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RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a permeacdo/penetracdo cutanea in vitro (pele suina) de
propionato de clobetasol nanoencapsulado incorporado em um semissdlido,
empregando células de difusdo de Franz. A nanoencapsulacdo foi capaz de reduzir a
quantidade de farmaco que penetra nas camadas da pele (estrato corneo, epiderme e
derme) sem alterar a forma (distribuicdo percentual) como o propionato de clobetasol
se distribui. A adequabilidade de diferentes membranas sintéticas (acetato de celulose,
policarbonato e membrana de diélise) para a avaliacdo da liberagdo in vitro,
empregando células de difusdo de Franz, a partir desta formulacdo foi também
estudada. A partir da combinacdo de diferentes técnicas analiticas (espalhamento de
luz dindmica, microscopias eletronicas de transmissdo e varredura) foi observado que a
membrana de menor tamanho de poro (membrana de dialise, 12 kDa de cut off) ¢ a
mais adequada para a conducdo deste tipo de avaliacdo, pois € a Unica capaz de evitar
a passagem de nanocapsulas integras da formulacdo para 0 meio receptor das células
de difusdo, em detrimento das membranas de policarbonato e acetato de celulose (0,05
pum e 0,45 um de tamanho de poro, respectivamente). Alem disso, uma nova estratégia
para a avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos associados a hanocapsulas de nucleo
lipidico, combinando fluxo continuo de meio de liberacdo e sacos de didlise foi
proposta neste trabalho. A técnica mostrou-se adequada para a obtencdo do perfil de
liberacdo in vitro a partir de suspensdes de nanocapsulas contendo diferentes farmacos
modelo (prednisolona e propionato de clobetasol), possibilitando a diferenciacéo
destes sistemas de solucBes contendo os farmacos livres, graficamente e pelos valores
de fluxo calculados. Adicionalmente, esta estratégia mostrou-se apropriada para a
manutencdo da concentracdo de farmaco no meio de liberacdo afastada da saturacao,
contribuindo para o atendimento da condig¢do sink. Ainda, classificamos o sistema
como um protétipo semi-automatizado para a avaliacdo da liberacdo in vitro de
farmacos, capaz de gerar resultados com maior precisao em relacdo a dialise
convencional.

Palavras-chave: Nanocépsulas de nucleo lipidico, semissolidos, propionato de

clobetasol, prednisolona, liberagéo in vitro, dialise, fluxo continuo.






ABSTRACT

Lipid-core nanocapsules: cutaneous penetration studies and proposition of

strategies to assess the in vitro drug release

The in vitro cutaneous permeation/penetration (porcine skin) of clobetasol propionate-
loaded lipid-core nanocapsules incorporated into a semisolid dosage form was
evaluated, using the Franz diffusion cells technique. It was shown that the
nanoencapsulation was able to reduce the drug amount penetration into skin layers
(stratum corneum, epidermis and dermis) without changing the way (percentual
distribution) that it was distributed. The suitability of different synthetic membranes
(cellulose acetate, polycarbonate, and dialysis membrane) to assess the in vitro drug
release using Franz diffusion cells from this formulation was also studied. It was
ascertained by combining different analytical techniques (dynamic light scattering,
scanning and transmition electron microscopy) that the membrane with smaller pore
size (dialysis membrane, 12 kDa cut off) is the most appropriate for conducting this
kind of study, because it is the only one able of preventing the passage of intact
nanocapsules from formulation to Franz diffusion cells receptor media, instead of
polycarbonate and cellulose acetate membranes (0.05 and 0.45 pore size, respectively).
In addition, a new strategy to assess in vitro drug release drug-loaded lipid-core
nanocapsules was proposed, associating continuous flow of release media and dialysis
sac. The proposed system was adequate to assess the in vitro drug release profiles from
nanocapsule suspensions containing different model drugs (prednisolone and
clobetasol propionate), enabling the differentiation of these systems from drug
solutions, graphically and by the calculated flux values. Furthermore, this strategy was
suitable to maintain the drug concentration into release media far away from
saturation, contributing to the sink condition. Also, the proposed system was described
as a semi-automated prototype for in vitro drug release evaluation, able to produce
results with greater accuracy than conventional dialysis technique.

Keywords: lipid-core nanocapsules, semisolid, clobetasol propionate, prednisolone, in

vitro drug release, dialysis, continuous flow.
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DIEGO F. ANDRADE INTRODUCAO

A aplicacdo da nanotecnologia é uma realidade nos mais diversos setores
industriais e econdémicos (STAGGERS et al., 2008; MANGEMATIN & WALSH,
2012). Na é&rea farmacéutica o conhecimento proveniente desta ciéncia vem sendo
amplamente aplicado no desenvolvimento de carreadores de farmacos, estruturas
coloidais capazes de agregar vantagens aos sistemas que integram por promover um
maior controle da liberacdo de farmacos, em relacdo as formulagGes convencionais
disponiveis na terapéutica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentre as diversas estruturas nanomeétricas empregadas a partir desta
abordagem, destacam-se as nanocapsulas de nucleo lipidico. Estes nanocarreadores, de
didmetro inferior a 1000 nm, sdo organizados como um nucleo lipidico, contendo uma
dispersdo de um lipidio solido, em geral um tensoativo de baixo EHL em um lipidio
liquido, envolto por uma parede polimérica constituida por um polimero, como por
exemplo, a poli(e-caprolactona), um polimero biocompativel e biodegradavel (JAGER
etal., 2009; FIEL et al., 2011).

Diversos trabalhos tém demonstrado as potencialidades destes sistemas como
carreadores de farmacos, capazes de aumentar a estabilidade de moléculas labeis
(OURIQUE et al., 2008), promover um maior aporte de moléculas bioativas ao
sistema nervoso central (BENVEGNU et al., 2012; ZANOTTO-FILHO et al., 2013),
possibilitar o controle da velocidade de liberacdo de substancias encapsuladas
(FONTANA et al., 2009), entre outros.

Além do crescente interesse no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
como plataformas destinadas ao controle da liberacdo de farmacos, BAMRUNGSAP e
colaboradores (2012) projetaram, em seu trabalho, um aumento do investimento da
industria farmacéutica no desenvolvimento de produtos que contemplem a
nanotecnologia no seu processo produtivo para a proxima deécada. Porém, apesar da
existéncia de formas farmacéuticas contendo nanotecnologia no mercado mundial,
ainda ndo ha uma regulamentacdo consolidada que estabeleca técnicas padrdes para a
caracterizacdo destes sistemas com fins de registro.

Recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu um nanomedicamento
promissor, um hidrogel contendo propionato de clobetasol associado a nanocapsulas

de nucleo lipidico (FONTANA et al., 2011). A partir da formulacdo proposta, foi
23
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observada uma série de vantagens do seu emprego em modelos animais de dermatite
de contato em relacdo a utilizagdo do sistema convencional, contendo o corticosteroide
em sua forma livre (FONTANA et al., 2011).

A partir dos resultados observados nos modelos in vivo, despertou-se o interesse
sobre o comportamento do farmaco associado a este sistema no que diz respeito a sua
distribuicdo nas diferentes camadas da pele e, a partir deste conhecimento, buscar a
compreensdo global acerca das vantagens observadas frente a formulacdo
convencional, uma vez que estudos de penetracdo/permeacao cutanea do propionato de
clobetasol a partir deste nanomedicamento ainda ndo foram descritos.

Com base neste cenario, € muito importante que estudos sejam conduzidos,
avaliando o comportamento de sistemas nanoestruturados aplicados a terapéutica,
como as nanocapsulas de nucleo lipidico, quando em forma de suspensdo ou
incorporadas a sistemas semissolidos; além disso, € necessario que técnicas de
caracterizacdo, como a avaliacdo da liberacdo in vitro, pardmetro bastante relevante no
desenvolvimento e controle de qualidade deste tipo diferenciado de forma
farmacéutica (SCHAFFAZICK, et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010), sejam
exaustivamente propostos, estudados e discutidos buscando um consenso sobre quais
sdo as melhores alternativas para fornecer informacdes necessarias sobre o

comportamento deste tipo de sistema.
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2.1 Objetivo geral

Compreender o comportamento do propionato de clobetasol nanoencapsulado,

associado a uma formulacao de uso topico em relacéo a sua distribuicdo nas camadas

da pele, aperfeicoar as condi¢Ges experimentais para a avaliagdo da liberagéo in vitro

de farmacos associados a nanocapsulas de nucleo lipidico e incorporadas em bases

semissolidas, empregando células de difusdo de Franz e, ainda, propor um sistema

inovador para a avaliacdo da liberagéo in vitro de farmacos a partir de suspensdes de

nanocapsulas de nucleo lipidico.

2.2 Objetivos especificos

Produzir e caracterizar hidrogéis contendo propionato de clobetasol associado a
nanocapsulas de nucleo lipidico;

Avaliar a permeacdo cutanea do propionato de clobetasol a partir de hidrogéis
contendo propionato de clobetasol nanoencapsulado, comparando com
controles contendo o farmaco livre, através de técnica de Células de Difusdo de
Franz, empregando pele de abdémen de porco como membrana biologica;
Avaliar a adequabilidade da utilizacdo de diferentes membranas sintéticas
(policarbonato, acetato de celulose e membrana de dialise) como membranas
limitantes entre os compartimentos doadores e receptores de Células de Difusdo
de Franz, em método para a avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do
propionato de clobetasol a partir dos hidrogéis contendo o farmaco
nanoencapsulado;

Desenvolver e avaliar um novo método para a obtencdo de perfis de liberacdo in
vitro de farmacos nanoencapsulados, que combina sacos de diélise e fluxo
continuo de meio de liberagdo, empregando propionato de clobetasol e

prednisolona como farmacos modelos.

27
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3.1 Nanocapsulas de nucleo lipidico

E crescente o interesse de diferentes setores industriais e econdmicos na
utilizacdo dos conhecimentos advindos da nanotecnologia como ferramenta para o
melhoramento de produtos e processos. Na area farmacéutica, ha uma notéria
progressdo na producdo de estudos cientificos contemplando o desenvolvimento e
caracterizacdo de nanocarreadores.

Nanocarreadores podem ser definidos, de forma ampla, como sistemas coloidais
que, no campo da medicina, podem ser explorados como vetores de farmacos, capazes
de controlar sua liberacdo em sitios especificos e a sua velocidade de liberacdo a partir
da forma farmacéutica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Tanto plataformas inorganicas quanto organicas ou hibridas vem sendo
propostas como sistemas destinados ao controle da liberacdo de farmacos
(DOUROUMIS et al., 2013; GEORGE et al, 2012; BAMRUNGSAP et al, 2012).
Dentre estas, as plataformas organicas tornam-se atrativas pela possibilidade do
emprego de materiais biocompativeis e biodegradaveis em sua composicéo,
caracteristicas desejaveis para a producdo de sistemas destinados a aplicacdo
terapéutica.

Nanoparticulas poliméricas sdo exemplos de estruturas organicas, com diametro
inferior a 1000 nm, que vem sendo exploradas como carreadores de farmacos na
atualidade. Estes sistemas coloidais sdo comumente produzidos empregando métodos
de polimerizagdo “in situ” ou ainda obtidos a partir de polimeros pré-formados
(VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2009; MORA-HUERTAS et al., 2010). Dentre os
polimeros mais empregados para a producdo de nanoparticulas poliméricas,
destacamos a poly(e-caprolactona), um polimero semicristalino reconhecido pelas suas
caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade, que vem sendo aplicado a
producdo de sistemas que visam a promover a liberacdo controlada de moléculas,
como microesferas, nanoesferas, microcapsulas, nanocéapsulas e implantes
medicamentosos (SINHA et al., 2004).
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As nanoparticulas polimericas podem ainda ser classificadas, de acordo com
sua composicao e organizacdo supramolecular, como nanoesferas ou nanocépsulas. As
nanoesferas sdo estruturas matriciais, compostas por uma rede de polimeros auto-
organizados, de forma esférica, onde o farmaco associado pode estar incluso, retido ou
adsorvido na matriz polimérica. J& as nanocapsulas, diferenciam-se das nanoesferas
primeiramente pela presenca de um componente oleoso em sua constituicdo. Estas
nanoparticulas sdo estruturas vesiculares, onde as goticulas nanométricas do éleo séo
envoltas por uma parede polimérica, podendo o farmaco associado estar incluso ou
dissolvido no nucleo lipidico, disperso ou adsorvido na parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu, nos ultimos anos, uma formulacéo
diferenciada de nanocépsulas poliméricas, denominadas nanocapsulas de nucleo
lipidico. Este sistema difere dos sistemas convencionais pelo nucleo destes carreadores
ser formado por uma dispersdo de um lipidio s6lido, como o monoestearato de
sorbitano, em um lipidio liquido. Este nucleo, por sua vez, é envolto por uma parede
polimérica, da mesma forma que as nanocapsulas convencionais (JAGER et al, 2009;
VENTURINI et al.; 2011).

E importante ressaltar que a alteracdo na composicio do nlcleo das
nanocapsulas de nucleo lipidico confere a esta plataforma propriedades mecénicas
diferenciadas em relacdo as formulacBes convencionais de nanocépsulas. FIEL e
colaboradores (2011) demonstraram a versatilidade deste sistema, uma vez que suas
propriedades mecéanicas e de deformabilidade podem ser moduladas, de acordo com o
objetivo para 0s quais estas serdo empregadas.

Além disso, JORNADA e colaboradores (2012) demonstraram a capacidade de
controlar as variaveis do processo para a obtencdo de formulagdes de nanocapsulas de
nucleo lipidico com caracteristicas nanotecnoldgicas adequadas, utilizando estratégias
que possibilitam ainda o aumento da capacidade de carga de farmacos no sistema, sem
comprometimento das suas caracteristicas fisico-quimicas, o que reforca o seu

potencial promissor para a aplicacdo nas areas cosmética e farmacéutica.
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A estabilizacdo das nanocapsulas de nucleo lipidico se da pelo revestimento das
nanoestruturas com um tensoativo hidrofilico, o polissorbato 80.

Estudos na literatura tem demonstrado a contribuicdo deste tensoativo, quando
presente como revestimento de nanoparticulas, no aumento do tempo de circulacdo dos
carreadores no organismo apds a administracdo e ainda a sua potencialidade em
aumentar o aporte de moléculas de interesse biologico associadas a nanoestruturas ao
sistema nervoso central (KAUR et al, 2008).

Diversos trabalhos publicados na literatura cientifica nos ultimos 10 anos
exploram e demonstram com sucesso as diferentes vantagens promovidas pela
associacdo de substancias ativas a nanocapsulas de nucleo lipidico, como o0 aumento
do aporte de moléculas de interesse bioldgico ao sistema nervoso central (BERNARDI
et al., 2009; FROZZA et al., 2010), o aumento do indice terapéutico (BENVEGNU et
al., 2012; DETONI et al., 2012), a protecdo do farmaco frente a inativacdo e
degradacao no meio fisioldgico ou outros fatores extrinsecos (OURIQUE et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2010; FONTANA et al., 2009; DETONI et al., 2012) além do
aumento da eficiéncia terapéutica (ZANOTTO-FILHO et al., 2013).

3.2 Anti-inflamatorios esteroides: propionato de clobetasol e prednisolona

O propionato de clobetasol (figura 1) é um glicocorticoide de alta poténcia
bastante explorado na terapéutica pelas suas propriedades imunossupressoras,
principalmente no tratamento tépico de doencas de origem inflamatéria, imunolégica
ou idiopéatica que acometem a pele, como a psoriase, o vitiligo e a dermatite atopica
(TAMESIS & MORELLLI, 2010).
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Figura 1. Estrutura quimica do propionato de clobetasol

Apesar do ja estabelecido efeito anti-inflamatério deste medicamento, assim
como para 0s demais compostos pertencentes a classe dos glicocorticoides, hd uma
limitacdo da sua utilizacdo, decorrente do grande nimero e severidade dos efeitos
adversos associados ao emprego destas substancias (WIEDESBERG et al., 2008).

Como exemplos de efeitos colaterais estabelecidos na literatura cientifica para o
propionato de clobetasol podemos citar efeitos locais como hipopigmentacédo ou
purpura e ainda efeitos sisttmicos como a sindrome de Cushing ou a supressao do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (TEMPARK et al., 2010).

WIEDESBERG e colaboradores (2008) destacam o uso de corticosteroides
topicos como parte integrante da terapia dermatoldgica, aponta as limitagdes em
relagdo & maneira como os farmacos séo liberados das formas farmacéuticas na pele e
atenta para a necessidade da proposicao e avaliacdo de novas estratégias para otimizar
0 desempenho dos glicocorticoides como medicamentos.

Atendendo esta necessidade, FONTANA e colaboradores (2009) produziram e
caracterizaram formulagdes de propionato de clobetasol associado a diferentes tipos de
nanocarreadores (nanoemulsdes, nanoesferas e nanocapsulas de ndcleo lipidico). Esses
sistemas demonstraram serem capazes de controlar temporalmente a liberacao in vitro
do farmaco, de maneira bastante pronunciada. E importante ressaltar que a formulagio
contendo o propionato de clobetasol associado as nanocapsulas de nucleo lipidico

demonstrou maior estabilidade durante o armazenamento a temperatura ambiente e

34



DIEGO F. ANDRADE REVISAO DA LITERATURA

promoveu maior controle da liberacdo do farmaco se comparada com a formulacao de
nanoesferas e a nanoemulsé&o.

Em estudos posteriores, foram produzidas, caracterizadas e avaliadas frente a
um modelo animal de dermatite de contato, formula¢Ges semissolidas obtidas a partir
da incorporacdo das suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico de propionato de
clobetasol em hidrogéis de carbopol ultrez®.

Como resultados foi observado um efeito anti-inflamatorio superior, avaliado
pelo aumento na atividade da NTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase)
e potencial de reducdo do dano tecidual, evidenciado atraveés de andlises de
marcadores de estresse oxidativo e analises histoldgicas, das formulagcbes semissolidas
preparadas com o farmaco nanoencapsulado em relacdo aos controles (FONTANA et
al., 2011; JAQUES et al., 2012).

A prednisolona (Figura 2), por sua vez, ¢ um glicocorticoide de poténcia média,
bastante empregada para o tratamento de distdrbios inflamatérios e administrada

principalmente pela via oral.

Figura 2. Estrutura quimica da prednisolona.

A prednisolona é a forma biologicamente ativa da prednisona ap0s a sua
conversdo in vivo, decorrente da metabolizacdo hepéatica. A administracdo oral da
primeira molécula em detrimento da segunda é recomendada principalmente para
pacientes com distarbios hepaticos, com menor capacidade de converter o pré-farmaco
na forma capaz de exercer o efeito terapéutico almejado (RANG et al., 2007).

A preparacdo de sistemas contendo prednisolona associada a nanocarreadores

como lipossomas e nanocapsulas polimericas tem demonstrado resultados promissores
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na producdo de plataformas destinadas ao tratamento de doencas inflamatorias
intestinais locais e no aumento da atividade antitumoral frente a linhagens celulares de
mieloma de camundongos (BANCIU et al., 2006; KSHIRSAGAR et al., 2012).

O propionato de clobetasol e a prednisolona foram selecionados como farmacos
modelos para a realizacdo do trabalho apresentado no capitulo Il desta dissertacéo
com base nos seus valores de coeficientes de particdo (log D). A partir do estudo
porposto por OLIVERA e colaboradores (2013) podemos predizer a maneira como 0s
farmacos estéo distribuidos nas nanocéapsulas de ndcleo lipidico.

Enquanto o propionato de clobetasol (log D = 3.98) distribui-se completamente
no nacleo das nanocépsulas, a prednisolona (log D = 1.49) distribui-se parcialmente
na agua enquanto a outra parte localiza-se dispersa no carreador, principalmente na
parede polimérica, quando integrando as suspensdes de nanocapsulas de nucleo

lipidico.

3.3 Sistemas semissolidos contendo nanocapsulas poliméricas

Géis e cremes sdo exemplos de formas farmacéuticas semissélidas,
desenvolvidas para a aplicacdo tdpica de farmacos, objetivando tanto efeitos locais,
quando se trata de um produto dermatol6gico topico, quanto efeitos sistémicos,
quando o objetivo é a liberacdo do farmaco através da pele (absorcdo percutanea),
caracterizando um produto transdérmico (ALLEN et al., 2007).

Devido a complexidade da pele como barreira bioldgica, decorrente de sua
constituicdo e da acdo efetiva do estrato cdrneo como obstaculo a passagem de
farmacos as camadas mais profundas da pele, se faz necesséario o estudo e emprego de
estratégias, como a nanoencapsulacdo, que permitam a manipulacdo de parametros
inerentes as diferentes moléculas como os coeficientes de particdo, difusdo e
solubilidade. Estas estratégias devem ser aplicadas visando ao aperfeicoamento de

formulacdes semissoélidas e o direcionamento dos ativos a camada da pele onde a acdo
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terapéutica € requerida ou ainda 0 aumento da sua absorcdo percutanea a partir destas
formas farmacéuticas (GUTERRES et al., 2007).

Hidrogeis produzidos pela incorporacdo de suspensbes de nanocapsulas
poliméricas em sistemas que empregam Carbopol 940® e Carbopol Ultrez® como
polimeros espessantes foram produzidos e caracterizados nos Ultimos anos
(TERROSO et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al., 2011;
FONTANA et al., 2011).

Além disso, recentemente, HOFFMEINSTER e colaboradores (2012)

demonstraram a viabilidade da producéo de hidrogéis de Carbopol 940® empregando
pos redispersiveis contendo melatonina associada a nanocapsulas polimérica,
produzidos pela técnica de secagem por aspersao.
A incorporacdo de moléculas nanoencapsuladas em sistemas semissélidos apresenta
vantagens frente a sua incorporacdo na forma livre, como a possibilidade do aumento
do tempo de residéncia de farmacos ou ativos na pele, reducdo do seu metabolismo
nos tecidos cutdneos e o aumento da estabilidade de substancias intrinsicamente
fotoinstaveis (GUTERRES et al., 2007; PAESE et al., 2009; OURIQUE et al., 2011).

A caracterizacdo de formas farmacéuticas contendo nanoparticulas poliméricas
tem sido descrita atraves de diversos parametros como o teor de farmaco ou ativo na
formulacdo, avaliado por técnicas cromatograficas e espectrofotométricas, o pH,
avaliado por potenciometria, 0 comportamento reoldgico, perfil de espalhabilidade,
estudos de estabilidade, avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro das substancias ativas
a partir destes sistemas e analise sensorial (JIMENEZ et al., 2004; GUTERRES et al.,
2007; PAESE et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010; OURIQUE et al., 2011;
FONTANA et al., 2011; KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013).

O perfil de liberagcdo in vitro de farmacos ou ativos é uma ferramenta
importante no desenvolvimento e controle de qualidade de formas farmacéuticas
contendo nanoparticulas poliméricas, onde se almeja maior controle da liberacdo das
substancias em relacdo as formas farmacéuticas convencionais (SCHAFFAZICK et
al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010).
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MARCHIORI e colaboradores (2010) e FONTANA e colaboradores (2011)
empregaram a técnica de células de difusdo de Franz, utilizando como barreira
limitante entre os meios receptor e doador uma membrana sintética de acetato de
celulose, de 450 nm de tamanho de poro, para a avaliacdo da liberagdo in vitro de
diferentes corticosteroides associados a nanocapsulas de nucleo lipidico, incorporados
em hidrogeéis de carbopol. Esta técnica é recomendada pelo FDA para a avaliacdo de
sistemas semissolidos convencionais (US FDA, 1997). Porém, ndo ha estudos na
literatura que comprovem que este seja 0 método mais adequado para a obtencdo do
perfil de liberagdo in vitro de farmacos ou ativos a partir de sistemas contendo as
substancias associadas a carreadores nanoestruturados.

Por outro lado, HOFFMEINSTER e colaboradores (2012) avaliaram o perfil de
liberacdo in vitro da melatonina nanoencapsulada incorporada em hidrogéis de
carbopol empregando a técnica convencional de sacos de dialise.

A falta de padronizacdo de técnicas para a avaliagdo da liberacdo in vitro de
farmacos a partir de sistemas semissélidos contendo nanoparticulas poliméricas
dificulta a comparacdo entre os resultados apresentados em diferentes estudos

descritos na literatura cientifica.

3.4 Avaliacdo do perfil de liberacéo in vitro de farmacos associados a
sistemas nanoestruturados

Mesmo com o avanco das tecnologias, dificuldades técnicas ainda séo
encontradas na caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas, em funcdo da natureza
coloidal destes sistemas. Desta forma, as informacdes obtidas atraveés da combinagéo
de técnicas de caracterizagdo de sistemas nanoestruturados sdo de grande valor para
que se possa propor a organizacdo das nanoparticulas em nivel molecular e sugerir o
comportamento destes sistemas no meio bioldgico (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Na caracterizacdo de sistemas nanoestruturados, como as nanocapsulas
poliméricas, a cinética de liberacdo in vitro é um parametro bastante importante a ser

estudado. A liberagdo de farmacos é o processo pelo qual o farmaco deixa a forma
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farmacéutica e passa a estar sujeito a absorcao, distribui¢do, metabolizacao e excrecéo,
tornando-se disponivel para a agdo farmacologica (SINKO, 2008). Podemos extrapolar
este conceito para 0s nanocarreadores, uma vez que as substancias ativas associadas a
essas nanoestruturas devem ser inicialmente liberadas para que se obtenha a atividade
farmacologica esperada.

Ainda hoje ndo existem métodos oficiais para a avaliacdo da liberacdo de
farmacos a partir de carreadores submicrométricos, tampouco consenso entre 0s
pesquisadores sobre qual seria a melhor técnica a ser empregada. A principal
dificuldade no desenvolvimento de metodos destinados a avaliagdo do perfil de
liberacdo de farmacos a partir de nanocarreadores envolve a separacdo do farmaco
ainda presente na particula, do farmaco j& liberado, no meio de liberacdo
(FERRONATO, 2010).

Esta limitacdo hoje é contornada pela utilizacdo da técnica de dialise, que
consiste no emprego de uma membrana seletiva (saco de dialise) que apresenta
tamanho de poro reduzido, por exemplo, 12.000 Da, que impede a passagem da
nanoparticula para o meio de liberacéo, sendo que o farmaco liberado permanece em
solucdo dentro do saco de dialise, podendo atravessar a membrana, seguindo as leis de
difusdo e o principio da dialise (ATTWOOD, 2005; FERRONATO, 2010). E de
extrema importancia que nos experimentos de dissolucdo e liberacdo in vitro seja
atendida a condicdo sink durante todo o tempo de duragdo do mesmo, para evitar que a
velocidade de dissolucdo seja influenciada, artificialmente, pela aproximacdo da
saturagdo durante a realizacdo do estudo (D’SOUZA & DELUCA, 2006;
FERRONATO, 2010).

Trabalhos na literatura sugerem que, na técnica de dialise convencional, ndo é
garantida a manutencédo da condicéo sink no interior da bolsa de dialise, devido ao fato
das nanoparticulas estarem dispersas em um pequeno volume de fase aquosa no
compartimento de dialise, 0 que representaria uma limitacdo, pois neste contexto ha
uma reducéo na forca motriz que conduz a passagem do farmaco livre para o meio de

liberacdo externo.
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Sugere-se como forma de contornar esta limitacdo o emprego da técnica de
didlise reversa, onde a formulacdo é adicionada ao meio externo a bolsa de didlise,
garantindo uma dilui¢do “infinita” do farmaco liberado. Nesta técnica, utiliza-se do
principio de que o farmaco, ao se liberar da nanoparticula, atravessa a membrana em
direcdo as bolsas de dialise presentes no meio de dissolucdo, seguindo as leis da
difusdo e é quantificado no interior dessas, em intervalos de tempo determinados
(FERRONATO, 2010). Porém esta técnica de avaliacdo da liberacdo in vitro também
apresenta desvantagens, como a necessidade de métodos mais sensiveis para a
quantificacdo do farmaco e limitacdo do poder discriminatério entre formulagdes
(HENRIKSEN, 1995; BHARDWHAJ & BURGESS, 2010). Além disso, 0 emprego de
um numero de sacos de dialise equivalentes ao nimero de pontos de analise para a
construcdo do perfil de liberacdo pode tornar essa técnica de custo elevado se
comparada a técnica convencional.

Muitos trabalhos recentes tem investigado a adaptacdo de acessérios de
dissolucdo, descritos nas farmacopeias, para a obtencdo do perfil de liberacdo in vitro
de substancias a partir de sistemas nanoestruturados.

HENG e colaboradores (2008) propéem a utilizacdo das células de difuséo, o
aparato 1V da USP, em sistema fechado (recirculando meio de liberagdo) como sendo
0 sistema mais adequado para a avaliacdo da liberacdo de farmacos a partir de
nanoparticulas de cefuroxima, em relacdo aos aparatos | (cesto) e 11 (pas) da USP e a
técnica convencional de sacos de dialise.

De maneira semelhante, outro trabalho descrito na literatura aponta uma
adaptacdo do aparato IV combinado com a utilizacdo de membranas de dialise em
sistema fechado (recirculando meio de libera¢do), como sendo uma alternativa capaz
de gerar perfis de liberacéo in vitro de dexametasona a partir de lipossomas. O sistema
proposto neste trabalho apresenta uma habilidade discriminatéria superior em relacéo a
técnicas como a didlise convencional e a dialise reversa para diferenciar lipossomas,
obtidos por diferentes processos e de diferentes constituicbes (BHARDWAJ &
BURGESS, 2010).
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Um estudo conduzido por ABDEL-MOTTALEB & LAMPRECHT (2011)
apresenta a adaptacdo do aparato | da USP, o método do cesto, combinado com a
utilizacdo de membranas de diélise, para a obtencéo dos perfis de liberacdo in vitro de
ibuprofeno a partir de diferentes nanocarreadores: lipossomas, nanoesferas e
nanocapsulas. Os resultados demonstram que o método proposto é sensivel,
reprodutivel e adequado para discriminar o perfil de liberacdo in vitro do farmaco
associado a diferentes sistemas nanoestruturados. Porém além do farmaco empregado
como modelo neste estudo ter uma solubilidade consideravel (14.69 g/L) no meio de
liberacdo utilizado no estudo (tampéo fosfato pH 7.4), as formulacbes apresentam
concentraces entre 2 e 5 mg mL™, o que no reflete a realidade de formulaces de
nanocépsulas lipidicas, que apresentam farmacos em concentra¢fes mais baixas (0.5 a
1 mg mL™.

Ainda, SIEVENS-FIGUEROA (2012) também apresentam a aplicacdo do
aparato IV da USP com sucesso, demonstrando o alto potencial discriminativo para
diferenciar o perfil de liberacdo in vitro de farmacos a partir de filmes produzidos com
microparticulas ou nanoparticulas de griseofulvina. Da mesma forma, neste estudo, as
suspensdes de nanocapsulas e microcapsulas, empregadas para a producao dos filmes,
apresentam altas concentragcfes de farmaco (em torno de 4% w/w).

Neste contexto, podemos afirmar que ndo ha na literatura cientifica, até o
presente momento, trabalhos que contemplem o desenvolvimento de métodos para a
avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos a partir de nanocapsulas de ndcleo lipidico,
associando a renovacdo continua de meio de liberacdo (sistema aberto) e a técnica de

dialise.
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4.1 Apresentacao

Nos ultimos anos a nanotecnologia tem recebido grande atencdo na area
farmacéutica, devido as vantagens da utilizacdo de sistemas contendo farmacos ou
ativos associados a carreadores nanoestruturados, no controle da liberacdo de
substancias, quando incorporados a sistemas destinados a aplicacfes na terapéutica e
na cosmética (GUTERRES et al., 2009; PAESE et al., 2009; POHLMANN et al.,
2013).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um nanomedicamento
dermatolégico, um hidrogel contendo propionato de clobetasol associado a
nanocapsulas de nucleo lipidico, destinado ao tratamento de dermatite de contato
(FONTANA et al., 2011). Esse sistema foi capaz de promover um maior controle da
liberacdo do farmaco em relacdo ao sistema convencional, contendo o farmaco livre;
além disso, foi capaz de promover uma maior eficdcia in vivo no tratamento de
dermatite de contato empregando um modelo animal; também preveniu o dano
tecidual observado através de marcadores de estresse oxidativo e analises histoldgicas
(FONTANA et al., 2011; JAQUES et al., 2012) .

O incremento da resposta in vivo foi observado quando os tratamentos dos
animais que apresentavam dermatite de contato foram conduzidos, considerando um
intervalo de 48 horas entre as aplicagdes das formulagbes (nanomedicamento ou
controles), durante cinco dias (FONTANA et al., 2011).

Para compreender de que forma o sistema descrito € capaz de promover a
melhor resposta bioldgica, delineou-se, no presente trabalho, um estudo para avaliar a
permeacdo cutanea in vitro do propionato de clobetasol, empregando células de
difusdo de Franz a partir das formulacGes semissolidas contendo o farmaco livre ou
associado a nanocéapsulas de nucleo lipidico.

Os resultados deste estudo foram aceitos para a publicacdo, na forma de um

artigo, no periodico Journal of Nanoscience and  Nanotechnology.
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4.2 Manuscrito |

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa foram produzidos e
caracterizados hidrogéis de carbopol ultrez® contendo propionato de clobetasol
associado a nanocapsulas de nucleo lipidico. A atividade bioldgica desta formulacéo
foi atestada frente a um modelo de dermatite de contato em ratos, onde se observou o
incremento do efeito imunossupressor quando a formulagdo proposta foi empregada
para o tratamento dos animais, em comparacdo a um hidrogel contendo o farmaco na
forma livre.

A fim de investigar os fatores que contribuiram para o melhor desempenho do
hidrogel que continha o anti-inflamatorio esteroide associado a carreadores
nanoestruturados, no presente trabalho foram avaliados os perfis de permeacédo e
penetracdo cutanea das formulagcGes proposta (HG-LNC-CP) e controle (HG-CP).

Para isso, foi empregada a técnica de células de difusdo de Franz, utilizando,
como barreira limitante entre os compartimentos doadores e receptores das células de
difusdo, membranas de pele de abdémen de porcas.

Apbés 24 horas de experimento, ndo foram encontradas quantidades
significativas do propionato de clobetasol nos meios receptores das células de difuséo
de Franz, independente da formulacdo avaliada (HG-LNC-CP ou HG-CP). Esta
observacdo sugere que nao ha permeacdo do propionato de clobetasol, nas condicdes
avaliadas.

Considerando a penetracdo do farmaco, a nanoencapsulacdo do propionato de
clobetasol foi capaz de reduzir significativamente a quantidade do anti-inflamatorio
nas diferentes camadas da pele (estrato cérneo, epiderme vidvel e derme). Porém,
quando se compara a distribuicdo relativa do farmaco, ndo sdo identificadas diferencas
nos percentuais de propionato de clobetasol encontrados no estrato corneo, epiderme e
derme.

Os resultados observados neste trabalho sugerem que a encapsulacdo do
propionato de clobetasol é capaz de controlar temporalmente a liberacdo do farmaco a

partir do hidrogel e, consequentemente, reduzir as quantidades penetradas do farmaco
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nas camadas da pele. E importante salientar que, embora menores quantidades do
propionato de clobetasol sejam encontradas na epiderme viavel, local onde o farmaco
deve exercer o efeito farmacologico durante o tratamento da dermatite de contato, ndo
h& prejuizo na resposta biologica, demonstrada em trabalho publicado anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa. Ainda, uma menor quantidade do farmaco na derme
indica uma reducdo na possibilidade do anti-inflamatério esteroide ser absorvido
sistemicamente, 0 que pode contribuir para a minimizacdo dos efeitos adversos
relacionados a absorc¢éo sistémica nao desejada do propionato de clobetasol.

Este estudo reforca a potencial aplicagcdo do hidrogel contendo propionato de
clobetasol associado a nanocapsulas de nucleo lipidico (HG-LNC-CP) como um
promissor nanomedicamento dermatoldgico para o tratamento de doencas cutaneas.

O manuscrito gerado a partir do presente trabalho foi aceito em 14 de outubro
de 2013 para publicacdo no periodico Journal of Nanoscience and Nanotechnology na
forma de um artigo (Nanoencapsulation of Clobetasol Propionate Decreases Its
Penetration to Skin Layers Without Changing Its Relative Skin Distribution).

Por se tratar de material j& aceito para a publicacdo, este texto explicativo
substitui 0 manuscrito apresentado entre as paginas 47 e 64 da versdo completa desta
dissertacdo, atendendo a Resolucdo n° 002/2011 do Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, visando

preservar os direitos de publicacdo das editoras de periddicos cientificos.
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5.1 Apresentacao

No trabalho apresentado no capitulo | desta dissertacdo foram produzidos
hidrogéis contendo propionato de clobetasol associado a nanocapsulas de ndcleo
lipidico, desenvolvidos em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa
(FONTANA et al., 2011). No presente trabalho, no momento da caracterizacdo do
sistema, foram avaliados os perfis de liberacdo in vitro do farmaco a partir das
formulagdes semissolidas contendo o farmaco livre e encapsulado, empregando células
de difusdo de Franz e membranas sintéticas de diferentes composicdes e diametros de
poro.

Os perfis de liberagdo in vitro observados foram distintos para as diferentes
formulacdes em funcdo do tipo de membrana sintética utilizada para separar 0S
compartimentos receptores e doadores das células de difusdo. Este fato despertou
nosso interesse; entdo a literatura disponivel, sobre o desenvolvimento e caracterizacdo
de sistemas semissolidos contendo nanoparticulas poliméricas em sua composicao
(MARCHIORI et al.,, 2010; FONTANA et al.; 2011), foi consultada. Para nossa
surpresa, verificou-se uma lacuna no que diz respeito a padronizacdo das técnicas e
materiais empregados para a avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro de farmacos e
ativos associados a nanocapsulas poliméricas em formulagfes semissolidas.

E notoria a importancia da avaliacdo do perfil de liberacéo in vitro de farmacos
e ativos, a partir de sistemas nanoestruturados, como ferramenta para o
desenvolvimento e controle de qualidade destas formas farmacéuticas diferenciadas
(SCHAFFAZICK, et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010). Neste contexto, este
trabalho foi desenvolvido objetivando avaliar, através da combinacdo de diferentes
técnicas analiticas, o emprego de trés diferentes tipos de membrana como barreira
entre os compartimentos das células de difusdo de Franz, quando esta metodologia é
aplicada a obtencdo de perfis de liberacdo in vitro a partir de formas farmacéuticas
semissolidas contendo nanoparticulas poliméricas.

Os resultados deste estudo foram submetidos, na forma de um artigo, ao

periédico Current Nanoscience e 0 manuscrito encontra-se sob avaliacao.
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5.2 Manuscrito 11

A técnica de células de difusdo de Franz é comumente empregada para a
avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro de farmacos associados a nanocarreadores
poliméricos incorporados em formas farmacéuticas semissolidas. Porém, até o
presente momento, ndo haviam relatos na literatura de estudos que apontassem qual(is)
seria(m) a(s) membrana(s) sintética(s) adequada(s) para atuar(em) como barreira
limitante entre os compartimentos doadores e receptores das células de difusdo de
Franz, quando hidrogéis contendo ativos associados a nanocapsulas poliméricas sdo
avaliados.

No presente trabalho avaliamos a adequabilidade de trés membranas sintéticas
de diferentes composi¢des e tamanhos de poro, para a avaliagdo da liberagdo in vitro
do propionato de clobetasol nanoencapsulado incorporado em hidrogéis de carbopol
ultrez®.

Foram avaliados os perfis de liberagdo in vitro do propionato de clobetasol, a
partir da formulacdo acima mencionada, empregando a técnica de células de difusédo
de Franz, utilizando membranas de acetato de celulose (0.45 um de tamanho de poro),
policarbonato (0.05 um de tamanho de poro) e membranas de didlise (12 kDa de cut
off).

Observou-se que para um mesmo tempo de experimento (16 horas) menores
quantidades do propionato de clobetasol sdo encontradas nos meios receptores das
células de difusdo, quando membranas de diélise sdo empregadas. Em contrapartida,
quantidades intermediarias do farmaco sdo obtidas quando membranas de acetato de
celulose s@o utilizadas e maiores quantidades sdo encontradas quando usam-se
membranas de policarbonato, demonstrado a influéncia da selecdo da membrana
sintética na construcdo do perfil de liberacédo in vitro do farmaco.

Como hipotese para justificar as diferencas observadas em relagdo as
concentracfes do farmaco que atingem os meios receptores das células de difusdo de
Franz, para uma mesma formulacdo avaliada, variando-se apenas as membranas

sintéticas empregadas na técnica, sugerimos gque nanocapsulas integras poderiam estar
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atravessando as membranas de maior tamanho de poro (acetato de celulose e
policarbonato) em direcdo aos meios receptores. Isto ocasionaria uma superestimacgéo
do farmaco liberado.

Através da analise morfolégica das membranas sintéticas (microscopia
eletronica de varredura), observou-se que o tamanho e a irregularidade dos poros
observados nas membranas de acetato de celulose e policarbonato possibilitariam a
passagem de nanocapsulas dos hidrogéis para os meios receptores das células de
difuséo.

Pela combinacdo de técnicas de espalhamento de luz dindmico e microscopia
eletronica de transmissdo, confirmou-se a presenca de nanocépsulas integras no meio
receptor das células de Franz, quando membranas de policarbonato ou acetato de
celulose foram empregadas para a conducdo da avaliacdo da liberacdo in vitro do
propionato de clobetasol, corroborando nossa hipotese. Diferentemente, quando
membranas de dialise foram empregadas, ndo houveram indicios da presenca de
nanocapsulas integras nos meios receptores.

A partir da analise global dos resultados observados, podemos sugerir que as
membranas de dialise (12 kDa) devem ser as membranas de primeira escolha para a
avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos a partir de formas farmacéuticas
semissolidas contendo ativos associados a nanocapsulas poliméricas.

O manuscrito gerado a partir do presente trabalho foi submetido ao periédico
Current Nanoscience na forma de um artigo e encontra-se sob avaliagéo.

Por se tratar de material submetido a publicacdo, este texto explicativo substitui
0 manuscrito apresentado entre as paginas 69 e 94 da versdo completa desta
dissertacdo, atendendo a Resolugcdo n° 002/2011 do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, visando

preservar os direitos de publicacdo das editoras de periddicos cientificos.
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6.1 Apresentagao

A partir das observacOes realizadas no trabalho anterior, atentamos para outra
questdo bastante relevante na caracterizagdo de sistemas compostos por farmacos
associados a nanocapsulas de nucleo lipidico: a inexisténcia de regulamentacbes
oficiais e consenso cientifico acerca das técnicas empregadas para a obtencao do perfil
de liberacdo in vitro de farmacos e ativos associados a nanoparticulas poliméricas
(FERRONATO et al., 2010).

Diversas sdo as técnicas empregadas para a obtencdo do perfil de liberacdo in
vitro de substancias associadas a carreadores nanoestruturados: ultrafiltracdo-
centrifugacdo, dialise convencional, dialise reversa, microdidlise. Cada técnica
apresenta vantagens e desvantagens descritas na literatura cientifica (HITZMAN et al.,
2005; FERRONATO et al., 2010; MORENO-BAUTISTA & TAM, 2011; XU et al.,
2012). Dentre as técnicas mencionadas, a dialise convencional ainda é uma das mais
comumente empregadas para a caracterizacdo de sistemas compostos por substancias
associadas a nanocapsulas poliméricas.

Recentemente, alguns trabalhos tém investigado a utilizacdo de aparatos de
dissolucdo descritos nas farmacopeias, adaptados para a obtencdo do perfil de
liberacdo in vitro de substancias a partir de sistemas nanoestruturados (HENG et al.;
2008; BHARDWAJ & BURGESS, 2010; ABDEL-MOTTALEB & LAMPRECHT,
2011; SIEVENS-FIGUEROA et al., 2012; ESPOSITO et al., 2013). Dentre as diversas
abordagens, a utilizacdo do aparato 1V, as células de difusdo, que consiste em um
sistema que possibilita a renovagédo constante do meio de liberacdo empregado, tem se
mostrado promissora para a obtencdo de perfis de liberacdo de farmacos a partir de
carreadores nanométricos (HENG et al., 2008; BHARDWAJ & BURGESS, 2010;
SIEVENS-FIGUEROA et al., 2012).

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo propor um novo sistema
para a obtencéo dos perfis de liberacdo in vitro de farmacos associados a nanocapsulas
de nucleo lipidico, associando as vantagens da técnica convencional de dialise e o

fluxo continuo de meio de liberacdo, investigando quais as vantagens analiticas e
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metodoldgicas do sistema proposto em relacdo ao sistema convencional de dialise
comumente utilizado.

Os resultados deste trabalho deverdo ser submetidos a um periddico a ser
definido.
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6.2 Manuscrito 111

No presente trabalho foi proposta uma nova abordagem para a avaliagdo da
liberacdo in vitro de farmacos associados a nanocapsulas de nucleo lipidico. Um
sistema combinando renovacdo constante de meio de liberacdo e sacos de didlise foi
desenvolvido para avaliar o perfil de liberacdo in vitro de diferentes suspensées de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo prednisolona ou propionato de clobetasol
como farmacos modelos.

O sistema proposto consiste em um aparato de vidro, com capacidade para
aproximadamente 220 mL de meio de liberacdo, onde com o auxilio de uma bomba
peristaltica, o meio de liberacdo é constantemente renovado durante todo o
experimento. Sacos de dialise contendo 5 mL das formulagdes de nanocépsulas de
propionato de clobetasol, prednisolona, ou formulagGes controles, contendo os
farmacos em suas formas livres (solugdes) foram mantidas no interior do aparato de
vidro, sob condi¢des controladas de temperatura e agitacdo magnética.

Para fins comparativos, foram conduzidos estudos de liberacdo in vitro com as
mesmas formulagGes acima mencionadas, empregando a técnica convencional de
sacos de dialise, em condi¢Ges experimentais similares.

Foi possivel discriminar os perfis de liberacdo in vitro da prednisolona e do
propionato de clobetasol nanoencapsulados das solucBes dos respectivos farmacos
tanto quando o sistema de fluxo continuo foi empregado, quanto quando a técnica
convencional de didlise foi utilizada. Este resultado demonstra que o emprego da
técnica proposta ndo traz prejuizos ao poder discriminativo entre formulac6es, quando
estudos de liberagdo in vitro sdo conduzidos, tanto para farmacos com baixa eficiéncia
de encapsulacdo, como a prednisolona, quanto para farmacos com alta eficiéncia de
encapsulacdo, como o propionato de clobetasol.

Como vantagens do sistema de fluxo continuo, proposto neste estudo,
observamos que a estratégia foi capaz de melhorar a condi¢do sink quando as
diferentes formulacBes foram avaliadas, mantendo a concentracdo dos farmacos no

meio de liberacdo mais afastadas da concentracdo de saturacdo em comparacdo a
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técnica convencional de dialise. Esta observacao € atribuida a renovacéo constante do
meio de liberacdo, empregada na técnica proposta.

Ainda, pode-se observar que quando o sistema de fluxo continuo é utilizado
para a avaliacdo da liberagdo in vitro de farmacos associados a nanocépsulas de nucleo
lipidico, problemas associados a erros durante a amostragem (coletas em diferentes
zonas do meio de liberacdo) podem ser facilmente eliminados, visto que, no sistema
proposto a coleta € realizada de forma constante e sem a interferéncia do analista
durante todo o protocolo experimental.

O sistema de fluxo continuo, proposto neste estudo, apresenta importantes
vantagens analiticas e metodologicas para a avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos
a partir de sistemas nanoestruturados. Ainda, podemos considera-lo um protétipo de
aparato automatizado para a realizacdo da avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos
associados a nanocapsulas poliméricas.

Por se tratar de material & ser submetido para a publicacdo, este texto
explicativo substitui 0 manuscrito apresentado entre as paginas 99 e 138 da versdo
completa desta dissertacdo, atendendo a Resolucdo n° 002/2011 do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

visando preservar os direitos de publicacdo das editoras de periddicos cientificos.
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A partir dos resultados observados nos manuscritos apresentados nesta
dissertacdo, foi possivel compreender o impacto da associacdo de um corticosteroide
de uso tdpico, o propionato de clobetasol, a nanocapsulas de ndcleo lipidico,
integrando um nanomedicamento inovador, quando avaliada in vitro a permeacéo
cutanea do farmaco a partir desta forma farmacéutica.

Ficou bastante claro que, quando associado as nanocapsulas de nucleo lipidico,
0 propionato de clobetasol é liberado gradativamente da forma farmacéutica
semissolida e que quantidades menores do farmaco atingem as diferentes camadas da
pele em relacdo a forma farmacéutica convencional, contendo o farmaco em sua forma
livre; ainda, observou-se que a associa¢do do farmaco ao nanocarreador, neste caso,
ndo alterou a forma como o ativo se distribui entre o estrato corneo, epiderme e derme,
ou seja, a distribuicdo percentual, ou ainda, as propor¢fes do farmaco nas diferentes
camadas da pele ndo sdo alteradas pela nanoencapsulacao.

Também a partir das investigacbes conduzidas neste trabalho foi possivel
sugerir que a membrana de dialise (12 kDa) deve ser a membrana sintética de primeira
escolha para a realizacdo de estudos de liberagdo in vitro de farmacos associados a
nanocépsulas poliméricas contidas em formulagfes semissolidas, quando a técnica de
células de Franz é utilizada.

Foram empregadas nos estudos membranas de dialise, 12 kDa de cut-off,
policarbonato, tamanho de poro de 0,05 um e acetato de celulose, tamanho de poro de
0,45 um, sendo estes tamanhos de poro declarados pelos fabricantes. Demonstrou-se
pela combinacdo de diferentes técnicas analiticas que, dentre as membranas sintéticas
analisadas com diferentes composicdes e diferentes caracteristicas, a membrana de
dialise foi a Unica capaz de evitar a passagem de nanoparticulas da formulacéo para o
meio receptor das células de Franz, evitando assim a superestimacao da quantidade de
farmaco liberado em funcdo do tempo.

Este trabalho, particularmente, é de grande contribuicdo cientifica uma vez que
ndo ha nenhum outro trabalho descrito na literatura que avalie 0s materiais
empregados para a obtencdo dos perfis de liberacdo in vitro de farmacos associados a
nanoparticulas poliméricas em formulagdes semissdlidas, usando o método de células

de difusdo de Franz.
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Por fim, um novo método proposto para a realizacdo de estudos de liberacéo in
vitro de farmacos associados a nanocapsulas de ndcleo lipidico mostrou-se adequado.
A combinagdo entre a técnica convencional de diélise e a constante renovagdo do meio
de liberacdo agregou vantagens analiticas e metodologicas para a realizacdo dos
estudos de liberacdo in vitro frente a técnica convencional de dialise.

O desenho de um aparato de liberacdo, produzido racionalmente para a
realizacdo deste estudo, foi eficiente para a obtencdo de perfis de liberacdo de
farmacos associados de diferentes formas as nanocapsulas poliméricas. Além disso, 0
sistema como um todo pode ser descrito como um protétipo semi-automatizado para a

realizacdo de estudos de liberacdo in vitro a partir de nanocéapsulas poliméricas.

142



8. CONCLUSAO







DIEGO F. ANDRADE CONCLUSAO

Ha reducdo na quantidade de propionato de clobetasol nas diferentes camadas da
pele (estrato corneo, epiderme viavel e derme) quando o farmaco é associado a
nanocéapsulas de ntcleo lipidico e incorporado em um hidrogel de carbopol ultrez®,
em relacdo ao hidrogel contendo o propionato de clobetasol em sua forma livre;
N&o h& alteracdo na distribuicdo percentual do propionato de clobetasol nas
diferentes camadas da pele (estrato corneo, epiderme viavel e derme) quando o
farmaco é associado a nanocapsulas de nucleo lipidico e incorporado em um
hidrogel de carbopol ultrez®, em relagdo ao hidrogel contendo o propionato de
clobetasol em sua forma livre;

Membranas de dialise (12 kDa de cutoff) podem ser consideradas membranas
sintéticas adequadas para a avaliacdo da liberacdo in vitro de farmacos a partir de
hidrogéis contendo farmacos nanoencapsulados, quando a metodologia de células
de difusdo de Franz é empregada;

O aparato proposto nesta dissertacdo, combinando sacos de dialise e fluxo continuo
de meio de liberagdo demonstrou-se adequado para a avaliagéo da liberacéo in vitro
de farmacos a partir de nanocapsulas de nucleo lipidico;

O aparato proposto nesta dissertacdo pode ser empregado como estratégia para a
manutencdo da condicdo sink em estudos de liberagdo in vitro a partir de
suspensdes contendo farmacos associados a nanocapsulas de nucleo lipidico;
Ainda, o aparato proposto nesta dissertacdo pode ser considerado um prot6tipo de
aparato automatizado para a realizacdo de estudos de liberacdo in vitro de farmacos

a partir de nanocapsulas poliméricas.
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