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Resumo

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo um grupo de farmacos
largamente utilizado pela populacdo, especialmente para o tratamento de dores
musculares, enxaquecas e reumatismo. Atualmente em Portugal, o ibuprofeno € dos
AINEs mais utilizados pela sua eficécia no alivio de dores ligeiras a moderadas. Uma vez
que é um medicamento de venda livre, € muitas vezes utilizado em automedicacéo,
levando a uma maior incidéncia de reacfes adversas associadas a sua toma recorrente. De
forma a solucionar este problema, tém-se recorrido cada vez mais a utilizacdo da
nanotecnologia para promover o transporte de farmacos através da pele. Apesar da
administracdo de formulacfes transdérmicas apresentar varias vantagens, a sua grande
limitacdo continua a ser a dificuldade de permeacdo cutanea dos farmacos, que pode ser
melhorada pelo recurso a nanossistemas vesiculares, como os transferossomas.

Assim, esta dissertagdo centrou-se na otimizacdo de uma formulacdo
transferossomal contendo ibuprofeno de sdédio com vista a uma administracdo
transcutanea.

O desenho fatorial do tipo Box-Behnken (BBD) permitiu avaliar o impacto da
concentracdo lipidica, razdo entre ativadores de superficie e concentracdo de ibuprofeno
de sodio no tamanho, indice de polidispersdo (PDI), eficiéncia de encapsulacéo (EE) e
capacidade de carga (LC) dos transferossomas. O BBD mostrou ser essencial para a
otimizacdo da formulacdo, permitindo realizar um menor numero de ensaios
experimentais, reduzindo assim o0s custos de producdo. A formulacdo otimizada
apresentou resultados promissores: com um tamanho de 142 + 13 nm; 0,22 £ 0,03 de PDI;
27 + 4% de EE e 0,8 £ 0,1 de LC, como previsto pelo BBD. Esta formulagédo
transferossomal apresenta uma EE melhorada e um tamanho adequado a administracao
transcutanea, sendo um avango em relacao a trabalhos anteriores.

Para além disto, os estudos de estabilidade demonstraram que a formulacéo
otimizada é estavel até pelo menos 1 més, verificando-se apenas uma ligeira reducao do
EE e LC ao fim de 60 dias. Assim sendo, este projeto constitui mais um passo no
desenvolvimento de formulagfes transferossomais com propriedades anti-inflamatorias

para administracéo transcutanea.

Palavras-chave: anti-inflamatorios ndo esteroides, desenho fatorial do tipo Box-

Behnken, transferossomas, ibuprofeno de sodio.
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Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are a group of drugs widely
used, especially for the treatment of muscle pain, migraine, and rheumatism. Currently in
Portugal, ibuprofen is one of the most widely used NSAIDs for its efficacy in relieving
mild to moderate pain. Since it is an over-the-counter drug, it is often used in self-
medication, leading to a higher incidence of adverse effects associated with its recurrent
use. In order to solve this problem, nanotechnology has been increasingly used to promote
drug transport through the skin. Although the administration of transdermal formulations
has several advantages, its major limitation is still the difficulty of skin permeation of

drugs, which can be improved using vesicular nanosystems, such as transfersomes.

Thus, this dissertation was focused on the optimization of a transfersomal

formulation containing sodium ibuprofen for transcutaneous administration.

Box-Behnken factorial design (BBD) allowed us to evaluate the impact of lipid
concentration, edge activators ratio, and ibuprofen sodium concentration on the size,
polydispersity index (PDI), encapsulation efficiency (EE), and loading capacity (LC) of
the transferosomes. BBD proved to be essential for the formulation optimization,
allowing a smaller number of experimental runs to be performed, thus reducing
production costs. The optimized formulation showed promising results: with a size of 142
+ 13 nm; 0.22 £ 0.03 of PDI; 27 = 4 % of EE, and 0.8 = 0.1% of LC, as predicted by
BBD. This transfersomal formulation exhibits an improved EE and a size suitable for

transcutaneous administration and is an advance over previous works.

Furthermore, stability studies have shown that the optimized formulation is stable
up to at least 1 month, with only a slight reduction in EE and LC after 60 days. Therefore,
this project constitutes a further step in the development of transfersomal formulations

with anti-inflammatory properties for transcutaneous administration.

Keywords: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, Box-Behnken factorial design,
transfersomes, sodium ibuprofen.
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Abreviaturas e Simbolos

AA Acido Araquiddnico

AINEsAnti-inflamatdrios ndo esteroides

AS Ativadores de superficie

COX Cicloxigenase

Coxibs Anti-inflamatorios seletivos da COX-2
EE Eficiéncia de Encapsulacéo

FTIR Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
Gl Gastrointestinal

HLB Equilibrio hidrofilico-lipofilico

IBU Ibuprofeno de sédio

LC Capacidade de Carga

LUV Vesiculas unilamelares grandes

LogP Coeficiente de partilha

MLVs Vesiculas multilamelares

OF Formulacéo otimizada

PBS Solucdo salina de tampao fosfato

PC Lecitina de Soja

PDI indice de polidispersao

PGI2 Prostaciclinas

pKa Constante de dissociacédo acida

SUV Vesiculas unilamelares pequenas

Tx Tromboxanos
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A. Introducao
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1. Anti-inflamatorios nao esteroides

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs) tém uma acdo analgésica, anti-
inflamatoria e antipirética, sendo frequentemente utilizados para o tratamento de dores
musculares, enxaquecas e reumatismo (Osafo et al., 2017). Esta classe de farmacos pode
ser classificada de acordo com a sua seletividade para o alvo terapéutico, sendo
classificados como néo seletivos e seletivos para COX-2, ou de acordo com a sua estrutura
quimica, podendo diferenciar-se em salicilatos acetilados, salicilatos ndo acetilados,
acidos propidnicos, acidos acéticos, acidos endlicos, &cidos antranilicos e inibidores
seletivos de COX-2. (Vonkeman & van de Laar, 2010; Asirvatham et al., 2019)

A descoberta do primeiro AINE deu-se em 1897 com a descoberta do &cido
acetilsalicilico (AAS) (Montinari et al., 2019), mas ndo foi até a década de 1970 que se
comecgou a perceber melhor o seu mecanismo de acdo e se descobriu a relacdo entre a
producdo de prostaglandinas e a agdo de farmacos semelhantes ao AAS. No inicio de
1900, o &cido acetilsalicilico foi reconhecido como tendo um efeito anti-inflamatorio,
antipirético e analgésico. (Burian & Geisslinger, 2005) Anos mais tarde, outros farmacos
que tinham uma acéo terapéutica semelhante, como o ibuprofeno e naproxeno, e que ndo
tinham acdo semelhante aos glicocorticoides, ficaram conhecidos como a classe anti-
inflamatorios ndo esteroides. Apesar dos efeitos benéficos demonstrados dos AINEs,
também se verificaram varias reacGes adversas, como problemas renais, cardiovasculares
e gastricos, sendo este ultimo o mais recorrente com o uso cronico de AINES nao seletivos
(Osafo et al., 2017). Por outro lado, a cardiotoxicidade é frequentemente relatada pela
utilizag&o de inibidores seletivos da COX-2 (Arora et al., 2020).

1.1 Mecanismo de Ac¢ao

Os anti-inflamatodrios ndo esteroides tém a capacidade de reduzir a percecao e
transmissdo de estimulos que causam dor (efeito antinociceptivo), devido ao seu efeito
inibitério ao nivel da enzima cicloxigenase (COX) envolvida na formacdo de
prostaglandinas. As prostaglandinas sdo fortes mediadores hiperalgésicos, tendo a
capacidade de causar uma resposta aumentada a um estimulo doloroso, aumentando assim
a transducdo e a transmissdo da informacao nociceptiva. A inibi¢do das COX vai levar a

uma consequente inibicdo da biossintese de prostaglandinas em locais centrais e
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periféricos, havendo uma normalizacdo do aumento do limiar de dor associado a

inflamacéo (Burian & Geisslinger, 2005).

O é&cido araquidonico (AA) é um acido gordo polinsaturado presente nos
fosfolipidos nas membranas celulares, sendo mais abundante no musculo esquelético,
figado, cérebro e bago. A enzima fosfolipase A2 (FA2) é responsavel pela hidrolise dos
fosfolipidos presentes nas membranas celulares, formando o AA que vai servir de
substrato a enzima COX e lipoxigenase (LOX). Se o AA for metabolizado pela COX vai
dar origem a prostaglandinas (PG), prostaciclinas (PGIs) e tromboxanos (TX). Por outro
lado, se for metabolizado pela via da lipoxigenase s&o sintetizados os leucotrienos (Hanna
& Hafez, 2018).

A enzima COX, responsavel pela catalisacdo do 4acido araquidénico em
tromboxano e prostaglandinas, apresenta duas isoformas, a isoforma constitutiva (COX-
1) e a isoforma indutivel (COX-2) (Qureshi & Dua, 2021) (Ghlichloo & Gerriets, 2021).
A COX-1 esta envolvida na regularizacdo da agregacdo plaquetéria, na funcéo renal e na
protecdo da mucosa gastrica, através da inibicdo da secrecdo acida e da estimulacédo da
producdo de muco e bicarbonato, aumentando o fluxo sanguineo e estimulando a

proliferacdo epitelial da mucosa (Qureshi & Dua, 2021) (Sostres et al., 2010).

A COX-2 esta sobre-expressa durante os estados inflamatérios, sendo sintetizada
pelas células envolvidas neste processo, como macréfagos e mondcitos, e encontra-se
presente no cérebro, 0ssos, rins e aparelho reprodutor feminino (Ghlichloo & Gerriets,
2021); Day & Graham, 2004). Os AINEs tradicionais inibem ambas as isoformas,

enquanto os AINEs seletivos, também conhecidos por coxibs, inibem a COX-2 (Sostres

et al., 2010).

1.2 Reag0es adversas

Apesar de todos os beneficios demonstrado pelos AINEs, a sua utilizagcdo €
limitada pelos seus efeitos adversos, tendo sido descrita toxicidade gastrointestinal (Gl),

cardiovascular, renal e hepatica (Vonkeman & van de Laar, 2010).
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e Gastrointestinais

A utilizacdo dos anti-inflamatorios ndo esteroides esta relacionada com a
ocorréncia de lesbes topicas da mucosa GI, devido essencialmente a redugdo de
prostaglandinas produzidas pela COX-1. As lesGes topicas provocadas na mucosa Gl
podem também dever-se as propriedades acidas dos AINEs. Estes acidos fracos
encontram-se na sua forma ndo ionizada no limen estomacal, 0 que proporciona a
migracdo para as células epiteliais de superficie, onde ocorre a dissociacdo dos AINEs,

libertando i6es de hidrogénio que podem provocar a lesdo na mucosa.

A probabilidade de ocorrerem problemas gastrointestinais vai depender da
presenca de fatores de risco, como idade, 0 uso prolongado de AINEs e a existéncia previa
de Ulcera péptica, sendo este 0 mais decisivo (Sostres et al., 2010). A toxicidade Gl € a
mais reportada pelos utilizadores de AINEs e pode apresentar 3 fases diferentes. O
primeiro e mais comum, que ocorre em 15 a 40% dos utilizadores, é o aparecimento de
azia, dor abdominal, dispepsia, nauseas e vomitos. O segundo estado é o surgimento de
lesBes na mucosa, que surgem em 5 a 20% dos utilizadores. O terceiro, e mais grave, sao
as complicacOes potencialmente fatais, como as Ulceras e perfuracdes, que ocorrem em 1
a 2% dos utilizadores recorrentes, e apresenta uma mortalidade de 10 a 15% (Vonkeman
& van de Laar, 2010).

e Renais

A utilizacdo prolongada dos anti-inflamatérios ndo esteroides pode levar a
nefrotoxicidade, principalmente em doentes idosos. Em pacientes com funcéo renal
normal, a inibi¢do das prostaglandinas ndo tem muito impacto na fungéo hemodinamica
do rim. No entanto, em pacientes com disfuncao renal, a reducdo das prostaglandinas é
mais prejudicial. A inibicdo da sintese de prostaglandinas, provocada por AINEs seletivos
e ndo seletivos, pode causar disturbios hidricos e eletroliticos, disfuncdo renal aguda,
necrose papilar renal e nefrite intersticial (Whelton, 1999).

e Cardiovasculares

A cardiotoxicidade (insuficiéncia cardiaca, enfarte do miocardio e hipertensdo)
resulta de um desequilibrio entre a producédo de prostaciclina e tromboxano provocado
pela utilizagdo dos coxibs. Devido a elevada probabilidade de ocorréncia de problemas
cardiovasculares, a toma de inibidores seletivos da COX-2 deve ser feita na menor dose

eficaz possivel e durante pouco tempo. Para as pessoas que tém alto risco cardiovascular
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que necessitem de tomar AINES, deve ser usado preferencial o naproxeno, uma vez que
€ 0 que apresenta menos toxicidade cardiovascular, em associa¢cdo com um inibidor da
bomba de protbes (Meek et al., 2010).

Os inibidores da COX-2 mostraram algumas vantagens relativamente aos inibidores
de COX-1, como a diminuicao do risco de Ulceras gastricas, no entanto foram registados
um maior namero de insuficiéncia cardiaca e hipertensdo (Meek et al., 2010). A
cardiotoxicidade resulta de um desequilibrio entre a producdo de prostacilcina e
tromboxano provocado pelos inibidores seletivos da COX-2. Os AINES néo seletivos
bloqueiam tanto a producéo de TXA2 como de PGI,, mantendo o equilibrio hemostatico,
enquanto a COX-2 interfere apenas na producdo de prostaciclinas (Figural). Este
desequilibrio leva a uma ativacdo excessiva do tromboxano que leva a um estado pro-

trombotico e resulta em cardiotoxicidade. (Arora et al., 2020; Curtis et al., 2019).

‘ Platelet [Endothelial cell J
' Non-selective >
‘ NSAID / aspirin \
COX-2 inhibitor ——» '

Y A

Thromboxane (TxA;) Prostacyclin (PGl,)
Vasoconstrictor Vasodilator
Promotes platelet aggregation Inhibitor of platelet aggregation
Hemostasis Thrombosis

Figura 1. Inibicdo da cicloxigenase nas plaquetas e endométrio. Retirado de (Curtis et al., 2019).
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1.3 lbuprofeno

O ibuprofeno foi registado em 1961 por Stewart Adams e Dr. Nicholson como
acido 2- (4-isobutilfenil) propionico, sendo mais tarde conhecido como ibuprofeno e
comercializado como Brufen. Esta descoberta deu-se quando Stewart Adams procurava
um farmaco para o alivio da dor em atrite reumatoide melhor e mais toleravel que a
aspirina, mas que ndo fosse um esteroide. Nos ensaios clinicos comprovou ser eficaz no
alivio de dor da artrite reumatoide com boa tolerancia gastrica, quando comparado com
outros compostos, e mais tarde por mostrar a eficicia e a seguranca do composto (Halford
et al., 2012). Em 1969 o ibuprofeno passou a ser vendido em forma de comprimido,
apenas com prescricdo médica, e em 1983 passou a ser um medicamento de venda livre
no Reino Unido (Patel et al., 2013). Atualmente, em Portugal o ibuprofeno € o AINEs
mais utilizado, sequindo o diclofenac e a nimesulida. Um estudo realizado em 2016, sobre
as 50 principais substancias ativas vendidas em Portugal, mostrou que o ibuprofeno ficou
em nono lugar da lista, sendo que este € um medicamento de venda livre numa dosagem

mais baixa (Monteiro et al., 2017).

Em 1998 o ibuprofeno teve 5,7 milhdes de prescrigdes, sendo o segundo AINE
mais prescrito no Reino Unido, a seguir ao diclofenac, e o mais prescrito na Inglaterra,
Irlanda do Norte e Escécia (Jones, 2001). Ao longo dos anos, o ibuprofeno tem sido
principalmente utilizado para o alivio de dores leves a moderadas, como dores de cabeca,
dores de dentes, dores musculares, célicas menstruais e reducdo de febre, assim como
dores de origem inflamatoria derivadas de doencas cronicas como a arterite reumatoide.
No entanto, novos estudos tém mostrado vantagens na sua utilizacdo na doenca de
Parkinson, e no enceramento do canal arterial em bebes prematuros, em substituicdo da
indometacina (Halford et al., 2012).

O ibuprofeno é soltvel em alcool e na maioria dos solventes organicos, mas
apresenta uma solubilidade de 25 mg/L (25°C) em &gua, tornando-o praticamente
insoltvel neste meio. Este composto ¢ um derivado do acido carboxilico (Figura 2), e
apresenta uma baixa solubilidade no estbmago devido ao seu pKa elevado (4.4-5.2)
(Tabela 1). Na administracdo por via oral, mais de 60% de quantidade administrada é
excretada em 24 h através da urina, sofrendo um elevado efeito de primeira passagem
(Patel et al., 2013).
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Figura 2. Estrutura quimica do Ibuprofeno. Retirado de (Patel et al., 2013).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do ibuprofeno. Adaptado de (Patel et al., 2013)

Formula Molecular Ci13H1802

Peso Molecular 206.28 g/mol
LogP 3.97

pKa 491-5.2
Solubilidade em agua 21 mg/L (25 °C)

Em relacdo as formas farmacéuticas existentes, atualmente existe uma grande
variedade de apresentacdes do ibuprofeno, como comprimidos, granulados, suspensdes

orais, capsulas, supositorios, solu¢Bes parentéricas, emplastros e gel.

A administracdo oral deste farmaco continua a ser a mais comum, no entanto
devido as graves reacOes adversas referidas anteriormente, a administracdo por via
cuténea tem sido cada vez mais explorada. A eficacia terapéutica de um farmaco utilizado
para aplicacdo cutanea depende da sua forte atividade farmacoldgica e capacidade de
penetracdo. Em comparacdo com outros AINESs, como o diclofenac, apesar do ibuprofeno
mostrar ser menos potente, apresenta uma capacidade de penetragdo cutanea maior, sendo

um bom candidato para formulacGes transcutaneas (Hadgraft & Valenta, 2000).
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2. Pele

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha vérias
funcOes, sendo considerado a primeira linha de defesa contra fatores externos. Tem
também um papel importante na regulacdo da temperatura corporal e na perda excessiva
de &gua, gracas a sua barreira lipidica. A pele é composta por trés principais camadas: a

hipoderme, a derme e a epiderme (Figura 3) (Boer et al., 2016); Yousef et al., 2021).

Estrato corneo

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinhoso .
Epiderme
Estrato basal

—Glandula
sebacea

Corpusculo paciniano

—  Musculo Derme

Corpusculo de Meissner eretor do pelo

Gléandula sudoripara

} Hipoderme

Feixe neurovascular

Figura 3. Camadas da pele. Adaptado de (Campbell & Lichtensteiger, 2003).

A hipoderme ¢é o tecido subcutaneo mais interno e é composta por tecido adiposo
e conjuntivo. No tecido adiposo encontram-se 0s adipdcitos, que sdo responsaveis pelo
armazenamento de energia, uma vez que armazenam uma grande parte dos lipidos
existentes no corpo. Por esta razdo, a hipoderme oferece também protecdo mecénica e

isolamento térmico (Baroni et al., 2012).

A derme € uma camada altamente vascularizada, composta com fibras elasticas,
colagénio, e varios tipos de células como os fibroblastos e os macrofagos. Os fibroblastos
sdo responsaveis pela renovacdo da matriz extracelular, enquanto os macrofagos estéo

encarregues de eliminar particulas externas e tecido danificado. E nesta camada de tecido
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conjuntivo fibroso que se encontram os foliculos capilares, as glandulas sudoriparas e as

glandulas sebaceas (Baroni et al., 2012; Schoellhammer et al., 2014).

A epiderme apresenta uma camada estratificada de epitélio escamoso, possuindo
varios tipos de celulas, como os melandcitos, as células de Langerhans, as células de
Merkel, as células dendriticas e 0s queratindcitos, sendo que estes ultimos representam a
maior percentagem (80%). Esta camada externa da pele encontra-se em constante divisdo
celular, sendo possivel observar a sua subdivisdo em varias camadas: camada basal,
camada espinhosa, camada granulosa, a camada Ilcida e camada cornea (Figura 4) (J
Kolarsick & Ann Kolarsick, 2009; Campbell & Lichtensteiger, 2003).

Camada cérnea

=
B s

} Camada granulosa
—

£ —
=

L Camada espinhosa

— Camada basal

Figura 4. Camadas da epiderme. Adaptado de (Fuchs & Raghavan, 2002).

A camada basal (camada mais profunda da epiderme), encontra-se em constante
renovacdo. Apenas 15% destas células estdo em constante proliferacdo enquanto as
restantes se encontram em repouso, intervindo apenas quando existe necessidade de um
aumento da renovacao celular, como no caso de feridas. As células basais vao dar origem
aos queratinocitos (responsaveis pela produgdo de lipidos e proteinas estruturais),

responsaveis pela formacao das restantes camadas da epiderme (Baroni et al., 2012).

O estrato espinhoso, ou camada espinhosa, encontra-se acima da camada basal
com uma espessura de 5-10 camadas de células. O nome surgiu devido a ligacdo das
células por desmossomas, que vistos ao microscopio tém uma aparéncia espinhosa
(Barbieri et al., 2014; Yousef et al., 2021). Os queratindcitos tornam-se progressivamente

mais planos a medida que migram em dire¢&o ao estrato corneo. A existéncia de granulos
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lamelares também é essencial para fortalecer as ligagdes entre os cornedcitos presentes

no estrato corneo (Campbell & Lichtensteiger, 2003).

O estrato granuloso encontra-se abaixo do estrato corneo e € a camada mais
superficial da epiderme que contem ceélulas vivas. O nimero de camadas vai variar
conforme a espessura da camada cdrnea que se encontra em diferentes zonas do corpo.
Por exemplo, nas zonas com pouca camada cornea, a camada granular pode ter entre 1-3
camadas de espessura, enquanto que em zonas como a palma das maos ou sola dos pés,
ja se pode encontrar uma camada granular com 10 camadas de espessura (J Kolarsick &
Ann Kolarsick, 2009). Nesta camada, 0s cornedcitos estdo na fase de maturacéo, onde
ocorre a apoptose do nucleo e outros organelos, seguindo-se 0 processo de queratinizagao
e migracdo para a superficie, formando o estrato corneo (Barbieri et al., 2014). Os
queratindcitos que se encontram nesta camada, tém uma forma mais plana e irregular que
0s da camada espinhosa, e contém grandes quantidades de granulos de querato-hialina e
gréanulos lamelares. Os granulos de querato-hialina s&o percursores da queratina,
enguanto os granulos lamelares libertam glicolipidos essenciais para a formacgédo de uma

barreira impermeavel a agua (Yousef et al., 2021).

O estrato lucido tem entre 2-3 camadas e s0 € visivel na pele mais grossa como a
palma das maos e a planta dos pés. E constituido por queratindcitos achatados e eleidina,
uma proteina derivada da querato-hialina rica em lipidos, que da uma cor transparente a

esta camada (Yousef et al., 2021).

O estrato corneo, ou camada cornea, é constituido por 18-20 camadas de
cornedcitos densamente compactados e lipidos intercelulares, que formam a principal
barreira fisica da pele. (Menon et al., 2012). Os cornedcitos sdo células anucleadas que
sofreram queratinizacdo e encontram-se rodeados de lipidos (ceramidas (50%), colesterol
(25%) e acidos gordos livres), sendo o estrato corneo frequentemente descrito pela teoria
dos tijolos (corneocitos) rodeados por cimento (matriz lipidica) (Pouillot et al., 2008;
Schoellhammer et al., 2014).
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2.1 Administracdo cutanea

Como referido anteriormente, uma das principais funcGes da pele é a protecdo do
corpo contra agressdes externas. Embora esta protecdo seja fundamental, o interesse em
estudar novas formas para aumentar a permeacdo de compostos ativos tem vindo a

crescer, principalmente na &rea cosmetica e farmacéutica (Pouillot et al., 2008).

A permeacédo de produtos cosméticos ou farmacos pode ocorrer por trés vias: a
via transcelular, a via intercelular ou através dos apéndices cutaneos (Figura 5) (Antonio
etal., 2014). Navia transcelular, as moléculas passam através dos cornedcitos e da matriz
lipidica, tornando este processo longo e complicado, uma vez que requer a passagem por
dois locais com diferentes afinidades para as substancias. A via intercelular é um trajeto
mais simples, onde as moléculas contornam as células, circulando através dos lipidos, que
constituem 1-5% do estrato corneo. A passagem de compostos através dos apéndices
(glandulas sudoriparas, sebaceas ou foliculos pilosos) mostrou ser uma via de penetracao
significativa para algumas substancias, no entanto, ndo é considerada a via principal por
representar uma area pequena, os foliculos capilares ocupam apenas 1-2% da superficie
cutanea (Alkilani et al., 2015; Pouillot et al., 2008).

——+ Transepidermal:
Intercellular

—  Transepidermal:
Transcellular

— Transappendageal:
Hair follicle

= Transappendageal:

Sweat duct

Figura 5. Possiveis mecanismos de permeacdo cutanea. Adaptado de (Ramadon et al., 2021).

O estrato corneo é a primeira e umas das principais barreiras a penetracdo de

farmacos na pele. A sua constituicdo e estrutura organizada impede a penetracéo passiva
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da maioria dos compostos (Benbow & Campbell, 2019). Ao longo dos anos, tem-se
procurado desenvolver um sistema transdérmico que permita a entrega de farmacos com
boa biodisponibilidade, sem causar dor, inflamacédo, eritema ou edema. Os sistemas
vesiculares tém sido o foco de estudos recentes, por permitirem uma veiculacdo passiva

sem causar irritacdo local (Jeong et al., 2021; Mishra et al., 2018; Yang et al., 2017).

Dentro dos principais obstaculos a utilizacdo de formulac@es transdérmicas, temos
a incompatibilidade biologica, sendo muito limitados os excipientes compativeis com a
pele que podem ser utilizados para aumentar a permeabilidade cutanea. Para ultrapassar
estes problemas, tem-se recorrido cada vez mais a investigacdo e desenvolvimento de
nanossistemas, que aumentam a permeabilidade de pequenas moléculas sem causar dor

ou desconforto, como o caso do ibuprofeno (Benbow & Campbell, 2019).

A taxa de permeacdo pode ser influenciada por fatores bioldgicos ou fisico-
quimicos. Como fatores fisico-quimicos temos: o peso molecular, com um méaximo de
500 Da para favorecer a penetracdo no estrato cdrneo, sendo que quanto mais pequeno
melhor; a concentracdo, a solubilidade, o coeficiente de particdo, o pH da formulacgéo, e
a utilizacdo de co-solventes; a temperatura, havendo uma maior penetracdo a
temperaturas mais elevadas, e ainda a inclusdo de promotores de permeacdo nas
formulacGes (Tabela 2) (Pouillot et al., 2008). O ibuprofeno tem um peso molecular perto
dos 200 Da, sendo um bom candidato a utilizacdo em aplicac6es transcutaneas (Benbow
& Campbell, 2019).

Os principais fatores bioldgicos a ter em conta quanto a uma possivel aplicacao
transdérmica incluem a idade, o estado da pele, o metabolismo e a hidratacdo. Com o
aumento da idade a pele sofre alteracGes, como a capacidade de retencdo de agua, maior
sensibilidade e descamacdo, resultando numa barreira cutdnea mais fraca. Doencas
cutaneas que levam a alteracGes do estado da pele, como a psoriase, também véo afetar a

absorcéo e permeacdo de compostos na pele (Mishra et al., 2018).

Em resumo, um farmaco ideal para uma administracdo transdérmica teria uma
distribuicdo adequada; boa permeabilidade (equilibrio hidrofilico/lipofilico, baixo peso
molecular e ponto de fusdo); compatibilidade cutanea (ndo sofrer metabolizacdo, nao
causar irritacdo e sensibilidade) e ndo causar efeitos adversos (Mishra et al., 2018).
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Tabela 2. Fatores modeladores de permeacdo na pele. Retirado de (Pouillot et al., 2008).

Fatores Fisicos e Quimicos Fatores Bioldgicos

Massa molecular Idade

Concentragdo Estado da pele

Solubilidade Metabolismo da pele

Coeficiente de Partilha Hidratacdo da pele

Variagdo de pH Interacdo entre 0 composto e a pele

Co-Solventes
Temperatura

Promotores de permeagéo
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3. Abordagens nanotecnologicas para administracao
transdérmica

Nos ultimos anos tem havido um grande interesse na descoberta e
desenvolvimento de novos sistemas de veiculacdo de farmacos, para ultrapassar as
principais desvantagens da administragéo oral, sendo um dos principais focos de interesse
a administragdo transdérmica. Esta via também aumenta a probabilidade de uma maior
adesdo dos pacientes a terapéutica em relacéo as vias de administracdo parentéricas, uma

vez que ndo é invasiva (Chen et al., 2019; Jadhav et al., 2012; Touitou et al., 2000).

Existem véarios nanossistemas focados na aplicacdo transdérmica, como as
nanoemulsdes, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas, nanoparticulas poliméricas e

sistemas vesiculares (Uchechi et al., 2014).

Os sistemas vesiculares tém-se demostrado bastante promissores, ultrapassando
algumas desvantagens apresentadas pelos outros nanossistemas. Estes sistemas permitem
aumentar a permeacdo da barreira cutanea, reduzir a toxicidade, sdo biodegradaveis e
podem encapsular farmacos com diferentes polaridades (Hua, 2015; Jadhav et al., 2012).
As propriedades fisico-quimicas (carga superficial, tamanho, forma e flexibilidade)
destes nanossistemas vdo influenciar a sua eficacia e eficiéncia de permeacdo cutanea,

sendo todas estas propriedades dependentes da sua composicao (Uchechi et al., 2014).

Para melhorar a capacidade de penetracdo dos lipossomas convencionais, tém
vindo a ser feitas modificacdes na sua constituicdo, originando novas geracbes de
nanossistemas vesiculares como os etossomas, os transferossomas e 0s niossomas (Figura
6) (Hua, 2015).
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Figura 6. Tipos de sistemas vesiculares. Adaptado de (Hua, 2015).

3.1 Lipossomas

Os lipossomas foram descobertos na década de 60 por Alec D. Bangham, um
hematologista britanico, quando testava um novo microscopio, adicionando coloragdo

negativa a fosfolipidos secos (Daraee et al., 2016).

Estas vesiculas, de forma esférica, sdo constituidas por uma ou mais bicamadas
lipidicas (Figura 7) (Akbarzadeh et al., 2013). A adigdo de colesterol € comum e tem um
papel importante na diminuicdo da permeabilidade da membrana aos farmacos
hidrossoltveis e na rigidez do lipossoma (Gillet et al., 2011). Atualmente podem ser
compostos por lipidos naturais ou sintéticos, mas inicialmente as primeiras formulacdes
continham apenas lipidos naturais. Desde a sua descoberta, este nanossistema tém-se
demonstrado muito promissor como transportador de farmacos, pela sua capacidade de
incorporar tanto farmacos hidrofilicos, no vacuolo interno aquoso, e hidrofébicos, na
bicamada lipidica (Akbarzadeh et al., 2013; Bozzuto & Molinari, 2015).
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Figura 7. Representacéo de um lipossoma. Adaptado de (Bozzuto & Molinari, 2015).

As propriedades dos lipossomas podem ser influenciadas pela escolha do
fosfolipido utilizado e 0 método de preparagédo aplicado. O tamanho destas vesiculas vai
afetar o tempo de circulacgdo dos lipossomas no corpo e a sua capacidade de encapsulagéo
(Akbarzadeh et al., 2013).

Estas nanoparticulas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho e o
nimero de bicamadas (Figura 8), podendo ser classificados como vesiculas
multilamelares (MLV) e vesiculas unilamelares, constituidas apenas por uma so0
bicamada lipidica que envolve a parte aquosa. As vesiculas unilamelares sdo ainda
diferenciadas em grandes (LUV) ou pequenas (SUV), de acordo com as suas dimensdes
(Akbarzadeh et al., 2013).

0%
X o5
” o0
Small Unilamellar Large Unilamellar Multilamellar Vesicles
Vesicles (SUV) Vesicles (LUV) (MLV)

Figura 8. Estrutura dos varios tipos de lipossomas. Adaptado de ((Khoee & Yaghoobian, 2017).
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No que diz respeito a sua aplicacéo, desde a sua descoberta, este nanossistema tem
vindo a ser utilizado em diversas areas clinicas, e vias de administracdo, como a via
pulmonar, parenteral, dérmica e transdérmica (Isalomboto Nkanga et al., 2019;
Gregoriadis, 2016).

A sua utilizacdo na medicina inclui a entrega de farmacos e vacinas, tratamento
de cancros e doencas infeciosas, como a tuberculose e infe¢des fangicas. . Também tem
vindo a ser estudada a aplicacdo tdpica para diversas patologias cutaneas, como o

tratamento de cancro de pele, acne e psoriase (Pattni et al., 2015; Bulbake et al., 2017).

Os diferentes tamanhos das vesiculas permite a sua aplicacdo em diversas
doengas. Os lipossomas pequenos (SUV), além de permanecerem mais tempo em
circulacdo, tém a capacidade atravessar a barreira hematoencefalica, sendo assim boas
alternativas para o tratamento de doengas como o Alzheimer. Por outro lado, 0s
lipossomas de maiores dimensdes, devido ao seu tamanho, sdo fagocitados pelos
macrofagos, tornando-os uma boa opc¢do para o tratamento de doencas e infecdes que

afetem estas células (Isalomboto Nkanga et al., 2019; Pattni et al., 2015). O primeiro
medicamento lipossomal foi aprovado em 1995, comercializado como Doxil®, para o

tratamento de cancro dos ovarios e sarcoma de Kaposi (Bulbake et al., 2017).

Relativamente aos métodos de preparacdo de lipossomas, sdo conhecidos varios
métodos, sendo um dos mais utilizados e conhecidos 0 método de hidratagdo do filme
lipidico ou método de Bangham. Este processo comega com a utilizagdo de um solvente
organico para dissolver os lipidos, seguido da sua evaporacdo e hidratacdo do filme
lipidicocom um meio aquoso. Apesar de ser um método simples, esta técnica apresenta
alguns problemas, ja que € muito morosa e leva a formacdo de particulas de grandes
dimensdes (MLV) e apresenta uma baixa encapsulacdo de farmacos hidrofilicos (Pattni
et al., 2015; Maherani et al., 2011). Uma vez que esta técnica leva a formacédo de MLV,
€ necessario um passo adicional para a formagéo de vesiculas unilamelares pequenas,
sendo 0os métodos mais utilizados a sonicacao via sonda ou banho de agua (Isalomboto
Nkanga et al., 2019).

O mecanismo de permeagdo cutanea dos lipossomas ainda é muito incerto,
estando em discussdo varios possiveis mecanismos, como a libertacdo do farmaco da
vesicula, havendo de seguida a permeacdo na pele, a fusdo das vesiculas com o estrato

corneo e permeacdo total das vesiculas. No entanto, ja foi descrito que a permeacéo
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integral das vesiculas na pele € um mecanismo pouco provavel, uma vez, o gradiente
osmatico ndo permitiria a penetracdo das vesiculas muito além do estrato corneo (Gillet
etal., 2011).

Relativamente as suas desvantagens, os lipossomas possuem algumas limitagdes
como: instabilidade devido aos seus fosfolipidos que sofrem oxidagao; o nivel de pureza
dos lipidos naturais utilizados é muito incerto; custo de producéo elevado em comparacgéo
com outros sistemas vesiculares; baixa capacidade de deformacdo que resulta numa
menor penetracdo das vesiculas; possibilidade de rompimento e perda de farmaco (Rajan
etal., 2011; Akbarzadeh et al., 2013).

As limitacdes de permeacao dos lipossomas levou ao desenvolvimento de novos
sistemas vesiculares com a adi¢do de novos componentes , como o etanol e os ativadores
de superficie, que deram origem aos etossomas e transferossomas, respetivamente (Gillet
etal., 2011).

3.2 Niossomas

Os niossomas foram criados como uma alternativa aos lipossomas com o objetivo
de aumentar a estabilidade e eficacia de encapsulacdo dos farmacos. S&o constituidos por
surfactantes ndo iénicos e colesterol que formam uma bicamada, havendo também a
possibilidade da utilizacdo de anfifilicos i6nicos (Kapoor, 2017; Opatha et al., 2020; Ge
etal., 2019).

Surfactantes ndo 16nicos

/

7 ’
/
X

Figura 9. Estrutura de um niossoma. Adaptado de (Richard et al., 2020).
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Estas nanoparticulas tém a capacidade de transportar tanto farmacos hidrofilicos,
na parte interna aquosa, como farmacos hidrofobicos, na bicamada a semelhanca dos
lipossomas (Figura 9) (Kapoor, 2017).

Relativamente as suas vantagens em compara¢do com os lipossomas, 0s
niossomas apresentam uma maior estabilidade quimica, maior biodisponibilidade,
capacidade de encapsulacdo de elevadas quantidades de farmaco e maior flexibilidade da
estrutura, devido a utilizacao de surfactantes ndo ionicos, assim como um baixo custo de
producdo. Os surfactantes ndo ionicos tém também a vantagem de ndo causar irritacao
celular e inibirem a glicoproteina-P, ajudando a uma maior absorcao do farmaco (Opatha
et al., 2020).

Relativamente a sua utilizacdo, os niossomas tém sido utilizados para transporte
de farmacos anti-tumorais, tendo demonstrado eficacia no direcionamento dos farmacos,
assim como na promocdo de libertacdo controlada sem causar toxicidade adicional.
Foram produzidos pela primeira vez em 1975, por uma empresa de cosméticos em franca,
a L'Oréal, e desde a sua descoberta tém sido desenvolvidos varios produtos cosméticos
baseados em niossomas, como antirrugas, despigmentantes e hidratantes (Chen et al.,
2019).

Niosome (A)

%%, Drug (B) -
% n“«é molecules ﬁ
& 9 A Y
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Corneum . | = . yevy

— s’“&':’)' ) "oy
Epidermis . L 5 A

Dermis re o Hair follicle

Subcutaneous tissue

Figura 10. Possiveis mecanismos de permea¢do dos niossomas na pele. Adaptado de (Chen et al., 2019).
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Foram propostos varios mecanismos de permeacdo cutdnea dos niossomas
(Figura 10): o primeiro (A) sugere a adsorcéo e fusdo das vesiculas com o estrato corneo,
formando um gradiente de atividade termodinamica, favorecendo a penetragéo do
farmaco na pele; o segundo (B) sugere a passagem da vesicula através da reorganizagédo
estrutural dos lipidos do estrato corneo; por Gltimo, os niossomas levam a uma reducgéo
da perda transepidérmica de agua, o que resulta numa maior hidratacéo do estrato corneo
e diminuicdo da espessura da estrutura celular (Chen et al., 2019).

3.3 Etossomas

Os etossomas foram produzidos pela primeira vez em 1996 por Touitou, quando
este estudava a utilizacdo de vesiculas lipidicas como veiculos de entrega de farmacos
(Uchechi et al., 2014).

Estes nanossistemas sdo constituidos por fosfolipidos, etanol e agua, sendo que a
utilizacdo de etanol na sua constituicédo é o fator diferenciador dos etossomas em relacéo
aos restantes sistemas vesiculares (Figura 11). A utilizacdo deste alcool em concentracdes
elevadas (20%-45%) tem como objetivo aumentar a permeacdo das vesiculas na pele,
podendo alcangar as camadas mais profundas da pele e eventualmente a circulagdo
sistémica (Uchechi et al., 2014; Verma & Pathak, 2010).

Etanol
’I
/

v

Figura 11. Constituicdo dos etossomas. Adaptado de (Richard et al., 2020).

O etanol é um agente promotor de permeacdo, interferindo com a matriz do estrato
corneo e com as propriedades fisico-quimicas dos etossomas. Esta perturbacdo confere
menos rigidez a estrutura da vesicula, causando a reducdo do seu tamanho e conferindo

carga superficial negativa, contribuindo para a formacéo de vesiculas com membranas
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mais fluidas, que conseguem passar pelos poros, aumentando assim a permeabilidade
cutanea (Richard et al., 2020).

Um possivel mecanismo de permeacdo deste sistema, proposto por Touitou, é a
sinergia entre o etanol, as vesiculas e os lipidos da pele. Apesar do etanol ser um promotor
de permeacdo, varios estudos verificaram que as solugcbes hidroetanolicas tém uma
permeacdo muito menor que 0s etossomas, concluindo que sO a sua presenca ndo é

suficiente para aumentar a permeacéo (Elsayed et al., 2007).

Pensa-se que a interacdo do etanol com as cabecas polares dos lipidos do estrato
cérneo aumenta a sua fluidez e permeabilidade. A fusdo do etossoma com a camada
lipidica da pele permite entdo a sua passagem e a libertagdo do farmaco na circulacéo
sistémica (Elsayed et al., 2007; Touitou et al., 2000).

Outra caracteristica atribuida a utilizacdo de etanol é a formagdo de etossomas
mais pequenos em relacdo aos lipossomas. A incorporacdo de grandes concentragdes de
etanol resulta numa carga superficial negativa que leva a uma reducédo de tamanho das
vesiculas, para alem de permitir uma maior solubilidade de muitos farmacos (Elsayed et
al., 2007).

3.4 Transferossomas

O desenvolvimento de transferossomas para veiculagdo transdérmica de farmacos
surgiu em 1992, por Cevc, com o objetivo de criar lipossomas extremamente flexiveis e
deformaveis para a sua utilizacdo como transportadores de farmacos (Garg et al., 2016;
El Zaafarany et al., 2010).

Os transferossomas diferem dos lipossomas pela sua membrana mais maleavel e
flexivel, permitindo uma maior permeacdo. Estes sistemas sdo nanoestruturas lipidicas
constituidos por uma camada externa de fosfolipidos e ativadores de superficie (AS), e
um ndcleo interno aquoso, o que possibilita o transporte de farmacos com um grau de
solubilidade variavel (Figura 12) (Opatha et al., 2020; Rajan et al., 2011; Kapoor, 2017).
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Figura 12. Constituicdo dos transferossomas. Adaptado de (Richard et al., 2020).
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Os ativadores de superficie conferem propriedades Unicas a estas vesiculas por
terem a capacidade de reduzir a tensédo interfacial, que vai interferir com a estabilidade da
bicamada lipidica, permitindo a passagem atraves da pele (Sguizzato et al., 2021). Tém
também um papel importante na solubilidade de compostos hidrofébicos, permitindo
encapsular maiores quantidades. A escolha do tipo de surfactante (cationico, ndo ionico
ou anionico) vai influenciar a capacidade de penetracdo na pele (Rajan et al., 2011). As
formulacGes consistem na utilizacdo de 10-25% de surfactantes de cadeia Unica, como o
Tween e 0 Span, por serem compostos biodegradaveis e aumentarem significativamente
a flexibilidade das vesiculas. Podem também conter cerca de 3-10% de alcool, que vai
ajudar a reduzir a densidade das vesiculas, aumentando a penetracao cutanea (Opatha et
al., 2020).

A sua capacidade de deformacdo permite a passagem de vesiculas intactas, em
passagens muito estreitas, com um diametro de 5-10 vezes menor que a prépria vesicula,
sendo possivel a passagem de vesiculas até 500 nm de pelo estrato corneo, podendo
chegar a epiderme e a circulacdo sanguinea (Rajan et al., 2011).

O mecanismo de permeacdo destes nanossistemas deve-se ao gradiente osmotico
transdérmico, que ocorre devido a diferenga de agua das zonas profundas da epiderme e
do estrato corneo. A epiderme profunda tem cerca de 75% de agua enquanto o estrato
corneo tem apenas 15%-20%, devido a perda de agua por evaporacao, o que que leva a
passagem das vesiculas lipidicas polares de um espago mais seco (estrato corneo) para
um mais hidratado (epiderme profunda). Uma vez que a sua permeagao vai depender do

gradiente osmotico, é importante que os tranferossomas sejam aplicados em condi¢des
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ndo oclusivas, ou seja, num estrato corneo pouco hidratado (Benson, 2005; Rajan et al.,
2011; Richard et al., 2020).

Relativamente as suas vantagens, a utilizacdo de transferossomas permite uma
entrega de farmacos mais seletiva e eficiente devido a sua elasticidade e capacidade de
deformacéo; apresentam uma elevada biocompatibilidade e biodegradacéo, para além de
ndo causarem toxicidade, por serem compostos por fosfolipidos naturais, tém também a
capacidade de encapsular tanto farmacos hidrofilicos como hidrofébicos, para além de
permitirem uma libertacdo de farmaco controlada. Quanto as suas desvantagens, 0s
transferossomas tém tendéncia a sofrer oxidacdao, tornando-os quimicamente instaveis; a
necessidade de obtencdo de um elevado grau de pureza na utilizacdo de fosfolipidos
naturais, bem como todo o equipamento necessario para a sua producgdo, tornam o seu

custo de fabrico elevado caso seja produzido a grande escala (Opatha et al., 2020).

Quanto a sua producéo, 0 método mais utilizado é o método de hidratacao do filme
lipidico, referido anteriormente na producédo de lipossomas. Este método comecga com a
dissolucéo dos lipidos e dos ativadores de superficie, utilizando solventes organicos
volateis, num baldo de fundo redondo; segue-se a evaporagdo dos solventes, usando um
evaporador rotativo, levando a formacdo de um filme lipidico. A hidratacdo do filme
lipidico usando uma solucdo tampéo, com agitacao e seguida de sonicacdo permite obter
vesiculas pequenas e homogéneas. O farmaco utilizado pode ser adicionado na fase de
dissolugdo em solventes organicos, caso seja lipofilico, ou na etapa de hidratacao do filme
lipidico, se for uma substancia hidrofilica (Opatha et al., 2020).

4. Motivacao e objetivos

O ibuprofeno € um dos AINEs mais utilizados a nivel mundial, dado ser um
farmaco que pode ser adquirido sem receita médica, e apresentar um bom perfil de
seguranca e eficacia no tratamento de dores ligeiras a moderadas (Rainsford, 2013). Uma
vez que pode ser facilmente adquirido, esta também muito associado a complicacdes e

reacOes adversas causadas por automedicacgéo (Varrassi et al., 2020).

O ibuprofeno é maioritariamente administrado por via oral e os seus efeitos
adversos mais recorrentes séo a nivel gastrointestinal, apesar de estar também associado

a efeitos a nivel hepético e renal (Varrassi et al., 2020). A sua frequente utilizacdo e
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probabilidade de ocorréncia de reacGes adversas levou a procura de novas vias de
administracdo. A administracao por via cutanea permite ndo so reduzir significativamente
a probabilidade de desenvolvimento de efeitos adversos, como aumentar a
biodisponibilidade, permitindo assim que exerca um efeito terapéutico mais direcionado
e seguro. Atualmente ja existem formulacfes cutaneas para a veiculacédo de ibuprofeno,
no entanto, a sua falta de sucesso deve-se essencialmente & sua baixa permeacao cutanea
(Rainsford, 2013; Irvine et al., 2018).

Esta dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de uma formulacéo
transferossomal, como vetor para a veiculagdo do ibuprofeno de sodio por via
transcutanea. Inicialmente foram realizados estudos preliminares no sentido de definir as
formulacGes a testar para se obter a formulacéo otimizada. De seguida, recorreu-se a um
desenho fatorial do tipo Box-Behnken (BBD) para se otimizar a formulacéo
transferossomal para veicular o ibuprofeno de sédio. A formulagéo otimizada foi entéo
caracterizada quanto ao seu tamanho, indice de polidisperséo, eficiéncia de encapsulacéo,
capacidade de carga e através de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Por ultimo, realizaram-se estudos de estabilidade a longo prazo durante

armazenamento refrigerado.
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B. Materiais e Métodos
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5. Materiais

Os transferossomas foram preparados com lecitina de soja (Alfa Aesar, Kandel,
Alemanha), ibuprofeno de sédio e Tween®80, ambos adquiridos na Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, EUA), Span®80 (Merck, Darmstadt, Alemanha), cloroférmio (Scharlab SL,

Sentmenat, Espanha) e metanol (Carlo Erba Reagenti SpA, Rodano, Italia).

Para a preparacdo do tampédo PBS (pH 7,4), procedeu-se a dissolucdo, em agua
destilada do cloreto de potassio (0,0027 M; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA),
cloreto de sodio (0,137 M; José M. Vaz Pereira SA, Benavente, Portugal), hidrogeno
fosfato dissddico di-hidratado (0,01 M; Scharlab SL, Sentmenat, Espanha) e do fosfato
de potéssio monobasico (0,0018 M; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Para ajustar
0 pH utilizou-se uma solucéo de &cido cloridrico (1M) ou hidroxido de sodio (1M). A

solucdo tampao foi armazenada a 4 °C.

6. Curva de Calibracao

Para ser possivel determinar a quantidade ndo-encapsulada de ibuprofeno de
sodio, foi necessario determinar a sua curva de calibragdo. Para tal, foram preparadas 6
solugdes padréo a partir da dilui¢do da solucdo mae de 200 pug/ml (Tabela 3) e os espectros
de absorc&o (200-400 nm) foram obtidos no espectrofotdmetro Evolution® 300 (Thermo
Scientific, Hertfordshire, Inglaterra) a 25 + 2 °C.

Tabela 3. Concentracdo das solucdes padréo de ibuprofeno

Solugdes Padréo [Ibuprofeno] pg/ml
1 0
2 10
3 15
4 20
5
6

30
40

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude 26



Jéssica Castelo Otimizacdo de transferossomas para veicular o ibuprofeno de sodio

7. Preparacao dos transferossomas

Os transferossomas foram preparados através do método de hidratacdo do filme
lipidico, conforme descrito anteriormente com algumas modificagGes (Julio et al., 2022).

O Tween®80, Span®80 e a lecitina de soja foram dissolvidos em 12 ml de
cloroférmio:metanol (3:1, v/v). De seguida, procedeu-se a evaporagdo dos solventes
organicos no evaporador rotativo a 40 °C e 100 rpm, durante 30 min. Os residuos de

solvente que permaneceram no filme lipidico foram removidos a vacuo, durante 2 h.

O filme lipidico foi hidratado com uma solucéo tamponada (PBS) de ibuprofeno
de sodio e agitado no vortex até remover todo o filme das paredes do baldo.
Posteriormente, realizou-se a sonicacao da dispersdao no equipamento QSonica Sonicator
Q125 (Newtown, CT, EUA), durante 10 min a 50% de amplitude. Apds a sonicacao, a
formulacéo foi submetida a agitagéo durante 30 min a 200 rpm utilizando o equipamento
IKA-VIBRAX-VXR (LTF Labortechnik, Bodensee, Alemanha).

8. Caracterizacéo dos transferossomas

Os transferossomas produzidos foram caracterizados em relacdo ao tamanho e
indice de polidispersdo (PDI), eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga
(LC).

Para determinacdo do tamanho e PDI, foram diluidos 40 pl da formulacdo em
2000 pl de agua destilada, em triplicado, antes da sua caracteriza¢ao no aparelho Delsa™
Nano C da Beckman Coulter, Inc. (Brea, CA, EUA).

Para avaliar a EE e LC procedeu-se inicialmente a lavagem dos dispositivos de
centrifugacdo VIVASPIN 500 (MW 10000, Sartorius, Goettingen, Alemanha) com agua
destilada seguido por centrifugacdo no equipamento HERMLE Z 323 K (Hermle
LaborTechnik GmbH, Wehingen, Alemanha), durante 15 min a 14000 xg. Depois de
retirar o volume residual de &gua, colocou-se 500 pl de formulacdo diluida (1:10) no
dispositivo de centrifugacdo. a qual foi centrifugada durante 30 min a 14000 xg. Do
sobrenadante obtido, diluiu-se 150 pl com 850 ul de PBS, antes de se obter 0s espectros

de absorcdo no espectrofotometro Evolution® 300 (Thermo Scientific, Inglaterra). A
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partir dos espectros obtidos, registou-se o valor maximo de absorvéncia a 222 nm de
forma a calcular a quantidade de ibuprofeno de sédio ndo encapsulada com base numa
curva de calibracdo previamente obtida. A concentracéo de farmaco encapsulada foi entdo
calculada pela diferenca entre a concentracdo de farmaco adicionada inicialmente e a que
ndo foi encapsulada. A EE e o LC foram, por fim, calculadas atraves das seguintes

férmulas:

— QT—CF _ QT—QF
%EE = or x 100 %LC = oL x 100
em que Qr representa a quantidade total de ibuprofeno de sodio adicionado a formulacao,
Qr a quantidade ndo-encapsulada de ibuprofeno de s6dio e Q. a quantidade total de

lipidos adicionados.

A formulag&o transferossomal otimizada foram caracterizadas por espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando o equipamento
PerkinElmer® Spectrum 400 (Waltham, MA, EUA) acoplado a um dispositivo de
reflectancia total atenuada (ATR). Para obtencéo de cada espetro de FTIR, cada amostra
foi submetida a 50 acumulacdes, com uma resolucdo de 4 cm™ entre 4000 e 400 cm™.
Antes da leitura dos componentes utilizados, foi realizado um branco com ar, para a
leitura do ibuprofeno de sodio, Tween®80, Span®80 e lecitina de soja, e um branco com

PBS para a leitura das 3 réplicas da formulacdo otimizada.

9. Otimizacao dos Transferossomas

Para a otimizacdo dos tranferossomas para veicular ibuprofeno de sédio recorreu-
se a uma estratégia de quality-by-design, em particular o desenho fatorial do tipo Box-
Behnken (BBD). O BBD permite avaliar o impacto da variacdo dos valores dos fatores e
como estes influenciam as respostas, através da realizacdo de um menor nimero de

ensaios experimentais (Rainsford, 2013; Irvine et al., 2018).

Neste desenho experimental existem dois tipos de variaveis: as variaveis
dependentes, que sdo as respostas, e as variaveis independes, classificadas como fatores
quantitativos. A concentracdo de lipido, razdo de Tween/Span e a concentracdo de
ibuprofeno de sodio foram estabelecidos como fatores, com base em resultados obtidos

previamente (Vieira, 2021). O tamanho, o PDI, a EE e a LC foram definidos como
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respostas a analisar, j& que sdo dependentes dos valores dos fatores (Pereira-Leite &
Ventura, 2020; Ferreira et al., 2007). Foram selecionados 3 niveis para cada um dos
fatores a testar, assim como os resultados desejaveis para as 4 variaveis dependentes. A
partir dos niveis definidos para os fatores a testar, foram preparadas e caracterizadas 15

formulacBes quanto as respostas a analisar, estabelecidas previamente.

Tabela 4. Variadveis consideradas no desenho fatorial do tipo Box-Behnken, com os niveis e critérios de
desejabilidade estabelecidos.

Niveis
Variaveis independentes -1 0 1
Concentracdo de lipido (% m/v) 4 6 8
Razdo Tween®80/Span®80 (m/m) 2,5:12,5 75:7,5 12,5:2,5
Concentracdo de ibuprofeno (% m/v) 0,05 0,1 0,15
Desejabilidade
Variaveis dependentes Baixa Média Elevada
Tamanho (hm) 180 130 80
PDI 0,30 0,22 0,15
EE (%) 10 25 40
LC (%) 0,10 0,45 0,90

PDI: indice de polidispersao; EE: eficiéncia de encapsulacdo; LC: capacidade de carga.

Para a realizacdo do tratamento estatistico do desenho experimental recorreu-se
ao software STATISTICA (Statsoft, Inc., OK, EUA), que permite obter os valores 6timos
para cada um dos fatores selecionados de modo a atingir os valores de resposta desejaveis.
A formulacéo otimizada indicada pelo software foi entdo produzida e caracterizada, em

triplicado, de forma a validar as respostas teoricas previstas pelo BBD.

10. Ensaios de estabilidade

Ap0s a sua producdo, a formulagéo transferossomal otimizada foi armazenada a 4
+ 2 oC durante 60 dias. As medic¢des foram realizadas ap6s 15, 30 e 60 dias. Para avaliar
a sua estabilidade, foi analisado novamente o seu tamanho, PDI, EE e LC, conforme
detalhado no ponto 7, de forma a verificar se existiu alguma alteragéo nos seus resultados
(Julio et al., 2022).
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C. Resultados e Discussao
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11. Ensaios Preliminares

O primeiro passo do trabalho experimental prendeu-se com a determinacéo da
curva de calibragdo do ibuprofeno de sddio que foi essencial para a determinacdo da
quantidade ndo-encapsulada de ibuprofeno de sodio durante os estudos de eficiéncia de
encapsulacdo. O maximo de absorvéncia foi registada a um comprimento de onda de 222
nm, onde se obteve um declive de 0,0382 e um R? de 0,9999 (Figura 13).

Curva de Calibracao

y =0,0382x + 0,006
R*=0,9999

Absorvéncia (222 nm)

0 10 20 30 40 50

[Ibuprofeno] pug/ml

Figura 13. Curva de calibragéo do ibuprofeno de sédio a 222 nm.

Os restantes ensaios preliminares tiveram como objetivo melhorar a encapsulagéo
do ibuprofeno de sodio a partir de uma formulacdo previamente desenvolvida (Vieira,
2021). Para tal, foram produzidas véarias formulagdes para avaliar o tamanho, PDI, EE e
LC dos transferossomas em funcdo de diferentes razbes de Tween®80/Span®80,
concentragdes de lecitina de soja (PC) e concentracdes de ibuprofeno de sddio (Tabela
5).
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Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas de varias formulacGes transferossomais produzidas com lecitina de
soja (PC), vérias composicdes de ativadores de superficie (Tween®80/Span®80, T80/S80) e ibuprofeno de
sodio (IBU).

Form. (‘V(opn(i;v) T80/S80 (m/m) (0/(') Bnﬁ’/v) Ta&‘;’;ho PDI (E/S ('; /f)
FO 050 8,75/6,25 2 11542 0194002 119+43 513+19
F1 050 8,75/6,25 02  155+77 018+007  ND ND
F2 500 8,75/6,25 02 117410 018+003 24+5  10+02
F3 800 8,75/6,25 015  135+4  016+005 22+07 041+0,01
F4 400 25/12,5 005  143+2 0274001 17407 0,26 +0,01
F5 800 12,5/2,5 015  85+1 026+001 26+3 0512005

No sentido de melhorar uma formulagdo previamente desenvolvida (FO) (Vieira,
2021), comegou-se por diminuir a concentragdo de ibuprofeno de sédio de 2,0% para
0,2%, no entanto, verificou-se que nao era possivel determinar com exatiddo a EE e LC

com esta quantidade de ibuprofeno e excipientes.

Assim, preparou-se a formulacdo F2, com uma concentracdo de ibuprofeno de
sodio reduzida e um aumento de 10x na quantidade de excipientes. Com estas alteracdes
foi possivel verificar um aumento pronunciado na EE dos transferossomas, com um
aumento para cerca de 24%, mantendo um tamanho e o PDI baixos, conforme pretendido.
Ao aumentar ainda mais a quantidade de excipientes e reduzindo a quantidade de
ibuprofeno de sddio (formulagdo F3), obteve-se uma EE semelhante, mas uma reducao

consideravel da LC, mantendo os valores de tamanho e PDI.

As formulagdes F4 e F5 foram desenvolvidas no sentido de testar o efeito das duas
condigdes mais extremas de cada fator escolhido para o desenho fatorial que seria iniciado
de seguida. A F4 representa os valores minimos de concentracdo de PC, de concentracéo
de ibuprofeno de sddio e da razdo de Tween®80/Span®80, enquanto a F5 representa os
valores maximos das mesmas variaveis. Conforme pretendido, estas formulagdes
apresentaram diferencas em termos de tamanho, EE e LC, sendo que a formulagdo F5
apresentou uma EE elevada, uma LC consideravel e um tamanho inferior, com cerca de
85 nm.
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Através da observacdo dos resultados, comparando as formulacbes F3 e F5, é
possivel verificar que uma maior quantidade de Tween®80 resulta numa diminuigio
pronunciada do tamanho de vesiculas, com um ligeiro aumento de PDI e resultados
semelhantes de EE e LC.

Vaérios estudos indicam que as propriedades fisico-quimicas das vesiculas
dependem do comprimento da cadeia de carbono, dos valores de balanco hidrofilico-
lipofilico (HLB), da concentracédo de ativador de superficie e da hidrofilia da sua cabeca
(Bnyan et al., 2018).

Um dos principais objetivos de uma formulacdo vesicular para entrega de
farmacos é a obtencdo de valores de EE e LC elevados. Apesar de ndo haver provas
concretas da influéncia de propriedades especificas dos surfactantes na EE, ja foi
demonstrado existir uma relacdo entre a concentracao de ativador de superficie e a EE
(Bnyan et al., 2018). Neste trabalho, utilizamos o Tween®80 e 0 Span®80 como ativadores
de superficie, que possuem um valor de HLB de 15 e 4,3, respetivamente. Como referido
na literatura, o HLB vai influenciar a encapsulacdo do farmaco, sendo que um surfactante
com um valor HLB baixo vai facilitar a encapsulacdo de farmacos lipofilicos, enquanto
gue um HLB elevado vai aumentar a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos (Bnyan et al.,
2018) (Opatha et al., 2020). O ibuprofeno de soédio, considerado uma substancia
hidrofilica, apresenta um EE mais elevado na formulacéo F5, que tem a maior quantidade
de Tween®80 e menor de Span®80, estando os resultados obtidos de acordo com a

literatura.

Relativamente a formulacdo F4, verificou-se que apresenta o maior tamanho de
vesiculas, assim como o maior contetido de Span®80. Este resultado esta de acordo com
a literatura, ja que a elevada afinidade dos fosfolipidos com surfactantes de HLB inferior
provoca uma tensdo superficial mais baixa, resultando num aumento do tamanho das
vesiculas (Ahmed, 2015).

E de notar que os estudos preliminares realizados foram imprescindiveis para
definir os fatores a considerar na otimizacéo dos transferossomas, assim como 0s niveis

de cada fator a testar, tal como descrito na proxima segéo.
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12. Otimizacao dos transferossomas

Como referido anteriormente, recorreu-se a uma estratégia de quality-by-design
do tipo Box-Behnken (BBD), para se obter uma formulagéo otimizada de transferossomas
para veicular ibuprofeno de sddio. Neste desenho experimental foram considerados 3
fatores e 4 respostas, tal como descrito na Tabela 4. A partir dos niveis definidos para
cada fator, foram preparadas 15 formulacdes tal como previsto pelo software
STATISTICA, cuja composicao se encontra descrita na Tabela 6. Todas a formulagdes
foram preparadas com um tempo de sonicacdo de 10 min, que foi determinado como um
tempo suficiente para obtencdo de vesiculas com tamanho e PDI desejaveis em trabalhos
anteriores (Vieira, 2021; Pereira-Leite & Ventura, 2020). Ap6s a preparacdo, as
formulacBes foram caracterizadas quanto as varidveis dependentes selecionadas -

tamanho, PDI, EE e LC — cujos resultados estéo representados na Tabela 6.

Através da observacdo da Tabela 6, é possivel verificar que o tamanho dos
transferossomas teve uma variagdo entre os 85 nm e 172 nm; 0,17 e 0,28 para o PDI;
9,5% e 38,4% de EE; e 0,08% e 0,88% de LC, concluindo assim que 0s niveis
selecionados para as variaveis independentes foram adequados para obter respostas

dentro de valores desejaveis.

Tabela 6. Composicdo das formulagdes transferossomais produzidas de acordo com as varidveis
independentes pré-selecionadas e respetivas respostas obtidas.

Variaveis independentes Variaveis dependentes

# [PC] T80/S80  [IBU] Tamanho PDI EE LC

(%miv)  (m/m) (% miv) (nm) (%) (%)
1 4 2,5:12,5 0,1 (172 £ 36) (0,17 £ 0,06) (35%1) (0,88 £ 0,03)
2 8 2,5:125 0,1 (155 + 1) (0,26 £ 0,01) (38%2) (0,50 + 0,03)
3 4 12,5:2,5 0,1 (85%1) (0,27 £ 0,01) (24£2) (0,63 + 0,06)
4 8 12,5:2,5 0,1 (126 £ 5) (0,28 £ 0,02) (26 £ 3) (0,34 +0,03)
5 4 7,5:7,5 0,05 (136 £ 7) (0,21 + 0,05) (21 +6) (0,26 + 0,08)
6 8 7,5:7,5 0,05 (148 £ 1) (0,18 £ 0,01) (2312) (0,15 +0,01)
7 4 7,5:7,5 0,15 (103 £ 3) (0,26 £ 0,01) (19+1) (0,71 £ 0,05)
8 8 7,5:7,5 0,15 (132 £ 3) (0,19 £ 0,03) (16 £2) (0,29 £ 0,03)
9 6 2,5:12,5 0,05 (161 £ 6) (0,23 +0,02) (34£2) (0,34 +£0,02)
10 6 12,5:2,5 0,05 (98 £ 2) (0,28 +0,01) (10 £ 3) (0,08 £ 0,03)
11 6 2,5:12,5 0,15 (136 £ 2) (0,26 £ 0,02) (27 £ 2) (0,67 £ 0,04)
12 6 12,5:2,5 0,15 (167 £ 6) (0,29 £ 0,02) (16 £1) (0,32 £ 0,09)
13 6 7,5:7,5 0,1 (127 £ 3) (0,19 £ 0,02) (16 £ 2) (0,26 + 0,04)
14 6 7,5:7,5 0,1 (131 £ 3) (0,18 £ 0,02) (12+1) (0,19 £ 0,01)
15 6 7,5:7,5 0,1 (121 £1) (0,19 +£0,01) (18+1) (0,30 £ 0,02)

[PC]: concentragdo de lecitina de soja; T80/S80: razdo Tween®80/Span®80; [IBU]: concentragdo de ibuprofeno de
sodio.
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Recorreu-se a0 modelo matematico de interacdes bidirecionais (linear X
quadrético) para correlacionar os resultados experimentais e os valores tedricos previstos
com 95% de confianca, ja que foi este modelo matematico que permitiu obter os valores
de R? mais elevados (>0,979) para as quatro respostas analisadas, nomeadamente
tamanho, PDI, EE e LC.

Com base nas analises de regressao realizadas com base no modelo matematico
selecionado, foi possivel obter graficos de superficie de resposta, representado em trés
dimensbes, de forma a melhor perceber a influéncia da variacdo de dois fatores

selecionados na resposta obtida (Figura 14).
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Figura 14. Gréficos de superficie de resposta: (A) Efeito da concentragdo de lipido e razdo
Tween®80/Span®80 no tamanho dos transferossomas; (B) Efeito da concentragdo de lipido e concentragio
de ibuprofeno de sddio no PDI. (C) Efeito da concentracéo de lipido e razdo Tween®80/Span®80 na EE dos
transferossomas; (D) Efeito da concentracdo de lipido e razdo Tween®80/Span®80 na LC dos
transferossomas.
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Os graficos de superficie de resposta em trés dimensdes estdo representados com
diferentes cores, sendo que o verde claro retrata o nivel de resposta mais baixo e 0
vermelho escuro um nivel de resposta mais elevado. Através da observagdo do gréafico A
(Figura 14), concluimos que é possivel obter um tamanho inferior a 100 nm, quando se
utiliza uma razdo Tween®80/Span®80 superior a 10:5 juntamente com uma concentragio

de lipido inferior a 4,5% (m/v).

O grafico B (Figura 14) mostra a influéncia da concentracdo de ibuprofeno de
sodio e da concentracado de lipido no PDI dos transferossomas. Concluimos que é possivel
obter um PDlI inferior a 0,18 quando se utiliza uma concentragdo de lipido superior a 6,5%
(m/v) concomitantemente com uma concentracdo de ibuprofeno de sodio entre os 0,04%
(m/v) e 0s 0,12% (m/v).

O gréfico C (Figura 14) mostra que um valor de EE superior a 30% pode ser
conseguido quando é utilizada uma razdo Tween®80/Span®80 inferior a 4:11,
independentemente da concentracédo de lipido (entre 3,5 e 8,5 % m/v). Por outro lado, 0s
melhores valores de LC, por volta de 1%, podem ser obtidos com uma concentracéo de
lipido inferior a 4,5% (m/v), quando se utiliza uma razdo de Tween®80/Span®80 inferior

a 4:11 ou superior a 13:2.

Através da andlise estatistica realizada, o software STATISTICA determinou 0s
valores 6timos para cada fator estudado (Tabela 7) de forma a preparar a formulacao
otimizada, considerando os critérios de desejabilidade previamente selecionados (Tabela
4). Para além disso, este software apresentou também os valores tedricos que se espera
obter com a formulagéo otimizada. Para confirmar se os valores tedricos séo reprodutiveis
experimentalmente, prepararam-se 3 réplicas da formulacdo otimizada e determinou-se
experimentalmente as respostas, previamente previstas computacionalmente.

Tabela 7. Niveis 6timos dos fatores para o desenvolvimento da formulagdo otimizada e respetivos valores
tedricos e experimentais obtidos quanto as respostas analisadas.

FOfmyIagao Resposta Va_lores _ VE§|C_)I’eS - 95% Cl +95% ClI
otimizada experimentais teoricos
Tamanho (nm) 142 £13 153,18 130,03 176,32
4; (2,5:12,5);
0,125 PDI 0,22 £0,03 0,19 0,16 0,22
[PC] (% miv); EE (%) 274 32,60 17,53 47,68
T80/S80 (m/m);
[IBU] (% m/v) LC (%) 08+0,1 0,99 0,73 1,24

[PC]: concentracéo de lecitina de soja; T80/S80: razdo Tween®80/Span®80; [IBU]: concentracio de ibuprofeno de
sodio; Cl: intervalo de confianga dos valores teéricos.
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Através da observacdo da Tabela 7, é possivel concluir que o desenho
experimental é valido, uma vez que os resultados obtidos estdo dentro dos valores tedricos
previstos pelo BBD. Os valores experimentais mostraram-se promissores, com um
tamanho médio de 142 nm, estando abaixo dos 300 nm, reportado como um tamanho
essencial para penetrar até zonas profundas da pele (Fernandez-Garcia et al., 2020), assim
como um PDI favoravel (< 0,3) que permite garantir uma boa homogeneidade de tamanho
das vesiculas (Danaei et al., 2018). Para além disso, com este trabalho foi ainda possivel
melhorar a EE dos transferossomas (27%) em comparacdo com o trabalho anteriormente

desenvolvido (12%) com uma composicao qualitativa semelhante (Vieira, 2021).

Em comparagdo com outros resultados publicados relativamente a
transferossomas para veicular ibuprofeno, Abdallah et al. em 2019 desenvolveu
transferossomas compostos apenas por Tween®80 como ativador de superficie e foram
atingidos valores de EE superiores, de cerca de 48% a 88%. No entanto, o farmaco
encapsulado foi o ibuprofeno e ndo o ibuprofeno de sodio e estes transferossomas
apresentavam um tamanho de 211 nm, a 306 nm, o que podera afetar a capacidade de
permeacdo cutanea (Abdallah et al.,, 2019). Um outro estudo publicado em 2012
relativamente ao desenvolvimento de transferossomas compostos por Tween®80 ou
Span®80, também descreve um EE bastante positivo, com valores entre 48% e 41%, mas
com tamanhos de particula entre 962 nm e 3640 nm, 0 que praticamente inviabiliza a sua

utilizacdo por uma via transcutanea (Irfan et al., 2012).

Recorreu-se a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), com o objetivo de confirmar se os componentes utilizados na preparacdo dos

transferossomas se encontravam na formulacdo otimizada, conforme previsto.

Este € um método analitico quantitativo, que permite a analise de grupos quimicos
através da intensidade de vibracdo das moléculas, quando estas sdo expostas a
comprimentos de onda especificos (Peak, 2013). Assim, obtiveram-se 0s espectros das
trés réplicas preparadas da formulacdo otimizada, assim como de cada um dos seus
constituintes individuais, nomeadamente ibuprofeno, lecitina de soja (PC), Tween®80 e
Span®80 (Figura 15).
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Figura 15. Espectros de FTIR das trés réplicas da formulacdo otimizada (OF1-OF3) e dos componentes
individuais utilizados na preparagéo dos transferossomas, nomeadamente ibuprofeno, lecitina de soja (PC),
Tween®80 e Span®80.

Na figura 15 é possivel observar que as bandas mais visiveis nas 3 réplicas da
formulacdo otimizada (OF) estdo também presentes nos espectros do Span®80 e da
lecitina de soja, que sdo 0s componentes maioritarios destas formulacdes. Relativamente
ao ibuprofeno, ndo foi possivel confirmar a sua presenca na formulacdo otimizada, uma
vez que as suas bandas caracteristicas estdo provavelmente mascaradas com a presenca

de &gua e dos restantes excipientes.

Apesar de ndo haver muitos estudos disponiveis para comparar com os resultados,
é de realcar que o presente estudo traduz um avancgo cientifico j& que descreve
transferossomas constituidos por ativadores de superficie mistos para veicular o
ibuprofeno de sodio. Estes nanossistemas vesiculares apresentarem propriedades bastante
satisfatorias, uma vez que se conseguiu manter o tamanho das vesiculas bastante abaixo
dos 300 nm (essencial para garantir a permeacéo cutanea) e se conseguiu melhorar a EE

relativamente ao estudo anterior realizado no mesmo grupo de investigacéo.
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13. Avaliacao da estabilidade

A estabilidade a longo prazo da formulagéo otimizada foi avaliada considerando
um armazenamento refrigerado das formulagdes a 5 = 2 °C. A estabilidade foi analisada
guanto ao tamanho, PDI, EE e LC da formulagédo otimizada, em trés momentos diferentes:
a primeira avaliacdo foi realizada 15 dias apds a data de preparacdo, a segunda apds 30

dias e a Ultima apds 60 dias (Figuras 16-19).

Através da observacdo dos graficos abaixo é possivel concluir que tanto o
tamanho, como o PDI dos transferossomas se mantiveram estaveis durante dois meses
(Figura 16 e 17), ndo havendo variagOes pronunciadas nos seus valores. Verificou-se
apenas uma ligeira reducéo da EE e LC ao fim de 60 dias (Figura 18 e 19), sendo assim
é possivel garantir a estabilidade de todos os parameros analisados até 1 més sob

armazenamento refrigerado.
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Figura 16. Avaliacdo da estabilidade do tamanho da formulag&o tranferossomal otimizada ao longo de 2
meses.
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Figura 17. Avaliagdo da estabilidade do indice de polidispersdo (PDI) da formulacdo tranferossomal
otimizada ao longo de 2 meses.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude 39



Jéssica Castelo Otimizacdo de transferossomas para veicular o ibuprofeno de sodio

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2
0

0 15 30 60

Dias

LC (%)

Figura 18. Avaliacdo da estabilidade da capacidade de carga (LC) da formulag&o tranferossomal otimizada
ao longo de 2 meses.
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Figura 19. Avaliacdo da estabilidade da eficiéncia de encapsulagdo (EE) da formulagdo tranferossomal
otimizada ao longo de 2 meses.

Os transferossomas tém tendéncia a sofrer degradacdo oxidativa, que pode ser
diminuida se o meio aquoso for purificado com gases inertes ou armazenado a baixas
temperaturas e proteger da luz também pode aumentar a estabilidade. O processo de
liofilizacdo também pode aumentar a estabilidade dos transferossomas (Opatha et al.,
2020). Assim, estas estratégias poderiam ser utilizadas no futuro para melhorar a
estabilidade a longo prazo da formulacdo otimizada. Para uma melhor avaliacdo da
estabilidade da formulacdo, teria sido importante a determinacdo do potencial zeta dos
transferossomas, uma vez que permite determinar a probabilidade de agregagdo das
vesiculas, através da medicéo da forca de repulsdo entre as particulas (Zhang et al., 2008).
Assim, sugiro também que este estudo seja realizado no futuro para melhor caracterizar

a estabilidade da formulacéo transferossomal de ibuprofeno de sédio.
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D. Conclusao
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Nos ultimos anos tem havido um grande interesse na descoberta e
desenvolvimento de novos sistemas de veiculagcdo de farmacos, para ultrapassar as
principais desvantagens da administragéo oral, sendo um dos principais focos de interesse
a administracdo transdérmica. Os sistemas vesiculares, como os transferossomas, tém-se
demostrado bastante promissores, ultrapassando algumas desvantagens apresentadas
pelos outros nanossistemas vesiculares, particularmente quanto a capacidade de

permeacao cutanea.

Esta dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de uma formulacéo

transferossomal para veicular o ibuprofeno de sédio por uma via transcuténea.

A utilizacdo do desenho experimental do tipo Box-Benhken mostrou ser uma
estratégia promissora para o desenvolvimento e otimizacéo de sistemas vesiculares, sendo
que a formulagéo otimizada apresentou propriedades promissoras: com 142 + 13 nm de
tamanho; 0,22 £ 0,03 de PDI; 27 + 4% de EE e 0,8 + 0,1% de LC. Os estudos de
estabilidade a longo prazo também foram promissores, ja que a formulacdo otimizada se
mantive estavel durante pelo menos 1 més sob armazenamento refrigerado, havendo

apenas uma ligeira reducdo na EE e LC ap0s 2 meses.

Este trabalho mostrou um avanco consideravel no desenvolvimento de
transferossomas contendo ibuprofeno de sédio, apresentando um tamanho de vesicula
pequeno, essencial para uma permeacdo transcutanea, assim como eficiéncia de
encapsulacdo satisfatoria e superior a outros trabalhos ja realizados. Os resultados obtidos
neste trabalho poderdo também ser Gteis para o desenvolvimento de novas formulacfes

transferossomais que venham a ser desenvolvidos no futuro.

Caso fosse possivel continuar este projeto, 0 proximo passo seria a realizacao de
estudos de permeacdo in vitro, de forma a confirmar a capacidade de permeacdo da
formulacdo desenvolvida. Também seria importante no futuro a realizacdo de estudos de
toxicidade celular in vitro e de estudos de biocompatibilidade cutdnea in vivo, para

garantir a seguranca da formulagdo numa futura utilizagéo in vivo.
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