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RESUMO 
	

DAMASCENO, Tamara Ângelo de Oliveira Santos. Combinação de nanocarreadores 
lipídicos e métodos físicos para retenção de propionato de clobetasol em folículos pilosos. 
Brasília, 2018. 117 f. Tese (Doutorado em Ciências Farmacêuticas) – Faculdade de Ciências 
da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2018.  
 
O propionato de clobetasol (CLO) é um glicocorticoide usado no tratamento de várias doenças dermatológicas, 

como eczema e psoríase. Estudos recentes sugerem sua aplicação também a desordens do couro cabeludo e 

cabelo causadas por inflamação. Em tais condições, os folículos pilosos (FP) não são apenas sítio-alvo, mas 

também podem atuar como reservatórios de fármacos. Portanto, um tratamento capaz de direcionar o fármaco 

especificamente para o FP poderia resultar em maior eficácia e segurança quando comparado aos medicamentos 

orais ou tópicos tradicionais. Uma das estratégias para o direcionamento aos FP é o uso de formulações contendo 

nanopartículas lipídicas. Outra abordagem promissora é a aplicação de métodos físicos para promoção da 

permeação. O objetivo deste estudo foi desenvolver um nanossistema e observar sua eficácia combinando 

diferentes técnicas para aumentar a retenção de CLO no FP. Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

foram produzidos com CLO 0,05%. As partículas foram caracterizadas em termos de tamanho, PdI, potencial 

zeta, estabilidade e efeito TEWL. Os experimentos de liberação do fármaco e permeação cutânea in vitro foram 

conduzidos utilizando células de difusão de Franz. A penetração do fármaco em diferentes camadas da pele foi 

avaliada após aplicação passiva de CLN e após o uso de irradiação infravermelha (IV), ultrassom (US) ou 

massagem. A remoção diferencial recuperou o CLO do estrato córneo (EC), FP e pele remanescente (PR) e o 

fármaco foi quantificado por um método HPLC-UV validado. Formulação de CLN contendo corante 

fluorescente foi produzida e sua penetração cutânea foi observada por microscopia confocal. Os CLN obtidos 

apresentaram tamanho em torno de 180 nm, com PdI abaixo de 0,2 e potencial zeta negativo. A formulação 

apresentou estabilidade por 30 dias sob refrigeração e não causou qualquer dano nos testes de TEWL. As 

partículas demonstraram liberação prolongada do fármaco por mais de 3 dias. O CLN foi capaz de aumentar a 

retenção folicular de CLO cerca de 4,5 vezes em comparação com uma solução hidroalcoólica de CLO. Em 

comparação a um creme comercial, estes valores atingiram cerca de 40 vezes. Imagens de microscopia confocal 

confirmaram que o CLN favoreceu a retenção folicular. A aplicação de CLN seguida de IV não mostrou 

benefícios em termos de direcionamento ao FP. Após o tratamento com US, a retenção de CLO aumentou tanto 

para FP como para PR, em comparação com a exposição passiva de CLN. O uso de massagem resultou em mais 

que o dobro da quantidade de CLO no FP em relação à aplicação passiva de CLN. O CLO não foi observado no 

meio receptor para nenhum dos tratamentos realizados, indicando que o fármaco foi retido nas camadas da pele. 

A formulação desenvolvida mostrou grande potencial para direcionar o CLO para o FP. A combinação de 

aplicação de CLN com massagem demonstrou ser uma boa abordagem para melhorar a retenção folicular de 

CLO. O uso das estratégias apresentadas pode possibilitar a redução da dose e da frequência de aplicação do 

medicamento, resultando em maior segurança e eficácia para os pacientes. 

 

Palavras-chave: tecnologia farmacêutica, nanotecnologia, dermatologia, permeação cutânea.  
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ABSTRACT 
	

DAMASCENO, Tamara Ângelo de Oliveira Santos. Combinação de nanocarreadores 
lipídicos e métodos físicos para retenção de propionato de clobetasol em folículos pilosos. 
Brasília, 2018. 117 f. Tese (Doutorado em Ciências Farmacêuticas) – Faculdade de Ciências 
da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2018.  
 
Clobetasol propionate (CLO) is a glucocorticoid used to treat several dermatological diseases such as eczema 

and psoriasis. Recent studies suggest its application also to inflammatory-caused scalp and hair disorders. In 

such conditions hair follicles (HF) are not only target site, but also can act as drug reservoirs. Therefore, a 

treatment capable to provide a specific drug delivery into the HF could result in higher effectiveness and safety 

when compared to oral or traditional topical medications. One of the strategies for HF targeting is the use of 

formulations containing lipid-based nanoparticles. Another promising approach is the application of physical 

methods for penetration enhancement. The aim of this study was to develop a nanosystem and observe the 

efficacy of combining different techniques to increase CLO retention in the HF. Nanostructured lipid carriers 

(NLC) were produced with CLO 0.05%. Particles were characterized in terms of size, PdI, zeta potential, 

stability and TEWL effect. Drug release experiments and in vitro skin permeation were conducted using Franz 

diffusion cells. Drug penetration in different skin layers was evaluated after passive NLC application and after 

the use of infrared irradiation (IR), ultrasound (US) or massage. Differential tape stripping recovered CLO from 

stratum corneum (SC), HF and remaining skin (RS) and the drug was further quantified by a validated HPLC-

UV method. NLC containing fluorescent dye were produced and their cutaneous penetration was observed by 

confocal microscopy. Obtained NLC presented sizes around 180 nm, with PdI below 0.2 and negative zeta 

potential. The formulation presented stability for 30 days under refrigeration and did not show any harm in 

TEWL tests. Particles demonstrated sustained drug release for more than 3 days. NLC were capable of increase 

CLO follicular retention about 4.5 times compared to CLO hydroalcoholic solution. In comparison to a 

commercial cream, these values reached about 40 times. Confocal images confirmed NLC favoured follicular 

delivery. NLC application followed by IR showed no benefit in terms of drug delivery. After US treatment, CLO 

retention increased for both HF and RS, compared to passive NLC exposition.  Use of massage resulted in more 

than double the amount of CLO in the HF in relation to NLC passive application. CLO was not observed in the 

acceptor medium for any of the performed treatments, indicating that the drug was retained in the skin layers. 

The developed formulation showed great potential for delivering CLO to HF. The combination of NLC 

application with massage seems to be a good approach to enhance CLO follicular retention. The use of the 

presented strategies could enable the reduction of dose and frequency of drug application resulting in increased 

safety and efficacy for the patients.  

 

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

Patologias inflamatórias dermatológicas relacionadas ao pelo e couro cabeludo vêm 

sendo tratadas há décadas com corticosteroides orais e tópicos (HABIF et al., 2017). 

Entre os fármacos em estudo está o propionato de clobetasol (CLO). Devido a seus 

efeitos vasoconstritores, anti-inflamatórios, imunossupressores e antiproliferativos, o fármaco 

age combatendo reações autoimunes, em que as células são atacadas por linfócitos 

(COTSARELIS; MILLAR, 2001; UCAK et al., 2012; LANGASCO et al., 2018). Entretanto, 

apesar dos estudos apontarem a aplicação tópica como mais indicada, são observados efeitos 

adversos locais e há a possibilidade de haver absorção sistêmica, que pode levar a efeitos 

adversos a longo prazo (LENANE et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; STRAZZULLA et al., 

2018).  

Por esse motivo, faz-se necessário o desenvolvimento de uma formulação que diminua 

os efeitos adversos e aumente a efetividade do tratamento. Esses requisitos podem ser 

alcançados por meio de nanossistemas, direcionando-se o CLO especificamente para o 

folículo piloso (FP), o qual pode servir como local de entrada e armazenamento, promovendo 

liberação controlada e prolongada do fármaco (NAFISI; MAIBACH, 2018). Assim, a 

utilização de nanopartículas contendo CLO capazes de possibilitar sua retenção folicular 

apresenta-se como uma estratégia promissora.  

Adicionalmente, o uso combinado de métodos físicos tais como irradiação 

infravermelha (IV), ultrassom (US) e aplicação de massagem pode promover uma maior 

penetração e retenção dessas nanopartículas no FP, possibilitando a redução da frequência de 

aplicações necessárias, a redução da absorção sistêmica e, consequentemente, a redução de 

efeitos adversos (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016). 

Assim, o objetivo desse trabalho foi produzir uma formulação contendo CLO, que 

propicie o acúmulo do fármaco no FP, e avaliar a aplicação de métodos físicos ao sistema 

visando melhorar a eficácia da terapia tópica com esse fármaco. Desse modo, os resultados 

deste trabalho podem possibilitar a produção de um medicamento potencial para patologias 

inflamatórias associadas à pele, pelo e couro cabeludo e um protocolo de aplicação que seja 

mais eficaz e mais seguro que os existentes atualmente, representando um impacto 

significativo para os pacientes e para o mercado farmacêutico. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 A pele 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano, corresponde a cerca de 16% do seu peso e 

atua como interface entre o ambiente e o corpo. Sua principal função é servir de barreira à 

perda de água e à penetração de substâncias potencialmente prejudiciais ao organismo 

(PASPARAKIS; HAASE; NESTLE, 2014; NAFISI; MAIBACH, 2018). Ela consiste 

basicamente de três camadas: epiderme, derme e hipoderme ou camada subcutânea (Figura 

2.1). 

 

 

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

 

A epiderme é a camada mais estreita e é constituída por células, chamadas 

queratinócitos, que se diferenciam da camada basal (ou germinativa), mais interna, até o 

estrato córneo (EC), camada mais superficial. Abaixo do EC está a epiderme viva ou 
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epiderme viável, composta de estrato granuloso, estrato espinhoso e camada basal, que tem 

como função renovar o EC. Na diferenciação, as células tornam-se mais achatadas, perdem o 

núcleo e o citoplasma, passam por um processo de queratinização e possuem menos 

desmossomos conectando-as às células adjacentes. No espaço entre as células do EC, também 

chamadas corneócitos, encontram-se diversos lipídios, incluindo ceramidas, triglicerídeos, 

colesterol e ácidos graxos. É o EC que confere à pele a capacidade de limitar a penetração de 

substâncias (HAFTEK; TEILLON; SCHMITT, 1998; BARUA; MITRAGOTRI, 2014). 

A derme é entre 10 e 20 vezes mais espessa que a epiderme. Essa camada é rica em 

matriz extracelular constituída de colágeno e elastina e possui função mecânica e estrutural, 

conferindo elasticidade, flexibilidade e resistência à pele. Já a hipoderme é constituída de 

tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, vasos sanguíneos e nervos. Sua principal função é 

atuar como reserva de energia e proporcionar sensações táteis, vibráteis e amortecimento do 

corpo. A pele apresenta, ainda, apêndices cutâneos, como unhas, glândulas sebáceas, 

glândulas sudoríparas e FP (CEVC et al., 1996; MONTENEGRO et al., 2016; NAFISI; 

MAIBACH, 2018).  

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

qual compreende a epiderme viável e derme. 

 

2.1.1 Pelos e cabelos 

 

Pelos são anexos cutâneos filiformes, formados por células queratinizadas e são 

característicos dos mamíferos. Nos humanos, eles têm funções como: proteger da luz solar 

direta, coletar informações sensoriais e diminuir o atrito em regiões como axilas e órgãos 

sexuais (JAIN; DE-EKNAMKUL, 2014; JÖNSSON et al., 2017).  

A atividade cíclica do FP passa por três fases. A fase anágena dura entre dois e seis 

anos e é a fase de crescimento, na qual há uma grande atividade mitótica e as células tornam-

se queratinizadas. A fase catágena dura cerca de duas semanas e é aquela em que o 

crescimento cessa e a matriz capilar regride. Por fim, na fase telógena, que dura de três a 

quatro meses, há a queda do cabelo, dando início a um novo ciclo. Cerca de 100 fios de 

cabelo caem por dia. Em geral, a concentração de fios na fase anágena é de 85-95%, na 

catágena de menos de 1% e na telógena de 4-14% (ROOK, 1965; HIGGINS; CHRISTIANO, 

2014; JAIN; DE-EKNAMKUL, 2014).  

Investigações das alterações no ciclo evolutivo do cabelo podem ser de grande valor, 

visto que os cabelos exercem um importante papel psicossocial, por estarem diretamente 
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ligados à cultura e à autoimagem (COTSARELIS; MILLAR, 2001). Pessoas com perda de 

cabelo relatam impacto significativo em sua qualidade de vida, uma vez que a condição pode 

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

(WILLIAMSON; GONZALEZ; FINLAY, 2001). 

 

2.1.2 Patologias inflamatórias associadas à pele, pelo e couro cabeludo 

 

Além da função de barreira mecânica, a pele atua, também, como barreira 

imunológica, defendendo o corpo contra infecções. A homeostase imune é garantida devido 

ao equilíbrio entre camadas de células da pele, células de defesa e microorganismos que 

colonizam a superfície da pele e os anexos cutâneos (Figura 2.1). O desequilíbrio desse 

sistema favorece o surgimento de patologias inflamatórias dermatológicas (PASPARAKIS; 

HAASE; NESTLE, 2014). Dentre as doenças inflamatórias cutâneas mais comuns, podem-se 

citar eczema, psoríase, líquen, dermatite atópica e dermatite seborreica. Condições 

especificamente relacionadas ao pelo e couro cabeludo incluem alopecia areata, alopecia 

fibrosante frontal, psoríase do couro cabeludo e líquen planopilaris (HABIF et al., 2017). 

Alopecia é o termo geral para descrever a diminuição excessiva de pelos e atinge um 

grande percentual da população (COTSARELIS; MILLAR, 2001). Alguns estudos apontam 

que mais de 50% dos homens na faixa de 30 a 50 anos apresentam diminuição dos cabelos 

(ROGERS; AVRAM, 2008; HIGGINS; CHRISTIANO, 2014). Essa condição também parece 

afetar entre 15 e 30% das mulheres acima de 30 anos, chegando a mais de 80% para mulheres 

na pré-menopausa (BIRCH; MESSENGER; MESSENGER, 2001). 

Especificamente, a alopecia areata é uma patologia de etiologia complexa, que 

envolve a perda de cabelo desigual no couro cabeludo. O principal mecanismo relaciona-se a 

reações autoimunes, em que as células do bulbo em anagênese são atacadas por linfócitos. Ela 

se manifesta como lesões não cicatriciais, arredondadas ou ovais e com bordas bem definidas. 

Esta patologia pode evoluir para perda de cabelo de todo o couro cabeludo (alopecia totalis) 

ou para a progressão extrema, resultando em ausência completa de pelos em todo corpo 

(alopecia universalis) (AHMAD, 1998; LEW; SHIN; SIM, 2009; ABRAHAM; TORRES; 

AZULAY-ABULAFIA, 2010; TRÜEB; DIAS, 2018). 

Já a alopecia fibrosante frontal caracteriza-se como uma recessão cicatricial 

progressiva da linha frontal e temporal do cabelo. A região apresenta-se mais pálida que o 

restante da pele. A histoquímica revela infiltração linfocítica perifolicular com fibrose na 

região do istmo e infundíbulo (MORENO-RAMÍREZ; MARTÍNEZ, 2005). 
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Psoríase é uma inflamação crônica imunomediada, que se manifesta como placas 

eritematoescamosas avermelhadas, tanto no corpo quanto no couro cabeludo, que podem se 

apresentar como descamações esbranquiçadas leves, até espessamento severo das placas 

(MAZZOTTA et al., 2007; LANGASCO et al., 2018; RAJABI-ESTARABADI et al., 2018). 

A manifestação no couro cabeludo acomete cerca de 79% dos pacientes. Sua histopatologia 

revela infiltração de células imunes, principalmente linfócitos T CD4+ e CD8+, bem como 

células dendríticas (JALES et al., 2012). 

Por fim, líquen planopilaris é uma desordem cutânea crônica, mediada por linfócitos, 

que acomete os FP, destruindo-os. Pode ser observada em diferentes áreas do corpo, com 

progressiva inflamação, eritema perifolicular, hiperqueratinose, descamação e perda de pelos. 

Sensação de dor, coceira e ardor podem também estar associados (CHIEREGATO et al., 

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

 

2.2 Propionato de clobetasol  

 

O CLO (Figura 2.2), é um fármaco glicocorticoide análogo da prednisolona e tem 

como sinônimos: 9α-flúor-21-cloro-11β-hidróxi-16β-metilpregna-3,20-diona-1,4-dieno-17α-

propionato; clobetasol 17-propanoato; clobetasol 17-propionato; 21-cloro-9-fluoro-11β,17-

dihidroxi-16β-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona 17-propionato; pregna-1,4-dieno-3,20-diona, 

21-cloro-9-fluoro-11-hidroxi-16-methil-17-(1-oxopropoxi)-, (11β,16β)-; 21-Cloro-9-fluoro-

11β,17-dihidroxi-16β-methilpregna-1,4-dieno-3,20-diona 17-propionato [25122-46-7; 25122-

41-2]; e (1R,2S,10S,11S,13S,14R,15S,17S)-14-(2-cloroacetil)-1-fluoro-17-hidroxi-2,13,15-

trimethil-5-oxotetraciclo [8.7.0.0²,7.0¹¹,¹5] heptadeca-3,6-dien-14-il propanoato. Trata-se de 

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

 

 
Figura 2.2 Fórmula estrutural do propionato de clobetasol. 
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Este fármaco vem sendo usado há décadas, tanto de forma oral quanto tópica, para o 

tratamento de dermatoses (OLSEN; CORNELL, 1986; RÁCZ et al., 2013). O CLO é um dos 

esteroides mais potentes, com altos níveis de efetividade em casos de patologias 

dermatológicas inflamatórias (OLSEN; CORNELL, 1986; FELDMAN, 2005; FONTANA; 

BASTOS; BECK, 2010; BADILLI; ŞEN; TARIMCI, 2011; SENYIGIT; OZER, 2012; 

PANONNUMMAL; JAYAKUMAR; SABITHA, 2017; XIA et al., 2018). Atualmente 

demonstrou-se sua efetividade no tratamento tópico de condições que acometem os FP como 

alopecia areata, líquen planopilaris, alopecia fibrosante frontal e psoríase do couro cabeludo 

(TOSTI et al., 2003; FELDMAN, 2005; MAZZOTTA et al., 2007; KANG et al., 2008; 

SENYIGIT; OZER, 2012; UCAK et al., 2012; JALES et al., 2012; KRAGBALLE et al., 

2013; BANKA et al., 2014; LENANE et al., 2014; LAJEVARDI et al., 2015; JUNG et al., 

2017; TRÜEB; DIAS, 2018; LANGASCO et al., 2018). 

A atividade terapêutica dos corticosteroides se dá devido aos seus efeitos 

vasoconstritores, anti-inflamatórios, imunossupressores e antiproliferativos. Em patologias 

relacionadas ao FP, eles agem combatendo reações imunes, em que as células do bulbo são 

atacadas por linfócitos (COTSARELIS; MILLAR, 2001; UCAK et al., 2012; LANGASCO et 

al., 2018). 

Pesquisas indicam que a pomada de CLO a 0,05% sob oclusão é eficaz em induzir o 

crescimento do cabelo em pacientes com alopecia (Figura 2.3). Em estudos em que o fármaco 

foi aplicado em locais específicos, como metade do couro cabeludo, ocorreu regeneração do 

crescimento, demonstrando que a eficácia do tratamento é um resultado do efeito local do 

fármaco (TOSTI et al., 2003). 

 

 
Figura 2.3 Pacientes com alopecia universalis e alopecia totalis A) antes e B) após 2 meses de tratamento com 
pomada de propionato de clobetasol 0,05%, sob oclusão. Fonte: Tosti et al, 2003. Reproduzida mediante 
autorização. 
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Uma das grandes vantagens do CLO é a resposta mais prolongada em relação a outros 

esteroides tópicos (OLSEN; CORNELL, 1986). Estudos demonstram que, após 24 semanas 

de tratamento com creme de CLO a 0,05%, houve  redução significativa da área com perda de 

cabelo (96,5%) em comparação ao uso de hidrocortisona a 1,0% (LENANE et al., 2014). 

O CLO também apresenta resposta rápida no tratamento de algumas patologias, como 

a diminuição dos sintomas em 75% dos pacientes com psoríase do couro cabeludo, tratados 

com loção de CLO 0,05%, aplicado duas vezes diariamente, após apenas uma semana de uso 

do produto (RAJABI-ESTARABADI et al., 2018).  

No entanto, mesmo apesar das aplicações serem tópicas, efeitos adversos são 

frequentemente relatados, como prurido, foliculite e telangiectasia (UCAK et al., 2012; 

LENANE et al., 2014; PEREIRA et al., 2018; STRAZZULLA et al., 2018). Além disso, 

estudos sugerem que a possibilidade de absorção sistêmica do clobetasol pode contribuir para 

que a terapia seja associada a eventos adversos mais severos, como hipertensão, diabetes e 

síndrome de Cushing, principalmente em patologias como alopecia areata, em que o 

tratamento se faz por uso contínuo do fármaco (CARRUTHERS; AUGUST; STAUGHTON, 

1975; SCHÄCKE; DÖCKE; ASADULLAH, 2002; HENGGE et al., 2006; LENANE et al., 

2014; PEREIRA et al., 2018). Isso pode ocorrer especialmente em tratamentos no couro 

cabeludo, uma vez que essa é uma área amplamente vascularizada (LANGASCO et al., 2018). 

Outra insatisfação dos pacientes diz respeito às formulações usadas, pois cremes, pomadas e 

géis são de difícil aplicação no couro cabeludo, além de interferirem na estética dos cabelos 

(FELDMAN, 2005; SENYIGIT; OZER, 2012).  

Assim, a possibilidade de desenvolvimento de uma formulação com o potencial de 

direcionar a liberação do fármaco diretamente ao FP mostra-se mais vantajosa em relação à 

administração oral de corticosteroides ou à sua aplicação tópica tradicional, podendo levar à 

diminuição dos efeitos adversos, além da possibilidade de redução da dose. Adicionalmente, é 

necessário que a formulação não apenas direcione o acúmulo de fármaco no FP, mas que o 

faça de forma sustentada, de modo que o intervalo de administrações possa ser prolongado, 

resultando em aplicações menos frequentes e maior adesão dos pacientes. 

 

2.3 Vias de administração epidérmica e folicular 

 

Devido à sua ampla superfície, a pele representa uma via de administração atrativa, 

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

mais importante seja a proteção do organismo ao ambiente externo, ela não funciona como 
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barreira totalmente impermeável. Quando formulações tópicas são aplicadas, a depender de 

suas características físico-químicas, elas podem permanecer sobre a pele ou atravessar o EC. 

Atualmente, três vias de penetração são propostas (Figura 2.4): 1) a via intercelular, através 

das camadas de lipídios que cercam os corneócitos, 2) a via transcelular e 3) a via de 

penetração através de apêndices cutâneos e (PATZELT; LADEMANN, 2013).  
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Figura 2.4 Representação esquemática das possíveis vias de penetração cutânea: (1) via de penetração 
intercelular, em torno dos corneócitos, (2) via de penetração intracelular através dos corneócitos, (3) via de 
penetração folicular. Morfologia do folículo piloso: (A) região do infundíbulo, (B) antígenos próximos ao 
infundíbulo, (C) glândula sebácea, (D) segmento intermediário (istmo), (E) antígenos ao redor do bulbo. 
Adaptada de: Patzelt & Lademann, 2013. Reproduzida mediante autorização. 
 

 

Em diferentes regiões do corpo, os FP estão distribuídos de maneiras distintas. No 

antebraço, por exemplo, correspondem a cerca de 0,1% da área de superfície da pele, com 

densidade histológica de cerca de 18 FP/cm2. Por outro lado, essas invaginações representam 

mais de 10% da área total da cabeça, com densidade de até 615 FP/cm2 (BARTH, 1987; 

OTBERG et al., 2004). Estudos de permeação cutânea in vitro realizados com o bloqueio de 

FP demonstram a importância dessa via de penetração, fazendo com que possam servir como 

a principal via para fármacos aplicados topicamente (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 

2005; KNORR et al., 2009; LADEMANN et al., 2015; SANTOS et al., 2018). 

Adicionalmente, é importante ressaltar que o FP pode atuar como um reservatório do fármaco, 

o qual é liberado gradativamente do seu interior (BLUME-PEYTAVI et al., 2010).  

A depender de características do fármaco e da formulação, o transporte pode ser 

realizado pelo FP ou para o FP. Desse modo, esforços têm sido direcionados para o 
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desenvolvimento de formulações que permitam a penetração e armazenamento seletivos no 

próprio sítio-alvo terapêutico. Nesse contexto, a utilização da via folicular pode ser modulada 

através da aplicação de certas abordagens e entre elas está a utilização de nano e 

microssistemas (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; BLUME-PEYTAVI; VOGT, 

2011; LADEMANN et al., 2015; NAFISI; MAIBACH, 2018). 

 

2.4 Abordagens para aprimoramento da penetração de fármacos na pele 
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Figura 2.5 Principais estratégias utilizadas para o aprimoramento da permeação tópica e transdérmica de 
fármacos. Adaptado de: Borgheti-Cardoso et al., 2016. Reproduzido mediante autorização. 

 

 

Estratégias inovadoras para a administração tópica e transdérmica de fármacos podem 

ser basicamente divididas em dois tipos: métodos químicos e métodos físicos (Figura 2.5).  

No âmbito do primeiro tipo, a modificação de formulações por uso de 

potencializadores de penetração foi utilizada extensivamente nas últimas décadas. Contudo, 

devido a efeitos tóxicos, sensibilização, comprometimento da integridade da pele e baixa 

efetividade em alguns casos, outras alternativas têm sido buscadas (JOHN; LAUDAHN, 

1967; LASHMAR; HADGRAFT; THOMAS, 1989; FINNIN; MORGAN, 1999; SINHA; 

PAL KAUR, 2000). Assim, o uso de nano e microssistemas biocompatíveis tem 

revolucionado o tratamento dermatológico por aumentar a penetração do fármaco, ao mesmo 
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tempo em que promove liberação controlada e prolongada, além de atuarem como 

reservatório, diminuindo a necessidade de aplicações repetidas (NAAHIDI et al., 2013; 

ABDEL-MOTTALEB et al., 2014; NAFISI; MAIBACH, 2018). 

Já no âmbito dos métodos físicos, as tecnologias vêm avançando com o emprego de 

materiais mais seguros e dispositivos portáteis e fáceis de usar (MERINO; KALIA; GUY, 

2003; LADEMANN et al., 2007; GRATIERI et al., 2010; LOPEZ et al., 2011; POLAT et al., 

2011; PROW et al., 2011; TRAUER et al., 2014; SHAHZAD et al., 2015; BAROLET; 

CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; LEITE-SILVA et al., 2016; PORTANTIOLO LETTNIN 

et al., 2016; CANAVESE et al., 2018). 
 

2.4.1 Nano/Microssistemas de aplicação tópica 

 

Nanopartículas são estruturas com dimensão em nanoescala. Muito embora alguns 

autores limitem o uso do termo para partículas entre 1 e 100 nm, este termo vem sendo 

empregado para quaisquer partículas de até 500 nm ou mesmo até 1000 nm, quando passam a 

ser classificadas como micropartículas (SINGH et al., 2010; NAFISI; MAIBACH, 2018). 

Em preparações farmacêuticas, o uso de nano/microssistemas para encapsular 

substâncias pode agregar à formulação características importantes, como aumento de 

estabilidade (MANOSROI et al., 2008a, 2008b), mascaramento de características 

organolépticas indesejadas (DINGLER et al., 1999) e liberação prolongada de substâncias 

ativas (CEVC; VIERL, 2010). Além disso, as propriedades físico-químicas das partículas 

(ex.: tamanho, carga superficial, forma e hidrofilia) podem ser projetadas de modo a aumentar 

a liberação da substância ativa no sítio-alvo (RYMAN-RASMUSSEN; RIVIERE; 

MONTEIRO-RIVIERE, 2006; SONAVANE et al., 2008; LOPEZ et al., 2011; KIM et al., 

2013; NAFISI; MAIBACH, 2018). 

Micro e nanopartículas podem ter origem polimérica ou lipídica. Entre os de origem 

lipídica, as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e os carreadores lipídicos nanoestruturados 

(CLN) compreendem os sistemas mais explorados para administração dérmica de 

medicamentos e cosméticos, e essa tecnologia já vem sendo encontrada em produtos 

comerciais há alguns anos (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009; BELOQUI et al., 

2016). Eles são biocompatíveis e apresentam menor toxicicidade em relação a sistemas 

poliméricos (NAFISI; MAIBACH, 2018). As NLS são partículas matriciais compostas de 

lipídios sólidos e tensoativos dispersos em meio aquoso. Embora apresentem as vantagens 

citadas anteriormente, possuem algumas limitações, como expulsão do fármaco e agregação 
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de partículas durante armazenamento. Para superar esses obstáculos, foram desenvolvidos os 

CLN, a partir da incorporação de lipídios líquidos na matriz sólida da partícula. Além de 

aumentar a capacidade de carga de fármaco, os CLN demonstraram outras vantagens: maior 

estabilidade físico-química e melhor perfil de liberação dos componentes ativos (PARDEIKE; 

HOMMOSS; MÜLLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; PEREIRA et al., 2018; 

SOLEIMANIAN et al., 2018b).  

A pesquisa sobre a utilização de nano/micropartículas para a veiculação de fármacos 

no tratamento de afecções cutâneas que envolvem os FP tem se intensificado 

consideravelmente nos últimos anos (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; KIM; 

RUTKA; CHAN, 2010; GELFUSO et al., 2011; DELOUISE, 2012; VOGT; BLUME-

PEYTAVI, 2014; BELOQUI et al., 2016; LADEMANN et al., 2016; KANDEKAR et al., 

2018; PEREIRA et al., 2018). Estudos indicam que, com variação no tamanho de partícula, 

diferentes locais dentro do FP podem ser seletivamente alcançados. Nesse sentido, 

nanopartículas parecem alcançar maior penetração e retenção no FP em relação a 

micropartículas (PATZELT et al., 2011; PATZELT; LADEMANN, 2013). Adicionalmente, o 

FP pode servir como compartimento de armazenamento das partículas, o que permite uma 

exposição prolongada do sítio-alvo ao fármaco, além de atuar também como reservatório para 

liberação sustentada (OSSADNIK et al., 2006; PATZELT; LADEMANN, 2013; VOGT; 

BLUME-PEYTAVI, 2014).  

A literatura reporta alguns estudos de nano/microssistemas de CLO para penetração 

transdérmica de fármacos, visando ao tratamento de desordens cutâneas tais como psoríase e 

dermatites (HU et al., 2002; SCHÄFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007; 

LACARRUBBA et al., 2009; FONTANA; BASTOS; BECK, 2010; SENYIĞIT et al., 2010; 

LINGAN et al., 2011; SILVA et al., 2012; ALI et al., 2013; PATEL et al., 2013; ROTHER, 

2013; NAGAICH; GULATI, 2016). Recentemente, um grupo de pesquisa desenvolveu 

nanopartículas poliméricas de CLO e avaliou sua penetração através do FP (MATHES et al., 

2016). Contudo, há uma carência de mais relatos no desenvolvimento de diferentes sistemas 

contendo CLO com características específicas para retenção folicular.  

 

2.4.2 Métodos físicos para aumento da penetração cutânea de fármacos 

 

Outra abordagem para melhorar a penetração de fármacos na pele é a utilização de 

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

penetração de substâncias contidas em micro e nanopartículas através da pele. Alguns desses 
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métodos são microagulhas, microdermoabrasão, iontoforese, eletroporação, bombardeamento 

de micropartículas, sonoforese, radiofrequência e laser (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016). 

O mecanismo associado à maioria dos métodos físicos está relacionado a mudanças 

estruturais cutâneas, de modo a permitir que até mesmo partículas penetrem através da pele 

(BARUA; MITRAGOTRI, 2014). Dentre as técnicas que podem alterar temporariamente a 

pele, mas mantêm a sua integridade, destacam-se o uso de IV, US e aplicação de massagem. 

O uso de calor para aumentar a penetração cutânea começou a ser reportado 

experimentalmente na década de 60 (FRITSCH; STOUGHTON, 1963). Desde então, a 

modulação de temperatura tem sido usada para alterar a permeabilidade da barreira cutânea. 

As fontes de calor variam entre sauna, água quente, adesivos elétricos e dispositivos 

emissores de irradiação (SHAHZAD et al., 2015). A radiação IV (760 nm–1 mm) é uma das 

radiações eletromagnéticas emitidas pelo sol, juntamente com a radiação ultravioleta (200–

400 nm) e a luz visível (400–760 nm). A IV pode ser classificada em três bandas: IV-A (760–

1400 nm), IV-B (1400–3000 nm) e IV-C (3000 nm–1mm). Ela representa cerca de 54% da 

luz solar e pode atingir diferentes profundidades através da pele, com a IV-A alcançando o 

tecido subcutâneo e a IV-C as camadas mais superficiais (PORTANTIOLO LETTNIN et al., 

2016). Por esse motivo, fontes artificiais de IV vêm sendo utilizadas na terapêutica, tanto 

isoladamente quanto em conjunto com a administração tópica de fármacos (DOVER; 

PHILLIPS; ARNDT, 1989; TZUNG et al., 2009; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN, 

2016; TSAI; HAMBLIN, 2017). 

US é uma forma de energia mecânica definida como uma onda longitudinal em uma 

frequência acima da capacidade humana de audição (≥ 20 kHz). Essa onda é capaz de mover 

partículas através do meio em que se propaga. A utilização de US na terapêutica é conhecida 

como sonoforese ou fonoforese e classifica o US em baixa frequência (20–100 kHz) ou alta 

frequência (0,7–16 MHz). A faixa intermediária ainda não apresenta estudos substanciais para 

aplicação terapêutica (MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011). O uso do US 

para administração tópica de fármacos tem demonstrado melhora na penetração não só de 

substâncias ativas, como também de micro e nanopartículas (EL-KAMEL; AL-FAGIH; 

ALSARRA, 2008; DAHLAN; ALPAR; MURDAN, 2009; GOU et al., 2009; LOPEZ et al., 

2011; CANAVESE et al., 2018). 

Por fim, a massagem é um movimento mecânico de aplicação tópica de formulações 

que estimula a absorção cutânea de substâncias isoladas ou carreadas em partículas. Ela pode 

ser realizada manualmente ou utilizando-se dispositivos específicos e está relacionada a um 

aumento de temperatura na área aplicada, bem como a um favorecimento de penetração de 
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substâncias através do EC e dos apêndices cutâneos (LADEMANN et al., 2007; GRATIERI 

et al., 2010; PROW et al., 2011; TRAUER et al., 2014; LEITE-SILVA et al., 2016). 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi produzir uma formulação contendo CLO, que propicie o 

acúmulo do fármaco no FP, e avaliar a aplicação de métodos físicos, a fim de aumentar a 

eficácia do tratamento tópico de patologias associadas aos pelos, couro cabeludo e outras 

condições inflamatórias da pele. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Desenvolver e validar um método analítico capaz de quantificar o CLO extraído 

dos FP após experimentos de permeação cutânea in vitro; 

• Produzir um nanossistemas lipídico nanoestruturado contendo CLO, com 

características adequadas para retenção nos FP; 

• Caracterizar os nanossistemas e estudar sua estabilidade; 

• Avaliar a permeação cutânea in vitro do CLO a partir da formulação produzida; 

• Avaliar o efeito dos métodos físicos de irradiação IV, US com ou sem vibração 

mecânica e massagem manual aplicados ao sistema de nanopartículas em estudo. 
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4 SEÇÃO EXPERIMENTAL  
 

Com base nos objetivos, a seção experimental da tese foi organizada em três capítulos:  

 

• Capítulo 4.1: Desenvolvimento e validação de método analítico para quantificação do 

propionato de clobetasol em folículos pilosos e diferentes camadas da pele;  

• Capítulo 4.2: Produção de carreadores lipídicos nanoestruturados e avaliação da 

retenção de propionato de clobetasol no folículo piloso; 

• Capítulo 4.3: Aplicação de métodos físicos a nanossistema contendo propionato de 

clobetasol.  
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4.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA 

QUANTIFICAÇÃO DO PROPIONATO DE CLOBETASOL EM FOLÍCULOS 

PILOSOS E DIFERENTES CAMADAS DA PELE 

 

Trechos deste capítulo foram publicados em: 

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

Chromatographic method for clobetasol propionate determination in hair follicles and in 

different skin layers. Biomedical Chromatography, v. 31, n. e3804, p. 1-7, 2017. 

A reprodução nesta tese foi autorizada por meio da licença Copyright de número 

4330980180862. 

 

 

4.1.1 Introdução 

 

O desenvolvimento de formulações tópicas visando à retenção folicular do fármaco 

requer a utilização de um método analítico adequado para a sua quantificação seletiva nos FP 

e camadas da pele, após experimentos de permeação cutânea in vitro. 

Algumas metodologias para análise do CLO por HPLC (Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência, do inglês: High Performance Liquid Chromatography) são encontradas na 

Farmacopeia dos Estados Unidos e outras referências científicas (FONTANA; BASTOS; 

BECK, 2010; BADILLI et al., 2012; USP, 2014). No entanto, em estudos de permeação 

cutânea, a extração do fármaco retido na pele, uma matriz complexa, origina uma amostra 

com muitos interferentes que podem eluir simultaneamente com o analito, comprometendo a 

análise. Mesmo um método capaz de determinar seletivamente o CLO na matriz da epiderme 

ou derme (SILVA et al., 2012) não se mostrou capaz de separar o pico do fármaco dos 

interferentes do FP. De fato, o único método encontrado na literatura para a quantificação de 

CLO extraído do FP, após realização de tape-stripping diferencial, utiliza Cromatografia 

Líquida acoplada à Espectrometria de Massas (MATHES et al., 2016), que requer um 

equipamento caro e nem sempre acessível. Assim, o objetivo do estudo deste capítulo foi 

desenvolver e validar um método analítico simples, rápido, preciso e específico para a 

determinação do CLO em FP e outras camadas da pele, a fim de ser utilizado no 

desenvolvimento e análise de formulações tópicas para retenção folicular de CLO. 
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4.1.2 Material 

 

O CLO foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os solventes com 

grau cromatográfico foram obtidos da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brasil) ou VWR 

Chemicals (Radnor, Estados Unidos da América). A água utilizada nas análises foi purificada 

por sistema MilliQ (Millipore, Illkirch-Graffenstaden, França). Para o processo de tape 

stripping diferencial, foi utilizada a fita a Scotch Book Tape No. 845 (3M, St. Paul, Estados 

Unidos da América) e a cola de cianoacrilato Super Bonder, Loctite-Henkel (Dublin, Irlanda).  

A pele foi retirada de orelhas de porco, gentilmente doadas por um abatedouro local, 

imediatamente após o abate do animal e antes da sua escalda (Bonasa, Brasília, Brasil ou 

Färber, Zweibrücken, Alemanha). 

  

4.1.3 Métodos 

 

4.1.3.1 Preparo das soluções de CLO 

 

Soluções estoque de CLO (200 µg/mL) foram preparadas a partir de 5 mg do fármaco 

em 25 mL de metanol. As soluções de trabalho foram obtidas posteriormente, por diluição das 

soluções estoque. 

 

4.1.3.2 Determinação do comprimento de onda de absorção máxima do CLO  

 

Para a determinação do comprimento de onda de absorção máxima para o fármaco, o 

CLO foi solubilizado em metanol, na concentração 0,5 µg/mL. Em seguida, foi realizada uma 

varredura dessa solução em um espectrofotômetro de UV/Vis (Ultravioleta/Visível) 

(Shimadzu, UV 1800), utilizando-se cubetas de quartzo de 1,00 cm de caminho óptico. O 

comprimento de onda de máxima absorção no UV/Vis foi selecionado para análise do CLO 

por HPLC-UV. 

 

4.1.3.3 Tratamento da orelha de porco 

 

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

para transporte até o laboratório. Após limpeza com água corrente fria, as orelhas foram secas 

com papel-toalha e fixadas com alfinetes sobre uma placa de isopor recoberta por papel 
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laminado. Com o auxílio de bisturi, a pele foi separada da cartilagem (Figura 4.1.1). A 

camada adiposa e os vasos sanguíneos foram removidos e os pelos foram aparados com uma 

tesoura. Amostras de pele com lesões foram descartadas e as peles visivelmente íntegras 

foram envoltas em papel laminado e congeladas a −20°C por um período máximo de três 

meses antes do seu uso. 

 

     

Figura 4.1.1 Obtenção da pele de orelha de porco para estudos de permeação cutânea in vitro. 
 

 

4.1.3.4 Preparo das amostras de pele 

 

4.1.3.4.1 Técnica de remoção diferencial 

 

Uma lâmina de vidro foi utilizada como suporte para a pele. Entre a lâmina e a pele foi 

disposto um pedaço de papel de filtro embebido com tampão HEPES pH 7,4, para evitar o 

ressecamento cutâneo durante o procedimento. A área da pele a ser utilizada foi delimitada 

por uma fita adesiva laminada previamente cortada, com um círculo de 15 mm de diâmetro 

(Figura 4.1.2).  

 

 
Figura 4.1.2 Pele de porco disposta sobre papel de filtro embebido com tampão HEPES pH 7,4. A área da pele 
foi delimitada por fita adesiva laminada com círculo de 15 mm de diâmetro. 
 

 

A técnica de tape-stripping, ou remoção diferencial, primeiramente descrita na década 

de 70 (FRITSCH et al., 1979) e amplamente utilizada em experimentos de investigação de FP 

(PATZELT; LADEMANN, 2013), foi realizada a fim de separar as camadas da pele ( 
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Figura 4.1.3).  

 

		  
Figura 4.1.3 Esquema representativo (A) e fotografias (B) do método de remoção diferencial. Dez fitas adesivas 
são utilizadas para remover o estrato córneo (1). Em seguida, o conteúdo do folículo piloso é removido com 
auxílio de cola de cianoacrilato com duas fitas adesivas (2-4). Por fim, a pele remanescente é obtida, após as 
bordas da área delimitada serem cortadas (5). 
 

 

O EC foi removido com o auxílio de 10 fitas adesivas, com movimento rápido e com 

mudança de direção, a cada nova fita usada (1). Em seguida, para determinar o conteúdo 

acumulado no FP, uma gota de cianoacrilato foi aplicada sobre a superfície da pele e do 

infundíbulo folicular (2). Uma fita foi colocada sobre a cola e pressionada levemente, até sua 

secagem (3). Após polimerização do cianoacrilato, a fita foi retirada, removendo o pelo e o 

conteúdo do FP (4). Este processo foi repetido, totalizando 2 fitas para coleta do FP. Em 

seguida, a pele foi retirada do suporte (5) e as bordas externas à área delimitada foram 

cortadas, obtendo-se, assim, a PR. 

 

4.1.3.4.2 Preparo de extratos de pele 

 

Após remoção diferencial das camadas da pele, as fitas com o EC, as fitas com o FP e 

a PR foram dispostas em frascos de vidro individuais fechados, contendo 5 mL de metanol.  

Para determinar o melhor método de extração do CLO, foram realizados, 

separadamente, três testes diferentes: ultrassom (10 minutos), agitação por vórtex (3 ciclos de 

2 minutos) ou agitação magnética (300 rpm, durante 3 h). O solvente foi, em seguida, filtrado 
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através de uma membrana hidrofóbica de PTFE com poro de diâmetro 0,22 µm, produzindo 

as amostras de extrato de pele. Variações dos extratos de pele contendo CLO também foram 

produzidas para a etapa de validação do método analítico (Figura 4.1.4). 

 

	

adição	de	CLO	e	
secagem	do	solvente	

 
 
Figura 4.1.4 Esquema representativo do preparo de amostras de propionato de clobetasol e extrato de pele para 
análise por HPLC. 
	

	

4.1.3.5 Desenvolvimento do método analítico 

 

O fármaco foi quantificado com o auxílio de um equipamento de HPLC, modelo 

Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas (LC 20-AT), um injetor automático (9SIL-

20AD) e um forno (CTO-20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (SPD-M20A) e 

a um computador equipado com o programa de análise cromatográfica Shimadzu LC. Foi 

utilizada uma coluna de fase reversa C18 (4,6 mm x 15 cm x 5 µm), temperatura do forno de 

30°C e volume de injeção de 50 µL. Diferentes fases móveis e vazões foram testadas até 

obtenção do método com melhor resolução do CLO (Tabela 4.1.2). 

 

4.1.3.6 Validação do método analítico 

 

O método desenvolvido para a quantificação do CLO foi validado, avaliando-se os 

parâmetros analíticos de seletividade, linearidade, robustez, precisão, exatidão, limite de 

detecção e limite de quantificação (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 
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4.1.3.6.1 Seletividade 

 

Para testar a seletividade do método para CLO em relação a compostos endógenos 

presentes na pele, uma solução do fármaco (7,5 µg/mL) foi avaliada na ausência e na presença 

de cada extrato de pele (Figura 4.1.4). Todos os ensaios foram realizados com seis fontes 

independentes de cada matriz. Os resultados foram analisados considerando-se a área e tempo 

de retenção (TR) do pico. 

 

4.1.3.6.2 Robustez 

 

Para avaliar a robustez do método, foi realizado um desenho fatorial (23). Foram 

estudados dois níveis, codificados em baixo (-1) e alto (+1), para as seguintes variáveis 

analíticas: temperatura do forno (T), porcentagem de água na fase móvel (W) e vazão da fase 

móvel (VFM), conforme indica a Tabela 4.1.1. Os níveis de variação foram aproximados em 

± 5% em relação aos valores estabelecidos no método desenvolvido, quais sejam T de 30°C,  

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

 
Tabela 4.1.1 Desenho fatorial para avaliação de robustez do método desenvolvido para quantificação do 
propionato de clobetasol 

 

 

T: temperatura do forno; W: porcentagem de água na fase móvel; VFM: vazão da fase móvel. 
 

 

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

se análise de regressão múltipla. O modelo foi validado por análise de variância (ANOVA) 

Teste 

Níveis codificados Níveis decodificados 

T W VFM T (°C) W (%) 
VFM 

(mL/min) 

1 –1 –1 –1 28 32 1,14 

2 +1 –1 –1 32 32 1,14 

3 –1 +1 –1 28 38 1,14 

4 +1 +1 –1 32 38 1,14 

5 –1 –1 +1 28 32 1,26 

6 +1 –1 +1 32 32 1,26 

7 –1 +1 +1 28 38 1,26 

8 +1 +1 +1 32 38 1,26 
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com um nível de significância de α = 0,05. As análises estatísticas foram realizadas com o 

software Design-Expert, versão 9. 

 

4.1.3.6.3 Linearidade 

 

Para verificar a linearidade do método analítico, foram preparadas soluções de CLO 

nas concentrações de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 µg/mL. Três curvas de 

calibração independentes foram injetadas e ajustadas por regressão linear, pelo método dos 

mínimos quadrados.  

 

4.1.3.6.4 Limites de detecção e quantificação 

 

O limite de detecção (LD) teórico foi calculado a partir da divisão do desvio padrão 

dos coeficientes lineares das curvas de calibração dos ensaios de linearidade pela média dos 

coeficientes angulares das respectivas curvas multiplicada por 3,3, de acordo com a Equação I 

(BRASIL, 2003; ICH, 2005):  

  (Equação I) 
Onde:  σ = Desvio Padrão dos coeficientes lineares 

S = Média dos coeficientes angulares 

 

O limite de quantificação (LQ) teórico foi calculado de acordo com a Equação II 

(BRASIL, 2003; ICH, 2005): 

 

	LQ  (Equação II) 
Onde:  σ = Desvio Padrão dos coeficientes lineares. 

S = Média dos coeficientes angulares 

 

Após o cálculo dos limites teóricos, soluções de CLO nas concentrações calculadas e 

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

 

4.1.3.6.5 Precisão 
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A precisão foi determinada por meio da análise de repetibilidade (intracorrida), 

precisão intermediária (intercorrida) e reprodutibidade (interlaboratorial). 

A repetibilidade do método foi verificada com 3 determinações de três concentrações 

da curva de calibração (0,5; 7,5 e 15,0 µg/mL). A precisão intermediária foi avaliada em dois 

dias distintos, com amostras preparadas por analistas diferentes. Os ensaios de 

reprodutibilidade foram realizados no Institut für Biopharmazie und Pharmazeutische 

Technologie, da Universität des Saarlandes, Alemanha, utilizando-se um equipamento de 

HPLC-UV ThermoFisher Scientific Ultimate 3000, com sistema quaternário Dionex UVD 

340. 

Os resultados de precisão foram expressos matematicamente por meio do coeficiente 

de variação (CV), segundo a Equação III (BRASIL, 2003; ICH, 2005): 

 

  (Equação III) 
Onde:  CV = Coeficiente de Variação 

DP = Desvio Padrão  

 

4.1.3.6.6 Exatidão 

 

A exatidão foi verificada pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente. 

Os resultados de exatidão foram expressos matematicamente aplicando-se a Equação 

IV (BRASIL, 2003; ICH, 2005): 

 

   (Equação IV) 

 

Estudos de recuperação do CLO foram realizados em relação ao EC, FP e PR obtidos 

pelo método de remoção diferencial. Para tanto, as fitas com EC, FP e a PF foram dopadas 

com uma solução do fármaco correspondente a três concentrações finais (0,5; 7,5 e 12,5 

µg/mL). Após evaporação do solvente, o EC, FP e PF foram levados a extração com 5 mL de 

metanol. O conteúdo dos frascos foi filtrado e o CLO recuperado foi quantificado. Esse 

experimento foi realizado em triplicata para cada concentração analisada em cada um dos 

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

 

4.1.4.1 Determinação do comprimento de onda de absorção máxima do CLO  

 

A varredura espectrofotométrica da solução metanólica de CLO apresentou absorção 

máxima no comprimento de onda 240 nm (Figura 4.1.5)   ̶  resultado que está de acordo com a 

monografia descrita pela USP 37-NF 32 (USP, 2014). Este comprimento de onda foi aplicado 

para a análise em equipamento de HPLC. 

 

2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0

0 .0

0 .1

0 .2

C o m p rim e n to  d e  o n d a  (n m )

A
b

so
rb

â
n

ci
a

 
Figura 4.1.5 Representação do espectro de absorção da solução de propionato de clobetasol em metanol na 
concentração 0,5 µg/mL 
 

 

4.1.4.2 Desenvolvimento do método analítico 

 

Diferentes estudos fornecem metodologias de HPLC-UV para quantificação do CLO 

(FONTANA; BASTOS; BECK, 2010; BADILLI et al., 2012; SILVA et al., 2012; USP, 2014). 

No entanto, nenhum dos métodos se mostrou seletivo para o CLO após extração do fármaco a 

partir da pele, uma vez que a matriz biológica produz extratos complexos com muitos 

interferentes que podem eluir no mesmo TR do fármaco, comprometendo a análise. Desse 

modo, buscou-se desenvolver uma nova metodologia para quantificar o CLO após 

experimentos in vitro de permeação na pele, e, mais especificamente, o fármaco retido no FP. 



	 45	

Durante o desenvolvimento, a solução de CLO (7,5 µg/mL) e os extratos de SC, FP e 

PR foram injetados para cada uma das metodologias testadas. Em seguida, os cromatogramas 

e seus parâmetros foram analisados (Tabela 4.1.2). 
 
 
Tabela 4.1.2 Variações nas condições analíticas para desenvolvimento de metodologia para quantificar 
propionato de clobetasol retido no folículo piloso e nas camadas da pele após experimentos de permeação 
cutânea in vitro 

Teste Fase móvel (v/v) Vazão 
(mL/min) 

Tempo de 
retenção 

(min) 

Pratos 
teóricos 

Fator de 
cauda Resultado 

1 Metanol: água (80:20) 1,0 4,207 1955 0,981 Picos sobrepostos 

2 Metanol: água (70:30) 1,0 11,237 1086 0,765 Picos sobrepostos 

3 Metanol: água (60:40) 1,0 18,634 777 0,727 Picos sobrepostos 

4 Metanol: água (50:50) 1,0 27,820 342 0,867 Picos sobrepostos 

5 Acetonitrila: água (70:30) 1,0 4,843 1955 0,981 Picos sobrepostos 

6 Acetonitrila: água (65:35) 1,0 5,256 2299 0,915 Picos sobrepostos 

7 Acetonitrila: água (60:40) 1,0 7,006 2587 0,859 Picos sobrepostos 

8 Metanol: acetonitrila: água (50:20:30) 1,0 7,732 958 0,857 Picos sobrepostos 

9 Metanol: acetonitrila: água (50:15:35) 1,0 12,518 1318 0,852 Baixa eficiência 

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

 

Como esperado, diferentes misturas na fase móvel, apresentaram diferentes TR para o 

CLO, devido à interação entre o analito e o sistema de solventes (MCNAIR; POLITE, 2007). 

Uma vez que o critério mais importante para o método proposto é a resolução do CLO, foram 

realizados ajustes, com o propósito de isolar a eluição do pico do CLO dos interferentes 

provenientes da pele (Tabela 4.1.2). A resolução satisfatória não foi alcançada pelos primeiros 

8 métodos testados, nos quais foram observadas sobreposições dos picos de CLO e matrizes 

biológicas no mesmo TR. Portanto, nenhum desses métodos se mostrou adequado para a 

aplicação proposta. 

No teste número 9, houve separação completa do pico de CLO do pico das matrizes. 

No entanto, o método apresentou baixa eficiência, com número de pratos teóricos abaixo do 

valor recomendado de 2000 (FDA, 1994; SHABIR, 2003). Uma vez que a eficiência pode ser 

afetada por parâmetros como posição do pico, temperatura da coluna e vazão da fase móvel 

(FDA, 1994), o método número 10 foi testado. Neste método, a vazão foi modificada 

resultando em eficiência adequada. A resolução entre o pico do CLO e o pico de interferente 

mais próximo foi de 2,424, estando de acordo com o valor >2,0 preconizado (FDA, 1994). 

Por fim, uma vez que a quantificação do pico no cromatograma é dependente da sua 

integração, o formato do pico é importante, já que fatores de cauda elevados dificultam a 
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determinação da largura do pico. Em todos os métodos testados, a simetria do pico de CLO 

foi adequada, com fator de cauda próximo a 1,0, o que está de acordo com o valor 

preconizado de ≤ 2.0 (FDA, 1994).  

Como resultado, a metodologia final consiste em utilizar coluna C18 de fase reversa 

(4,6 mm x 15 cm x 5 µm), fase móvel composta por metanol: acetonitrila: água (50:15:35, 

v/v), em uma vazão de 1,2 mL/min, com temperatura de forno de 30°C, volume de injeção de 

50 µL e detecção a 240 nm. Esse método possibilitou uma corrida de 12 minutos, com TR do 

CLO em 10,1 minutos (Figura 4.1.6). 
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Figura 4.1.6 Sobreposição de cromatogramas representativos de CLO: propionato de clobetasol, EC: estrato 
córneo, FP: folículo piloso e PR: pele remanescente. Método de HPLC-UV: coluna RP-C18 (4.6 mm x 15 cm x, 
5 µm), fase móvel composta por metanol: acetonitrila: água (50:15:35, v/v), vazão de 1,2 mL/min, temperatura 
de 30 °C, volume de injeção de 50 µL e detecção a 240 nm. 
	

 

4.1.4.3 Validação do método analítico 

 

Para se assegurar que um método seja coerente, verificações necessitam ser realizadas 

sob as condições nas quais ele deve ser aplicado. Essas verificações são coletivamente 

conhecidas como validação. O termo validação surgiu em meados de 1970, proposto por Ted 

Byers e Bud Loftus e foi inicialmente aplicado a produtos parenterais. Posteriormente o termo 

foi expandido e passou a designar também métodos de avaliação de confiabilidade 

(SCYPINSKI et al., 2002). 
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A NBR ISO/IEC 17025:2001 define que: “[...] métodos não normalizados, métodos 

criados/desenvolvidos pelo próprio laboratório, métodos normalizados usados fora dos 

escopos para os quais foram concebidos, ampliações e modificações de métodos normalizados 

devem ser validados”. Uma vez que o método proposto foi desenvolvido no laboratório, foi 

necessária sua validação de acordo com os parâmetros preconizados, quais sejam: seletividade, 

robustez, linearidade, precisão, exatidão, limites de detecção e quantificação (BRASIL, 2003; 

ICH, 2005).  

 

4.1.4.3.1 Seletividade 

 

Seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto 

em presença de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradação e 

componentes da matriz. A seletividade de um método se refere à extensão até a qual ele pode 

determinar analito(s) específico(s) numa mistura complexa, sem interferência dos outros 

componentes na mistura (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

Para verificar a seletividade do método, foram testados diferentes métodos de extração 

do CLO a partir das camadas da pele. Os extratos produzidos forneceram diferentes perfis 

cromatográficos, na utilização de ultrassom, agitador vórtex ou agitação magnética. Os dois 

primeiros testes apresentaram cromatogramas com excessivos picos de interferentes, além de 

apresentar picos de CLO com menor área, quando comparados com o método de agitação 

magnética. Os resultados sugerem que nos dois primeiros testes houve reações entre o 

fármaco e outros componentes ou degradação do fármaco. Por esse motivo, a agitação 

magnética por 3 horas foi o método de extração escolhido para obter extratos do CLO retido 

em diferentes camadas da pele. 

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.1.6 demonstram que, após extração, todos 

os contaminantes da pele eluiram em TR diferentes do TR do CLO.  

Adicionalmente, a Figura 4.1.7 demonstra que os componentes da pele não alteraram 

o TR do fármaco. Do mesmo modo, a área do pico do CLO não foi afetada pela presença das 

matrizes biológicas. Assim, o método cromatográfico se provou seletivo para quantificar o 

analito na presença dos interferentes. 
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Figura 4.1.7 Seletividade do método para quantificação do propionato de clobetasol (CLO). Quantificação do 
CLO (7,5 µg/mL) isolado e adicionado aos extratos de pele. Análises em termos de A) tempo de retenção e B) 
área do pico de CLO. n = 6. EC: estrato córneo, FP: folículo piloso, PR: pele remanescente. 

 

 

4.1.4.3.2 Robustez 

 

A fim de simular variações operacionais mínimas que podem ocorrer normalmente em 

análises de rotina, foram estudados os parâmetros de T, W e VFM, em um desenho fatorial 

(23). A resposta foi avaliada em termos de área de pico e TR do CLO. 

 
Tabela 4.1.3 Resumo estatístico das respostas do desenho experimental (23) para análise de robustez do método 
de quantificação do propionato de clobetasol (CLO) 

Análise fatorial Área do pico de CLO Tempo de retenção do pico 
de CLO 

valor de p dos 
termos 

VFM < 0,0001* < 0,0001* 
T 0,9960 < 0,0001* 
W 0,2209 < 0,0001* 

VFM. T 0,1628 0,4857 
VFM.W 0,0785 < 0,0001* 

T.W 0,4022 < 0,0001* 
VFM.T.W 0,0235* 0,3674 

   
valor de p do modelo < 0,0001* < 0,0001* 
   
R2 0,9440 0,9978 

VFM: vazão da fase móvel, em mL/min; T: temperatura do forno, em °C; W: porcentagem de água na fase 
móvel, expressa em % (v/v). O asterisco indica valor de p significativo. 
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A Tabela 4.1.3 demonstra que o método se provou robusto quanto a modificações na 

área do pico de CLO, o que repercute adequadamente na quantificação do fármaco. 

Modificações tanto em T quanto em W não alteraram significativamente essa resposta. A 

única variável experimental que afeta significativamente (p < 0,0001) as respostas é a VFM. 

O efeito do coeficiente negativo no termo também pode ser notado na Figura 4.1.8, na qual se 

observa que reduções na VFM aumentam a área do pico. 

Apenas a tripla interação entre os fatores T, W e VFM foi estatisticamente 

significativa, entretanto, essa interação teve contribuição mínima para a resposta de área do 

pico. O modelo preditivo proposto demonstrou alta habilidade preditiva (p < 0,0001) e alta 

correlação dos termos experimentais (R2 = 0,944) (Tabela 4.1.3). 

Por outro lado, o TR foi afetado por todas as variáveis isoladamente, conforme 

descrito pelo valor de p na Tabela 4.1.3. Apesar de pequenas mudanças no TR geralmente 

terem efeito mínimo na quantificação, mudanças na posição do pico do analito e dos 

interferentes podem ocorrer em proporções desiguais, o que pode afetar a resolução do 

cromatograma. O fator que mais afetou o TR foi W (Figura 4.1.8), de forma que o aumento da 

polaridade na fase móvel interferiu na afinidade do analito pela coluna, como esperado 

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

repercutiram no TR. 

 

 
Figura 4.1.8 Gráficos de superfície de resposta para o ensaio de robustez do método de quantificação do 
propionato de clobetasol, correspondentes ao efeito de variações analíticas na A) tempo de retenção (TR) e B) 
área do pico do propionato de clobetasol. T: temperatura do forno; VFM: vazão da fase móvel; W: porcentagem 
de água na fase móvel. 
 

 

Apesar da avaliação da robustez não ser um critério exigido para a maioria dos guias 

de validação, o teste explica como o método pode ser afetado por variáveis operacionais. Os 

resultados do teste contribuem para determinar se o método necessita de revalidação, caso 
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algum dos parâmetros avaliados demonstrem-se críticos (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-

ROMERO; CARDA-BROCH, 2012). Nesse sentido, o teste demonstrou que, no método 

desenvolvido para quantificação do CLO, alterações na composição e vazão da fase móvel 

devem ser cuidadosamente controladas. A manutenção preventiva do equipamento deve ser 

suficiente para assegurar a operação adequada das bombas, evitando oscilações nesses 

parâmetros (MCNAIR; POLITE, 2007).  

 

4.1.4.3.3 Linearidade 

 

A curva analítica do CLO nas concentrações de 0,5 a 15,0 µg/mL em metanol está 

representada na Figura 4.1.9. A análise de regressão linear pelo método dos mínimos 

quadrados demonstrou um coeficiente de correlação r = 0,9996, valor que comprova a 

linearidade do método na faixa de concentração estudada. 

 

 
Figura 4.1.9 Representação gráfica da curva analítica do propionato de clobetasol (CLO) na faixa de 
concentração de 0,5 a 15,0 µg/mL; n = 3. Equação da reta: y = 81698,6x – 1321,6; coeficiente de correlação 
linear: r = 0,9996. 
 

 

Os dados referentes às três curvas de calibração e suas respectivas estatísticas estão 

apresentados na Tabela 4.1.4, demonstrando que todos os requisitos para a linearidade foram 

cumpridos (SHABIR, 2004). De acordo com a inclinação da reta, pode-se afirmar que o 

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

de resposta abaixo de 2%. 

 
Tabela 4.1.4 Dados e estatística para teste de linearidade da curva analítica (0.5 – 15.0 µg/mL) para 
quantificação de propionato de clobetasol  

Curva de calibração Requisito  Resultado 

Inclinação 

valor - 81698,6 

intervalo de 

confiança 
não deve incluir zero de 80351 a 83045 

Intercepto 

valor - 1321,6 

intervalo de 

confiança 
deve incluir zero de -10046 a 12689 

Coeficiente de correlação mínimo de 0,999 0,9996 

Resíduos sem tendência distribuídos randomicamente 

Coeficiente de variação dos fatores de resposta não mais que 5% 1,97% 

 

	

4.1.4.3.4 Limites de detecção e quantificação 

 

A partir das curvas de calibração, obteve-se o valor do desvio padrão dos coeficientes 

lineares e a média dos respectivos coeficientes angulares. Substituindo-se estes valores nas 

equações I e II, o LD do CLO foi de 0,02 µg/mL e o LQ de 0,07 µg/mL. 

Após o cálculo dos limites teóricos, foram analisadas soluções de CLO em 

concentrações correspondentes aos LD e LQ e em concentrações abaixo e acima dos valores 

calculados. Os resultados demonstraram que os valores experimentais foram consistentes com 

os valores teóricos (Tabela 4.1.5). Tais limites são suficientes para determinação da 

quantidade de CLO nos experimentos de permeação. 

 
Tabela 4.1.5 Limites de detecção (LD) e quantificação (LD) do propionato de clobetasol 

CT CLO 
(µg/mL) 

CM CLO 
(µg/mL) 

Concordância 
(%)  CV (%) 

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

LD e LQ estão sombreados. n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentração teórica; 
CM: concentração mensurada; CV: coeficiente de variação; *: não foi obtido pico detectável. 
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4.1.4.3.5 Precisão 

 

Os ensaios inter e intracorrida apresentaram CV abaixo de 2%, demonstrando que o 

método é preciso (Tabela 4.1.6). Uma vez que as amostras da precisão intermediária foram 

preparadas por um analista diferente, 24 h antes da realização do teste, a estabilidade das 

amostras nas condições de armazenamento de refrigeração também cumpriram os critérios 

determinados, abaixo de 2% (SHABIR, 2003). Ensaios interlaboratoriais também 

confirmaram a precisão do método, como demonstrado na Tabela 4.1.7. Desse modo, todos os 

resultados para testes de precisão estão abaixo do valor de 5% preconizado para esse tipo de 

ensaio (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

 
Tabela 4.1.6 Repetibilidade e precisão intermediária do método de quantificação de propionato de clobetasol 

 Repetibilidade Precisão intermediária 
CT CLO 
(µg/mL) 

CM CLO 
(µg/mL) CV (%) CM CLO 

(µg/mL) CV (%) 

0,5 0,49 0,56 0,49 1,60 
7,5 7,45 0,50 7,40 1,04 
15,0 15,11 0,29 14,96 0,78 

n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentração teórica;  
CM: concentração mensurada; CV: coeficiente de variação. 

 

 
Tabela 4.1.7 Reprodutibilidade do método de quantificação de propionato de clobetasol 

CT CLO 
(µg/mL) 

CM CLO 
(µg/mL) CV (%) 

0,5 0,49 3,03 
7,5 7,75 2,74 
15,0 15,48 3,64 

n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentração teórica; 
CM: concentração mensurada; CV: coeficiente de variação. 

 

	

 

4.1.4.3.6 Exatidão 

 

A exatidão foi avaliada em termos de recuperação do CLO retido nas camadas de pele 

(EC, FP e PR). Os CV abaixo de 15% (Tabela 4.1.8) estão de acordo com as recomendações 

para métodos bioanalíticos (SHAH et al., 2000; BANSAL; DESTEFANO, 2007). Os valores 

de recuperação obtidos (maiores que 85,0%) estão de acordo com as taxas de recuperação 
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encontradas na literatura, em que valores acima de 70% são aceitáveis para ensaios de 

recuperação cutânea (VÁVROVÁ et al., 2007; DE PAULA; MARTINS; BENTLEY, 2008; 

CAMPOS; PRAÇA; BENTLEY, 2016).  

 
Tabela 4.1.8 Recuperação do método de quantificação de propionato de clobetasol 

 Estrato Córneo Folículo Piloso Pele Remanescente 

CT CLO 
(µg/mL) 

CM CLO 
(µg/mL) 

CV 
(%) 

Recuperação 
(%) 

CM CLO 
(µg/mL) 

CV 
(%) 

Recuperação 
(%) 

CM CLO 
(µg/mL) 

CV 
(%) 

Recuperação 
(%) 

0,5 0,43 2,29 86,40 0,46 2,24 91,95 0,44 3,36 88,00 

7,5 7,61 0,55 101,53 7,80 0,72 103,99 7,07 0,56 94,20 

15,0 14,42 0,66 96,13 14,97 0,37 99,80 13,22 0,26 88,13 
n = 3. CLO: propionato de clobetasol; CT: concentração teórica; 

CM: concentração mensurada; CV: coeficiente de variação. 
 

 

4.1.5 Conclusão 

 

Foi desenvolvido e validado um método de HPLC-UV para quantificação de CLO 

após experimentos de permeação cutânea. O método apresentou alta capacidade de 

determinação do fármaco extraído do FP e das diferentes camadas da pele. Desse modo, 

obteve-se uma ferramenta simples e específica para a determinação de CLO em análises de 

rotina e durante o desenvolvimento de formulações de uso tópico contendo CLO. 
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4.2 PRODUÇÃO DE CARREADORES LIPÍDICOS NANOESTRUTURADOS E 

AVALIAÇÃO DA RETENÇÃO DE PROPIONATO DE CLOBETASOL NO 

FOLÍCULO PILOSO 

 

A formulação produzida nesse capítulo teve sua patente depositada como: 

TAVEIRA, S. F.; MARRETO, R. N.; GRATIERI, T.; GELFUSO, G. M.; DAMASCENO, T. 

A. O. S.; ANDRADE, L. M.; SILVA, L. A. D. Natureza: Patente de Invenção. Número do 

registro: BR1020160017394. Título: “Composição farmacêutica compreendendo 

nanopartículas lipídicas contendo propionato de clobetasol para administração tópica no 

tratamento da alopecia”. Instituição de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade 

Industrial. Brasil, 2016. 

 

 

4.2.1 Introdução 

 

A pele pode atuar como reservatório de substâncias aplicadas topicamente, 

diminuindo a necessidade de repetições frequentes de aplicação. Na camada mais externa, o 

EC pode armazenar substâncias até uma profundidade de cerca de 5 µm. Contudo, devido à 

renovação da pele e descamação fisiológica ou por atrito mecânico, esse não é um 

reservatório tão eficiente. Por outro lado, estudos indicam que o FP, com profundidade de até 

4000 µm, atua como reservatório de longo prazo, especialmente para formulações 

particuladas (LADEMANN et al., 2007; LAUTERBACH; MÜLLER-GOYMANN, 2015). 

Após penetrarem a abertura dos FP, as partículas estão relativamente protegidas de 

descamação, atrito e outros fatores ambientais, sendo expelidas apenas por crescimento do 

pelo ou extravasamento de sebo (SCHNEIDER et al., 2009).  

Nanopartículas lipídicas, como CLN, apresentam biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e estabilidade adequadas, tornando-se candidatos interessantes para 

aplicação em formulações tópicas e, mais especificamente, direcionadas para a via folicular 

(PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; SOLEIMANIAN et al., 

2018b). Desse modo, o objetivo do estudo deste capítulo foi produzir um nanossistema de 

CLN contendo CLO a fim de promover aumento da retenção do fármaco no FP. 
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4.2.2 Material 

 

A obtenção do CLO, solventes com grau cromatográfico, material para tape stripping 

diferencial e pele estão descritos na seção 4.1.2. 

Para produção das nanopartículas, foram utilizados ácido esteárico e ácido oleico  da 

Merck (Darmstadt, Alemanha), taurodesoxicolato de sódio da Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemanha) e lecitina de soja S100 doada pela Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha). Tampões 

MES e HEPES foram produzidos com sais provenientes da Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemanha).  

Nos estudos de permeação cutânea e liberação, foram utilizados lauril sulfato de sódio 

(LSS) e membrana de diálise 12.000 Da MWCO da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). 

Para estudos de fluorescência, foram testados os corantes verde malaquita G (Merck, 

Darmstadt, Alemanha), fucsina básica (VWR, Radnor, Estados Unidos da América), 

rodamina 6G (R6G) (Fluka, Steinheim, Alemanha), violeta de metila e cumarina (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemanha). 

Estudos de permeação cutânea ex vivo com amostra fluorescente foram realizados com 

FBS Bio Whittaker (Lonza, Basileia, Suíça), DMEM e penicilina-estreptomicina (Fisher 

Scientific, Hampton, Estados Unidos da América). 

 

4.2.3 Métodos 

 

4.2.3.1 Obtenção das formulações 

 

Os CLN foram obtidos em parceria com o laboratório Nanosys, da Universidade de 

Goiás, pelo método da diluição da microemulsão, desenvolvido por Gasco e colaboradores e 

adaptado por diferentes pesquisadores (GASCO, 1993; SOUZA et al., 2011; SILVA et al., 

2012). Durante o período do estudo, houve produção da formulação no LTMAC, da 

Universidade de Brasília, e no Institut für Biopharmazie und Pharmazeutische Technologie, 

da Universität des Saarlandes, Alemanha. 

A microemulsão teve como fase oleosa uma mistura de 300 mg de ácido esteárico e 

100 mg de ácido oleico. Os tensoativos utilizados foram 200 mg de lecitina de soja e 50 mg 

de taurodesoxicolato de sódio. Os componentes da fase oleosa e os tensoativos foram levados 

à total fusão em placa de aquecimento. Em seguida, 10 mg de CLO foram adicionados e 

homogeneizados, com auxílio de agitação magnética (300 rpm, 10 minutos). Após adição de 
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250 µL de água, a mistura foi mantida sob constante agitação até se tornar translúcida e, então, 

foi gotejada em uma solução tampão MES (0,1 M, pH 5,5) mantida em banho de gelo. A 

diluição da microemulsão foi realizada sob agitação em homogeneizador Ultra-turrax® T-25, 

com dispersor S25N–25F (IKA, Campinas, Brasil) a 13.500 rpm por 10 minutos (Figura 

4.2.1). A proporção microemulsão:tampão foi de 1:20. O volume da dispersão final foi de     

20 mL. 

 

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

 

4.2.3.2 Caracterização das formulações  

 

4.2.3.2.1 Rendimento 

 

O rendimento foi determinado avaliando-se a relação entre a massa de matéria-prima 

utilizada e a massa de formulação obtida, de acordo com a seguinte equação: 

 

  (Equação V) 

 
Onde: m0 = massa inicial das matérias-primas 

mf = massa final da formulação 
 

4.2.3.2.2 Análise morfológica 

 

A morfologia das partículas foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Para tanto, a formulação de CLN-CLO foi diluída em água ultrapurificada na 
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proporção 1:500 (v/v). Uma gota da suspensão foi depositada sobre um grid de silício, o qual 

foi montado em suporte metálico com auxílio de fita adesiva de carbono. O suporte foi 

disposto em um dessecador para evaporação do meio líquido durante a noite. Em seguida, as 

amostras foram revestidas com ouro, sob uma atmosfera de argônio, utilizando-se o revestidor 

por aspersão Q150RES (Quorum Technologies Ltd., Laughton, Reino Unido). As imagens de 

MEV foram obtidas em um microscópio EVO HD15 (Carl Zeiss Microimaging, Jena, 

Alemanha). 

 

4.2.3.2.3 Análise granulométrica  

 

O diâmetro hidrodinâmico médio e o PdI (índice de polidispersividade, do inglês: 

Polydispersity Index) foram analisados por espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer Nano 

ZS). Para tanto, 10 µL de cada formulação foram suspensos em 990 µL de água ultrapura, 

agitados em vórtex por 30 segundos e levados ao aparelho para análise.  

 

4.2.3.2.4 Potencial zeta  

 

O potencial zeta foi analisado por mobilidade eletroforética. Para avaliação desse 

parâmetro, 10 µL de cada formulação foram suspensos em 990 µL de água ultrapura, agitados 

em vórtex por 30 segundos e a suspensão resultante foi analisada no Zetasizer Nano ZS.  

 

4.2.3.2.5 Fármaco total 

 

O fármaco total ao final do processo foi determinado adicionando-se uma alíquota da 

formulação em metanol na proporção 1:25. Em seguida, a mistura foi agitada em vórtex por 2 

minutos para desintegração das nanopartículas. Por fim, a amostra foi analisada por HPLC, de 

acordo com as condições descritas na seção 4.1.4.2. 

 

4.2.3.2.6 Eficiência de encapsulação (EE) e carga do fármaco (CF) 

 

A EE foi determinada por método indireto, avaliando-se a quantidade de fármaco livre 

em suspensão e a quantidade de fármaco total na formulação. Para tanto, 500 µL da 

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

EE foi calculada de acordo com a equação VI. 

 

  (Equação VI) 

 
Onde: EE = eficiência de encapsulação 

FT = quantidade total de fármaco na formulação 
FL = quantidade de fármaco livre na formulação 

 

 

A fim de assegurar que o método apenas precipitava fármaco livre e não partículas, 

uma dispersão do CLN sem o fármaco foi também submetida ao mesmo protocolo de 

centrifugação. Uma vez que não foi observada precipitação nestas condições, o método é 

viável para o objetivo proposto.  

A CF foi determinada pela relação entre a quantidade do fármaco encapsulado e a 

quantidade de lipídio empregado, segundo a Equação VII. 

 

 
  
 (Equação VII) 

 
Onde: FT = quantidade total de fármaco na formulação 

FL = quantidade de fármaco livre na formulação 
QL = quantidade de lipídios na formulação 

 

 

4.2.3.2.7 Estudos de estabilidade 

 

Estudos de estabilidade foram conduzidos com a formulação armazenada em frascos 

de vidro transparentes sob as temperaturas de 5, 25 e 40°C. Alíquotas foram coletadas nos 

tempos 0, 7, 15 e 30 dias e avaliadas quando à granulometria, PdI, potencial zeta, pH, fármaco 

total e eficiência de encapsulação. Os experimentos foram realizados com três amostras 

independentes para cada uma das condições analisadas. 
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4.2.3.3 Avaliação da solubilidade do CLO  

 

A fim de determinar o meio da solução receptora, foram realizados testes de 

solubilidade do fármaco. Uma vez que o CLO não é solúvel em água, foi avaliada a sua 

solubilidade em solução de LSS. Para tanto, CLO em excesso foi adicionado a frascos 

contendo soluções aquosas de LSS nas concentrações 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% (m/v), que, após 

fechados, foram deixados em agitação magnética a 300 rpm por 12 h. Ao fim do tempo, a 

agitação foi interrompida, o excesso de fármaco decantou e o sobrenadante foi filtrado e 

quantificado por HPLC, segundo condições descritas na seção 4.1.4.2. Foram avaliadas três 

replicatas para cada concentração. 

Adicionalmente, foi determinada a solubilidade de CLO em solução hidroalcoólica 

contendo etanol, nas seguintes proporções: 30, 35, 40, 45 e 50% (v/v). Nesse estudo, foi 

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

 

4.2.3.4. Estudo de liberação 

 

Os ensaios de liberação in vitro foram realizados utilizando-se células de difusão do 

tipo Franz (Figura 4.2.2). No compartimento doador (superior) há uma abertura de 15 mm de 

diâmetro e o compartimento receptor (inferior) possui capacidade de volume de 12 mL. Entre 

os compartimentos da célula utilizou-se uma membrana de diálise. A solução receptora foi 

constituída por solução aquosa de LSS 0,5% e foi mantida em agitação magnética a 300 rpm. 

As células foram dispostas em incubadora a 32°C. Amostras da solução receptora foram 

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

 
Figura 4.2.2 Célula de difusão do tipo Franz. 
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Os estudos de liberação foram realizados com a formulação de CLN-CLO e os 

controles de fármaco livre em solução hidroetanólica (etanol: água 45:55, v/v) e creme 

comercial. 

 

4.2.3.5 Avaliação in vitro da permeação/penetração cutânea e acúmulo folicular do 

fármaco 

 

4.2.3.5.1 Montagem do sistema de permeação 

 

O preparo da pele está descrito na seção 4.1.3.3. Peles de porco congeladas por, no 

máximo, três meses foram cortadas em círculos de 25 mm de diâmetro. As células de Franz 

foram montadas de modo que a pele se localizou entre os compartimentos superior e inferior. 

O compartimento receptor foi preenchido com 12 mL de solução aquosa de LSS 0,5% (m/v) e 

foi mantida em agitação magnética constante a 300 rpm. A fim de simular as condições 

fisiológicas da pele, as células foram dispostas em incubadora, com temperatura de 32°C. 

Apenas após climatização por pelo menos 30 minutos os experimentos foram iniciados. Esse 

período é necessário para que haja estabilidade na temperatura. Também é importante que 

seja evaporada a água da superfície da pele, resultante do descongelamento, uma vez que a 

umidade influencia de modo significativo a penetração de fármacos na pele (ANGELO et al., 

2016). 

 

4.2.3.5.2 TEWL 

 

A perda de água transepidérmica por meio da medida TEWL (do inglês: 

Transepidermal Water Loss) foi utilizada como medida de verificação da integridade da pele, 

e foi realizada para todas as amostras, antes dos experimentos de permeação cutânea in vitro 

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

	

Para tanto, foram utilizados o Tewameter® TM 300 e o sensor de condição ambiental 

RHT 100 acoplados ao Multi Probe Adapter 5 (Courage and Khazaka, Köln, Alemanha). O 

software CK MPA Multi Probe Adapter foi configurado para medir continuamente, na taxa de 

uma medida por segundo, com no mínimo 20 repetições e até que o desvio padrão fosse 

menor ou igual a 0,2 nas últimas cinco medidas, indicando estabilidade de medida. Amostras 

de pele com valores superiores a 25 g/h/m2 foram descartas. A medida TEWL também foi 

realizada após os experimentos de permeação cutânea in vitro, a fim de verificar se as 

formulações promoveram alguma alteração significativa na perda de água, indicando 

alterações na função barreira da pele. 

Foram realizados experimentos de permeação cutânea in vitro por 12 horas, 

utilizando-se pele de orelha de porco em células de difusão tipo Franz (Figura 4.2.2). A 

solução receptora foi mantida em agitação magnética a 300 rpm. As células foram dispostas 

em uma estufa com circulação de ar, mantida a 32°C. Após o sistema atingir o equilíbrio da 

temperatura, a formulação de CLN-CLO (500 µL), a solução de fármaco livre (500 µL) ou a 

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

Ao final de 12 h, a solução receptora foi coletada, a pele foi retirada da célula de Franz, 

o excesso de formulação foi removido e a pele foi limpa com algodão. Em seguida, foi 

realizada a remoção diferencial (conforme descrito na seção 4.1.3.4.1) e o CLO foi extraído 

de cada camada da pele, utilizando-se metanol e agitação magnética (300 rpm, durante 3 h). O 

solvente foi, em seguida, filtrado através de uma membrana hidrofóbica de PTFE com poro de 

diâmetro 0,22 µm, produzindo as amostras de extrato de pele. A solução receptora e os 

extratos foram quantificados por HPLC (Figura 4.2.4). 

 

	 
Figura 4.2.4 Esquema representativo do ensaio de permeação cutânea in vitro. EC: estrato córneo; FP: folículo 
piloso; HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês: High Performance Liquid Chromatography) 
PR: pele remanescente. 
 

 

4.2.3.6 Amostras fluorescentes e microscopia confocal 

 

Para marcação dos nanossistemas, foi realizada triagem entre as seguintes substâncias, 

quanto à fluorescência e miscibilidade com componentes do CLN: cumarina, corante verde 

malaquita G, fucsina, violeta de metila e rodamina 6G. Para tanto, as misturas foram 

preparadas à mesma temperatura de preparo dos CLN-CLO (seção 4.2.3.1) e observadas no 

Microscópio Confocal Zeiss, LSM 710 (Oberkochen, Alemanha). 

Escolhida a substância mais adequada, foram produzidos CLN fluorescentes, de 

acordo com a seção 4.2.3.1, sendo o CLO substituído pela mesma quantidade da substância 

fluorescente. Os CLN produzidos foram caracterizados quanto à granulometria e potencial 

zeta e a formulação teve seu pH avaliado. 

Os CLN contendo a substância fluorescente e seu controle em EtOH (aq) 45% (v/v) 

foram submetidos ao ensaio de permeação, conforme descrito na seção 4.2.3.5.3, contudo, 

não foi realizada a etapa de tape stripping diferencial ou quantificação por HPLC. Após 12 h 

de incubação, cada formulação foi limpa da pele, com auxílio de algodão, e a pele foi 
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congelada com uso de CO2. As amostras de pele foram, então, armazenadas a  ̶ 80°C, para 

posterior corte manual com bisturi. Cada replicata (n = 3) de pele gerou cerca de dez cortes, 

que foram posicionados sobre lâminas de vidro e analisados por microscopia confocal. Para 

obtenção das imagens, foram utilizadas objetivas EC Plan-Neofluar 10x/0,30 M27 e beam 

splitter (vias de fluorescência) MBS 458/561. O comprimento de onda de excitação foi 561 

nm e a faixa de detecção de emissão foi             600-700 nm. A potência do laser (0,5048%) e 

o ganho (600) foram ajustados para amostras de pele sem aplicação de formulação, para 

cancelamento da sua autofluorescência.  

	

4.2.3.6.1 Estudos de permeação cutânea ex vivo com amostra fluorescente 

 

A permeação da formulação fluorescente foi observada em amostras de pele ex vivo, 

por um período de 7 dias. Tais amostras foram coletadas no abatedouro e tratadas, conforme 

descrito na seção 4.1.3.3, contudo, a pele não foi congelada e foi utilizada imediatamente após 

tratamento. 

A metodologia de cultura de cabelo humano a partir de FP isolados, chamada human 

hair follicle organ culture (HFOC), e a metodologia de cultura de pele humana, chamada 

human organotypic skin explant in culture method (HOSEC), foram adaptadas para este 

estudo (PHILPOTT; GREEN; KEALEY, 1990; LANGAN et al., 2015). Na primeira, são 

realizadas biópsias dos FP, que são mantidos imersos em meio de cultura para realização dos 

ensaios. Já na segunda metodologia, cortes transversais de pele são dispostos em placas 

contendo meio de cultura, sem que, contudo, o meio cubra a pele. 

No presente estudo, a pele foi montada na célula de Franz e o compartimento receptor 

foi preenchido com meio de cultura composto por DMEM, FBS e penicilina-estreptomicina 

na proporção 100:10:1. O canal coletor da célula foi fechado com algodão e parafilme (Figura 

4.2.5).  

A formulação de CLN fluorescente foi depositada no compartimento doador e a célula 

foi disposta em incubadora a 37°C e ambiente com 5% de CO2. Passadas 12 h iniciais, a 

formulação foi retirada e a pele foi limpa com algodão. O meio de cultura foi trocado a cada 

48 h. Houve coleta de amostras de pele nos tempos 1, 3, 6, 12, 24, 72 e 168 h. O processo de 

preparo da pele para visualização no microscópio confocal e sua análise foram realizados 

conforme descrito na seção anterior. 
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Figura 4.2.5 Célula de Franz montada para estudo de permeação cutânea ex vivo. 
	

  

4.2.3.7 Análise estatística 

 

Durante e após a finalização dos experimentos, os dados foram avaliados qualitativa e 

estatisticamente. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão das replicatas. O 

nível de significância foi fixado em α = 0,05. 

 

4.2.4 Resultados e discussão 

 

4.2.4.1 Caracterização da formulação 

 

A formulação constituída de CLN-CLO apresentou-se como líquido branco-amarelado 

(Figura 4.2.6). 

 
Figura 4.2.6 Aspecto visual da formulação constituída de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo 
propionato de clobetasol. 
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4.2.4.1.1 Rendimento 

 

A produção da formulação de CLN-CLO alcançou rendimento de 81,55%. Este é um 

valor adequado para preparo de CLN em escala laboratorial. Rendimentos entre 75 e 97% são 

reportados com a técnica de diluição da microemulsão, variando conforme o tipo e 

quantidades de lipídios e tensoativos utilizados no processo (GASCO, 1993). 

Cabe ressaltar que a produção de CLN pode ser facilmente escalonada para fabricação 

industrial, com técnicas que garantam rapidez, custo acessível e bons rendimentos 

(PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009; BELOQUI et al., 2016; GANESAN; 

NARAYANASAMY, 2017). 

 

4.2.4.1.2 Análise morfológica 

 

Em um sistema particulado, um parâmetro importante para transporte e liberação de 

fármacos é a superfície de contato da partícula. A forma esférica apresenta uma proporção 

ideal entre volume e área de superfície (DAUM et al., 2012). Imagens obtidas por MEV 

revelam que a formulação de CLN-CLO possui nanopartículas de forma esférica (Figura 

4.2.7). Morfologia semelhante foi observada na produção de CLN por outros pesquisadores 

(HEJRI et al., 2013; SOLEIMANIAN et al., 2018a).  

As imagens demonstram partículas com diâmetros em torno de 200 nm ou menos. 

Embora seja possível analisar os diâmetros de cada uma das partículas individualmente para 

geração de dados como média e desvio padrão, a secagem do solvente da formulação e a 

necessidade de submissão da amostra ao vácuo para recobrimento com ouro pode alterar 

levemente a dimensão das partículas (BHATTACHARJEE, 2016). Além disso, as imagens 

demonstram uma área limitada da amostra. Assim, para determinação do tamanho da partícula, 

é aconselhável a utilização de um método mais robusto, capaz de analisar uma quantidade 

maior de partículas, e, preferencialmente em ambiente solvatado, como na formulação 

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

 

4.2.4.1.3 Análise granulométrica  

 

A fim de se obter dados mais precisos acerca do tamanho das partículas, utilizou-se a 

técnica de espalhamento de luz dinâmico. Nessa técnica, a formulação é diluída e submetida 

diretamente à análise no equipamento, sem outras etapas adicionais de preparo. Os CLN-CLO 

apresentaram diâmetro hidrodinâmico médio de 173,80 (± 1,35) e PdI de 0,158 (± 0,032). As 

partículas apresentaram uma distribuição de tamanho monomodal (Figura 4.2.7) e tiveram 

suas dimensões na ordem de nanômetros, sendo, portanto, caracterizadas como nanopartículas.  



	 67	

Estudos realizados com partículas poliméricas sugerem que a aplicação cutânea de 

nanopartículas com tamanhos entre 100 e 200 nm pode proporcionar acúmulo das mesmas no 

FP a uma profundidade de 500 a 800 µm (PATZELT et al., 2011). Assim, os CLN-CLO 

produzidos possuem dimensão adequada para a aplicação a que se propõem.  

 

 
Figura 4.2.8 Gráfico de distribuição de tamanho de partícula da formulação de CLN-CLO por intensidade de 
espalhamento de luz. 
 

 

4.2.4.1.4 Potencial zeta  

 

O potencial zeta relaciona-se ao potencial de uma partícula coloidal mover-se sob 

ambiente com campo elétrico. Ele reflete a diferença entre a carga superficial da partícula e da 

camada dispersante ao redor da partícula em movimento, em direção ao eletrodo de carga 

oposta à sua (BHATTACHARJEE, 2016). 

Os CLN-CLO apresentaram potencial zeta de −42,20 ± 3,27 mV. A literatura sugere 

que cargas eletrostáticas superiores a ±30 mV podem ser vantajosas, uma vez que tendem 

aumentar a repulsão, diminuindo a aglomeração das partículas em condições de 

armazenamento, aumentando, assim, a estabilidade da formulação. CLN com cargas negativas 

também foram observados por outros pesquisadores (GOMES et al., 2014; LEE et al., 2014; 

GRAFU; BADEA; BALACI, 2015; PUGLIA et al., 2017; FATHI et al., 2018; 

SOLEIMANIAN et al., 2018a). 

 

4.2.4.1.5 Fármaco total 

 

O total de CLO quantificado na formulação teve concentração de 0,41 ± 0,01 mg/mL. 

A perda de fármaco durante a produção é justificável e prevista, uma vez que a técnica de 
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diluição da microemulsão envolve múltiplas etapas e a produção em escala laboratorial leva a 

perdas durante o processo. 

 

4.2.4.1.6 EE e CF 

 

A EE refere-se à quantidade de fármaco encapsulado no interior da partícula. Para os 

CLN-CLO, a EE foi de 80,83 ± 2,28%. EE acima de 70% também foram obtidos por outros 

pesquisadores na produção de CLN com diferentes composições e contendo diferentes 

fármacos (ABURAHMA, 2014; BILIA et al., 2014; VITORINO et al., 2014; PUGLIA et al., 

2017; FATHI et al., 2018; SOLEIMANIAN et al., 2018a). 

Em inglês drug loading, a CF reflete a relação entre a massa de fármaco e a massa da 

matriz na partícula (MÜLLER et al., 2000). Para o estudo em questão, em condições ideais, 

caso 100% do fármaco adicionado fosse incorporado à matriz, a CF seria de 1,54%. Para os 

CLN-CLO produzidos, a CF foi de 1,24 ± 0,07%. Assim, tendo em vista as perdas do 

processo de produção da formulação, considera-se o valor de CF adequado. 

Cabe salientar que não foi estudada a capacidade de carga do sistema, que corresponde 

à quantidade máxima do fármaco que é possível ser incorporada na matriz da partícula. Para 

determiná-la, outros ensaios devem ser realizados, com valores crescentes de massa de 

fármaco. Uma vez que o CLO é um fármaco potente, a sua quantidade utilizada nessa 

formulação foi o equivalente a 0,05%, que é a dose usual para sua aplicação tópica, e 

suficiente para o estudo proposto. 

 

4.2.4.1.7 Estudos de estabilidade 

 

Foram realizados estudos de estabilidade da formulação de CLN-CLO a 5, 25 e 40°C. 

As amostras foram analisadas nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias. Para cada condição foram 

utilizadas três amostras independentes (Tabela 4.2.1). 

Não foi observada alteração importante no diâmetro hidrodinâmico de partícula, 

contudo o PdI teve aumento considerável com o tempo para as amostras armazenadas a 25 e 

40 °C, provavelmente devido à aglomeração de partículas (BHATTACHARJEE, 2016). Já o 

potencial zeta e o pH mantiveram-se sem alterações significativas para todas as condições de 

estudo. 
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Tabela 4.2.1 Caracterização da formulação de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo propionato de 
clobetasol após estudos de estabilidade 

 Dia 
Diâmetro  

hidrodinâmico 
 (nm) 

PdI Potencial zeta  
(mV) pH CLO total  

(mg/mL) 
CLO total  

(%) EE (%) 

 0 173,80 ± 1,35 0,158 ± 0,0032 -42,20 ± 3,27 5,56 ± 0,02 0,41 ± 0,01 100 ± 2,47 80,83 ± 2,28 

         

5 °C 

7 178,00 ± 4,20 0,164 ± 0,0035 -41,10 ± 3,40 5,55 ± 0,02 0,40 ± 0,01 98,83 ± 2,69 80,98 ± 4,01 

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

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

         

25 °C 

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

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

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

         

40 °C 

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

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

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

Resultados apresentados como média ± DP; n = 3. CLO: propionato de clobetasol;  
EE: eficiência de encapsulação; PdI: índice de polidispersividade. 

 

 

O armazenamento a 40°C resultou em degradação do fármaco total, bem como 

diminuição da EE. É possível que, nessa condição, o CLO incorporado na partícula tenha sido 

expulso para o meio e sofrido reações físico-químicas de degradação. De fato, o estresse 

térmico tende a desorganizar a matriz lipídica (SEVERINO et al., 2011), promovendo a 

expulsão do fármaco. Uma característica que corrobora com a suposição da degradação é o 

fato de que houve alteração de cor da formulação, passando a levemente amarronzada. É 

evidente que lipídios são passíveis de oxidação quando expostos ao calor, e nesse processo, 

produzem radicais livres capazes de reagir com moléculas disponíveis no meio (SHAHIDI; 

ZHONG, 2010). 

Com base nos dados expostos, é aconselhável que a formulação seja mantida 

armazenada refrigerada, condição na qual mostrou-se fisicamente mais estável durante o 

período de estudo.  
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4.2.4.2 Avaliação da solubilidade do CLO 

 

Tanto para ensaios de liberação quanto de permeação cutânea in vitro é necessário 

observar a condição sink da solução. Em tal condição, a concentração do fármaco na solução 

receptora não deve exceder 10% da solubilidade do fármaco naquele meio. Esta condição 

deve ser mantida durante todo o período experimental (WHO, 2006), garantindo que o meio 

não seja saturado e a difusão do fármaco não fique comprometida. 

Ensaios de permeação cutânea utilizam preferencialmente meio aquoso como solução 

receptora. Uma vez que a solubilidade do CLO em água é apenas cerca de 4 µg/mL, optou-se 

por utilizar uma solução aquosa contendo o tensoativo LSS para aumentar a sua solubilidade. 

Considerando-se que nos ensaios propostos a concentração do CLO na formulação é de       

500 µg/mL, e o volume da formulação é de 500 µL, a quantidade de fármaco no 

compartimento doador da célula de Franz não excede 250 µg. Considerando-se ainda que o 

volume do compartimento receptor é de 12 mL, caso todo fármaco passasse do 

compartimento doador ao receptor, a concentração final de CLO seria de aproximadamente 

20,83 µg/mL. Assim, todas as amostras testadas de LSS seriam adequadas para garantir 

condição sink (Tabela 4.2.2). Por esse motivo, foi selecionada a menor concentração de LSS, 

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

 

 
Tabela 4.2.2 Solubilidade do propionato de clobetasol em solução aquosa de lauril sulfato de sódio 

LSS (aq) (%, m/v) CLO recuperado 
(µg/mL) 

0,5 245,89 ± 12,18 

1,0 624,67 ± 5,51 

1,5 940,53 ± 34,51 

2,0 1284,26 ± 55,16 
Resultados apresentados como média ± DP; n = 3. 

CLO: propionato de clobetasol; LSS: lauril sulfato de sódio. 
 

 

A fim de se estabelecer uma amostra controle de fármaco livre em solução              

para comparação de performance com o CLN, optou-se inicialmente por usar LSS (aq) 1,0% 

(m/v). Contudo, estudos posteriores de liberação (Figura 4.2.9) demonstraram que tal sistema 

proporcionou uma liberação lenta. Por esse motivo, novos ensaios de solubilidade do CLO 

foram realizados, dessa vez com solução hidroetanólica (Tabela 4.2.3). De acordo com os 
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resultados, optou-se por usar EtOH (aq) 45% (v/v) para a solução controle de fármaco livre, 

uma vez que essa solução pode proporcionar a dissolução do CLO na concentração              

500 µg/mL. 

 

 
Tabela 4.2.3 Solubilidade do propionato de clobetasol em solução hidroetanólica 

EtOH(aq) (%, v/v) CLO recuperado 
(µg/mL) 

30 64,81 ± 0,91 

35 167,49 ± 3,58 

40 353,01 ± 13,79 

45 663,11 ± 29,50 

50 1424,60 ± 15,07 
Resultados apresentados como média ± DP; n = 3. 

CLO: propionato de clobetasol. 
 

 

4.2.4.3 Estudo de liberação 

  

Inicialmente, o CLO foi solubilizado em solução aquosa de LSS 1,0% (m/v) para atuar 

como formulação controle de fármaco livre em solução. Contudo, ensaios de liberação 

demonstraram uma liberação lenta, de cerca de três dias (Figura 4.2.9).  
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Figura 4.2.9 Perfil de liberação do propionato de clobetasol (CLO) em solução aquosa de lauril sulfato de sódio 
(LSS) 1,0%. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6.  
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Uma vez que a concentração micelar crítica do LSS é 0,125% (m/v) (NANGIA et al., 

1998), pode-se supor que, nas condições testadas, o fármaco foi encapsulado em um sistema 

de micelas, afetando, assim, sua liberação. Por esse motivo, a amostra de CLO em solução de 

LSS 1,0% (m/v) foi descartada como controle do fármaco livre e, em substituição, foi 

utilizado o CLO em solução hidroetanólica. 
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Figura 4.2.10 Perfil de liberação das formulações. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. CLN-
CLO: carreador lipídico nanoestruturado contendo propionato de clobetasol; CLO-EtOH 45 V: CLO livre em 
EtOH(aq) (45%, v/v). 

 

 

A Figura 4.2.10 demonstra que o controle do fármaco livre em EtOH(aq) 45% (v/v) 

entrou em equilíbrio nas primeiras 24 h. Já as nanopartículas demonstraram liberação 

sustentada do fármaco, chegando a cerca de 50% de liberação no terceiro dia. O perfil de 

liberação do creme comercial foi o mais lento, contudo isso não é indicativo de liberação 

sustentada e ocorreu somente devido à sua alta viscosidade em comparação aos sistemas 

constituídos de dispersões. Ademais, a formulação em creme apresentou baixa retenção nas 

camadas da pele e especialmente no FP, após experimentos de permeação cutânea in vitro, 

como descrito na próxima seção. 

Um perfil de liberação sustentado como o apresentado pelas nanopartículas é 

desejável, especialmente quando a formulação visa atuar como reservatório do fármaco na 

pele (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009). Portanto, a formulação de CLN-CLO 
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apresenta características de liberação adequadas ao objetivo proposto, possibilitando a 

diminuição da necessidade de reaplicação da formulação. 

 

 

4.2.4.4 Avaliação da permeação/penetração cutânea e acúmulo folicular do fármaco 

 

Nos estudos de permeação cutânea in vitro, o acúmulo de CLO no FP a partir das 

formulações estudadas seguiu a seguinte ordem: creme comercial < solução hidroetanólica < 

CLN. Não foi observado CLO na solução receptora para nenhuma das amostras analisadas 

(Figura 4.2.11). 
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Figura 4.2.11 Quantificação do propionato de clobetasol (CLO) após ensaios in vitro de permeação cutânea em 
células de Franz com aplicação passiva das formulações. Não foi observado CLO na solução receptora. 
Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. CLN: carreador lipídico nanoestruturado; CLO-EtOH 45 V: 
CLO livre em EtOH(aq) (45%, v/v); EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; PR: pele remanescente. 

 

 

Em comparação ao creme comercial, houve maior penetração do CLO a partir da 

solução hidroalcoólica, para todas as camadas da pele. Esse efeito se deve principalmente a 

dois mecanismos. Primeiramente, o etanol funciona como cossolvente, proporcionando maior 

solubilidade e partição do fármaco para dentro da pele, aumentando, assim, o seu fluxo. Em 

segundo lugar, o solvente atua como um potencializador de penetração ao desorganizar os 

lipídios do EC, que funciona como barreira à penetração de substâncias (SINHA; PAL KAUR, 
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2000; BENSON, 2005; BABITA et al., 2006). De todo modo, a maior penetração do fármaco 

a partir da formulação CLO-EtOH 45V foi observada na PR e não no FP, que é o sítio-alvo do 

presente estudo. Ainda, o etanol é conhecidamente relacionado a reações de sensitização, 

principalmente no uso prolongado, que poderia agravar a condição tratada (STOTTS; ELY, 

1977; BASKETTER; SAFFORD, 2016). 

A formulação de CLN-CLO aumentou a retenção do fármaco tanto no EC, quanto na 

PR, em relação ao creme comercial. A composição do CLN favorece a maior penetração de 

substâncias na pele. Estudos indicam que nanopartículas lipídicas aplicadas de modo passivo 

não penetram na epiderme, mas ficam primordialmente retidas no EC ou em apêndices 

cutâneos (HSU et al., 2011; IANNUCCELLI et al., 2013; LEITE-SILVA et al., 2016). O 

conteúdo lipídico dos CLN faz com que as partículas tenham alta afinidade com os ácidos 

graxos presentes naturalmente no EC, de onde liberam o seu conteúdo e se difundem para a 

PR (BABITA et al., 2006; BOLZINGER et al., 2012). Em relação à retenção folicular, a 

formulação de CLN foi capaz de aumentar a quantidade de CLO no FP cerca de 4,5 vezes em 

comparação com a solução hidroalcoólica de CLO. Em relação ao creme comercial, estes 

valores atingiram cerca de 40 vezes. Diversas pesquisas evidenciam que formulações 

nanoparticuladas promovem a permeação cutânea e folicular do seu conteúdo de forma mais 

eficiente quando comparadas às formulações correspondentes, sem nanopartículas (BLUME-

PEYTAVI; VOGT, 2011; RABER et al., 2014; SHAMSHINA; ROGERS, 2014; MATOS et 

al., 2015; NAFISI; MAIBACH, 2018). Contudo, não foram encontrados resultados tão 

pronunciados quanto os obtidos no presente estudo.  

Não apenas a penetração, mas, também, o armazenamento a longo prazo de 

substâncias no FP são favorecidos por formulações particuladas. Estudos in vivo com 

humanos voluntários em que se aplicou um corante em solução ou nanopartículas poliméricas 

contendo o corante, demonstraram que no primeiro grupo só houve detecção da substância no 

FP por 3 dias subsequentes à aplicação, enquanto para o grupo de nanopartículas, o corante 

foi detectado por até 10 dias (LADEMANN et al., 2007). A maior penetração e retenção a 

longo prazo ocorre devido às características próprias dos materiais particulados, que possuem 

uma relação entre volume e área de superfície ideais, de modo a promover maior interação 

com as superfícies da pele e invaginações (LADEMANN et al., 2007; BLUME-PEYTAVI; 

VOGT, 2011). 

Os FP são invaginações na epiderme, que podem alcançar profundidades de até 4000 

µm e atingir o tecido subcutâneo. Na parte superior do FP, há uma camada semelhante ao EC 

e na parte inferior há células com junções estreitas, que fornecem uma barreira à passagem de 
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partículas para a epiderme viável (SCHNEIDER et al., 2009; LAUTERBACH; MÜLLER-

GOYMANN, 2015). Assim, ao entrarem no FP, as partículas podem ser armazenadas e 

liberarem seu conteúdo gradativamente. 

Lademann e colaboradores (2009) indicam que, além do acúmulo no FP, as 

nanopartículas se acumulam na superfície do pelo, que, devido à organização da estrutura da 

queratina, forma um ziguezague com bolsões de cerca de 320 nm no pelo de porco e 530 nm 

no humano. Assim, os pelos também poderiam servir de reservatório e seu movimento natural 

funcionaria como um sistema de bombeamento das partículas para o interior do FP em 

modelos in vivo. Embora o grupo de Lademann sugira que o tamanho de partícula ideal para a 

penetração folicular eficiente esteja entre 300 e 600 nm (LADEMANN et al., 2009), outras 

pesquisas também demonstram resultados promissores em faixas de 100 a 200 nm 

(PATZELT et al., 2011; TRAUER et al., 2014; MOGENSEN et al., 2018). 

Além disso, devido às características lipídicas dos CLN, essas nanopartículas 

apresentam alta afinidade pelo sebo no FP e pelas glândulas sebáceas, encontrando ali mais 

um sítio de armazenamento (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005; BLUME-PEYTAVI; 

VOGT, 2011; SHAMSHINA; ROGERS, 2014; VOGT; BLUME-PEYTAVI, 2014; 

LAUTERBACH; MÜLLER-GOYMANN, 2015; PEREIRA et al., 2018). A composição dos 

CLN permite alta tolerabilidade para aplicação dérmica, devido à sua biodegrabilidade e 

baixa toxicidade. A lecitina e o taurodesoxicolato são biocompatíveis, por serem substâncias 

produzidas pelo corpo, com função de emulsificação (HSIEH; BROCK, 2017). Este último 

tem demonstrado propriedades anti-inflamatórias em estudos com camundongos (CHANG et 

al., 2018). Já o ácido oleico é um componente natural da pele e, em formulações, pode agir 

como potencializador de penetração cutânea (BABITA et al., 2006), assim como o ácido 

esteárico (BOLZINGER et al., 2012; LOHAN et al., 2016). Adicionalmente, a presença de 

lipídios líquidos e sólidos proporciona características adequadas para manter o fármaco 

encapsulado na formulação, mas promover a liberação do seu conteúdo quando em contato 

com a pele (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009; ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 

2012; MONTENEGRO et al., 2016). 

Por fim, não foi observada penetração do CLO na solução receptora para nenhuma das 

formulações nas condições de estudo, o que significa dizer que o fármaco ficou retido nas 

camadas da pele. 

Esses dados indicam que o desenvolvimento das formulações contendo CLN-CLO 

para o direcionamento do fármaco especificamente para o FP representa uma estratégia muito 

promissora para o tratamento de patologias inflamatórias associadas ao pelo e ao couro 
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cabeludo. A adoção de tal formulação, pode levar a uma redução significativa na dosagem do 

fármaco, aumentando a eficácia do tratamento. 

 

4.2.4.4.1 TEWL  

	

amostra	de	pele	

amostra	de	pele	

amostra	de	pele	

	
Figura 4.2.12 Efeito das formulações sobre a perda de água transepidérmica após única exposição da pele às 
formulações por 12 h. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. Foram realizadas 3 análises por cada 
amostra. Cada análise consistiu em uma medida por segundo, com no mínimo 20 repetições e até que o desvio 
padrão fosse menor ou igual a 0,2 nas últimas cinco medidas. CLN-CLO: carreador lipídico nanoestruturado 
contendo propionato de clobetasol; CLO-EtOH 45 V: CLO livre em EtOH(aq) (45%, v/v); TEWL: perda de água 
transepidérmica (do inglês: Transepidermal Water Loss); * = p <0,05; *** = p <0,01; **** = p < 0,0001 

 

 

Uma das funções da pele é agir como uma barreira contra a entrada de substâncias 

estranhas e contra a perda excessiva de água. Pela medida de evaporação de água da pele 

pode-se avaliar sua integridade, uma vez que o aumento desse valor pode indicar danos 

cutâneos. O dispositivo Tewameter® mede o gradiente de evaporação por meio de uma sonda, 

com um sensor de temperatura e um sensor de umidade relativa. Baseado na Lei de difusão de 

Adolf Fick, o software acoplado calcula a taxa de evaporação, que é expressa em g/h/m2 

(DABBOUE et al., 2015). 
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Após experimentos de permeação cutânea in vitro, não foi observada variação 

significativa nas amostras de pele expostas ao CLN-CLO ou ao creme comercial, indicando 

que, nas condições testadas, tais formulações não alteram a integridade da barreira da pele. Já 

as peles expostas à solução hidroetanólica contendo CLO apresentaram alteração significativa 

nos valores de TEWL para metade das amostras testadas (Figura 4.2.12).  

A medida TEWL é um método bem estabelecido e amplamente usado. Embora 

estudos indiquem que ela não seja capaz de detectar pequenos danos no EC, a técnica 

demonstra efetividade em detectar distúrbios severos à integridade da barreira cutânea, tais 

como utilização de tape-stripping, uso de microagulhas, uso de lâmina de barbear ou 

exposição a algumas substâncias químicas (NETZLAFF et al., 2006; DABBOUE et al., 2015).  

Uma vez que foram observadas alterações significativas nas medidas antes e após 

utilização da solução hidroetanólica, pode-se dizer que tal solução é capaz de produzir danos 

importantes na pele. De fato, o etanol possui propriedades de desidratação e desnaturação 

proteica, que podem afetar a estrutura do EC e até extrair os lipídios dessa camada da pele 

(BABITA et al., 2006). A literatura reporta que solventes orgânicos podem destruir a barreira 

cutânea. Estudos com aplicação de uma mistura de clorofórmio: metanol (2:1% v/v) sobre a 

pele indicam que a medida de TEWL aumentou em mais de 5 vezes após exposição à mistura 

de solventes (NANGIA et al., 1998).  

É importante salientar que, no presente estudo, em experimentos com exposição de 

apenas 12 h já foi detectada alteração na função barreira com o uso de CLO-EtOH. Assim, é 

possível supor que o uso da solução hidroetanólica a longo prazo pode gerar lesões ainda mais 

severas à pele, além das possíveis reações de sensitização mencionadas. Por esse motivo, é 

importante considerar opções alternativas. 

Adicionalmente, estudos sugerem que a aplicação de CLN na pele proporcione a 

formação de um filme lipídico, causando efeito de oclusão e prevenindo a perda de água 

transepidérmica (PARDEIKE; HOMMOSS; MÜLLER, 2009; LAUTERBACH; MÜLLER-

GOYMANN, 2015; BELOQUI et al., 2016). Tal característica pode gerar benefícios em 

tratamentos a longo prazo, especialmente em condições cutâneas com comprometimento do 

EC. 

4.2.4.5 Amostras fluorescentes e microscopia confocal 

 

A fim de se produzirem CLN fluorescentes, para observar sua localização na pele após 

experimentos de permeação cutânea in vitro, foi realizada triagem com diferentes substâncias 

quanto à miscibilidade com componentes do CLN e fluorescência (Tabela 4.2.4). 
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A pele humana e a pele de porco são muito similares quanto à morfologia e 

composição celular e, por esse motivo, guardam também certa similaridade em relação à 

fluorescência. Elas apresentam autofluorescência quando excitadas, devido a cromóforos 

endógenos absorventes como melanina e hemoglobina, e fluoróforos como colágeno e 

elastina (DRAKAKI et al., 2007).  

 
Tabela 4.2.4 Comparação entre fluorescência da pele e substâncias candidatas para produção de carreadores 
lipídicos nanoestruturados 

Substância Excitação 
(nm) 

Emissão máx. 
(nm) Imagem Resultado 

Pele de porco 405, 561 482 

 

Possui autofluorescência 

Cumarina 405 491 

 

Fluorescência na mesma 
faixa que pele 

Verde 
malaquita G  405 714 

 

Imiscível com componentes 
do CLN 

Fucsina básica 561 647 

 

Aprovada 

Violeta de 
metila 561 714 

 

Aprovada 

Rodamina 6G 561 647 

 

Aprovada 
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Figura 4.2.13 Sobreposição dos espectros de substâncias fluorescentes.	

 
 
Tabela 4.2.5 Comparação entre características do propionato de clobetasol e rodamina 6G e as nanopartículas 
produzidas com estas substâncias  

  CLO R6G 

Molécula 

Estrutura molecular 

	  

MM (g/mol) 466,97 479,02 

LogP 3,49 6,36 

Solubilidade em água (µg/mL) 3,860 0,496 

    

CLN 

Diâmetro (nm) 173,8 ± 1,3 188,1 ± 3,5 

PdI 0,158 ± 0,032 0,146 ± 0,016 

Potencial zeta (mV) −42,2 ± 3,2 −54,4 ± 1,5 

pH da formulação 5,56 ± 0,02 5,51 ± 0,02 

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

 

 

Para que uma substância fluorescente seja observada sobre a pele após ensaio de 

permeação cutânea in vitro, a substância em estudo não deve emitir fluorescência na mesma 
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faixa que a pele, ou deve emitir uma fluorescência muito maior que a pele. Entre as 

substâncias aprovadas quanto à fluorescência e miscibilidade com os componentes do CLN, 

foi escolhida a R6G, por possuir fluorescência em maior intensidade (Figura 4.2.13). Além 

disso, a R6G possui propriedades físico-químicas próximas às do CLO. Por fim, os CLN-R6G 

produzidos apresentaram características semelhantes aos dos CLN-CLO (Tabela 4.2.5).  

Após preparo dos CLN-R6G, foram conduzidos estudos de permeação com o controle 

de R6G 0,05% em EtOH(aq) 45% (v/v) e com as nanopartículas de R6G.  

O corante em solução penetrou menos no FP que as nanopartículas, como pode ser 

observado nas Figuras 4.2.14 e 4.2.15. Os CLN-R6G proporcionam fluorescência dentro do 

FP, em profundidade superior a 900 µm, confirmando a liberação específica no sítio-alvo 

desejado. 

Tais resultados evidenciam o que já havia sido observado de forma quantitativa: a 

formulação de nanopartículas escolhida é capaz de direcionar o acúmulo da substância em 

estudo especificamente ao FP. 

 
 

 
Figura 4.2.14 Folículo piloso após ensaios in vitro de permeação cutânea em células de Franz com aplicação 
passiva de solução hidroetanólica de rodamina 6G. Imagens obtidas por microscopia óptica (esquerda) e 
confocal (direita). Escala = 200 µm.	
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Figura 4.2.15 Folículo piloso após ensaios in vitro de permeação cutânea em células de Franz com aplicação 
passiva de formulação constituída de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo rodamina 6G. Imagens 
obtidas por microscopia óptica (superior) e confocal (inferior). Escala = 500 µm. 

 

	

4.2.4.6.1 Estudos de permeação cutânea ex vivo com amostra fluorescente 
 

A técnica HFOC, primeiramente descrita na década de 90 (PHILPOTT; GREEN; 

KEALEY, 1990), utiliza FP isolados mantidos em meio de cultura e vem sendo utilizada nos 

últimos anos em estudos de endocrinologia, imunologia, neurobiologia, dentre outros. Na área 

farmacêutica, sua aplicação ocorre principalmente em pesquisas de substâncias para 

promoção do crescimento capilar (LANGAN et al., 2015). Já a técnica HOSEC, utiliza 

cultura de pele ex vivo e se propõe a servir como modelo alternativo a testes animais em 

estudos pré-clínicos para eficácia de cosméticos (FRADE et al., 2015). Ambas metodologias 

demonstram viabilidade dos modelos por mais de 7 dias de ensaio. 

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

método para ensaios de permeação cutânea ex vivo, a fim de se observar a penetração de 
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substâncias fluorescentes na pele. Após experimentos com CLN-R6G, as imagens obtidas por 

microscopia confocal foram capazes de demonstrar a penetração progressiva da substância 

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

 

  

  

 
 
Figura 4.2.16 Folículo piloso após ensaios ex vivo de permeação cutânea em células de Franz com aplicação 
passiva de formulação constituída de carreadores lipídicos nanoestruturados contendo rodamina 6G nos tempos 
1, 3, 6, 12, 24, 72 e 168 h. Imagens sobrepostas de microscopia óptica e microscopia confocal. 
 

A fluorescência alcançou profundidade máxima na pele após 12 h de ensaio, e ainda 

pôde ser observada após 7 dias do início do experimento. Amostras de pele coletadas em 

tempos subsequentes a 12 h apontam que, com o passar do tempo, a fluorescência apresentou 

uma tendência a ficar em regiões mais superficiais. É possível que, com o tempo, as partículas 

ou substância fluorescente depositadas mais profundamente passem a ser metabolizadas ou 

degradadas pelas células do sistema imune (WHO, 2006). Outra possível explicação para esse 
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fenômeno é a eliminação da substância devido ao crescimento do pelo, que pode chegar até 

cerca de 0,3 mm por dia (PHILPOTT; GREEN; KEALEY, 1990) ou eliminação do sebo, que, 

in vivo, pode chegar a 0,1 mg/cm2 de pele/hora (MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005). 

Tais resultados podem ajudar a elucidar o mecanismo de deposição de substâncias no 

FP a partir de formulações produzidas, seguida da sua subsequente eliminação. Os dados 

obtidos a partir desse experimento podem encontrar importância no auxílio da determinação 

da dose e frequência de aplicação da formulação, a fim de se obter maior eficácia do 

tratamento proposto. 

 

4.2.5 Conclusão 

 

Foi produzida uma formulação composta por CLN contendo CLO. As nanopartículas 

apresentaram forma esférica, diâmetro em torno de 180 nm, PdI abaixo de 0,20, potencial zeta 

negativo e mantiveram-se estáveis por 30 dias sob refrigeração. Avaliações de TEWL e 

viabilidade celular demonstraram segurança de seu uso, nas condições testadas. Os CLN 

apresentaram um perfil de liberação sustentada, por mais de cinco dias. Em ensaios de 

permeação cutânea in vitro, os CLN foram capazes de aumentar a retenção folicular do CLO 

cerca de 4,5 vezes em relação à solução hidroalcoólica de CLO. Em comparação ao creme 

comercial, esses valores atingiram cerca de 40 vezes. Não foi observado CLO no meio 

receptor, indicando que o fármaco ficou retido nas camadas da pele. Ensaios de permeação in 

vitro com uma formulação de CLN contendo substância fluorescente ratificou o 

direcionamento das nanopartículas para o FP. Adicionalmente, foi desenvolvido um método 

para avaliação da permeação e eliminação da substância fluorescente em ensaios ex vivo.  

A formulação de CLN-CLO apresentou grande potencial para retenção do CLO no FP. 

A sua utilização na terapêutica pode permitir maior eficácia e segurança para o manejo de 

patologias cutâneas inflamatórias.  
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4.3 APLICAÇÃO DE MÉTODOS FÍSICOS A NANOSSISTEMA CONTENDO 

PROPIONATO DE CLOBETASOL  

 

4.3.1 Introdução 

 

Embora conveniente, a administração de fármacos através da pele enfrenta alguns 

desafios, como vencer a barreira imposta pelo EC e superar as limitações físico-químicas das 

substâncias aplicadas. Por esse motivo, nas últimas décadas, tem-se buscado aplicar 

abordagens como modificações na formulação e aplicação de métodos físicos para alterar, 

ainda que temporariamente, a estrutura da pele (BORGHETI-CARDOSO et al., 2016). 

Entre os métodos físicos, destacam-se a utilização de IV, US e massagem. Tais 

métodos são de aplicação acessível, uma vez que dispositivos e equipamentos já são 

utilizados na prática clínica e encontram-se disponíveis comercialmente. O aumento de 

permeação cutânea pelo uso do IV está relacionado à promoção de hipertermia (SHAHZAD 

et al., 2015), que pode ser otimizada utilizandos-se partículas metálicas como adjuvantes 

(ZHOU et al., 2014; SHEN et al., 2015). O US, por sua vez, promove a desorganização da 

estrutura da pele, por meio do processo de cavitação e efeito térmico (POLAT et al., 2011; 

PARK et al., 2014). Já a massagem estimula a penetração de substâncias através do EC e dos 

anexos cutâneos devido a um efeito mecânico (PROW et al., 2011; RADTKE et al., 2017). 

Estes três métodos vêm sendo empregados com sucesso para melhorar a penetração não só de 

fármacos, como também de partículas através da pele (MERINO; KALIA; GUY, 2003; 

LADEMANN et al., 2007; GRATIERI et al., 2010; LOPEZ et al., 2011; POLAT et al., 2011; 

TRAUER et al., 2014; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; LEITE-SILVA et al., 

2016; PORTANTIOLO LETTNIN et al., 2016; CANAVESE et al., 2018). 

Nesse cenário, uma abordagem dupla de aplicação de métodos físicos junto a 

formulações inovadoras torna-se cada vez mais relevante. Portanto, o estudo deste capítulo 

teve como objetivo avaliar o comportamento da formulação de CLN-CLO quando aplicados 

os métodos de IV, US ou massagem, observar o acúmulo folicular do fármaco e elucidar os 

mecanismos relacionados a cada um dos processos. 

 

4.3.2 Material 

 

A obtenção do CLO, solventes com grau cromatográfico, material para tape stripping 

diferencial e pele estão descritos na seção 4.1.2. 
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Os materiais para produção das nanopartículas e execução dos experimentos de 

permeação cutânea in vitro podem ser encontrados na seção 4.2.2. 

Tris(acetilacetonato)ferro(III) foi obtido da Strem Chemicals, Inc. (Kehl, Alemanha), 

1,2-hexadecanediol, ácido oleico, oleilamina e éter benzílico foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). 

 

4.3.3 Métodos 

 

A influência de técnicas físicas aplicadas à formulação desenvolvida na permeação e 

acúmulo do fármaco nos FP foi avaliada de acordo com o esquema representado abaixo 

(Figura 4.3.1). Para isso, foi utilizada a formulação de CLN-CLO, cujo método de obtenção é 

descrito na seção 4.2.3.1. Já o ensaio de permeação cutânea in vitro encontra-se na seção 

4.2.3.5. 

 

 
Figura 4.3.1 Esquema representativo do ensaio de permeação cutânea in vitro. Comparação entre permeação 
passiva e ativa. EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; IV: infravermelho; PR: pele remanescente; US: 
ultrassom. 
 

 

4.3.3.1 Utilização de IV 

 

4.3.3.1.1 Desenvolvimento da formulação de nanopartículas de magnetita (NPM) 

 

NPM recobertas com ácido oleico foram desenvolvidas para posterior incorporação na 

formulação de CLN-CLO e aplicação de laser.  

Inicialmente, no laboratório Anorganische Festkörperchemie, da Universität des 

Saarlandes, Alemanha, foram sintetizadas nanopartículas de magnetita, utilizando-se 

protocolo de Sun et al., (2004). Para isso, 2 mmol de tris(acetilacetonato)ferro(III) e 10 mmol 
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de 1,2-hexadecanediol foram misturados com 6 mmol de ácido oleico, 6 mmol de oleilamina 

e 10 mL de éter benzílico. A mistura foi agitada, aquecida a 100°C e degaseificada a vácuo, a 

fim de tornar o ambiente anidro. Após a mistura ser exposta a ambiente de nitrogênio, a 

temperatura foi elevada em uma taxa de 3,3°C/min até alcançar 200°C e foi mantida nessa 

temperatura por 2 h, sob refluxo. Em seguida, a temperatura foi novamente aumentada, na 

mesma taxa, até atingir ~300°C e mantida por mais 1 h. A solução foi, então, resfriada até 

temperatura ambiente, finalizando a síntese. Após adição de 25 mL de etanol, a mistura foi 

levada à centrifugação (500 rcf). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi disperso 

em tolueno com 50 µL de ácido oleico e 50 µL de oleilamina. A mistura foi novamente 

precipitada com etanol e, por fim, redispersa em 20 mL de hexano, resultando em NPM 

dispersas em solvente orgânico. 

Para tornar as nanopartículas dispersíveis em água, adicionou-se uma nova camada de 

ácido oleico, com protocolo desenvolvido no Institut für Biopharmazie und Pharmazeutische 

Technologie, da Universität des Saarlandes, Alemanha. Para tanto, inicialmente, a água 

ultrapurificada a ser utilizada teve seu pH ajustado para 10,0 com auxílio de NaOH. Em 

seguida, foi adicionado 1% de ácido oleico. A esta solução, foi adicionada a suspensão de 

MNP em solvente orgânico, na proporção 1:1. O frasco foi levado ao sonicador Vibra-Cell 

VC 750 (Sonics, Newtown, Estados Unidos da América) com amplitude de 10%. O frasco 

aberto foi, em seguida, aquecido a 80°C, com agitação por 4 h em equipamento Thermomixer 

(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) disposto em capela, para evaporação do solvente orgânico. 

Após resfriamento, a mistura foi lavada com água ultrapurificada, utilizando-se VivaSpin em 

10.000 rcf, para retirada do excesso de ácido oleico. No fim do processo, obteve-se NPM em 

dispersão aquosa. 

As NPM foram caracterizadas conforme descrito na próxima seção.  

Para realização de experimentos de produção de hipertermia e permeação cutânea in 

vitro, as NPM foram dispersas na formulação de CLN previamente produzida, na 

concentração final de 1 mg de NPM para cada 1 mL de formulação CLN-CLO.  

 

4.3.3.1.2 Caracterização da formulação de NPM 

 

A concentração da formulação de NPM foi calculada após processo de liofilização. 

Para o cálculo, considerou-se a pesagem da formulação inicial e a pesagem do remanescente 

sólido após secagem. 
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A morfologia das NPM foi avaliada por microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

Uma gota da suspensão foi depositada sobre um grid de cobre posicionado sobre uma lâmina. 

Após o excesso de líquido ser cuidadosamente removido com papel, a amostra foi deixada 

secar. Para visualização, foi utilizado um microscópio JEM 2011 (JEOL, Freising, Alemanha) 

e câmera MultiScan Camera Model 794 (Gatan, Pleasanton, CA, Estados Unidos da América). 

Para obtenção das imagens, utilizou-se 200 keV. 

Para determinar a faixa de comprimento de onda de absorção das NPM, a formulação 

foi diluída 10, e 200 vezes em água e foi realizada sua varredura em um espectrofotômetro 

Lambda 35 UV/VIS (PerkinElmer, Waltham, Estados Unidos da América). Para efeitos 

comparativos, analisou-se também um extrato de pele produzido após técnica de tape 

stripping e agitação magnética (seção 4.1.3.4). 

 

4.3.3.1.3 Produção de hipertermia utilizando laser 

 

Experimentos com irradiação foram realizados na Hochschule für Technik und 

Wirtschaft des Saarlandes, Alemanha, com o laser de diodo Medilas D SkinPulse S (Dornier 

MedTech, Munique, Alemanha), com emissão a 940 nm. 

A fibra ótica foi posicionada a 4 cm da pele, uma vez que essa foi a distância 

necessária para que a luz piloto cobrisse toda a área de pele exposta (1,77 cm2) na célula de 

Franz (Figura 4.3.2). 

 

 
 
Figura 4.3.2 Configuração do laser para irradiação na pele. Direita: vista lateral; Esquerda: vista superior. 
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O dispositivo LabMax-TOP Laser Power and Energy Meter (Coherent, Santa Clara, 

Estados Unidos da América) foi usado para medir a atenuação da potência medida na 

distância determinada.  

A avaliação do efeito de aquecimento produzido pelo laser, foi avaliada adicionando-

se 500 µL de CLN-CLO ou CLN-CLO + NPM (1 mg/mL) no compartimento doador das 

células de Franz, e irradiando a amostra com diferentes intensidades por 5 min, em modo 

contínuo. A elevação da temperatura do sistema foi medida com auxílio de um termômetro 

óptico AG Fiber Optic Temperature Sensor (Optocon, Dresden, Alemanha) e os dados foram 

coletados pelo software FoTemp FCT-0139 (Optocon, Dresden, Alemanha). Três diferentes 

células de Franz com amostras de pele foram usadas para cada medição. 

Após determinação das condições ideais de potência e tempo, foram conduzidos 

experimentos de hipertermia da formulação aplicada sobre a pele. A irradiação do laser foi 

realizada no início, imediatamente após aplicação da formulação ou no final do protocolo, 

após 12 h do processo de permeação cutânea in vitro (seção 4.2.3.5.3). 

 

4.3.3.2 Utilização de US 

 

Para avaliar o efeito do US na permeação cutânea, foi utilizado um equipamento 

dermatológico doméstico FC 80 (Beurer, Ulm, Alemanha), com frequência de 5 MHz e 

intensidade de 1,2 W/cm2 (Figura 4.3.3). 

 

 
Figura 4.3.3 Equipamento doméstico de ultrassom dermatológico.  

 

 

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

mecânica extra produzida pelo sistema pudesse ser desativada. Assim, o equipamento pôde 
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ser utilizado em duas funções distintas: 1) apenas US pulsado; 2) US pulsado com vibração 

mecânica. 

A pele foi disposta sobre papel de filtro embebido com tampão HEPES pH 7,4 e 

posicionada sobre uma lâmina de vidro. A área da pele foi delimitada por fita adesiva 

laminada, com círculo de 15 mm de diâmetro (Figura 4.1.2). Após administração de 40 µL da 

formulação de CLN-CLO sobre a pele, o US foi aplicado por 3 minutos, com ou sem vibração. 

Em seguida, a pele foi submetida ao ensaio de permeação cutânea in vitro, conforme descrito 

na seção 4.2.3.5.3, completando-se o volume de formulação para 500 µL. 

 

4.3.3.3 Utilização de massagem  

 

A pele de porco foi delimitada, como descrito na seção anterior. Em seguida, foram 

aplicados 40 µL a formulação de CLN-CLO e realizados movimentos de rotação no sentido 

horário por 3 minutos, usando sempre o mesmo dedo indicador (Figura 4.3.4). 

Findado o tempo de massagem, a pele foi montada na célula de Franz, o volume de 

formulação foi completado para 500 µL e estudos de permeação cutânea in vitro foram 

conduzidos, conforme descrito na seção 4.2.3.5.3.  

 

 
Figura 4.3.4 Montagem de pele para avaliação do efeito da massagem em estudos de permeação cutânea in vitro. 
 

 

4.3.3.4 Análise estatística 

 

Durante e após a finalização dos experimentos, os dados foram avaliados qualitativa e 

estatisticamente. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão das replicatas. O 

nível de significância foi fixado em α = 0,05. 
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4.3.4 Resultados e discussão 

4.3.4.1 Utilização de IV  

4.3.4.1.1 Caracterização da formulação de NPM 

 

Como produto, foi obtida uma dispersão coloidal estável, opaca e castanha de 

partículas de magnetita na água, que não pode ser separada por meio de um ímã permanente, 

o que não influencia o efeito de hipertermia (Figura 4.3.5). A concentração da suspensão foi 

de 67 mg/g. 

 
 

Figura 4.3.5 Aspecto visual da formulação contendo nanopartículas de magnetita. 
 
 

Imagens de MET demonstraram que foram produzidas nanopartículas de magnetita 

com tamanho aproximado de 10 nm (Figura 4.3.6). Estudos indicam que partículas de óxido 

de ferro com tamanho menor que 100 nm e distribuição estreita de tamanho de partícula são 

ideais para aplicação biomédica, por serem biocompatíveis e apresentarem baixa toxicidade 

(LAURENT et al., 2008). 

 

 
 

Figura 4.3.6 Nanopartículas de magnetita. Imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão.        
Escala = 20 nm. 
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4.3.4.1.2 Produção de hipertermia utilizando laser 

 

Para causar hipertermia no sistema, foi selecionado o laser Medilas D SkinPulse S, 

que emite radiação IV no comprimento de onda de 940 nm. O IV-A é capaz de alcançar 

camadas profundas da pele (PORTANTIOLO LETTNIN et al., 2016) e, portanto, pode causar 

efeito sobre o FP . 

Inicialmente, foi analisada a atenuação da potência do laser, devido à distância entre o 

dispositivo emissor de IV e a pele. A 4 cm de distância, a potência medida teve metade do 

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

 

 
 Tabela 4.3.1 Medidas de potência do Medilas D SkinPulse S a 4 cm de distância 

Potência 
nominal (W) 

Potência medida (W) 

A B C D E F Média DP 

1.00 0.47 0.46 0.48 0.49 0.56 0.59 0.51 0.05 

2.00 0.92 0.95 0.98 1.03 1.02 1.03 0.99 0.05 

3.00 1.51 1.51 1.52 1.53 1.53 1.51 1.52 0.01 

4.00 2.02 2.04 2.03 2.02 2.05 2.02 2.03 0.01 

 

 

Em seguida, foi analisado o efeito de aquecimento das formulações. Os experimentos 

de irradiação demonstraram que um aumento de 1 a 16°C pode ser alcançado, combinando-se 

diferentes potências e tempos de exposição. Quando a formulação de CLN foi acrescida com 

NPM a uma concentração de 1 mg/mL, a temperatura foi aumentada entre 2 e 3,3 vezes 

(Tabela 4.3.2). 

 

 
Tabela 4.3.2 Aquecimento produzido após irradiação por laser (940 nm) em diferentes intensidades e por 
diferentes tempos  

Amostra Potência (W) 
ΔT (°C) 

1 min 2 min 3 min 4 min 5 min 

CLN-CLO 

0,5 0,9 ± 0,1 1,3 ± 0,1 1,6 ± 0,2 2,1 ± 0,3 2,4 ± 0,2 

1,0 1,8 ± 0,3 2,7 ± 0,3 3,3 ± 0,2 3,8 ± 0,1 4,3 ± 0,2 

1,5 3,8 ± 0,1 5,0 ± 0,2 6,0 ± 0,1 6,9 ± 0,1 7,6 ± 0,2 

       

CLN-CLO + 
NPM (1 mg/mL) 

0,5 2,9 ± 0,4 4,2 ± 0,2 5,2 ± 0,3 6,0 ± 0,4 6,6 ± 0,3 

1,0 4,4 ± 0,4 6,1 ± 0,2 7,5 ± 0,3 8,3 ± 0,3 9,0 ± 0,4 

1,5 7,9 ± 0,2 10,7 ± 0,5 12,9 ± 0,3 14,3 ± 0,5 15,8 ± 0,2 

CLN: carreador lipídico nanoestruturado; CLO: propionato de clobetasol; 
NPM: nanopartículas de magnetita; média ± DP; n = 3. 
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É observado que exposição contínua da pele a temperaturas elevadas (> 48°C) 

resultam em perda de pelos (WIKRAMANAYAKE et al., 2010). De fato, a termólise destrói 

as células do FP e esta abordagem tem sido utilizada na fotoepilação a laser, visando à 

remoção de pêlos indesejados a longo prazo (ZANDI; LUI, 2013). Portanto, para se evitar 

danos aos FP, o protocolo utilizado deve ser realizado em temperaturas abaixo de 48°C. 

A temperatura basal média da pele é 32°C e, após exposição à luz solar, ela alcança 

cerca de 36,3 ± 1.4°C (CHO et al., 2008). Estudos indicam que a luz do sol é composta por 

cerca de 6,8% de UV, 38,9% de luz visível e 54,3% de IV (BAROLET; CHRISTIAENS; 

HAMBLIN, 2016). Sob irradiação IV, quando a pele atinge 40°C, o corpo começa a produzir 

repostas termorregulatórias marcantes que incluem infiltração de células inflamatórias na pele 

(LEE et al., 2006; CHO et al., 2008). Sendo assim, para tratamento de condições inflamatórias, 

é preferível que o protocolo de aquecimento mantenha-se até 40°C. Adicionalmente, uma vez 

que a irradiação crônica de IV pode levar a efeitos adversos, como fotoenvelhecimento e 

carcinogênese, a terapia deve ser limitada em termos de intensidade de irradiação, tempo de 

exposição e frequência de aplicação (PIAZENA; KELLEHER, 2010). Considerando-se a 

temperatura basal da pele, as informações acima e os resultados dos experimentos, 

determinou-se o uso de laser na potência de 1,0 W, por 3 min, resultando em temperaturas 

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

 

4.3.4.1.3 Estudos de permeação cutânea com aplicação de laser IV 

 

Diversas pesquisas utilizam nanopartículas metálicas para produção de hipertermia no 

tratamento de câncer (LAURENT et al., 2008; LABOUTA; SCHNEIDER, 2013; ZHOU et al., 

2014; SHEN et al., 2015; KANG et al., 2017; KANDASAMY et al., 2018). No presente 

estudo, a hipertermia direcionada visava diminuir a resistência do conteúdo sebáceo dos FP, 

aumentando, assim, a penetração folicular dos CLN ou alterando a liberação seletiva do CLO 

no FP. 

Foram testadas tanto a formulação de CLN-CLO quanto CLN-CLO + NPM, 

utilizando dois protocolos diferentes: 1) irradiação no início, imediatamente após aplicação da 

formulação e 2) irradiação no final do protocolo, após 12 h do processo de permeação cutânea 

in vitro. 

A hipótese utilizada para o protocolo de irradiação após 12 h do ensaio de permeação 

era a de que o IV pudesse causar maior efeito após a penetração seletiva dos CLN e das NPM 

nos FP (LADEMANN et al., 2016). Em nenhum dos ensaios, contudo, o protocolo de 
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aplicação de laser no fim do processo resultou em diferença significativa em relação à 

aplicação passiva da formulação (Figura 4.3.7). 

Contudo, a utilização do laser no início do protocolo, imediatamente após aplicação da 

formulação, apresentou diferenças estatisticamente significativas em relação à aplicação 

passiva. Para CLN-CLO, a diferença foi uma diminuição de 0,6 vezes no acúmulo de CLO no 

FP, em relação à aplicação passiva. Com a utilização da formulação CLN-CLO + NPM, por 

sua vez, a quantidade de CLO no EC foi de 2,4 vezes. Em nenhum dos experimentos 

observou-se CLO na solução receptora. 
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Figura 4.3.7 Quantificação do propionato de clobetasol (CLO) após ensaios in vitro de permeação cutânea em 
células de Franz modificadas. Comparação entre aplicação passiva de CLN com aplicação de CLN+NPM e laser 
infravermelho imediatamente após aplicação da formulação ou ao final de 12 h de permeação. Não foi observado 
CLO na solução receptora. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. CLN: carreador lipídico 
nanoestruturado; EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; PR: pele remanescente. * P < 0,05.  
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Foram realizadas análises de distribuição de tamanho de partícula e potencial zeta das 

formulações antes e depois da irradiação. Os resultados demonstraram que não houve 

diferença nas propriedades estudadas. Portanto, pode-se inferir que o laser não modificou tais 

características da formulação e os resultados observados devem ser associados ao efeito da 

irradiação na pele, bem como na modificação da interação entre nanopartículas e pele. 

Nos ensaios com CLN-CLO, a elevação de temperatura foi modesta (cerca de de 3,3 ± 

0,2°C). Estudos indicam que o aquecimento moderado é capaz de levar as glândulas sebáceas 

a expelirem o sebo, que preenchem os FP, podendo bloqueá-los (MEIDAN; BONNER; 

MICHNIAK, 2005). Pesquisas sugerem que substâncias hidrofílicas, como manitol e sucrose, 

tenham sua passagem transfolicular completamente suprimida quando ocorre bloqueio dos FP 

devido ao conteúdo sebáceo, enquanto substâncias menos hidrofílicas, como hidrocortisona, 

têm seu fluxo apenas reduzido (MEIDAN, 2010). É importante salientar que, embora os CLN 

tenham afinidade pelo sebo, diferentemente do que ocorre com moléculas, o mecanismo de 

penetração de nanopartículas no FP não se dá apenas por afinidade química, partição e 

difusão, mas está relacionado também à superfície de contato das partículas e do FP 

(LADEMANN et al., 2007; BLUME-PEYTAVI; VOGT, 2011). Assim, a depender da 

proximidade do bloqueio sebáceo com a superfície da pele, é possível que as nanopartículas 

fiquem impedidas de penetrar com mais profundidade. Portanto, um possível bloqueio do FP 

na porção superior pode ter reduzido a penetração dos CLN de forma significativa. 

Já no ensaio com CLN-CLO + MNP, a temperatura mais alta (cerca de 7,5 ± 0,3°C) 

pode ter promovido uma fluidização muito maior do conteúdo sebáceo, de modo que ele 

tenha extravasado para o EC e se depositado na superfície da pele (MEIDAN, 2010). Quando 

na superfície, o sebo se mistura aos lipídios do EC, formando um filme, que se funde tão 

firmemente ao EC a ponto de não poder ser retirado com lavagem apenas com água, mas 

necessitar de intervenções mais extremas para ser extraído, como uso de solventes orgânicos 

(CAMPBELL et al., 2012). Desse modo, os CLN podem ter encontrado ali um meio propício 

para sua retenção, explicando a maior quantificação de CLO nessa camada da pele.  

Outro aspecto a se considerar é o efeito do aquecimento sobre o EC. A elevação de 

temperatura provoca a desorganização na sua estrutura, devido à maior fluidez dos lipídios 

intercelulares (SHAHZAD et al., 2015). De fato, estudos apontam que, enquanto temperaturas 

entre 80 e 110°C  podem causar desnaturação proteica e danos permanentes à pele, 

temperaturas entre 35 e 40°C apenas provocam uma transição reversível nos lipídios do EC, 

tornando-os mais fluidos (BOUWSTRA et al., 1992; GAY et al., 1994; LAWSON et al., 

1998; OGISO et al., 1998), e, portanto, mais disponíveis para misturarem-se a substâncias 
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lipofílicas aplicadas topicamente. Assim, é possível compreender como o aquecimento 

produzido no experimento com CLN-CLO + NPM favoreceu a retenção das nanopartículas 

lipídicas no EC. 

Embora a utilização de laser de IV não tenha demonstrado benefício em termos de 

acúmulo de CLO no FP, estudos adicionais com laser merecem ser investigados como 

adjuvante no tratamento com essa formulação. Alguns ensaios clínicos sugerem eficácia 

aumentada quando se utiliza luz solar ou calor moderado induzido (37°C) por turbante como 

adjuvante na terapêutica da alopecia (BEHRENS-WILLIAMS et al., 2001; SEKAR; 

SRINIVAS; SORNAKUMAR, 2010). Abordagens semelhantes também têm sido utilizadas 

em outras condições inflamatórias da pele, como psoríase, dermatite atópica, líquen plano, 

escleroderma etc. (RODRÍGUEZ-GRANADOS et al., 2007). Já pesquisas específicas com IV 

sugerem que o laser usado como monoterapia ou como adjuvante resulta em crescimento do 

cabelo em até 94% das áreas tratadas em paciente com alopecia areata (YAMAZAKI et al., 

2003; WAIZ et al., 2006; TZUNG et al., 2009; WIKRAMANAYAKE et al., 2012). É 

possível que, nas condições testadas, o calor gerado alcance os FP, sem causar danos, devido 

à baixa potência utilizada. Isso pode aumentar a circulação sanguínea e suprir os FP com 

fatores de crescimentos. Além disso, o estresse gerado pode estimular a produção de proteínas 

heat schok, as quais estão envolvidas na regulação da diferenciação celular e parecem 

desempenhar um papel no ciclo de vida dos FP (HASHIZUME et al., 1997; DESAI et al., 

2010). Por fim, a irradiação pode, também, atenuar a ação de marcadores pró-inflamatórios, 

sendo útil no tratamento de diversas patologias cutâneas relacionadas ao sistema imune 

(AVCI et al., 2013; BAROLET; CHRISTIAENS; HAMBLIN, 2016; KESHRI et al., 2016). 

Assim, com estudos adicionais, o uso de IV pode se tornar um adjuvante à terapia de CLN-

CLO. 

 

4.3.4.2 Utilização de US 

 

Foram analisadas amostras de pele após aplicação de CLN-CLO e utilização de US 

pulsado de alta frequência (com ou sem vibração mecânica) por 3 minutos. Os estudos sem 

vibração resultaram em retenção do CLO 1,6 vezes na PR, em relação à aplicação passiva da 

formulação (Figura 4.3.8). Não foi encontrado CLO na solução receptora para nenhuma das 

amostras testadas. 
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Figura 4.3.8 Quantificação do propionato de clobetasol (CLO) após ensaios in vitro de permeação cutânea em 
células de Franz modificadas. Comparação entre aplicação passiva de CLN com aplicação de ultrassom (US). 
Não foi observado CLO na solução receptora. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. CLN: carreador 
lipídico nanoestruturado; EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; PR: pele remanescente. ** P < 0,01. 

 

 

Os principais mecanismos envolvidos no aumento de permeação de substância através 

da pele e apêndices cutâneos pela utilização de US são cavitação e efeito térmico. A cavitação 

ocorre quando, a partir de variações de pressão acústica, são formadas bolhas de gás em 

espaços não preenchidos ou bolhas preexistentes se movem, se contraem, se expandem ou se 

contorcem devido às oscilações das ondas de US, causando desorganização do EC ou 

movendo conteúdo nos apêndices. O raio de ressonância da bolha de cavitação é inverso à 

frequência de US. Assim, em meio aquoso, alta frequência produz bolhas menores, em torno 

de 1 µm, enquanto baixa frequência pode produzir bolhas de até 150 µm. Cabe ressaltar que a 

maioria dos estudos apontam que a cavitação não causa danos à pele, pois tem efeito 

reversível após as bolhas colapsarem e a pele voltar à sua organização estrutural normal 

(MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011; PARK et al., 2014). 

Já o efeito térmico ocorre porque a onda de US agita as moléculas do meio, resultando 

em seu aquecimento. Esse efeito beneficia a permeabilidade da pele por aumentar a energia 

cinética e a difusividade do fármaco, dilatar estruturas dos anexos cutâneos e aumentar a 

circulação sanguínea na área tratada. Por outro lado, a exposição excessiva da pele a 

temperaturas elevadas pode levar a danos cutâneos e, por esse motivo, diversos estudos 

procuram minimizar o efeito térmico (POLAT et al., 2011; PARK et al., 2014). No presente 
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experimento, o US operou de modo pulsado, o que possibilita a dissipação de calor do meio 

durante o procedimento, e, portanto, o efeito térmico não teve contribuição na penetração do 

CLO na pele. A temperatura foi monitorada durante a realização dos ensaios. 

Embora, nas últimas décadas o US de baixa frequência tenha ganhado destaque, o US 

de alta frequência começou a ser utilizado na década de 50, para administração tópica de 

corticosteroides. Somente a partir da década de 90, observou-se que ao se aplicarem 

frequências mais baixas de US, era possível que o fármaco alcançasse profundidades maiores 

de penetração e em maior quantidade. Hoje, em linhas gerais, o US de baixa frequência vem 

sendo mais pesquisado para administração transdérmica de fármacos, enquanto o de alta 

frequência para penetração local (MERINO; KALIA; GUY, 2003; POLAT et al., 2011). 

De fato, estudos utilizando US de baixa frequência reportam a administração 

transdérmica de corticosterona (MITRAGOTRI; BLANKSCHTEIN; LANGER, 1996), 

metilprednisolona (SANTOIANNI; NINO; CALABRO, 2004) e betametasona (MARUANI 

et al., 2010). Por sua vez, tratamentos locais com US de alta frequência foram pesquisados 

com hidrocortisona (GATEV; VATSOV, 1966; SKAUEN; ZENTNER, 1984; KOEKE et al., 

2005), dexametasona (DARROW et al., 1999) e diversos outros fármacos (POLAT et al., 

2011). A combinação de micro e nanopartículas e US também tem gerado benefício na 

penetração cutânea de substâncias (EL-KAMEL; AL-FAGIH; ALSARRA, 2008; DAHLAN; 

ALPAR; MURDAN, 2009; GOU et al., 2009; LOPEZ et al., 2011; CANAVESE et al., 2018). 

Especificamente em relação ao CLO, um estudo in vitro utilizando US de baixa 

frequência observou absorção percutânea do fármaco, alcançando a solução receptora (FANG 

et al., 1999). O presente estudo, por sua vez, utilizou US de alta frequência e obteve aumento 

significativo de penetração do fármaco na PR (1,6 vezes CLO em relação à aplicação passiva), 

sem que, contudo, fosse observado fármaco na solução receptora. Adicionalmente, embora 

não tenha ocorrido diferença estatisticamente significativa de CLO no FP, os resultados 

apontam uma tendência de aumento na retenção folicular (1,4 vezes CLO em relação à 

aplicação passiva). Assim, o uso de US pulsado de alta frequência pode ser uma técnica eficaz 

para tratamentos cutâneos em que se vise retenção do CLO em camadas mais profundas da 

pele, sem que o fármaco alcance a circulação sistêmica. 

Por outro lado, a utilização do US com vibração resultou na retenção do CLO 1,8 

vezes no FP e 1,8 vezes na PR, em relação à aplicação passiva da formulação, sem 

quantificação de CLO na solução receptora (Figura 4.3.9).  
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Figura 4.3.9 Quantificação do propionato de clobetasol (CLO) após ensaios in vitro de permeação cutânea em 
células de Franz modificadas. Comparação entre aplicação passiva de CLN com aplicação de ultrassom (US) + 
vibração mecânica. Não foi observado CLO na solução receptora. Resultados apresentados como média ± DP; n 
= 6. CLN: carreador lipídico nanoestruturado; EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; PR: pele remanescente. ** 
P < 0,01; **** P < 0,001. 
	

	

O acúmulo de CLO no FP, observado após uso de US com vibração mecânica, pode 

estar relacionado ao fato de que tal vibração se assemelhe a uma massagem semiautomática, 

realizada por dispositivo. Os mecanismos envolvidos na aplicação de massagem estão 

descritos na próxima seção. 

Uma vez que o US não causa danos à pele e é considerado uma terapia segura, além 

de já ser amplamente utilizado na área médica, de fisioterapia e estética, a sua aplicação em 

pacientes com condições cutâneas inflamatórias é factível e pode melhorar sua terapêutica. 

 

4.3.4.3 Utilização de massagem  

 

O massageamento da formulação de CLN-CLO sobre a pele por 3 minutos resultou 

em 2,4 vezes CLO no FP, em comparação à aplicação da formulação de forma passiva 

(Figura 4.3.10). Não foi observado CLO na solução receptora. 
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Figura 4.3.10 Quantificação do propionato de clobetasol (CLO) após ensaios in vitro de permeação cutânea em 
células de Franz modificadas. Comparação entre aplicação passiva de CLN com aplicação de massagem. Não foi 
observado CLO na solução receptora. Resultados apresentados como média ± DP; n = 6. CLN: carreador lipídico 
nanoestruturado; EC: estrato córneo; FP: folículo piloso; PR: pele remanescente. **** P < 0,001.  
 

 

A massagem tem demonstrado aumentar o acúmulo de nanossistemas nos FP. Estudos 

com lipossomas com tamanhos entre 100 e 150 nm contendo corante fluorescente avaliaram a 

aplicação de massagem por 3 minutos. Para isso, uma escova elétrica foi adaptada e suas 

cerdas foram substituídas por uma esfera metálica. Os experimentos demonstraram 

penetração no FP com profundidade cerca de cinco vezes maior quando a massagem foi 

utilizada, em comparação aos grupos controle, sem intervenção (TRAUER et al., 2014). 

Nanopartículas de sílica recobertas com ouro, na dimensão de 150 nm, também apresentaram 

penetração no FP de até 1200 µm após um dispositivo de massagem ser aplicado por dois 

ciclos de 30 segundos (MOGENSEN et al., 2018). 

Possivelmente, devido à estrutura em ziguezague da cutícula do pelo, as partículas 

podem se acumular nas cavidades de cerca de 320 nm no pelo de porco e 530 nm no humano. 

Quando os pelos são movidos por massagem, essa partículas sofrem, então, um efeito de 

bombeamento para dentro do FP. Sugere-se também que a massagem é semelhante ao 

movimento fisiológico dos pelos, que crescem e se deslocam, com a movimentação constante 

do corpo, simulando um efeito de bombeamento. Embora a intensidade seja menor que na 

massagem, o movimento fisiológico é constante (LADEMANN et al., 2007, 2009). Foi 

observado ainda que o movimento radial, perpendicular ao eixo do pelo, favorece a 
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penetração para dentro do FP, enquanto o movimento axial, paralelo ao eixo, inverte a direção 

do fluxo de partículas (RADTKE et al., 2017). Já Prow e colaboradores (2011) sugerem que o 

mecanismo de maior retenção está associado também ao fato de que, durante a massagem, os 

pelos são deslocados lateralmente, aumentando a área disponível da abertura do infundíbulo, 

com consequente maior penetração de partículas pela invaginação (PROW et al., 2011). Esta 

hipótese pode ser fundamentada no fato de que a presença do pelo não é necessária para a 

penetração de partículas pela via folicular (ROLLAND et al., 1993; TOLL et al., 2004; 

SONAVANE et al., 2008).  

A massagem manual é uma técnica acessível, que pode ser realizada pelo próprio 

paciente, no conforto da sua casa, sem custo adicional ao tratamento. Por outro lado, a 

massagem produzida por equipamentos apresenta a vantagem de reprodutibilidade na 

frequência, duração e intensidade dos movimentos, o que pode garantir maior eficácia do 

tratamento a longo prazo. Sendo assim, ambas intervenções podem ser utilizadas com a 

finalidade de aumentar a penetração das nanopartículas, com consequente aumento da 

retenção do fármaco no FP. 

 

4.3.5 Conclusão 

 

A aplicação de métodos físicos para aumentar a retenção folicular de CLO em 

experimentos de permeação cutânea in vitro com formulação de CLN-CLO foi avaliada. A 

utilização de irradiação IV não demostrou nenhum benefício nesse sentido. Após o tratamento 

com US pulsado de alta frequência, a retenção de CLO aumentou na PR e apresentou uma 

tendência a aumentar no FP. A adição de vibração ao US resultou em maior acúmulo do 

fármaco tanto no FP como na PR, em comparação com a exposição passiva de CLN. A 

aplicação do CLN seguida de massagem resultou em mais que o dobro da quantidade de CLO 

especificamente no FP, em relação à aplicação passiva de CLN. O CLO não foi observado no 

meio receptor para nenhum dos tratamentos realizados, indicando que o fármaco foi retido nas 

camadas da pele.  
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5 CONCLUSÃO GERAL 
 

A formulação de CLN avaliada neste trabalho demonstrou grande potencial para a 

retenção de CLO nos FP, alcançando cerca de 40 vezes mais fármaco no sítio-alvo que a 

amostra controle de creme comercial. A eficácia do nanossistema para o direcionamento do 

fármaco ao FP foi também demonstrada por meio de imagens de microscopia confocal após 

aplicação in vitro de formulação de CLN contendo substância fluorescente. A mesma 

formulação foi utilizada para demonstrar a penetração e eliminação da substância em estudo 

ex vivo por 7 dias. A combinação da aplicação da formulação de CLN-CLO com a utilização 

de métodos físicos para aumentar o acúmulo de CLO no FP demonstrou que dentre os 

métodos avaliados, IV, US e massagem, esta última parece ser a melhor abordagem para 

aumentar especificamente a retenção folicular do CLO, mais que dobrando a quantidade do 

fármaco no FP em comparação à aplicação passiva do CLN-CLO. Assim, o uso das 

estratégias apresentadas pode possibilitar a redução da dose e da frequência de aplicação do 

medicamento, resultando em maior segurança e eficácia para os pacientes. 
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