da iontoforese.
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Portanto, a combinacdo de carreadores lipidicos e iontoforese apresenta
potencial para melhorar a aplicacao topica do propionato de clobetasol, aumentando

a sua retencdo nas camadas mais superficiais da epiderme.
2.5 PROPIONATO DE CLOBETASOL

Os corticosteroides tém sido amplamente utilizados no tratamento de
diferentes condi¢cdes dermatologicas (TEMPARK et al.,, 2010; NAM; KWON; LEE,
2011). Corticosteroides topicos sao classificados em quatro classes de acordo com
sua poténcia: baixa, média, alta e poténcia muito alta (REEPMEYER; REVELLE;
VIDAVSKY, 1998; COSTA; MACHADO; SELORES, 2005). O clobetasol é
pertencente a classe dos corticosteroides de poténcia muito alta (COSTA,
MACHADO; SELORES, 2005; SPARIDANS et al., 2010). E uma molécula pequena,
derivada da prednisolona, com alta atividade glicocorticoide e baixa atividade
mineralocorticoide. E uma molécula lipofilica, com um logP de 3,04, e, possui
constantes de ionizacdo distintas, apresentando pKa de 12,47 em &cido forte e pKa

de - 3,4 em base forte. A sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura quimica do propionato de clobetasol.
CH,Cl
)
c=0 I
CH3| __.0CCH,CH,

(0)
Fonte: Reepmeyer, Revelle, Vidasvsky, 1998, p. 239.

O propionato de clobetasol estd disponivel no mercado em diferentes
apresentacoes, tais como creme, xampu e spray topico (REEPMEYER; REVELLE;
VIDAVSKY, 1998), e tem sido indicado para o tratamento de doencas inflamatorias
da pele (SPARIDANS et al., 2010), como a psoriase, dermatite e seborréia
(FELDMAN; YENTZER, 2009; NAM; KWON; LEE, 2011). Seu uso é especialmente
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efetivo em distarbios cutaneos de carater cronico e que ndo responderam bem a
outros esquemas terapéuticos.

Efeitos adversos locais e sistémicos podem ocorrer, dependendo do tempo de
duracdo do esquema terapéutico (TEMPARK et al., 2010; NAM; KWON; LEE, 2011).
Dessa forma, o tratamento com o propionato de clobetasol ndo pode exceder duas
semanas (AUSTAD et al., 1998), e o mesmo deve ser usado em pequenas areas da
pele. Além disso, esse farmaco ndo € recomendado para criancas (REEPMEYER,;
REVELLE; VIDAVSKY, 1998).

Quando usado em longo prazo, o clobetasol pode causar efeitos adversos
como atrofia e infeccdo da pele e problemas mais graves como a sindrome de
Cushing concomitante com a supressdo do eixo adrenal-pituitario-hipotalamico
(REEPMEYER; REVELLE; VIDAVSKY, 1998; TEMPARK et al., 2010).

Com o intuito de tornar mais seguro e eficiente os tratamentos com o
propionato de clobetasol, esse farmaco tem sido nanoencapsulado buscando
otimizar o tratamento, pela diminuicdo da dose e de duragéo tratamento, e controle
da absorcdo percutanea do farmaco. O clobetasol tem sido encapsulado em
nanoparticulas de lecitina/quitosana (SENYIGIT et al., 2010), em nanocépsulas
(FONTANA et al., 2011), em lipossomas (RAO, MURTHY, 2005) e em
nanoparticulas lipidicas (HU et al., 2002; HU et al., 2005; 2006). Nanoparticulas
lipidicas solidas com matriz lipidica composta de monoestearina, contendo o
clobetasol, foram preparadas pelo método de difusdo do solvente, e apresentaram
tamanho de 140 a 430 nm. Esses sistemas lipidicos nanoparticulados foram capazes
de controlar a liberacdo do farmaco, e apresentaram um perfil de liberag&o inicial
rapida, seguida de liberacdo prolongada, com 60% do clobetasol liberado em 96
horas de estudo (HU et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e caracterizar carreadores
lipidicos nanoestruturados, revestidos ou ndo com quitosana, contendo o propionato
de clobetasol para aplicacdo tépica e avaliar o efeito da aplicacdo de corrente
iontoforética sobre a penetracdo e retencédo do farmaco livre e nanoencapsulado em

diferentes camadas da pele.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), pela técnica da diluicdo da
microemulséo;

- Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados revestidos com quitosana
(CLN-Q);

- Caracterizar os CLN e os CLN-Q obtidos quanto ao diametro médio, indice de
polidispersividade (Pdl), potencial zeta, eficiéncia de encapsulacéo, recuperacdo do
farmaco e pH da dispersao;

- Desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificacdo do propionato
de clobetasol,

- Avaliar a difuséol/liberacao in vitro do propionato de clobetasol na forma de farmaco
livre (FL) e a partir dos CLN e CLN-Q;

- Avaliar a penetracao cutanea in vitro do propionato de clobetasola partir da solucéo
de FL e dos CLN e CLN-Q, usando modelo de pele de orelha de porco;

- Avaliar o efeito da aplicacdo de corrente iontoforética sobre a penetracdo e

retencdo do propionato de clobetasol na pele;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 SUBSTANCIAS E REAGENTES

e Acetonitrila HPLC — JT Baker, EUA.

e Acido acético glacial — Merck, Alemanha.

e Acido estearico purissimo — Vetec, Brasil.

e Acido oléico — Sigma Aldrich, EUA.

e Agua ultra-pura Mili-Q — Millipore, EUA.

e Cloreto de prata (99% de pureza), Sigma Aldrich, EUA.

e Cloreto de sodio (P.A.) — Vetec, Brasil.

¢ Fosfatidilcolina de soja — Lipoid S100 (100% PC), Lipoid, Alemanha.

e Lauril sulfato de sodio (min. 90%) — Vetec, Brasil.

e Metanol HPLC — JTBaker, EUA.

e Pele de orelha de porco — Frigorifico Sol Nascente, Goiania, Brasil.

e Propionato de clobetasol (>98% de pureza) — Sigma Aldrich, EUA.

¢ Quitosana (baixo peso molecular 50-190 KDa, com = 75% de deacetilagdo) —
Sigma Aldrich, EUA.

e Taurodeoxicolato de Sédio — Sigma Aldrich, EUA.

e Trietanolamina — Synth, Brasil.

4.1.2 EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS DIVERSOS

e Agitador de tubos Vortex VG3 — IKA, Alemanha.

e Balanca analitica Adveturer®— Ohaus, México.

e Banho de Ultrassom USC-2899A — Unique, Brasil.

e Chapa aquecedora com agitacdo magnética C-MAGHS7- IKA, Alemanha.

e Coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 coluna (250 x 4.6mm, 5um) — Agilent,
EUA.
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Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) — Bomba isocratica (ProStar
210), com amostrador automatico (ProStar 400) e detector na regido do
ultravioleta (ProStar 325) — Varian, EUA.

Dermatémetro TCM 300 — Nouvag, Suica.

Espectrofotdmetro CARY UV-Visivel — Varian, EUA.

Fios de prata e de platina, Sigma Aldrich, EUA.

Fita adesiva (Durex® Original 500) — 3M, Brasil.

Fonte de energia (BHK-2000-20MG) - KEPCO® High Voltage Power Supply,
USA.

Freezer (-80°C) — Thermo Fisher Scientific, EUA.

Membrana de dialise FisherBrand (peso molecular 12.000-14.000 Da) de
celulose regenerada — Fisher Scientific, Reino Unido.

Minicentrifuga (Minispin plus®) — Eppendorf, EUA .

Mini-incubadora Ma 410 — Marconi, Brasil.

pHmetro PG1800 — Gehaka, Brasil.

Pipetadores automaticos (calibragem: 10-100uL, 100-1000uL e 0,5-10mL) —
Brand, Alemanha.

Sistema de permeacdo de coleta manual (modelo sistema microette plus® 58-
001-801) - Hanson Research, EUA.

TermoOmetro de infravermelho — Incoterm, Brasil.

Ultra-Turrax® T25 Digital — IKA, Alemanha.

ZetaSizer Nano-S — Malvern Instruments, Reino Unido.

ZetaSizer Nano-ZS — Malvern Instruments, Reino Unido.
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Desenvolvimento e Validacdo da metodologia analitica, em cromatografia liquida
de alta eficiéncia — CLAE, para quantificacdo do clobetasol nos carreadores
lipidicos nanoestruturados e nos estudos de liberacdo e permeacao in vitro

Preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), pela técnica de
diluicho da microemulsdo, e dos carreadores lipidicos nanoestruturados
revestidos com quitosana (CLN-Q), por gotejamento dos CLN em solucdo de
guitosana

Caracterizacdo dos CLN e CLN-Q quanto ao diametro médio, indice de
polidisperséo, potencial zeta, eficiéncia de encapsulagéo e capacidade de carga
do farmaco

Estudo de liberacdo in vitro do farmaco em solucdo micelar e encapsulado nos
CLN e CLN-Q, em células de Franz com membrana sintética

Estudo de permeacdo cutanea passiva, in vitro, do farmaco em solucdo micelar e
encapsulado nos CLN e CLN-Q, em células de permeacéo descritas por Glikfeld e
utilizando pele de orelha de porco como membrana biolégica

Estudo de permeacdo cutanea iotonforética, in vitro, do farmaco em solugéo
micelar e encapsulado nos CLN e CLN-Q, em células de permeacao descritas por
Glikfeld e utilizando pele de orelha de porco como membrana biolégica

Avaliacao das variaveis através de estudos estatisticos
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6 CONCLUSOES

A eficacia e seguranca da aplicacdo tdpica de corticosteroides, como o
propionato de clobetasol (PC), dependem significativamente do desenvolvimento de
sistemas e/ou métodos que assegurem baixa dosagem e menor tempo de
tratamento, bem como proporcionem liberacdo controlada e direcionada do farmaco
para sitios especificos. No presente trabalho, uma método analitico para
quantificacdo do propionato de clobetasol em carreadores lipidicos e na pele foi
desenvolvido e validado, mostrando linearidade, sensibilidade e seletividade.
Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo o clobetasol foram
desenvolvidos e caracterizados. Os nanosistemas mostraram vantagens para
aplicacdo topica, tais como pequeno tamanho (didametro médio de 125 e 280 nm,
para os CLN e CLN revestidos com quitosana — CLN-Q, respectivamente), estreita
distribuicdo de tamanho (Pdl menor que 0,3) e valores de potencial zeta maiores que
+ 30 mV. Os CLN e CLN-Q proporcionaram maior retencdo do farmaco no estrato
cérneo, quando comparado com o clobetasol na forma micelar. Esses dados
sugerem que os sistemas lipidicos podem formar reservatérios na pele, liberando
pequenas quantidades do farmaco para acdo nos receptores de glicocorticoides
locais por tempo prolongado. Os carreadores ainda apresentaram boa eficiéncia de
encapsulacdo e carga de farmaco satisfatoria de aproximadamente 90% e 1,2%,
respectivamente. A aplicacdo de corrente elétrica por trés horas, levou a um
aumento na retencdo do farmaco no estrato cérneo de aproximadamente 4 e 2
vezes, para os CLNQ, quando comparados, respectivamente, ao farmaco livre e
encapsulado nos CLN. Os sistemas/método utilizados neste estudo apresentam
beneficios potenciais para o tratamento de patologias cutaneas a base de
clobetasol, mostrando-se promissores para minimizar tanto os efeitos adversos
locais como os efeitos sistémicos proporcionados pelo uso de corticosteroides muito

potentes.
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