INES PATRIARCA MARTINS

ACIDOS FENOLICOS E LIQUIDOS IONICOS EM
TRANSFEROSSOMAS

Orientadora: Prof.2 Doutora Catarina Pereira Leite

Coorientadora: Prof.2 Doutora Tania Santos de Almeida

Universidade Luséfona — Centro Universitario De Lisboa
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude
LISBOA
2023



INES PATRIARCA MARTINS

ACIDOS FENOLICOS E LiQUIDOS IONICOS EM
TRANSFEROSSOMAS

Orientadora; Prof.2 Doutora Catarina Pereira Leite

Coorientadora: Prof.2 Doutora Tania Santos de Almeida

Dissertacdo defendida em provas puablicas na Universidade Lus6fona — Centro Universitario de
Lisboa no dia 24/07/2023, perante o jari, nomeado pelo Despacho de Nomeacéo n.%: 316/2023

com a seguinte composicao:
Presidente: Prof. Doutor Luis Monteiro Rodrigues
Arguente: Profé, Doutora Catarina Rosado

Orientadora: Profd. Doutora Maria Catarina Leite

Universidade Lusofona — Centro Universitario De Lisboa
Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude
LISBOA
2023



Inés Patriarca Martins Acidos fendlicos e liquidos idnicos em transferossomas

Agradecimentos

Com o fim de um capitulo longo, desafiante, mas também de muita aprendizagem né&o podia
deixar de agradecer a algumas pessoas. Nomeadamente as minhas professoras que, quase todas,
me acompanharam ao longo destes 5 anos, a professora Catarina Leite que desde que entrou na
nossa turma nos mostrou o quao dindmico e cativante podia ser qualquer tipo de aprendizagem,
sempre com uma mensagem de for¢a nos dias piores de laboratério € com um “Vai conseguir
Inés”, a professora Ana Julio que também desde o inicio sempre esteve presente para me ajudar,
esteve sempre comigo nos dias de laboratorio e me respondia a qualquer hora do dia com
alguma duvida e, claro, a professora Tania Almeida que apesar de ja ndo fazer parte do corpo
docente da faculdade acreditou em mim desde as primeiras aulas de Quimica Organica, viu em
mim o gosto pelo laboratorio e me desafiou para este mundo experimental. Agradeco o rigor,
disciplina e exigéncia com que me ensinaram, VOcés e todos os restantes professores nestes

ultimos 5 anos.

Agradecer ao meu Julio por me dar na cabeca para escrever a tese, por me apoiar nos dias
piores, onde estava mais desmotivada e por estar sempre ao meu lado para me consolar.

Obrigada, meu cora¢do bom!

Obrigada a Mariana com quem partilhava as minhas frustragdes e nos iamos apoiando
mutuamente. E um obrigada a todos os restantes colegas e amigos que durante estes anos

conviveram comigo e me acrescentaram algo.

Por ultimo, mas ndo menos importante, agradecer a minha mée e ao meu pai por me ajudarem
sempre que precisei, pela confianca que depositaram em mim e me terem permitido estudar e

aprender aqui, agrade¢co muito!

1
Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Inés Patriarca Martins Acidos fendlicos e liquidos idnicos em transferossomas

Resumo

Os liquidos ionicos (LI) tém sido muito estudados nos ultimos anos pelas suas inumeras
vantagens. Como promotores de solubilidade e estabilidade, que sao alguns dos problemas mais
complicados de ultrapassar pela IndUstria Farmacéutica, nomeadamente através da conversao
de farmacos com baixa solubilidade em agua em LI. Uma outra estratégia para aumentar a
biodisponibilidade de compostos com baixa solubilidade aquosa é a sua incorporacdo em

nanossistemas de veiculagcdo, como € o caso dos transferossomas.

Os é&cidos fendlicos, como € exemplo o acido feralico (AF), apresentam propriedades
bioldgicas relevantes, incluindo as atividades antioxidante e anti-inflamatoria. No entanto, estes
compostos sdo pouco soltveis em agua. Assim, este trabalho teve como objetivo ultrapassar
esta limitacdo fisico-quimica do AF através do recurso a duas estratégias: a) a sintese de ferulato
de colina e b) a encapsulacdo do AF em transferossomas contendo L.

Os resultados mostraram uma solubilidade 23 vezes superior do ferulato de colina em
agua em relacdo ao acido fendlico. Por outro lado, a incorporacdo de LI em transferossomas
causou uma reducdo para metade no tamanho dos nanossistemas vesiculares, em comparagéo
aos transferossomas controlo. Quando a eficiéncia de associa¢do, verificou-se um aumento de

10% quando se incorporou o LI mais promissor, o [Cho][Gly].

Este estudo mostrou que a transformacéo de ativos nos seus liquidos iénicos derivados,
assim como a utilizacdo de nanoparticulas vesiculares para incorporar os ativos, poderao ser
estratégias valiosas no aumento da solubilidade e da biodisponibilidade de farmacos pouco

sollveis em agua.

Palavras-chave: Liquidos l6nicos; Transferossomas; Acido Ferulico; Estratégias de
Solubilidade.
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Abstract

lonic liquids (IL) have been much studied in recent years for their many advantages. As
solubility and stability promoters, some of the most difficult problems to overcome by the
Pharmaceutical Industry, namely through the conversion of drugs with low solubility in water
into IL. Another strategy to increase the bioavailability of compounds with low aqueous
solubility is their incorporation into delivery nanosystems, as is the case of transferosomes.

Phenolic acids, such as ferulic acid (FA), have relevant biological properties, including
antioxidant and anti-inflammatory activities. However, these compounds are poorly soluble in
water. Thus, the aim was to overcome this physical-chemical limitation of FA by resorting to
two strategies: a) synthesis of choline ferulate and b) encapsulation of FA in transferosomes

containing IL.

The results showed a 23 times greater solubility of IL in water compared to its phenolic
acid. On the other hand, the incorporation of IL into transferosomes caused a reduction in the
size of vesicular nanosystems compared to control transferosomes. As for the association
efficiency, an increase of 10% was observed when the most promising IL [Cho][Gly] was
incorporated.

This study showed that the transformation of actives into derived ionic liquids and the
use of lipid nanoparticles that incorporate the actives proved to be a valuable strategy in
increasing the solubility of poorly soluble drugs in water.

Keywords: lonic Liquids; Transfersomes; Ferulic Acid; Solubility Strategies.
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Abreviaturas

AC - &cido cafeico

AF - &cido ferulico

AINEs - anti-inflamatdrios nédo esterdides

API-IL - liquidos iénicos baseados em ingredientes farmacéuticos ativos
CC — capacidade de carga

EA — eficiéncia de associacao

FDA - Food and Drug Administration

FTIR - Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
LI - liquido i6nico

PDI — indice de polidisperso

PZ — potencial zeta

rpm - rotagdes por minuto

TA - temperatura ambiente

[Cho][AF] — ferulato de colina

[Cho][Gly] — glicinato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio

[Emim][Br] — brometo de 1-etil-3-metilimidazolio

[Emim][Gly] — glicinato de 1-etil-3-metilimidazolio
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1.1. Liquidos l6nicos

Devido as suas inimeras vantagens e propriedades fisico-quimicas unicas, os liquidos
ionicos (LI) tém sido cada vez mais investigados, sobretudo na area farmacéutica (Islam et al.,
2020). Os LI séo sais constituidos por anides organicos ou inorganicos conjugados com um
catido organico, com a peculiaridade de apresentarem pontos de fuséo abaixo dos 100 °C, sendo

alguns deles liquidos a temperatura ambiente (Santos de Almeida et al., 2017).

Desde 1914 que se conhece a possibilidade de formacéao destes sais. Apesar de alguma
discérdia na primeira descoberta destes sais, atualmente reconhecem-se trés geracdes de LI: a
primeira, que nasceu por volta de 1960 onde se comecou a perceber as suas propriedades Unicas,
o cientista Paul Walden investigou por sais que fossem liquidos a temperatura ambiente e foi
assim que descobriu que [EtNH3][NOz] tinha um ponto de fusdo de 12 °C (Welton, 2018); a
segunda resulta do crescente interesse em LI a partir dos anos 80, pelo que nos anos 90 se
criaram LI com outras propriedades fisico-quimicas, pela alteracdo de catiGes e anides,
tornando-os mais estaveis, 0 que permitiu a descoberta das reacdes de Diels-Alder (Welton,
2018); e a terceira, no inicio do século XXI onde se comegou a combinar as propriedades
bioldgicas dos farmacos com as propriedades fisico-quimicas dos LI, tendo-se desenvolvido o
gue se chamou de liquidos iénicos baseados em ingredientes farmacéuticos ativos, usualmente
abreviados como API-ILs (Czerniak et al., 2016).

Os LI sdo reconhecidos pelas suas variadas vantagens, tais como: o baixo ponto de
fusdo, j& mencionado; a estabilidade térmica; o facto de ndo serem inflaméaveis; a elevada
condutividade idénica; a possibilidade de adaptacdo a varios tipos de solucdes (oleosa,
hidroalcodlica, aquosa); ndo sdo volateis; apresentarem imiscibilidade elevada, relativa
compatibilidade e nalguns casos baixa toxicidade (Ahmad et al., 2019; Caparica et al., 2021).
A viscosidade dos LI é varidvel e dependente das forcas de interacdo de Van-der-Waals e da
formacdo de pontes de hidrogénio entre as moléculas: quanto mais ligagdes e forcas deste tipo
existirem maior € a viscosidade do LI (Gonsior, 2010). Algumas destas propriedades,
nomeadamente a relativa compatibilidade e a baixa toxicidade s&o dependentes do catido
organico que compde o LI. Entre estes, 0s mais estudados e utilizados sdo o piridinio, 0 amonio,
o0 imidazolio e a colina (de Almeida et al., 2017; Patel & Lee, 2012). E de notar que os catides
imidazolio, piridinio e quinolinio originam LI com elevada toxicidade e baixa
biocompatibilidade, o que reduz a sua aplicagdo em estudos clinicos. Por outro lado, e com

maior interesse, LI contendo colina e ésteres de aminoacidos sdo geralmente reconhecidos

-2-
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como ndo tdxicos, biocompativeis e biodegradaveis, sendo, por isso, amplamente explorados
para aplicacGes farmacéuticas (Islam et al., 2020; Ohno, 2019). Relativamente a imiscibilidade,
é de salientar que os LI podem ser utilizados como solventes excipientes, podendo dissolver
substancias poliméricas, inorganicas e organicas, hidrofébicas ou hidrofilicas, que séo
facilmente removidas da formulacdo a posteriori, razdo pela qual sdo muitas vezes
denominados como solventes ecologicos ou solventes verdes (Caparica et al., 2021; Gonsior,
2010). Sendo a perda de solventes um dos principais desperdicios na IndUstria Farmacéutica, o
uso de LI como intermediarios em processos quimicos pode resultar em reacdes mais rapidas,

com menos passos e menos perdas do que usando os solventes comuns (Pedro et al., 2020).

A aplicabilidade dos LI vai muito além da &rea farmacéutica propriamente dita. Por
exemplo, na Industria Cosmética, os LI j& sdo utilizados para formular antitranspirantes,
desodorizantes e perfumes (Santos de Almeida et al., 2017). Mas também sdo muito Uteis em
areas como a eletroquimica, por exemplo, em baterias de litio, ou a nivel artistico como aditivos

nas tintas, entre muitas outras areas (Gonsior, 2010).

Para ser possivel aplicar e usufruir das vantagens dos LI, é necessario produzi-los. De
acordo com a reacdo de sintese, os LI sdo divididos em duas categorias (Figura 1): aproticos e
proticos. Estes Ultimos sdo formados através da transferéncia de protdes entre um &cido e uma
base numa reacdo equimolar. Por outro lado, os LI apréticos sdo formados atraveés de uma
reacao de neutralizacdo seguida de uma reacdo de quaternizacdo (N. A. Ahmad et al., 2019;
Silva et al., 2020).

(A) Liquido ionico prético

1 I
| |
1
| ) ® Q |
| Base Brinsted (B) + Acido Br@fnsted (B) ~——— HB + A !
| |
i . |
1
i /\NHQ + HNO, —t EJ)H3 + NO, E
- |
' o L |
E(B) Liquido iénico aprético {
i @ |
N . i
SO SO e (Y0
I =)
P = e \= %, !
1 ]
1 I
L |

Figura 1 - Vias de formacdo de um liquido idnico: (A) liquido idnico prético; (B) liquido iénico
aprético. Adaptado de (Silva et al., 2020).
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Os liquidos ionicos, neste trabalho cientifico, foram produzidos através de uma reagdo

equimolar acido-base.

As descobertas de possiveis moléculas com interesse farmacéutico muitas vezes nao
chegam a comercializacdo para uso humano por questdes biofarmacéuticas, entre elas, a baixa
solubilidade em &agua que estas apresentam. Assim, a conjugacdo destas moléculas
farmacologicamente ativas com LI pode ser uma estratégia de promocao da solubilidade. Este
racional esteve na origem dos chamados Active Pharmaceutical Ingredients-lonic Liquids
(API-ILs), ja que permitem ultrapassar os obstaculos encontrados na forma solida dos API,
como o polimorfismo (N. A. Ahmad et al., 2019), a baixa solubilidade e biodisponibilidade,
facilitando assim o efeito terapéutico do farmaco (Viciosa et al., 2015). Entre os diversos LI, os
a base de colina parecem estar relacionados com uma boa promoc¢do da solubilidade dos
compostos ativos, assim como a melhoria da performance de sistemas de veiculagdo (Caparica
etal., 2018, 2021). Assim sendo, neste trabalho selecionamos os LI & base de colina para serem
utilizados como promotores de solubilidade do composto ativo — o é&cido ferdlico - e

incorporados, posteriormente, num sistema de veiculagdo lipidico.

1.2. Acidos Fenolicos

Uma grande pandplia de substancias ativas utilizadas atualmente para tratar ou
prevenir doencas sdo de origem natural, sendo que as plantas, os animais e o0s fungos sdo os

maiores produtores de compostos ativos (Mathur & Hoskins, 2017).

Um conjunto de compostos naturais muito estudados pelas suas propriedades
terapéuticas sdo os compostos fendlicos, ja com cerca de 8000 substancias conhecidas e de
interesse. Derivados da via do xiquimato, pentose-fosfato e fenilpropandide, apresentam em
comum uma estrutura com um anel aromatico contendo pelo menos um grupo hidroxilo
(Balange & Benjakul, 2009). Estes compostos fenolicos podem ser classificados em flavonoides e

ndo flavondides, fazendo parte deste Gltimo grupo, os acidos fendlicos (Vuolo et al., 2019)

Os acidos fenolicos sdo, entdo, metabolitos naturais presentes na maioria das plantas
comumente utilizadas na alimentacdo portuguesa, sendo que s&o ingeridos em média cerca de
200 mg/dia (Heleno et al., 2015). Estes ainda se dividem em &cidos hidroxicindmicos (por
exemplo, é&cido ferdlico (AF), acido cafeico (AC) e acido p-cumarico) e é&cidos
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hidroxibenzdicos (por exemplo, &cido galico e acido vanilico) (Caparica et al., 2020; Du et al.,
2011; Vuolo et al., 2019).

A sintese dos &cidos hidroxicindmicos na natureza ocorre através da via do xiquimato,
utilizando os aminoacidos L-fenilalanina ou L-tirosina ou ambos como precursores, que Sao
entdo convertidos em acido p-cumarico pela perda de um grupo amina, que apés sofrer
hidroxilagdo forma o &cido cafeico e, posteriormente, através de uma reacdo de metilacdo
forma-se o &cido ferdlico (Caparica et al., 2020).

Os é&cidos hidroxicindmicos estdo amplamente distribuidos na nossa alimentacéo,
desde o café ao vinho tinto, cereais integrais, entre outros (Veras et al., 2022). Apresentam
baixa toxicidade, mas elevado potencial bioldgico, sendo que as atividades analgésica,
antisséptica, antimicrobiana e antioxidante tém vindo a ser descritas (Caddeo et al., 2018;
Tungmunnithum et al., 2018). No entanto, o facto dos acidos fendlicos terem baixa solubilidade
em &gua limita a utilizagdo terapéutica dos mesmos e condiciona a biodisponibilidade dos
compostos. Para ultrapassar este desafio, varios acidos fendlicos tém sido transformados em
API-LIs, o que se tem revelado promissor para aumentar a sua solubilidade em agua (N. A.
Ahmad et al., 2019; Czerniak et al., 2016).

O 4cido ferulico (acido [E]-3-[4-hidroxi-3-metoxi-fenil]prop-2-endico, C10H1004) foi
sintetizado pela primeira vez em 1925 (Kumar & Pruthi, 2014), mas € na natureza que ele se forma
naturalmente e existe em grande quantidade, nomeadamente nos tecidos das plantas. A nivel
quimico, o &cido ferulico apresenta 9 carbonos com grupos substituintes, tem um grupo metoxi
na posicdo meta e um grupo hidroxi na posicdo para do anel fendlico, tal como representado
na Figura 2. Sao estes grupos substituintes que ao variarem entre as posi¢cdes meta, orto e para
ddo origem a outros acidos fendlicos, com consequéncias na poténcia das suas propriedades
bioldgicas (Brand-Williams et al., 1995). Tal como outros, o AF apresenta uma solubilidade
baixa em agua, de 5970 mg/L a 25 °C, o que dificulta a sua utilizacdo pela Industria
Farmacéutica (PubChem, 2023).
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~° ~

OH

HO

Figura 2 - Estrutura quimica do &cido ferulico.
Adaptado de (Caparica et al., 2020).

Tém sido descritas diversas atividades bioldgicas para este composto, como atividade
anti-inflamatoria (20 mg/kg esta descrito como sendo a dose minima efetiva para atenuar a dor
e atuar como anti-inflamatério) (Yan et al.,, 2020), antioxidante, antimicrobiana,
anticancerigena (a nivel pulmonar, intestinal e pele), regeneradora celular e fotoprotetora (Du
et al., 2011), entre varias outras. Assim, apresenta potencial para uso em diversas areas, em

particular, a farmacéutica e a cosmética.

E de notar que na Medicina Tradicional Chinesa o AF € utilizado em co-adjuvancia no
tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares (Y. Li et al., 2011). O AF atua como
inibidor da agregacdo plaquetéria e da libertagdo de tromboxanos, atividade semelhante ao
Clopidogrel utilizado na Medicina Ocidental, e ainda inibe a nivel hepatico a sintese de
colesterol, prevenindo a doenca coronaria e eventos adversos cardiovasculares (D. Li et al.,
2021). Estudos mostram uma elevada absorcdo e biodisponibilidade de uma administracao
Unica de AF em ratos machos, com uma concentracdao de AF entre 50-200 uM suficiente para
inibir agonistas plaquetarios, dose-dependentes, incluindo a adenosina difosfato e o acido
araquiddnico presente na cascata dos tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas. A uma
concentragdo de 300 ug/mL, o AF consegue reduzir a taxa de agregacdo plaquetaria e a
formacéo de coagulos sanguineos (D. Li et al., 2021; Y. Li et al., 2011).

Na area da cosmética, o AF pode ser também utilizado com varias finalidades: a) como
ingrediente cosmetologicamente ativo em formulagdes; b) como estabilizante de vitaminas
devido a sua acdo antioxidante; e ¢) como anti-pigmentante e fotoprotetor, uma vez que
apresenta uma estrutura similar a tirosina e, por isso, pode inibir a formacéo de melanina por
competicdo a atividade da tirosina. Algumas patentes contém o acido ferulico associado ao

resveratrol ou & vitamina C para uma atividade antioxidante sinérgica, ou com vitamina E para
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conferir fotoprotecdo com maior eficacia (Chaudhary et al., 2019). E de notar que este composto
apresenta caracteristicas interessantes para aplicagcdo cutanea, como uma relativa lipofilia (log
P de 1,58) ((Raj & Singh, 2022) e facilidade de penetracdo na pele (PubChem, 2023; Taofiq et al.,
2017).

Uma vez que o AF apresenta baixa toxicidade e e facilmente absorvido no corpo
humano, com um tempo de semivida muito maior que outros acidos fendlicos, o seu uso como
composto ativo pode ser vantajoso. Pela sua atividade antioxidante, ja muito estudada e relatada
na literatura, o &cido feralico podera ser utilizado, por exemplo, como um suplemento para
regeneracdo celular ao neutralizar os radicais livres dos tecidos musculares e, assim, aliviar as
dores musculares pos-treino. O seu mecanismo antioxidante é complexo, mas deve-se
basicamente a inibicdo da formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela inibicao das
enzimas responsaveis pela sua formacao e a neutralizacdo dos radicais livres (Fang et al., 2002;
Zdunska et al., 2018).

Para se utilizar o acido ferdlico, independentemente da via de administracdo, é
necessario estudar a sua farmacocinética. Estudos in vivo com ratos, utilizando um modelo de
dois compartimentos mostraram que a absorcao e distribuicdo do AF ap6s administracdo sdo
rapidas e elevadas, pelo que os tempos de semi-vida sdo reduzidos, com uma cinética de ordem
zero. Na presenca de ratos com problemas de circulagdo sanguinea, a absorcao é elevada, mas
a eliminacdo do farmaco diminui, levando a crer que o AF apresente uma distribuicdo
dependente das propriedades fisico-quimicas do composto e da ligacdo as proteinas
plasmaticas. A ligacao as proteinas plasmaticas do AF é de cerca de 73,5 %, muito mais elevada
do que outros acidos fendlicos (AC é de 66 %) (D. Li et al., 2021; Veras et al., 2022).

A permeabilidade intestinal de varios &cidos hidroxicindmicos foi analisada através da
realizacdo de estudos in vitro, PAMPA e com células CaCo-2. O &cido feralico apresentou
valores elevados de permeabilidade intestinal através de difusdo passiva, isto acontece pelo
ativo em questdo ser um farmaco lipofilico, o que facilita a sua passagem pelas membranas
celulares. No entanto, esta passagem pelas células podia ser dificultada pelos mecanismos de
“seguranga” da célula, como ¢é o caso dos transportadores de efluxo. No caso do AF, este ndo é

afetado por estes sistemas de controlo (J. Li et al., 2017; Veras et al., 2022).

A cinética prossegue com a etapa da eliminagéo que se da primeiramente no intestino,
onde a sua biodisponibilidade pode ser afetada pela microbiota local. No figado, ndo sendo

muito afetado pelo metabolismo de fase | dependente das isoenzimas hepéticas do citocromo
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P450, ¢, no entanto, metabolizado em glucoronato de acido ferdlico, sulfato de &cido ferulico e
dihidro-acido ferdlico maioritariamente através o processo de sulfatacdo e também reacoes de
glucuronidacdo, tal como o &cido cafeico (Heleno et al., 2015; Kumar & Pruthi, 2014). Assim,
evidencia-se um tempo de eliminacdo curto, uma vez que quando administrado oralmente, o

AF tem uma elevada distribuicdo para os 6rgaos excretores (cerca de 76% no rim).

Uma outra via possivel para administrar o AF seria a via transdérmica. Mas para isso,
héa caracteristicas moleculares imprescindiveis como o peso molecular abaixo de 600 Da, ponto
de fusédo a cerca de 200 °C, e log P entre 1 e 3, sO assim, se garante uma possivel penetracdo
através da pele. O acido ferulico consegue corresponder a todas estas propriedades, com um
peso molecular de 194,18 Da, log P igual a 1,58 (Raj & Singh, 2022), um ponto de fusdo de 174
°C (Yan et al., 2020). No entanto, a poténcia deste ativo pode por em causa a sua utilizagéo por

esta via.

Na Industria Farmacéutica, cerca de 40% dos farmacos sao lipofilicos, tal como o
acido ferulico e, por isso, apresentam algumas limitagdes em termos de solubilidade aquosa,
apesar de a partida apresentarem boas razdes para serem formulados (Balamurugan K, 2018).
E neste contexto que as nanoparticulas podem ter vantagens, por favorecerem a solubilidade
dos compostos e, como tal, melhorarem a sua biodisponibilidade e a incorporagéo dos ativos na
formulacdo. Por exemplo, foi demonstrado que a incorporagdo do &cido fertlico em sistemas
de veiculacdo auto-microemulficantes aumentou a AUC em 1,73 vezes em comparacao a uma
formulacdo aquosa tradicional (Veras et al., 2022). Pelo que a incorporacdo deste ativo, em

particulas com uma escala nano podera ser uma estratégia vantajosa.

1.3. Nanoparticulas

J4

Atualmente, a palavra “nanoparticula” ¢ cada vez mais utilizada e conhecida na
sociedade, ainda que seja um termo que importa esclarecer, ja que a sua definicdo nédo é

consensual na literatura.

Nanoparticula é designada como sendo uma particula coloidal com um tamanho entre
1 e 100 nm, ainda que varios autores considerem que as nanoparticulas sdo particulas abaixo de
1000 nm. As nanoparticulas assemelham-se em termos de tamanho ao 4&cido
desoxirribonucleico, aos anticorpos ou as proteinas. Estas podem ser distinguidas em
nanoesferas ou nanocapsulas (também designadas por nanovesiculas em alguns casos). As
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nanoesferas possuem uma estrutura matricial, onde as substancias podem ser adsorvidas a
superficie ou encapsuladas nas mesmas. Por outro lado, as nanocapsulas/nanovesiculas
apresentam uma membrana externa que engloba um vacuolo interno, sendo que a substancia a
encapsular pode ficar no vacuolo interno ou adsorvida a superficie (B. Almeida et al., 2020;
Santos de Almeida et al., 2017).

Neste ultimo caso, podem até coexistir na mesma nanocapsula dois farmacos reativos

entre si, sendo que um fica na superficie da nanoparticula e outro no seu nucleo.

As nanoparticulas podem ser classificadas de diversas formas consoante as suas
caracteristicas, por exemplo, considerando os excipientes de que sdo constituidas, podem ser
subdivididas em (Figura 3):

- Nanoparticulas organicas: por exemplo, as poliméricas, as lipidicas e os dendrimeros;

- Nanoparticulas inorganicas: de silica, nanotubos de carbono, ouro, 6xido de ferro e
0s quantum dots (Richards et al., 2016).

Nanoesfera polimérica  Nanocapsula polimérica  Nanoparticulas Organicas

Micela polimérica Lipossoma Dendrimero
%0
7 D 33‘? 8847
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< 0000®
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Anopercie.ceslics Nanotubo de carbono
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Figura 3 - Representacdo dos diferentes tipos de nanoparticulas (organicas e
inorganicas). Retirado de (Richards et al., 2016).

Cada tipo de nanoparticula apresenta especial interesse em varias areas, desde a

terapéutica, ao diagndstico, a prevencéo, ao desporto, a eletronica, pintura, ao cinema, entre
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outras. Em todas estas areas, as nanoparticulas vao-se utilizando mais e mais devido as suas

inlmeras vantagens.

Ao longo dos ultimos 30 anos, as nanoparticulas tém sido estudadas para funcionarem
como sistemas de veiculacdo, estando um pouco da sua evolucdo descrita na Figura 4 (Arajo
Lopes et al., 2013; Bejarano et al., 2018; Clinical Trials - Cairo University, 2023; Clinical Trials
- University of Baghdad, 2023; Hassan et al., 2017; KREUTER, 2007; Park et al., 2022). A
elevada aplicabilidade das nanoparticulas deve-se, entre outras, as suas caracteristicas
estruturais. O seu racio superficie-volume elevado faz com estas pequenas particulas tenham
uma facilidade de absorcéo e estabilidade maior, pela sua elevada interacdo molecular com o
meio ambiente. Assim, estes veiculos nanométricos conseguem ser adaptados e configurados
para servirem varias situacOes. Estes sdo cada vez mais uma forma eficiente de um farmaco
atingir o alvo pretendido, com elevada efetividade, para um melhor resultado terapéutico e
menor toxicidade. Uma vez que sdo capazes de proteger o farmaco até ao local de acéo, podem
também evitar a sua degradacdo e a ocorréncia mais frequente de efeitos secundarios (Blanco
et al., 2015).

Existe atualmente 100 farmacos baseados na nanomedicina disponiveis no mercado e
varias outras centenas em ensaios clinicos. A pandemia COVID-19 acabou por ser um momento
que permitiu uma evolucdo rapida e drastica deste tipo de medicamentos. De todos 0s
medicamentos contendo nanoparticulas sujeitos a ensaios clinicos, apenas 15% destes sdo
comercializados, acabando depois por 5% serem descontinuados. Os medicamentos baseados
em nanoparticulas sdo normalmente desenvolvidos para o tratamento do cancro. A composi¢ao
destes medicamentos pode ser variada, mas normalmente consiste em nanoparticulas lipidicas,
nanoparticulas poliméricas e menos utilizados na nanomedicina ainda sdo os dendrimeros,

micelas e nanocristais (Shan et al., 2022).

-10 -
Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Inés Patriarca Martins Acidos fendlicos e liquidos idnicos em transferossomas
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Considerando o alvo terapéutico a atingir, a nanoparticula pode ser modificada de
diversas formas, nomeadamente através da adi¢do de ligandos (como anticorpos, polimeros,
acucares, aptameros, etc.), sendo que é possivel também modular a nanoparticula tendo em
conta o seu tamanho, forma, constituicdo e tipo. O tamanho das nanoparticulas pode estar
relacionado com o local-alvo para o farmaco atuar, por exemplo, consoante a sua razdo area-
superficie pode ter mais ou menos facilidade em penetrar em certos 6rgdos. No caso dos
pulmdes, nanoparticulas esféricas com tamanhos maiores que 150 nm s&o mais facilmente
acumuladas (Blanco et al., 2015). Alguns estudos referem que no caso de particulas com um
tamanho de cerca de 10 nm ou menos, estas podem acumular-se no cérebro (Najahi-Missaoui
etal., 2021). Outros 6rgdos onde as nanoparticulas se podem acumular de forma mais evidente
sdo o figado, os rins e o baco, especialmente se forem nanoparticulas rigidas de grandes
dimensdes (Blanco et al., 2015).

A constituicdo de uma nanoparticula pode também ser modificada de forma a modular
0 transporte e distribuigcdo da substancia ativa, bem como a libertagdo modificada da mesma,
podendo ser retardada e/ou prolongada horas, dias ou semanas, ou até intermitente dependendo
da funcionalidade. (Santos de Almeida et al., 2017).

Tudo isto mostra como as nanoparticulas vieram revolucionar o mundo farmacéutico,
sendo possivel quase modificar e programar cada etapa e detalhe da farmacocinética de uma

substancia ativa pela cuidada formulacdo da nanoparticula a administrar.

A sintese das nanoparticulas pode ser feita por varios métodos, mas resumem-se em
abordagens “bottom-up” ou “top-down”. No primeiro tipo de abordagem, “bottom-up”, tal
como o nome indica ¢ realizada uma construcao “de baixo para cima”, ou seja, a nanoparticula
é formada a partir de compostos mais pequenos, como atomos ou moléculas; no segundo tipo,
€ ao contrario, utiliza-se unidades maiores para serem reduzidas a nanoescala, mantendo as

propriedades das unidades originais (F. Ahmad et al., 2019).

1.3.1. Nanoparticulas baseadas em lipidos

Para as nanoparticulas poderem ser utilizadas em veiculagdo de farmacos para uso
humano, necessitam de provar que sdo biocompativeis, de modo a evitar rejeicdo e diminuir

efeitos secundarios. Como tal, uma das melhores estratégias é a escolha de nanoparticulas
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baseadas em lipidos, em particular os sistemas nanovesiculares, porque mimetizam as

bicamadas fosfolipidicas existentes no corpo humano.

Os lipossomas sdo um tipo de nanoparticula organica, com um didmetro médio de 100
a 400 nm, constituidos por fosfolipidos organizados numa dupla camada e, eventualmente
também de colesterol. Desde a primeira publicacdo sobre lipossomas, em 1964, que tém sido

largamente utilizados (B. Almeida et al., 2020).

Os fosfolipidos ao se orientarem esfericamente ddo origem a uma zona hidrofobica
orientada para o interior do revestimento dos lipossomas e uma zona hidrofilica exposta ao
meio aquoso, constituida pela zona polar dos fosfolipidos (Figura 5) (Alavi et al., 2017; Soares
etal., 2018).

Meio externo

'/Y

Compartimento
aquoso interno

Membrana
[—>  Regido hidrofilica

I—' Regido hidrofébica

> Regido hidrofilica

Fosfolipido
——> Cadeia de hidrocarbonetos

5 Cabeca polar

Figura 5 - Lipossoma e a sua constituicao fosfolipidica. Adaptado de
(Arajo Lopes et al., 2013).

As moléculas que os integram séo desejaveis de possuirem caracteristicas dentro de
alguns intervalos, nomeadamente: peso molecular entre 243 g/mol e 1278 g/mol, ponto de fusédo
entre 108 °C e 255 °C e um log P entre -3,2 e 5,5 (Shah et al., 2020).

Os lipossomas sdo muito utilizados e ja foram aprovados pela Food and Drug

Administration (FDA) como sistemas de veiculacao direcionada de farmacos (Tabela 1). Estes
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mostram uma eficiéncia de encapsulacdo e um tempo de circulagdo no organismo elevados,
principalmente se forem lipossomas com didametro menor do que 200 nm (Mitchell et al., 2021).
Dos primeiros medicamentos baseados em lipossomas aprovados pela FDA foi 0 Doxil®, em
1995, um medicamento anticancerigeno utilizado para o tratamento do cancro do ovario e
outros tipos de cancro, que demonstrou provocar menor cardiotoxicidade do que uma

formulacéo convencional, logo menores efeitos secundarios (Blanco et al., 2015).

Tabela 1 - Medicamentos utilizando nanomedicina aprovados pela FDA nos Gltimos 25 anos.
Adaptado de (Mitchell et al., 2021).

Nanoparticulas Lipidicas

Doxil Janssen Sarcoma de Kaposi, cancro | 1995
do ovario, mieloma multiplo

DaunoXome Galen Sarcoma de Kaposi 1996

AmBisome Gilead Sciences InfecGes 1997
fingicas/protozoérias

Visudyne Bausch and Lomb Degeneragdo macular | 2000
associada a idade, miopia,
histoplasmose ocular

Margibo Acrotech Biopharma Leucemia linfoblastica | 2012
aguda

Onivyde Ipsen Cancro pancreatico | 2015
metastatico

\/yxeos Jazz Pharmaceuticals | Leucemia miel6ide aguda 2017

Onpattro Alnylam Amiloidose mediada por | 2018

Pharmaceuticals

transtirretina

Nanopatrticulas Poliméricas

anquilosante

Oncaspar Servier Leucemia linfoblastica | 1994
Pharmaceuticals aguda

Copaxone Teva Esclerose multipla 1996

Peglintron Merck Infecdo por Hepatite C 2001

Eligard Tolmar Cancro da préstata 2002

Neulasta Amgen Neutropenia induzida por | 2002
guimioterapia

Abraxane Celgene Cancro do pulmdo, cancro | 2005
da mama  metastatico,
cancro pancreéatico
metastatico

Cimiza uCB Doenca de Crohn, artrite | 2008
reumatoide, artrite
psoritica, espondilite
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Plegridy Biogen Esclerose multipla 2014

ADYNOVATE Takeda Hemofilia 2015

Nanoparticulas Inorgénicas

INFeD Allergan Anemia por défice de ferro | 1992

DexFerrum American Regent Anemia por défice de ferro | 1996

Ferrlecit Sanofi Deficiéncia de ferro na | 1999
doenca renal crénica

Venofer American Regent Deficiéncia de ferro na | 2000
doenca renal cronica

Feraheme AMAG Deficiéncia de ferro na | 2009
doenca renal crénica

Injectafer American Regent Anemia por défice de ferro | 2013

Entretanto, mais de uma dezena de nanoformulagdes j& obtiveram a aprovacdo da FDA
para uso humano para doencas desde infecdes bacterianas, fungicas, cancro e doencas do foro
respiratorio e dermatoldgico, sendo que foram submetidos j& cerca de 330 medicamentos a
ensaios clinicos. Os mais recentes aprovados pela FDA foram Onivyde® em 2015, Vyxeos®
em 2017 e Onpattro® em 2018 (B. Almeida et al., 2020).

Os lipossomas permitem a acumulacdo de um farmaco na regido onde se verifica a
patologia, reduzindo assim eventos de toxicidade e ineficacia terapéutica. Em relacdo a outros
tipos de nanoparticulas, sdo considerados ndo toxicos por serem constituidos pelos mesmos
compostos que as membranas das células dos seres humanos (Najahi-Missaoui et al., 2021;
Riaz et al., 2018). Adicionalmente, sdo também muito adaptaveis a varios meios, permitem
adicionar moléculas a sua superficie que Ihes conferem caracteristicas especificas, penetram
facilmente a barreira celular e sdo biodegradaveis, o que facilita a sua expulsdo do organismo
(De Leo et al., 2022).

A preparacao de lipossomas pode ser feita por trés métodos:
- Hidratac&o do filme lipidico;

- Substituicdo de solventes organicos por solugdes aquosas;
- Inverséo de fase.

A escolha do metodo a utilizar depende de varios parametros como: qual é a aplicacéo
terapéutica, quais sdo as propriedades dos lipidos constituintes e qual € o meio onde se espera

gue a substancia ativa seja libertada (Soares et al., 2018).
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De maior importancia e mais simples, o0 método de hidratacdo do filme lipidico é o
mais amplamente utilizado. Os lipidos séo dissolvidos num solvente organico, como o metanol
e/lou cloroférmio, seguido de agitacdo. Depois, € necessario remover o(s) solvente(s)
utilizado(s) atraves de evaporacdo a pressdo reduzida, até que se observa a formacdo de um
filme lipidico. Segue-se a sua hidratacdo em meio aquoso e, assim, obtém-se espontaneamente
os lipossomas. De forma a reduzir e homogeneizar o tamanho dos lipossomas obtidos, podem
ser utilizadas vérias estratégias como a sonicacdo ou a extrusdo. Depois de preparados, 0s
lipossomas devem entdo ser caracterizados para se confirmarem as suas propriedades (Arajo
Lopes et al., 2013; De Leo et al., 2022).

Apesar das variadas vantagens e do seu extenso uso, os lipossomas apresentam alguma
rigidez na sua estrutura o que limita a sua permeacdo nas células ou através da pele. Tém um
custo de producao elevado, baixa capacidade de encapsulacdo de farmacos hidrofilicos, baixo
tempo de semi-vida e elevada probabilidade de fusdo das moléculas encapsuladas (Garg & Jain,
2022; Opatha et al., 2020).

As desvantagens dos lipossomas estiveram na origem do desenvolvimento de varios
nanossistemas vesiculares. Por exemplo, a limitada capacidade dos lipossomas penetrarem na

pele esteve na origem do desenvolvimento dos transferossomas.

A palavra transferossoma provém do termo latim “transferre” que significa “passar
através de” (Ferndndez-Garcia et al., 2020). Os transferossomas sdo nanossistemas vesiculares
com até cerca de 300 nm, idénticos na morfologia em relacdo os lipossomas, mas diferentes na
composicao, permitindo uma maior elasticidade estrutural e fluidez membranar. Os lipossomas
sdo constituidos por fosfolipidos e colesterol e os transferossomas sdo formados por
fosfolipidos e surfactantes. Nomeadamente, contém cerca de 15-20% de surfactantes, sendo 0s
mais comummente utilizados o colato de sédio, Tween® ou Span® e em maior quantidade o0s
fosfolipidos anfipaticos (Jain et al., 2003; Wu et al., 2021).

Foram desenvolvidos por Cevc nos finais da década de 80, inicio da década de 90. A
sua principal diferenca e que traz uma enorme vantagem a estas nanoparticulas é a presenca de
ativadores de superficie, isto é, surfactantes que sdo intercalados na bicamada fosfolipidica. Os
surfactantes sdo moléculas que possuem uma parte hidrofobica e outra hidrofilica, permitindo-
se adsorver a superficie do sistema vesicular e funcionam como ativador de superficie ou como
destabilizador da membrana fosfolipidica. Pela reducdo da tensdo superficial das vesiculas

permite que estas se deformem, ao aumentar o raio de curvatura da bicamada, o que facilita a
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penetracdo da vesicula nos tecidos mais profundos da pele (Balamurugan K, 2018; Pereira-Leite &
Ventura, 2020; Santos et al., 2019). A escolha dos surfactantes deve ser cuidadosa e ter por base
a lipofilia das substancias ativas a incorporar. Se estamos perante uma substancia mais lipofilica
devem ser utilizados tensioativos com um equilibrio hidrofilico-lipofilico mais baixo. A escolha
acertada pode aumentar em 50% a eficécia de penetracédo na pele do transferossoma (Opatha et
al., 2020).

@) Fosfatidilcolina

34 3
E:. f“' Ativador de superficie
n
(’?} »
' 'ﬂi »

Figura 6 - Estrutura dos transferossomas. Retirado de (Opatha et
al., 2020).

Com a investigacdo em transferossomas, percebeu-se que seria ideal utilizar estas
nanoparticulas altamente deformaveis, elasticas, resistentes e biocompativeis para servir de
veiculo a compostos ativos, hidrofilicos ou lipofilicos, com alta ou baixa solubilidade em agua.
Para isso, as particulas ndo devem ser maiores que 300 nm, de forma a atingirem camadas mais

profundas da pele (Benson, 2006; Guerreiro et al., 2021).
A permeacdo dos transferossomas na pele pode ocorrer por trés vias:
- atraveés dos foliculos pilosos associadas as glandulas sebaceas;
- através dos canais das glandulas sudoriparas;
- através do estrato cOrneo (Garg & Jain, 2022).

O estrato cérneo € constituido por uma matriz de queratina, ceramidas de longa cadeia,
colesterol, &cidos gordos, que criam uma barreira do tipo “cimento e tijolo” que s6 moléculas
com caracteristicas especiais conseguem passar (Benson, 2006; Fernandez-Garcia et al., 2020).
Os transferossomas como possuem os ativadores de superficie adquirem propriedades
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superiores de adaptacdo, permeacdo e veiculacdo no organismo humano, sendo por isso capazes
de deformar reversivelmente a camada da pele, deformando-se ao reduzirem o seu didmetro
entre 5 a 10 vezes, chegando até aos tecidos mais profundos, ao contrério dos lipossomas que
se mantém nas camadas mais superficiais da pele, uma vez que nédo se conseguem deformar

para facilitar a passagem intracelular ou intercelular (Benson, 2006).

Com estas caracteristicas, os transferossomas sdo ainda mais vantajosos que 0S
lipossomas. H& um transporte de farmaco mais otimizado, com menos perdas, maior eficiéncia
na entrega e prolongamento da duracdo da acdo, tanto se podem encapsular farmacos lipofilicos
como hidrofilicos, proteinas, anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES), interferdes, entre

outros componentes, e continuam a ser biocompativeis e biodegradaveis (Opatha et al., 2020).

Porém, nem tudo sdo vantagens e, como tal, também ha desvantagens a ter em conta
no uso de transferossomas (Tabela 2). Sdo passiveis de oxidar pela composicao lipidica que
apresentam, os custos de producédo ainda s&o elevados quando se pretende transpor para uma
larga escala e, uma vez que se utiliza fosfolipidos de origem natural, a pureza dos mesmos €
dificil de garantir e apesar da facilidade de producao, esta tem um custo elevado (Opatha et al.,
2020).

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens dos transferossomas. Baseado em (Opatha et al., 2020).

Vantagens Desvantagens

Composicéo hidrofilica e hidrofobica que | Instabilidade quimica por oxidacdo
permite uma elevada solubilidade
Capacidade de deformacdo vesicular de | Dificil atingir a pureza dos fosfolipidos,
forma a penetrar as camadas mais | uma vez que Sdo naturais

profundas da pele
Encapsulacdo de diferentes substancias, | Custo de producdo elevado, a nivel dos
como proteinas, insulina, interferdes, | excipientes e do material

AINEs, corticosteroides,
anticancerigenos, etc

Formados por fosfolipidos e ativadores de
superficie biodegradaveis e
biocompativeis

Facil producdo em larga escala

Maior biodisponibilidade porque néao
sofre efeito de primeira passagem

Acado direcionada ao local necessario
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Existem estudos em que os transferossomas foram utilizados como veiculo do
diclofenac para aplicacdo topica, farmacos anti-inflamatorios, antibacterianos, anestésicos,
esterdides (Benson, 2006), sdo tudo grupos farmacoldgicos que podem vir a beneficiar das

vantagens dos transferossomas.

No caso do diclofenac, o medicamento Transfenac® era constituido por
transferossomas para aplicacdo topica do diclofenac. Nos estudos de comparacdo entre o
transferossoma e uma formulag&o de hidrogel do mesmo farmaco, conclui-se que era necessario
trés vezes mais concentracdo do farmaco no hidrogel para atingir valores minimos
correspondentes ao Transfenac® no tecido muscular a tratar (Benson, 2006). O Diractin®, por
seu lado, constituido por cetoprofeno incorporado em transferossomas, foi pensado para tratar
a osteoporose nos joelhos. Atingiu a terceira fase dos ensaios clinicos por demonstrar uma
poténcia de acdo superior no alivio da dor durante um periodo de tratamento de 6 semanas e
menos efeitos secundarios quando comparado com o medicamento convencional. Também
iniciaram ensaios clinicos relativos a uma formulagdo de insulina encapsulada em
transferossomas (Transfersulin®) para atenuar efeitos hipoglicemiantes ao conseguir atingir a
corrente sanguinea (Opatha et al., 2020; Primavera et al., 2020). A pentofixilina, farmaco
vasodilatador periférico, foi formulado em transferossomas com colato de sddio e verificou-se
um aumento na permeacdo do farmaco de 9,1 vezes na pele dos ratos, considerando-se mais
efetivo que o sistema de veiculagdo tradicional (Garg & Jain, 2022). A Vancomicina, um
antibidtico utilizado em meio hospitalar no combate a infecdes por bactérias resistentes,
também foi veiculada em transferossomas para administracdo por via IV, uma vez que nao é
absorvido no intestino (Kiranjeet et al., 2022). Um outro estudo estudou ainda a possibilidade
de utilizar a vancomicina por via transdérmica, uma nova possivel via de administracdo do
farmaco (Maji et al., 2021). No entanto, a vancomicina tem um peso molecular elevado 1485,7
Da, logo a sua incorporacdo em transferossomas foi uma hipétese. Foi demonstrado que a
incorporagdo de cloridrato de vancomicina em transferossomas incorporados num bigel
(combinacdo de um hidrogel e um organogel), era vantajosa em comparagdo com a
incorporacdo apenas em transferossomas ou em sistema de veiculagdo tipicos. A atividade
antimicrobiana foi mais elevada, com maior permeabilidade cutanea e maior biodisponibilidade
do farmaco (Kiranjeet et al., 2022; Maji et al., 2021). Estes exemplos mostram a potencialidade

dos transferossomas para veiculagdo cutanea.
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1.4.Motivacdes e Objetivo

O interesse em substancias farmacologicamente ativas nem sempre se revela facil no
que diz respeito a sua transposicao para 0 uso humano, por inumeras razdes, sendo uma delas
a baixa solubilidade em &gua que muitos compostos ativos apresentam. O &cido feralico é um
destes compostos que combina um elevado interesse por apresentar propriedades anti-
inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana, entre outras, a0 mesmo tempo que apresenta uma
baixa solubilidade em &gua. De facto, este composto tem bastante potencial para ser utilizado
para administracdo cutanea, por exemplo, em cremes de aplicacdo tdpica ou adesivos

transdérmicos.

Com a constante investigacdo cientifica, descobriu-se que os LI podem ser excipientes
interessantes para ultrapassar o obstaculo da baixa solubilidade em &gua de compostos ativos.
Pela sua versatilidade, é possivel aumentar significativamente a solubilidade em agua de um
composto ativo através da sua conjugacao com LI, dando origem aos chamados API-IL (Viciosa
et al., 2015). Assim, aumenta a probabilidade de diversos compostos ativos com potencial para

uso humano chegarem efetivamente a clinica.

Dadas as propriedades farmacéuticas do acido ferulico, a sua aplicacdo ao nivel
cuténeo pode ser vantajosa, nomeadamente na area cosmética. Cada vez mais existem produtos
cosmeéticos nanoformulados, como por exemplo cremes anti-envelhecimento de varias marcas.
Outro exemplo sdo os filtros UV nos protetores solares, muitos deles ja utilizam nanoparticulas
para conseguirem uma melhor espalhabilidade e transparéncia do protetor solar e, por isso,
maior protecdo da pele contra os raios UV (Kaur et al., 2007). Outro exemplo na &rea cosmética,
mas com uma func¢do que pode ser considerada terapéutica, € a patente do &cido glicirretinico,
inibidor da producdo de sebo, formulado em nanoparticulas poliméricas biocompativeis,
capazes de libertar de forma prolongada o acido glicirretinico para o tratamento diario de pele

acneicas e oleosas (Santos et al., 2019)

Recentemente, foram desenvolvidos os TransfersomILs — transferossomas
combinados com LI para veicular a Rutina (Jualio et al., 2022). Este composto é um
bioflavonoide fendlico hidrofobo com propriedades antiinflamatorias, fotoprotetoras e
antioxidantes ja largamente descritas na literatura (Sharma et al., 2013). No estudo realizado
para avaliar o impacto da incorporagdo de liquidos i6nicos em formulagcGes transferossomais
para veicular a rutina observou-se que os TransfersomlLs apresentaram propriedades fisico-
quimicas mais promissoras, maior eficiéncia de associacdo e uma maior quantidade total de
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rutina libertada do que os transferossomas convencionais. Alem disso, estes nanossistemas
inovadores apresentaram também melhor estabilidade coloidal e de armazenamento (Julio et
al., 2022).

Assim, este trabalho teve como objetivo explorar duas estratégias para ultrapassar a
questdo da baixa solubilidade em agua do &cido ferdlico, uma delas centrada na sintese de um
API-IL e a outra centrada na incorporacdo de acido feralico em Transfersomlls. Assim, 0s

objetivos especificos deste trabalho foram os seguintes:

a) Sintese e caracterizacdo fisico-quimica do ferulato de colina;

b) Producdo de transferossomas para veicular o &cido fertlico na auséncia e
presenca de LI, nomeadamente [Emim][Gly] e [Cho][Gly].

c) Caracterizacdo fisico-quimica dos transferossomas em termos de tamanho,
indice de polidispersao, potencial zeta, eficiéncia de associacao e capacidade de carga.

d) Estudo da estabilidade dos transferossomas ao longo do armazenamento.

-22-

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Inés Patriarca Martins Acidos fendlicos e liquidos idnicos em transferossomas

Capitulo 1. Materiais e Métodos
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2.1. Materiais

Para a sintese de ferulato de colina utilizou-se: hidroxido de colina em 45% de metanol
[Cho][OH]/MeoH da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos da América (EUA)),
acido ferulico da Henrifarma (S&o Paulo, Brasil) e metanol da Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemanha).

A lecitina de soja da Alfa Aesar (Kandel, Alemanha) em conjunto com Tween® 80 da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA), cloroférmio e metanol da Honeywell Riel-de
Haén™ (Dusseldorf, Alemanha), bem como agua bidestilada foram utilizados para a producéo

de transferossomas na auséncia e presenca de acido ferulico (Henrifarma, Séo Paulo, Brasil).

Os liquidos idnicos — 2-hidroxietil-trimetilaménio de glicinato [Cho][Gly] e 1-etil-3-
metilimidazélio de glicinato [Emim][Gly] — foram sintetizados no &mbito de um projeto de

doutoramento a decorrer no CBIOS.

2.2. Sintese do ferulato de colina

O ferulato de colina foi preparado com base na literatura existente (N. A. Ahmad et
al., 2019), mas com algumas modificacfes no que diz respeito aos solventes utilizados. Desta
forma, uma quantidade equimolar (57,76 mmol) de composto fenolico foi adicionada a uma
quantidade equimolar de hidroxido de colina em 45 % metanol [Cho][OH]/MeOH
(57,76 mmol), sob agitacdo. Depois, 50 mL de metanol foi adicionado & mistura anterior,
ficando por 22 h em agitacdo a temperatura ambiente, com tubo de cloreto de célcio (CaCly)
coberto com papel de aluminio. Apos este tempo, o solvente foi evaporado a vacuo (IKA®-
WERKE GMBH & CO, RV06-ML, Alemanha) durante cerca de 1 h a 60 °C e depois

armazenado.

2.3. Caracterizacdo do ferulato de colina

A andlise foi realizada por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier acoplada a reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) através do equipamento PerkinElmer®
Spectrum 400 (Waltham, MA, EUA). Analisou-se o acido feralico no estado sélido e o ferulado
de colina — [Cho][AF] — no estado liquido e os espetros foram obtidos entre os 4000 e 400 cm”

! com resolucéo de 4 cm™, com base em 100 scans.
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2.4. Estudos de solubilidade
Tanto o acido ferulico, como o [Cho][AF] foram submetidos a estudos de solubilidade
aquosaa 25 + 2 °C, durante 72 h, com recurso a um agitador horizontal — IKA VIBRAX VXR®,

LTF Labortechnik GmbH & Co. (Bodensee, Alemanha). Apos atingir o equilibrio, as
dispersdes em estudo foram filtradas e a solubilidade de cada composto foi determinada com
base no método da curva de calibracdo por espectrofotometria UV-Vis usando o equipamento
Evolution® 300 (Thermo Scientific, Hertfordshire, Inglaterra). O comprimento de onda de
méaxima absor¢do selecionado para obtencdo da curva de calibragdo foi 308 nm e 313 nm no
caso do [Cho][AF] e do AF, respetivamente.

2.5. Producéo dos transferossomas

Através do método de hidratacdo do filme lipidico prepararam-se os transferossomas,
constituidos pelo ativador de superficie Tween® 80 e pela lecitina de soja que foram dissolvidos
em cloroférmio:metanol (3:1). Esta mistura na auséncia ou presenca de &cido ferualico e/ou de
liquidos idnicos foi colocada num evaporador rotativo a 40 °C e 100 rpm durante 15 min para
evaporacdo dos solventes organicos. De forma a remover os tracos de solventes que poderiam
ainda existir, o filme lipidico foi ainda sujeito a vcuo durante 2 h. Este filme foi entdo hidratado
sob agitacdo, antes da dispersdo ser submetida a um processo de sonicacdo durante 20 minutos
a 50% de amplitude no Q125 Sonicator (QSonica Sonicators, Newtown, CT, EUA). Por fim,
os transferossomas foram deixados a equilibrar durante 30 min no agitador horizontal IKA
VIBRAX VXR® (LTF Labortechnik GmbH & Co., Bodensee, Germany).

A Tabela 3 apresenta a composicdo qualitativa e quantitativa das formulacbes

transferossomais produzidas.

Tabela 3 - Composicao qualitativa e quantitativa das formulagdes transferossomais.

Lecitina de soja Tween® 80 AF LI
(% miv) (% m/v) (% m/v) (% viv)
Controlo 4 0,21 0 0
AF 4 0,21 0,06 0
AF +
[Emim][Gly] 4 0,21 0,06 0,2
AF +
[Emim][Br] 0,21 0,06 0,2
AF + [Cho][Gly] 4 0,21 0,06 0,2
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2.6. Caracterizacdo dos transferossomas

A. Tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

Cada formulagéo transferossomal foi analisada em triplicado quanto ao tamanho de
particula e indice de polidispersao (PDI) através de espectroscopia de correlacédo fotonica, com
recurso ao equipamento DelsaTM Nano C Particle Analyser (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
EUA). O potencial zeta dos transferossomas foi também analisado em triplicado com recurso
ao equipamento NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, EUA). Ambas as

analises foram realizadas apds diluir as formula¢Ges 50x em agua destilada.

B. Eficiéncia de associacdo e capacidade de carga

De forma a avaliar a eficiéncia de associacdo e a capacidade de carga, recorreu-se a
dispositivos de centrifugacdo VIVASPIN® 500 (MW 50000, Sartorius, Goettingen, Alemanha)
para separar o sobrenadante dos transferossomas. Assim, 500 pl de cada formulagdo
transferossomal foi sujeita a centrifugacdo nestes dispositivos durante 40 min a 12000 xg, sendo

que cada formulacéo foi analisada em duplicado.

O sobrenadante obtido foi posteriormente diluido 4x antes de ser doseada a quantidade
de &cido feralico que ndo foi encapsulada com recurso ao método da curva de calibracdo com
base nos resultados de espectrofotometria UV-Vis — Evolution® 300 (Thermo Scientific,

Hertfordshire, Inglaterra) ao méaximo de absorcao.

A curva de calibracdo do acido ferulico obtida, ao comprimento de onda de absorcao
maxima de 313 nm, foi y=0,0976x-0,0278 (R?=0,9991), considerando a concentracio em
pg/mL. Através desta equagdo, foi possivel obter a concentracao de acido ferulico livre (Qf) e
sabendo a concentracdo total de acido ferdlico adicionada (Qt) e a concentracdo de lipidos
adicionados (QI), foi entdo possivel calcular a eficiéncia de associacdo (EA) e a capacidade de

carga (CC), conforme as equacg0es descritas abaixo:

_ Qt=Qf _ Qt—Qf
%EA——Qt x 100 %CC——Ql x 100
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2.7. Estabilidade dos transferossomas

A estabilidade dos transferossomas sob armazenamento refrigerado (5 £ 3 °C) foi
estudada através da avaliacdo do tamanho de particula, PDI e potencial zeta durante 1 més. Em
particular, cada formulagdo foi analisada ao primeiro dia, ap6s 15 dias de armazenamento e

apos 30 dias conforme descrito na secdo 2.6 A.
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Capitulo I11. Resultados e Discussao
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3.1. Sintese do ferulato de colina

O API-IL ferulato de colina — [Cho][AF] — foi sintetizado conforme a reacdo descrita
na Figura 7. Utilizou-se o hidréxido de colina como catido, uma vez que este é biocompativel,
biodegradavel e ndo toxico (Islam et al., 2020). A sintese teve como base a reacdo &cido-base,
utilizando a base colina e o acido feralico para originar o liquido idnico, através da perda de um

hidrogénio instavel do anido.

CHy

o o HEC\JL/\/OH
HiC OH
3 \N|/\/ /O \ on o] <|3H3
_ " + — o S
OH CHs - o
HO
HO
Hidroxicolina (catido) dk Acido ferdlico (ani&o) === Ferulato de colina (sal)

Figura 7 - Reagdo acido-base de formagéo do ferulato de colina. Adaptado de (Bezerra et al., 2020).

O liquido idnico sintetizado era viscoso & temperatura ambiente, com uma cor
amarelo-escuro/acastanhado e a sintese apresentou um rendimento de cerca de 80% (Tabela 4).
Previamente este LI ja tinha sido sintetizado com um rendimento de 43% (Xu et al., 2018), o
que indica que o método de sintese utilizado foi mais vantajoso, gerando um rendimento do

produto mais elevado.

Tabela 4 - Estrutura quimica, estado fisico a temperatura ambiente (TA) e rendimento da reacdo de

sintese do ferulato de colina.

Estado fisico Rendimento da
aTA reacdo (%)

0 Ve -
[Cho][AF]  wc. F' 0 ~ A Amarelo L_|qU|do 78.9
N~on escuro  Vviscoso
HaC HO

Acronimo Catido Aniao Cor
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3.2. Espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Para confirmar a sintese de [Cho][AF], utilizou-se a técnica de FTIR para analisar o

acido ferdlico e o respetivo liquido i6nico sintetizado, como demonstra a Figura 8.

O FTIR é um método interessante para identificar os grupos funcionais das moléculas,
uma vez que cada grupo funcional apresenta bandas caracteristicas no espectro. Assim, sabemos
que o &cido feralico tem um grupo carboxilo (C=0) na sua estrutura e a vibragdo deste grupo
funcional é descrita por uma banda a cerca de 1700 cm™ (LibreTexts libraries, 2020). Na figura
vemos, entdo, um pico no &cido ferdlico aos 1690 cm™ que corresponde ao grupo &cido

carboxilico.

Por outro lado, o liquido idnico forma-se porque ha uma perda de um hidrogénio do
acido carboxilico dando origem a um carboxilato, que ndo contém nem uma ligacdo C=0, nem
uma ligacdo C-O, logo se a sintese tiver sido corretamente sintetizada ndo aparecera um pico
ao0s 1690 cm correspondente ao grupo carboxilo. Isto de facto verificou-se (Figura 8) e, como
tal, foi sintetizado o liquido i6nico tal como se esperava.

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Comprimento de onda (cm™)

— AF — [Cho][AF]

Figura 8 - Espetro de FTIR do &cido ferulico e o respetivo liquido iénico, ferulato de colina.
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3.3. Estudos de solubilidade

No sentido de verificar que o API-IL sintetizado apresentava solubilidade aquosa

superior ao seu anido correspondente, realizaram-se estudos de solubilidade do acido ferulico e
do respetivo liquido ionico.

Nestes estudos de solubilidade, observou-se uma diferenca notavel entre a solubilidade
do écido ferulico e do seu correspondente liquido i6nico, tal como esta apresentado na Tabela
5.

Tabela 5 - Solubilidade do &cido ferulico e do ferulato de colina em &gua desionizada a 25 + 2 °C
(n=3, média + desvio padrdo).

Farmaco Solubilidade (mg/mL)
AF 0,67 +0,01
[Cho][AF] 156+0,1

AF/AF-LI racio: 23

A solubilidade do acido ferulico obtida (0,67 + 0,01 mg/mL) esta de acordo com a
descrita na literatura (0,63 £ 0,04 mg/mL) (Caparica et al., 2021), nestas mesmas condic¢des
experimentais. E de notar que a solubilidade aquosa do [Cho][AF] é 23 vezes superior & do seu
acido de origem. No geral, este aumento da solubilidade pela transformacdo em API-IL pode
dever-se as ligacGes de hidrogénio formadas entre a 4gua e o ativo e a fraca forca de Coulomb.
Estas ligacGes fracas reduzem a formacao de estruturas polimorficas, o que consequentemente
melhora as limitacdes de solubilidade dos ingredientes ativos, biodisponibilidade e estabilidade,
ndo perdendo as suas atividades bioldgicas interessantes do ponto de vista farmacolégico (Jiang
etal., 2022).

A literatura referente a melhoria de solubilidade obtida com a sintese de outros API-
ILs € bastante promissora. Num estudo realizado com dois anti-inflamatérios comumente
utilizados, o ibuprofeno e o naproxeno, foi possivel melhorar a solubilidade aquosa do
ibuprofeno e do naproxeno em 600 vezes pela sintese do API-IL correspondente utilizando
como catido a colina (Sintra et al., 2021). Quanto a outro farmaco, o acido salicilico, que tem
uma solubilidade em agua reduzida, de 2,2 g/L, quando transformado em API-IL apresenta uma

solubilidade aumentada mais de 400 vezes, tornando-se facilmente soltvel em agua e passivel
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de ser mais facilmente utilizado e adaptado a outras formulacdes de interesse (Moshikur et al.,
2018; Wu et al., 2021).

Portanto, a transformacdo de compostos ativos nos seus correspondentes API-ILs
permite aumentar a solubilidade em 4gua dos mesmos, sendo, por isso, uma estratégia Util para
melhorar a solubilidade de substancias farmacologicamente interessantes e razdo pela qual esta

estratégia foi estudada no presente trabalho.

3.4. Producdo e caracterizacdo de transferossomas

Uma outra estratégia para melhorar a biodisponibilidade de substancias ativas com
baixa solubilidade é a sua incorporacdo em nanossistemas de veiculacdo. Assim, foram
produzidos transferossomas para encapsular o acido ferulico, na auséncia e presenca de LI para

eventualmente melhorar a performance destes nanossistemas.

Inicialmente, deu-se a producdo de transferossomas constituidos apenas pelo lipido e
pelo ativador de superficie, respetivamente a lecitina de soja e o Tween® 80, designados
controlo. Depois, realizou-se a producdo de transferossomas na presenca de acido feralico. O
passo seguinte foi adicionar liquidos i6nicos, nomeadamente o [Cho][Gly], escolhido porque
tem o catido colina [Cho] que permite estabelecer um meio de comparacgdo entre este LI e 0
API-IL produzido com o &cido ferulico, [Cho][AF], e o [Emim][Gly] que tem um imidazol
como catido, apresentando propriedades diferentes do catido colina. A glicina é utilizada em
ambos os liquidos i6nicos por ser biocompativel e por apresentar ja dados robustos na literatura
(Julio et al., 2022).
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Tabela 6 - Caracterizacdo dos transferossomas tendo em conta o tamanho, indice de polidisperséo
(PDI), potencial zeta (PZ), eficiéncia de associacdo (EA) e capacidade de carga (CC) (n=2, média +
desvio padréo).

Tamanho PDI PZ(MV)  EA(%)  CC (%)
(nm)
Controlo 158+33  028+004  -36+5
AF 120+15  030+002  -36+1 837+01  0,64+0,01
AF + 78 +2 0224001  -37+2 887+02 1.32+0,01
[Emim][Br]

AF + 79+2  026+003  -37+4 931+02 232+001

[Emlm][GIy] _— H —_— Ll —_— ] _— H ] _— H
Pl = 7443  022+002  -35+2  9448+005 3,07+001

[Cho][Gly] = 22£0, ¢ 48005 3,070,

Relativamente ao tamanho de particula ha uma diferenca notavel entre transferossomas
contendo LI e os transferossomas sem LI (sem ativo e com ativo). E de notar que se obteve um
tamanho cerca de 1,5 vezes superior dos transferossomas controlo em comparacdo com 0s
contendo [Emim][Gly] e [Cho][Gly]. Assim, a incorporacédo de liquidos i6nicos pode ser uma
estratégia interessante para reduzir o tamanho da particula de transferossomas, tal como descrito
anteriormente (Jalio et al., 2022). A diminui¢do do tamanho da particula de uma formulacgéo
permite aumentar a sua permeacdo nas barreiras biolégicas, como, por exemplo, quanto mais
pequena for o tamanho de uma particula mais facilmente passara membranas como a membrana
hematoencefalica, a epiderme ou mesmo capilares sanguineos ou respiratorios (Blanco et al.,
2015).

O indice de polidispersdo avalia a uniformidade de tamanho das vesiculas presentes
na formulacdo que deve ser o mais reduzido possivel e menor que 0,3. Quanto mais semelhanca
houver no tamanho das particulas, mais eficaz sera a formulagdo, uma vez que apresenta mais
particulas com o tamanho pretendido para obter o efeito farmacologico, logo a probabilidade
de atingirem o alvo desejado é mais elevada. Segundo os resultados obtidos, todas as
formulacdes apresentam valores de PDI promissores (até cerca de 0,3). E de notar que a
incorporacgdo de [Cho][Gly] ou de [Emim][Br] foi vantajosa para melhorar a uniformidade da

distribuicdo de tamanhos dos transferossomas, ja que o valor de PDI foi mais reduzido.
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Outro parametro analisado foi o potencial zeta, um indicador da estabilidade de
dispersdes coloidais medido através da determinacdo da velocidade das particulas quando
sujeitas a um campo elétrico (Balamurugan K, 2018). As particulas tém carga e a combinacao
destas cargas, através da repulsdo e atracdo umas das outras, pode contribuir ou ndo para a
estabilidade da dispersdo. O valor de potencial zeta € influenciado pela concentracdo do
surfactante utilizado ou mesmo do farmaco utilizado. No geral, para se manter a estabilidade
da disperséo, é necessario que o potencial zeta seja elevado, o que significa que haverd maior
repulséo entre as cargas, ultrapassando assim as forcas de agregagéo de Van der Waals (Joseph
& Singhvi, 2019). Todas as formulacGes produzidas apresentaram valores de potencial zeta
elevados, isto €, menores que -30 mV, pelo que é expectavel que apresentem estabilidade

coloidal.

O interesse na producdo de transferossomas é a capacidade destes para incorporar
substancias de interesse farmacoldgico, melhorando a sua biodisponibilidade. Assim, € bastante
relevante avaliar a eficiéncia de associacdo (EA) e a capacidade de carga (CC) dos
transferossomas. Através da analise da Tabela 3, verificou-se que a EA e a CC aumentaram
guando os liquidos idnicos foram adicionados aos transferossomas. Estes resultados estdo em
conformidade com a capacidade de os liquidos idénicos em estudo aumentarem a solubilidade
do &cido ferulico, tal como descrito anteriormente (Caparica et al., 2021). De salientar que 0
[Cho][Gly] parece ser 0 mais promissor, ndo s6 porque aumentou em maior extensdo a EA e a
CC, mas também porque é biocompativel e, por isso, com um perfil de seguranca superior para

utilizacdo em humanos.

3.5. Estabilidade dos transferossomas

Para uma formulacdo poder ser utilizada, esta tem de permanecer estavel pelo menos
durante um periodo suficientemente alargado que permita a sua utilizagdo. Assim, realizou-se
um estudo de estabilidade quanto aos transferossomas produzidos armazenados sob
refrigeracdo durante 30 dias. A estabilidade dos transferossomas foi avaliada quanto ao
tamanho, PDI e potencial zeta e os resultados obtidos encontram-se representados nas Figuras
9-11.
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Estudo de estabilidade
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Figura 9 - Tamanho (nm) dos transferossomas ao longo do armazenamento sob refrigeragéo durante
30 dias.

Os resultados obtidos indicam que ao longo do periodo em estudo ndo houve alteraces
pronunciadas relativas ao tamanho dos transferossomas (Figura 9). Podemos assim concluir
que, além de garantirmos a existéncia de um tamanho pequeno da particula, os diferentes
componentes dos transferossomas nao alteram de forma significativa o tamanho da particula ao
longo do tempo. Outros estudos de estabilidade realizados com transferosomlILs com rutina e
0s mesmos liquidos idnicos incorporados — [Emim][Br], [Emim][Gly] e [Cho][Gly] —
demonstrou resultados diferentes a estes aqui apresentados. Verificou-se um aumento do
tamanho de particula ao dia 30 quando o [Emim][Br] e o [Emim][Gly] foram incorporados
(Julio et al., 2022). Assim, o tipo de ativo parece ter influéncia na estabilidade do tamanho das

particulas.
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Figura 10 - indice de polidispersdo (PDI) dos transferossomas ao longo do armazenamento sob

refrigeracdo durante 30 dias.

Em linha com este resultado, também ndo se verificaram diferencas pronunciadas

quanto ao PDI (Figura 10), pelo que se manteve a homogeneidade da distribui¢do de tamanho

dos transferossomas durante 30 dias. De acordo com estudos anteriores, sabe-se que 0s valores

desejaveis para transferossomas séo valores de PDI abaixo de 0,3 e tamanho de particula abaixo

de 300 nm (Julio et al., 2022). Assim, transpondo para estes resultados, os valores encontram-

se aceitaveis.
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Estudo de estabilidade
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Figura 11 - Potencial zeta dos transferossomas ao longo do armazenamento sob refrigeragdo durante
30 dias.

A Ultima caracteristica avaliada quanto a estabilidade dos transferossomas, foi o
potencial zeta (Figura 11) ndo se verificando alteragdes pronunciadas quanto aos valores
obtidos durante 1 més. Como o potencial zeta ideal para transferossomas é abaixo de -30 mV
ou maior que +30 mV (Fernandez-Garcia et al., 2020), as formulagdes desenvolvidas
mantiveram a estabilidade coloidal ao longo dos 30 dias de armazenamento. Teoricamente, 0S
transferossomas apresentam uma estabilidade coloidal melhor quando comparada com
lipossomas, muitas vezes até 3 meses a 4 °C ou a 25 °C. Os lipossomas muitas vezes comegam
a mostrar alguma agregacao entre as particulas, enquanto os transferossomas mantém a sua
integridade estrutural (Fernandez-Garcia et al., 2020).
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Capitulo V. Concluséao
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Este trabalho pretendeu estudar uma solucgéo para ultrapassar uma limitacdo que existe
na veiculacdo de substancias com baixa solubilidade aquosa que apresentam interesse
farmacéutico ou cosmeético, pois as mesmas tornam-se mais dificeis para veicular para uso

humano.

Uma destas substancias ativas interessantes ¢ o acido ferdlico. Este apresenta
propriedades bioldgicas interessantes, como o seu poder antioxidante, mas uma reduzida
solubilidade em agua. Apesar de ja ser atualmente utilizado em cosmética, por exemplo, no
produto cosmético CE Ferulic da Skinceuticals (Skinceuticals - CE Ferulic, 2023), muito
conhecido e procurado pelo seu poder antioxidante, a aplicabilidade do acido feralico, em
produtos de saude e medicamentos, poderia, provavelmente, ser melhorada se este tivesse uma

maior solubilidade em &gua.

Esta descrito que a transformacédo de substancias com baixa solubilidade aquosa em
liquidos i6nicos permite aumentar a sua solubilidade. Para tal, foi feita a sintese do liquido
i6nico do &cido ferulico — o ferulato de colina — através de uma reacdo acido-base com elevado
rendimento. No que diz respeito a solubilidade do ferulato de colina, obteve-se um aumento de

23 vezes em relacdo ao seu acido correspondente.

Tendo em conta o poder antioxidante do &cido ferulico, este tem um grande potencial
de aplicacdo na pele, tendo nesse caso de permear as camadas da pele para ter efeito. Para isso,
sdo muitas vezes utilizados veiculos de transporte biocompativeis de tamanho nanométrico,

como é o caso dos transferossomas.

Entdo, foram produzidos transferossomas através de um método simples e que funciona
bem em pequena escala — a hidratagdo do filme lipidico — utilizando o Tween® 80 como
ativador de superficie. Estes nanossistemas vesiculares foram preparados com e sem rutina e na
auséncia e presenga de LI. A incorporacdo de LI nos transferossomas permitiu aumentar a
eficiéncia de associacdo e a capacidade de carga do AF. Para além disso, permitiu reduzir o
tamanho de particula, o que pode facilitar a permeagdo cutanea destes sistemas. Entre 0s varios
LI testados, o [Cho][Gly] destacou-se como sendo 0 mais vantajoso, ja que promoveu niveis de
encapsulagdo do AF mais elevados e um tamanho de particula reduzido com baixos valores de

polidispersao.

Ficam por realizar estudos de estabilidade mais aprofundados e extensos, sabendo

desde ja que os LI escolhidos tém originado resultados promissores. De forma a existir
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evidéncia de uma aplicacdo segura e possivel para a utilizacdo humana, possivelmente para
aplicacdo topica, seria ainda necessario realizar testes de seguranca e eficacia.
Subsequentemente, seria ainda necessario compreender de que forma se pode replicar uma
producdo destas em larga escala, mas com o objetivo de manter ou melhorar, sempre que

possivel, as propriedades da formulacéo.

Posto isto e com vista no futuro, o proximo grande passo depois dos estudos
anteriormente falados seria incorporar o ferulato de colina em transferossomas e ponderar

possiveis utilizagbes no tratamento cosmético ou farmacolégico.
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