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Resumo

A utilizagdo de anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) para o tratamento de
varias patologias, como a dor e a inflamagdo, representa uma elevada percentagem da
utilizacdo de medicamentos em todo o mundo. Apesar da eficacia demonstrada, os
AINES ndo seletivos, como o ibuprofeno, estdo habitualmente associados a efeitos
adversos que conferem um risco a sua utilizacdo cronica. A pele surge entdo como
alternativa para a administracdo de AINES, contudo, a veiculacdo transcutdnea esta
limitada pela reduzida capacidade de permeagdao dos compostos terapéuticos através da
barreira cutdnea. De forma a solucionar este problema, tém vindo a surgir varias
abordagens nanotecnoldgicas, que favorecem a veiculacdo mais segura e eficaz dos
compostos bioativos através da pele.

Tendo isto em mente, o principal objetivo desta dissertacdo foi o desenvolvimento
e otimizacdo de uma formulacdo transferossomal de ibuprofeno de sdédio para
administracao transdérmica. Inicialmente, foram realizados estudos de pré-formulagao
para se caraterizarem as propriedades espectrofotométricas do ibuprofeno de soédio e a
sua solubilidade aquosa. De seguida, foram realizados estudos preliminares no sentido de
se selecionar a composi¢ao qualitativa e quantitativa dos transferossomas a desenvolver.
Por ultimo, procedeu-se a otimizacao da formulagao com recurso a um desenho fatorial
do tipo Box-Behnken (BBD). Para tal, foram realizados estudos que consistiram na
avalia¢do do impacto da concentracao lipidica, do racio de ativadores de superficie (AS)
e do tempo de sonicag@o no tamanho, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (PZ)
dos transferossomas. Com base na analise estatistica dos dados obtidos, definiu-se entdo
a formulacao 6tima com base nos critérios desejaveis pré-definidos para o tamanho, o
PDI e o PZ dos transferossomas.

A formulagao transferossomal otimizada apresentou propriedades fisico-quimicas
promissoras: 115 = 2 nm (tamanho), 0,19 + 0,02 (PDI) e 0,1 + 0,4 mV (PZ), em linha
com as previsoes tedricas do BBD, sendo assim possivel validar o desenho experimental
implementado neste estudo. Ainda que haja ainda espago para melhor otimizar a
formulacao transferossomal obtida, os resultados deste trabalho representam um grande

avango quanto a veiculagdo transdérmica do ibuprofeno de sddio.

Palavras Chave: AINES, sistemas de veiculagdo vesiculares, nanotecnologia,
desenho fatorial do tipo Box-Behnken.
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Abstract

The use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) for the treatment of
various disorders, such as pain and inflammation, accounts for a high percentage of drug
use worldwide. Despite their demonstrated efficacy, non-selective NSAIDs, such as
ibuprofen, are commonly associated with adverse effects that pose a risk to their chronic
use. The skin then emerges as an alternative route for the administration of NSAIDs,
however, transcutaneous delivery is limited by the reduced ability of therapeutic
compounds to permeate through the skin barrier. With the intention of overcome this
issue, many nanotechnological procedures have been emerging, which favor safer and
more effective delivery of bioactive compounds through the skin.

Having this in mind, the principal objective of this dissertation was the
development and optimization of a transfersomal formulation of ibuprofen sodium for
transdermal administration. Initially, pre-formulation studies were performed to
characterize the spectrophotometric properties of ibuprofen sodium and its aqueous
solubility. Then, preliminary studies were performed to select the qualitative and
quantitative composition of the transfersomes to be developed. Finally, the formulation
was optimized using a Box-Behnken factorial design (BBD). To this end, studies were
conducted to evaluate the impact of lipid concentration, the ratio of edge activators (EA),
and sonication time on the size, polydispersity index (PDI), and zeta potential (PZ) of the
transfersomes. Based on the statistical analysis of the obtained data, the optimal
formulation was then defined based on the predefined desirable criteria for the size, PDI
and PZ of the transferosomes.

The optimized transfersomal formulation showed promising physicochemical
properties: 115 £ 2 nm (size), 0.19 + 0.02 (PDI) and 0.1 + 0.4 mV (PZ), in line with the
theoretical BBD predictions, thus it was possible to validate the experimental design
implemented in this study. Although there is still room to better optimize the obtained
transfersomal formulation, the results of this work represent a great advance regarding

the transcutaneous delivery of ibuprofen sodium.

Keywords: NSAIDs, vesicular delivery systems, nanotechnology, Box-Behnken

factorial design.
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A. Introducao

A veiculagdo de um farmaco para um determinado 6rgao ou tecido, com vista a
um tratamento terapéutico eficaz, pode ser problematico devido aos varios fatores
implicados. Existem varias vias para a administragdo de farmacos, contudo, a sua entrega
no local alvo ¢ ainda um desafio, pelo que ¢ necessario ter em conta as vantagens e
desvantagens da via escolhida e também as propriedades do farmaco, nomeadamente o
seu tamanho, a sua degradacdo e a sua distribuicdo pelo organismo (Opatha,
Titapiwatanakun, & Chutoprapat, 2020; Singh, Pradhan, Nag, & Singh, 2015).

E do conhecimento geral ha varias décadas que o uso de anti-inflamatérios néo
esteroides através da via oral estd intimamente ligado ao surgimento de efeitos adversos,
sendo que esse conhecimento levou ao estudo de possiveis vias alternativas. De todas as
vias disponiveis, a via transdérmica assume-se como a via mais promissora, porque
poderd aumentar o perfil de seguranca destes farmacos, através da reducdo dos seus
efeitos adversos, em particular a nivel gastrointestinal. (Kumar, Verma, Singh, Chalotra,
& Utreja, 2018)

A via transdérmica tem-se demonstrado mais € mais como uma via eficiente para
a veiculagdo de farmacos. No entanto, esta via possui um entrave que dificulta a sua
utilizacdo, a barreira natural da pele. A barreira cutanea tem diversas fungdes e, entre elas,
esta a protegdo contra a penetracao de agentes externos, pelo que a eficacia dos farmacos
administrados pela via transdérmica estd dependente da sua passagem através da mesma.
Entre as varias camadas da pele, o estrato corneo com a sua matriz lipidica desempenha
um papel fundamental para a sua fungdo de prote¢ao. (Kumar et al., 2018; Singh et al.,
2015)

Com o objetivo de ultrapassar as limitagdes impostas pela barreira cutanea e pelas
propriedades do farmaco a administrar, surgiu uma nova perspetiva que se baseia no
estudo e¢ desenvolvimento de sistemas de veiculacdo de farmacos baseados em
nanotecnologia, globalmente conhecidos por nanossistemas.

Os nanossistemas sao sistemas de tamanho nanométrico € com propriedades
biologicas e fisico-quimicas otimizadas, que os tornam capazes de aumentar o transporte
de farmacos através da barreira cutidnea. Estes sistemas podem ser eventualmente
funcionalizados, obtendo uma composi¢ao alternada, de modo a perturbar a organizagao
do estrato corneo, permitindo a sua passagem através do mesmo, proteger o farmaco de

fenomenos de degradacao e permitir a sua entrega de modo controlado € num local
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especifico. A escolha do nanossistema a utilizar deve, entdo, obedecer as carateristicas
biofisicas e bioquimicas do farmaco a incluir no sistema e deve também adequar-se a via
de administragdo, porque as suas propriedades determinam o tipo de comportamento que
ird ter no organismo. (Escobar-Chavez et al., 2012; Patra et al., 2018; Uchechi, Ogbonna,
& Attama, 2014)

A administragdo de farmacos anti-inflamatdrios pela via transdérmica podera ser
bastante promissora, em particular, se forem utilizadas abordagens nanotecnologicas
como sistemas de veiculagdo. Das varias abordagens conhecidas, varios nanossistemas
vesiculares como os lipossomas, transferossomas, etossomas € niossomas, t€ém sido
amplamente explorados para administracdo cutanea, sendo que, atualmente, os
transferossomas se encontram em maior destaque. Os transferossomas sao
particularmente  vantajosos  para  administracdo  transdérmica  pela  sua
ultradeformabilidade, uma vez que, ¢ através desta que estes conseguem atingir zonas
mais profundas da pele. (El Zaafarany, Awad, Holayel, & Mortada, 2010; Ghanbarzadeh
& Arami, 2013)

Perante esta informacao, a sec¢ao introdutdria desta dissertagdo passara por expor
os desafios relacionados com a administracao de anti-inflamatorios nao esteroides, em
particular do ibuprofeno, objeto de estudo neste caso. Para além do mais, sera revista em
pormenor a utilidade da nanotecnologia para facilitar a administra¢ao transdérmica de
farmacos, em particular, dos nanossistemas vesiculares, com maior énfase quanto aos

transferossomas.
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1. Pele
1.1 Anatomofisiologia da pele

A pele (Figura 1) € o maior e mais evidente 6rgao do corpo humano, sendo que
cobre toda a superficie do corpo e representa cerca de 15% do peso corporal. A pele
exerce multiplas fungdes vitais, nomeadamente, interagdo com meio ambiente, protegao
contra agressdes externas, prevenc¢ao da perda excessiva de agua e regulacdo da
temperatura. Estas fun¢des sdo sustentadas gragas a uma elaborada estrutura que associa
tecidos de diversas origens (epitelial, conetiva, vascular, muscular e nervosa), que se

organizam em trés camadas: a hipoderme, a derme e a epiderme. (Kanitakis, 2002)

CAMADA
CORNEA

ESPINHOSA

CAMADA \
NS

STRATO
LUCIDO
CAMADA
GRANULOSA Jj
)
g ‘
CAMADA 'E\L,‘ R "%’L :
BASAL

Figura 1. Estrutura da pele. Retirado de (Martiderm, 2021).

A hipoderme, camada cutanea mais interna, ¢ uma forma especializada de tecido
conjuntivo laxo, sendo essencialmente constituida por adipocitos. Os adipdcitos sdao
células responsaveis pelo armazenamento de reservas de gordura e coexistem na
hipoderme juntamente com alguns vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos.
Adicionalmente, ¢ na hipoderme que se localiza uma elevada parte da gordura do corpo
humano, onde funciona como fonte de energia, isolamento e acolchoamento. (Kolarsick,

Kolarsick, & Goodwin, 2011; Seeley, Stephen, & Tate, 2008)
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A derme, camada intermédia, € um sistema integrado de tecido conjuntivo fibroso,
filamentoso e amorfo que esta ligado a epiderme através da membrana basal na jungao
dermo-epidérmica. Este tecido ¢ composto maioritariamente por fibroblastos, e ainda por
alguns adipocitos e macrofagos. Em termos de constituicdo, esta camada ¢ rica em
moléculas fibrosas que sdo produzidas pelos fibroblastos, nomeadamente as fibras de
elastina, as fibras reticulares e o colagénio, que se constitui como a principal. (Kanitakis,
2002; Kolarsick et al., 2011; Seeley et al., 2008)

A derme pode ser dividida em duas zonas maioritarias: a derme papilar e a derme
reticular. A derme papilar ou camada superior ¢ mais fina do que a derme reticular e o
seu tecido conjuntivo € mais laxo. A derme reticular ou camada inferior € mais espessa e
o seu conteudo ¢ mais denso. As suas fungdes incluem protecdo da epiderme, protegao
dos nervos e recetores capazes de detetar estimulos sensoriais € ainda fornecimento de
resisténcia a tracdo, flexibilidade e elasticidade. (Campbell & Lichtensteiger, 2016)

A epiderme, camada presente na extremidade cutdnea, ¢ constituida por um
epitélio estratificado e escamoso onde residem varios tipos de células, nomeadamente
queratinocitos, melandcitos, células dendriticas, células de Merkel e células de
Langerhans. Apesar da variabilidade das células presentes na epiderme, ¢ possivel
distinguir dois grandes grupos com base na sua propor¢do, sendo que o primeiro €
representado pelos queratinocitos (90-95%) e o segundo pelas outras populagdes de
células (5-10%). (Kanitakis, 2002; Kolarsick et al., 2011)

As células da epiderme, t€ém origem nas suas camadas inferiores, através de um
processo de divisao celular, em que as novas células empurram as mais maduras em
direcdo a sua superficie. Durante este percurso, estas células sofrem algumas alteracdes
na sua composicao e na sua morfologia, num processo que se denomina queratinizagao.
Apesar da queratinizagdo ser um processo ciclico, € possivel reconhecer diferentes fases
de transicdo em que as cé€lulas se alteram, pelo que com base nestas fases, ¢ possivel
diferenciar a epiderme em 4 camadas (Figura 2): camada basal, camada espinhosa,

camada granulosa e camada cornea. (McLafferty, Hendry, & Farley, 2012)
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Camada cornea

Camada translacida

Camada granulosa

Camada espinhosa

Camada basal

Figura 2. Camadas da epiderme. Adaptado de (Seeley et al., 2008).

A camada basal, também conhecida como estrato germinativo, ¢ a camada mais
profunda da epiderme e € composta por células estaminais, também denominadas células
basais. Estas células sofrem mitose e dividem-se para dar origem a queratinocitos, que
por sua vez, dao origem as células das restantes camadas epidérmicas. Neste sentido, a
camada basal ¢ considerada a localiza¢ao primaria das células mitoticamente ativas, uma
vez que ¢ a unica camada da epiderme que consiste em células capazes de se dividir.
(Campbell & Lichtensteiger, 2016; Kolarsick et al., 2011)

A camada espinhosa, também conhecida como estrato espinhoso, localiza-se
acima da camada basal e denomina-se espinhosa devido ao facto de as suas células se
encontrarem unidas por desmossomas, que lhes confere um aspeto espiculado.
Particularmente, as células desta camada ndo tém capacidade para se dividir e, em
consequéncia disso, unem-se através de desmossomas ou pontes intercelulares que
permitem que exista resisténcia as agressoes fisicas. Adicionalmente, estas células
diferem no aspeto e estrutura consoante a sua localizacdo e a medida que migram em
direcdo a superficie ficam mais achatadas. Por outro lado, ¢ ainda importante referir que
as cé€lulas espinhosas contém corpos lamelares que sdo essenciais para a integridade da
epiderme, nomeadamente quanto ao fornecimento de precursores dos lipidos presentes
no espacgo extracelular da camada cornea. (Campbell & Lichtensteiger, 2016)

A camada granulosa, também designada estrato granuloso, localiza-se abaixo do
estrato corneo e constitui-se como a primeira camada da epiderme que possui células
vivas. O seu nome deve-se aos granulos proteicos de querato-hialina que se acumulam no

citoplasma das suas células. (Losquadro, 2017) Estas células sdo responsaveis pela sintese
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e modificacdo das proteinas envolvidas na queratinizagdo, nomeadamente através dos
seus granulos que sdo essenciais para a agregacao dos filamentos de queratina com
posterior formacao de um involucro proteico. (Kolarsick et al., 2011) Inicialmente, as
células mais superficiais da camada granulosa perdem o seu nucleo e organelos, isto &,
passam por um processo denominado apoptose. (McLafferty et al., 2012) Em seguida,
estas cé¢lulas tornam-se queratinizadas, com um alto teor de queratina, e dao inicio a
formacgao do estrato cérneo.

O estrato cérneo (SC), também conhecido como camada cérnea, ¢ a camada mais
superficial da epiderme e € composto por cornedcitos. Os cornedcitos sao células
anucleadas e planas, que ja sofreram diferencia¢do terminal (queratinizacdo), e que se
encontram rodeadas por uma matriz extracelular lipidica. Esta matriz advém de lipidos
que sao secretados pelos corpos lamelares e tem como fungao atuar como barreira natural
da epiderme e ainda servir de meio para a promogao de ligagdes entre os cornedcitos.
Geralmente, a estrutura da camada cornea ¢ representada pela teoria dos tijolos e do
cimento, em que os corneocitos (tijolos) se encontram inseridos na matriz extracelular
lipidica (cimento). (Pouillot, Dayan, Polla, Polla, & Polla, 2008)

Em sintese, cada uma das camadas da epiderme representa uma etapa da vida de
uma célula epidérmica, desde a camada mais profunda até a superficial. (McLafferty et

al., 2012)
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1.2 Barreira epidérmica

Tal como descrito anteriormente, a pele possui diversas fungdes essenciais, entre
as quais a prote¢ao do corpo contra agressdes € agentes indesejaveis provenientes do meio
ambiente. Esta protecdo ¢ conferida pela barreira cutanea que se constitui como um
conjunto de barreiras mecanicas que atuam sinergicamente para limitar a passagem de
moléculas estranhas para o interior da pele. Assim, a barreira cutanea ¢ considerada o
problema maioritario para a aplicagdo transcutanea de farmacos.

Na pele podem ser encontradas diversas barreiras mecanicas, sendo que as
principais se localizam na camada epidérmica. Na epiderme podem ser encontradas
barreiras no SC, nas jungdes oclusivas € na membrana basal. Para além disso, também se
consideram como barreiras adicionais, 0s vasos sanguineos € 0s anexos cutaneos,
especificamente os foliculos pilosos e as glandulas. (Gorzelanny, Mess, Schneider, Huck,
& Brandner, 2020)

Primeiramente, o SC tem como fung¢do servir como barreira primaria para a
penetracao da maioria dos farmacos. A origem deste estrato ¢ da responsabilidade da
epiderme viavel e resulta da fase terminal do processo de queratinizagao, em que, através
de diversas mudangas na estrutura e composi¢do, os queratindcitos adultos originam
células mortas, denominadas cornedcitos. Os cornedcitos sdo células que se apresentam
compactadas na superficie da pele. Estas células caracterizam-se pela acumulacao de
filamentos de queratina no seu interior, gracas a proteina filagrina, ¢ também pela
presenca de um envelope cornificado (CE) que as rodeia. O CE ¢ uma estrutura mista
composta por um envelope lipidico e um proteico, que se forma no local da membrana
plasmatica, e que reside no meio extracelular. Adicionalmente, os cornedcitos encontram-
se unidos através de desmossomas e em seu redor possuem uma matriz constituida por
lipidos apolares que, tal como referido anteriormente, sdo libertados pelos corpos
lamelares (Gorzelanny et al., 2020; Proksch, Brandner, & Jensen, 2008; Seeley et al.,
2008)

Os corpos lamelares surgem nas células granulosas e desempenham um papel
essencial para o SC, sendo responsaveis pela entrega dos lipidos necessarios para a sua
formacao. No decorrer do processo de entrega, os corpos lamelares deslocam-se para a
membrana celular das células granulosas e libertam lipidos, assim como um conjunto de

enzimas hidroliticas no espaco extracelular. Ap6és o momento de exocitose, os lipidos

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e Tecnologias da Satde



Jodo Vieira Os transferossomas como sistemas de veiculagdo do ibuprofeno para administragao
transdérmica

polares sofrem acdo das enzimas e sdo convertidos em produtos apolares, tais como
ceramidas, acidos gordos e colesterol. (Seeley et al., 2008)

Assim sendo, ¢ possivel perceber que no SC existem diversos fatores que estdo
relacionados com a sua funcdo de barreira. Por um lado, os lipidos apolares estdao
fundamentalmente ligados a funcdo de barreira, na medida em que o seu conteudo,
composi¢do e organizagdo afetam a permeag¢dao de compostos. Por outro, ¢ também
importante realgar o papel da filagrina, que ndo contribuindo diretamente para a fungao
de barreira, esta envolvida na organizagdo estrutural dos cornedcitos e na manutengao do
SC. Tendo em conta os diversos aspetos apresentados, o SC constitui-se como uma
barreira altamente seletiva, de tal forma que apenas algumas moléculas conseguem
ultrapassa-lo e penetrar nas camadas mais profundas da pele. (Gupta, Dwadasi, Rai, &
Mitragotri, 2019; Kezic & Jakasa, 2016)

Seguidamente, as jungdes oclusivas surgem como uma barreira continua
localizada no estrato granuloso da epiderme. Estas juncdes consistem em proteinas de
adesdo transmembranares que selam as membranas plasmaticas de células adjacentes e
controlam a difusdo de moléculas entre os compartimentos celulares. Deste modo, as
juncdes oclusivas formam uma barreira seletiva para as moléculas que circulam através
da via intercelular. (Gorzelanny et al., 2020)

Por ultimo, a membrana basal ¢ uma interface que se localiza junto do estrato
basal na jun¢do dermo-epidérmica, isto ¢é, entre o limite inferior da epiderme e o limite
superior da derme. Esta membrana consiste numa matriz reticulada constituida por
diferentes proteinas e hidratos de carbono. Relativamente as suas fungdes, ¢ de realgar
que esta membrana ¢ essencial para a adesdo da camada epidérmica a dérmica,
funcionando também como barreira semipermeavel e, por isso, ¢ também considerada

uma barreira epidérmica. (Campbell & Lichtensteiger, 2016; Gorzelanny et al., 2020)
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1.3 Vias de permeacio cutinea

Apesar do SC desempenhar a fung¢do primordial de barreira para controlar a
penetracao de compostos na pele, tém sido estudadas varias abordagens com vista a ajudar
ou melhorar a permeacgao de certos compostos com interesse clinico na pele. Perante esta
situagdo, o conhecimento das diversas vias de permeagdo cutanea ¢ essencial.

A permeacao cutanea de compostos através da pele envolve a sua difusdo inicial
através da epiderme e também através dos denominados canais naturais da pele, mais
conhecidos como apéndices cutaneos. (Uchechi et al., 2014) Assim, existem dois trajetos
principais de permeagdo pelas quais um composto pode atravessar o SC, sendo estes a

rota dos apéndices cutaneos e a rota transepidérmica (Figura 3).
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Figura 3. Vias de permeagdo através da pele. Retirado de (Alkilani, McCrudden, & Donnelly,
2015)

r

A via dos apéndices ¢ constituida pelos canais naturais da pele, que sdo
hidrofilicos, e inclui a permeagao através das glandulas (sebaceas e sudoriparas) e dos
foliculos pilosos. Apesar de ser considerada como uma possibilidade para a permeagao,
a via dos apéndices ndo ¢ considerada primdria para a permeacao cutanea, porque os
apéndices ocupam apenas uma pequena por¢ao da area total da superficie da pele. (El
Maghraby, Barry, & Williams, 2008; Zhou et al., 2018)

Relativamente a via transepidérmica, esta consiste na permea¢do dos compostos
através do SC, com entrada na derme e eventual absorcao sistémica através dos vasos

sanguineos. Aquando da passagem dos compostos pelo SC, a via transepidérmica assume

duas vias secundarias, a via transcelular, que engloba a permeacao através dos cornedcitos
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e dos lipidos intercelulares, e a via intercelular, que consiste na permeagao
exclusivamente pelos lipidos intercelulares.

Tendo em conta que a via transcelular implica a passagem através de dois
compartimentos com diferentes afinidades para os compostos, esta ¢ considerada a via
com menor utilizagdo, uma vez que requer processos de parti¢do e difusdo através dos
mesmos. Por outro lado, o transporte pela via intercelular envolve a permeacdo dos
compostos pelos lipidos que se encontram entre os corneodcitos e € a principal forma de
permeacao para a maioria dos compostos. (Zhou et al., 2018)

Os lipidos intercelulares sao compostos maioritariamente por acidos gordos livres,
ceramidas e colesterol, servindo como base para a matriz lipidica localizada entre os
corneocitos. A matriz lipidica possui uma organizagao lamelar e estad dividida em duas
areas: uma area permeavel (fase liquida cristalina) e uma area ndo permeavel (fase gel).
O facto de a matriz lipidica apresentar esta organiza¢do permite que seja permeavel a
compostos lipidicos e anfifilicos, sendo que ¢ a principal via de permeagdo na pele.
Apesar de permitir a permeag¢do de varios compostos, os lipidos intercelulares
desempenham um papel essencial para a fungdo barreira do SC, porque possuem ligacdes
covalentes (formadas entre as suas ceramidas e as membranas dos cornedcitos) que
possibilitam a criagdo de uma rede densa e relativamente impermeével. (Escobar-Chavez

et al., 2012; Pathak & Thassu, 2016; Pouillot et al., 2008)
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2. Anti-inflamatorios nao esteroides

O inicio da historia dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) remonta aos
primoérdios da humanidade em que Hipdcrates, pai da medicina, terd prescrito a casca de
salgueiro no sentido de melhorar o estado geral de um individuo. Desde o tempo desta
descoberta, os AINES tem sido uma das classes farmacologicas mais utilizadas
mundialmente em virtude da sua eficacia no alivio da dor ¢ no tratamento da inflamagao,
sendo que ocupam uma elevada percentagem dos medicamentos prescritos atualmente.
(Osafo, Agyare, Obiri, & Antwi, 2017)

O processo inflamatorio € um mecanismo natural de defesa marcado pela resposta
bioldgica e fisiologica dos tecidos a um estimulo de origem fisica, quimica ou infeciosa.
Este processo tem como principal objetivo o isolamento da area afetada e inicia-se com
um processo de vascularizacao inicial, que conduz a orientacao de elementos celulares e
mediadores quimicos de origem plasmatica ou celular para o local lesado. (Pinto & Rosa,
2013)

Na base de muitos processos fisiopatologicos, existe uma determinada agressao
que atinge as membranas celulares, desencadeando a formagao de diversos metabolitos
que se denominam eicosanoides, entre os quais se incluem as prostaglandinas (PGs), os
leucotrienos (LT) e os tromboxanos (Tx). Os eicosanoides sdao moléculas importantes
com fungdes de regulagdo que participam na resposta inflamatoria que surge apds uma
agressdo. A producdo de eicosanoides resulta de um processo inicial de recrutamento de
citoquinas inflamatérias para o local da lesdo e na ativagdo da enzima fosfolipase A»
(FA2), que, por sua vez, hidrolisa os fosfolipidos presentes nas membranas celulares,
dando origem ao 4cido araquidonico (AA). (Hanna & Hafez, 2018)

O AA ¢ um acido gordo polinsaturado que esta presente nas membranas celulares,
sendo um substrato comum a duas enzimas: a cicloxigenase (COX) e a lipoxigenase
(LOX). Quando o AA ¢ metabolizado pela COX, as PGs, as prostaciclinas (PGI2) e os
Tx sdo sintetizados. Por outro lado, se este for metabolizado pela LOX, sdo sintetizados
os leucotrienos. Nesse sentido, o conjunto de metabolitos resultantes de ambas as vias
enzimdticas (COX e LOX) denomina-se eicosanoides, como ja referido anteriormente.
(Pinto & Rosa, 2013)

Com o objetivo de reduzir ou eliminar os sintomas resultantes do processo
inflamatoério, os AINES assumem-se como uma alternativa de primeira linha. Dentro da
classe farmacologica dos AINES, existem diversos perfis estruturais e farmacodinamicos.
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Contudo, todos os seus farmacos atuam no sentido de se obter os mesmos efeitos
terapéuticos. Assim, apesar das diferencas estruturais dos AINES, estes sdo agrupados
porque possuem propriedades terapéuticas semelhantes, incluindo as agdes analgésica,

anti-inflamatdria e antipirética.

2.1 Mecanismo de Acio

O mecanismo de acdo dos AINES fundamenta-se na inibigao de duas isoenzimas
COX, que se apresentam sob a forma de: COX-1 e COX-2.

A primeira (COX-1) € constitutiva e expressa-se na maioria das células e tecidos,
como a mucosa gastrointestinal, as plaquetas, os rins e o endotélio vascular. Esta isoforma
desempenha fungdes de regulagdo e esta principalmente envolvida na homeostase dos
tecidos, sendo o ponto de partida para a sintese de PGs, PGI2 e Tx que controlam a fungao
de barreira da mucosa do trato gastrointestinal (GI), a agregacdo plaquetaria e a
homeostase renal. (Osafo et al., 2017; Tomi¢, Micov, Pecikoza, & Stepanovic¢-Petrovi¢,
2017; Wongrakpanich, Wongrakpanich, Melhado, & Rangaswami, 2018)

A segunda (COX-2) ¢ predominantemente indutivel, sendo sobreexpressa
aquando da lesdo dos tecidos e apoOs estimulo de marcadores inflamatérios nos
macrofagos e sinoviocitos. Esta isoenzima esta ativa nos locais de lesdo, funciona como
mediadora das repostas inflamatorias e ¢ responsavel pela producao de prostaglandinas
relacionadas com a inflamagdo, dor e febre. (Osafo et al., 2017; Wongrakpanich et al.,
2018)

Em conjunto, ambas as COX contribuem para a producdo de prostandides
(conjunto de PG, PGI2 e Tx) que estdo envolvidos nas fungdes homeostaticas e
inflamatodrias. No entanto, a contribui¢do relativa destas duas isoenzimas difere, sendo
que a COX-1 estd mais relacionada com a manutencdo da homeostase e a COX-2 com a
inducdo da inflamacao. (Tomi¢ et al., 2017; Wongrakpanich et al., 2018)

Tendo em conta que os AINES atuam através da inibicao da atividade das COX,
o seu efeito esta dependente da fun¢ao fisioldgica que cada enzima desempenha num
determinado tecido. Neste sentido, a inibigdo da COX-2 esta essencialmente relacionada
com o efeito desejado da resposta anti-inflamatoria, antipirética e analgésica, enquanto a
inibicdo da COX-1 desempenha um papel importante na génese dos efeitos adversos

indesejados, como a toxicidade no sistema GI e renal. (Wongrakpanich et al., 2018)
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Segundo a tendéncia para a inibicdo de determinada isoforma, os AINES sao
agrupados em dois grandes grupos: os AINES tradicionais ou nao seletivos, que
apresentam diversos graus de seletividade, e AINES seletivos da COX-2.

Os AINES tradicionais (Figura 4) apresentam capacidade para inibir ambas as
1soformas da COX. Contudo, alguns destes farmacos sdo mais efetivos na inibi¢ao da
COX-1 do que a COX-2, sendo que apresentam maiores efeitos adversos e menor
atividade terapéutica. Assim, com o intuito de diminuir a ocorréncia de efeitos adversos
e maximizar a eficicia da resposta anti-inflamatoria, surgiram os AINES seletivos da
COX-2, particularmente conhecidos por coxibs. (Rao & Knaus, 2008; Vane & Botting,
1998)

Os coxibs apresentam um mecanismo diferencial de inibicao seletiva da COX-2 e
assumiram-se inicialmente como uma alternativa credivel aos AINES tradicionais com
base em dois aspetos. O primeiro reside no facto de a enzima COX-2 estar intimamente
ligada a produgdo de PGs inflamatdrias, pelo que a sua inibi¢do resulta na obtencao de
um maior efeito anti-inflamatorio. O segundo esta relacionado com a seguranga, dado que
a inibicao seletiva da COX-2 permite que a COX-1 continue a produzir prostaglandinas
que possuem fungdes de manutencao e regulagao do trato GI. (Harirforoosh, Asghar, &

Jamali, 2014; Sostres, Gargallo, & Lanas, 2013)
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Figura 4. AINES tradicionais (1 e 2) ¢ AINES seletivos da COX-2 (3 ¢ 4). Retirado de (Rao &
Knaus, 2008).
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2.2 Toxicidade

Tal como referido anteriormente, os AINES sdo farmacos cujo mecanismo
interfere com a homeostasia ¢ as fungdes dos diversos sistemas presentes no corpo
humano. Neste contexto, a utilizagao terapéutica dos AINES tem vindo a ser associada
com a ocorréncia de efeitos adversos que se apresentam em diversos sistemas de 6rgaos,
nomeadamente no sistema GI, sistema renal e sistema cardiovascular. Os efeitos adversos
sao resultado da inibicao das COX e a sua presenca especifica em determinados drgaos
pode ser justificada com base na expressdo das enzimas COX em determinados tecidos.
(Harirforoosh et al., 2014)

Os AINES tradicionais, que inibem ambas as isoformas da COX, sao
essencialmente responsaveis pela ocorréncia de efeitos adversos no trato GI (dispepsia,
ulceras e sangramento), ndo sendo de excluir a sua participagdo em fendmenos toxicos
que envolvam o sistema renal e o sistema cardiovascular. Por outro lado, os coxibs estdo
principalmente associados a efeitos adversos no sistema cardiovascular (enfarte do
miocardio, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca). Em sequéncia, ¢ efetivamente
importante perceber que a ocorréncia dos efeitos adversos estd diretamente relacionada
com a capacidade que os AINES apresentam para bloquear as isoformas da COX.
(Schjerning, McGettigan, & Gislason, 2020; Sostres et al., 2013)

Atualmente, existem muitas preocupacdes associadas a seguranca dos AINES,
uma vez que estes ndo possuem um elevado perfil de seguranga, € que a mesma esta
comprometida pelo seu uso em doses superiores, por longos periodos e ainda por doentes
de risco. A toxicidade relacionada com os AINES estd intimamente ligada a sua via de
administracao, pelo que existe a necessidade de ajustar a sua avaliagao toxicologica a este
aspeto. (Balmaceda, 2014)

No geral, o tratamento da dor e inflamagao inclui o uso de AINES, quer seja sob
a forma oral ou topica. Os AINES, quando administrados por via oral, sofrem absor¢do e
sao distribuidos pelo sangue para todas as partes do corpo, com o objetivo de atingir altas
concentragdes plasmaticas e teciduais passiveis de serem eficazes no local da dor ou
inflamacao. Nesse sentido, as altas concentragdes assumem-se como essenciais, mas em
contrapartida, constituem-se como um mais que provavel problema de toxicidade,
nomeadamente pelo facto de aumentarem a probabilidade da ocorréncia de varios efeitos

adversos. (Derry, Conaghan, Da Silva, Wiffen, & Moore, 2016)
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Inicialmente, estas necessidades levaram ao desenvolvimento e a utilizagao de
coxibs, que se julgava serem alternativas seguras aos AINES tradicionais. No entanto,
com o decorrer do tempo, foi comprovado que estes fArmacos ndo conseguiam mitigar as
preocupagoes em torno dos efeitos adversos, € por isso, surgiram novas formulagdes, os
AINES tépicos. (Balmaceda, 2014)

Os AINES para administracdo topica sdo formulagcdes com melhores perfis de
seguranca € aparecem como uma potencial alternativa para reduzir o risco das
formulacdes orais. (Zeng et al., 2018) As formulagdes tdpicas possuem 0 mesmo
mecanismo de acao do que as orais, onde inicialmente procuram atingir uma concentragao
otima que lhes permita inibir as enzimas COX e assim produzir os efeitos terapéuticos
desejados. Porém, estas formulagdes possuem determinadas caracteristicas que lhes
conferem maior seguranca, com o mesmo efeito benéfico das formulagdes orais. As
caracteristicas residem no facto das formulagdes topicas apresentarem menor distribui¢ao
pelo organismo e ainda de evitarem o efeito de primeira passagem, que lhes permite obter
0 mesmo efeito sem que seja necessario aumentar a dose. (Balmaceda, 2014; Hawthorn,
2020)

Em sintese, os AINES tdpicos possuem diversas vantagens que se traduzem num
aumento de eficacia e seguranga (por elevada agdo local sem exposi¢do sistémica
elevada), devendo, por isso, ser considerados como uma alternativa interessante para
evitar a toxicidade dos AINES orais. (Hawthorn, 2020; Rannou, Pelletier, & Martel-
Pelletier, 2016)

2.3 TIbuprofeno

O ibuprofeno ¢ um anti-inflamatoério tradicional que se insere no grupo dos “over-
the-counter” (OTC) e assume-se como um dos AINES de maior utilizagdo pela populagao
no geral, devido a facilidade com que pode ser adquirido. (Rainsford, 2013) O seu
mecanismo de agdo consiste na inibigdo nao seletiva da atividade de ambas as COX e na
reduc¢do da sintese de PG, sendo que ¢ usado no tratamento de varias condigdes clinicas
que envolvam dor e inflamagao.

O ibuprofeno ¢ um d&cido carboxilico (Figura 5) e a sua farmacocinética ¢
marcada pela sua baixa solubilidade no estdmago devido ao seu elevado pKa e, para além
disso, pelo seu elevado efeito de primeira passagem, pelo que parte da sua dosagem inicial

¢ metabolizada. (Irvine, Afrose, & Islam, 2018; Rainsford, 2013)
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Tendo em conta o seu mecanismo, o ibuprofeno predispdem-se como um dos
AINES responsaveis por efeitos adversos relacionados com o trato GI. O ibuprofeno
encontra-se disponivel no mercado sob a forma varias apresentagdes orais (comprimidos,
capsulas, solucdes e suspensdes) e topicas (géis, pomadas, cremes e sprays). As
apresentacdes orais foram as primeiras a surgir € apresentam uma alta eficacia para
suprimir a dor e a inflamagao generalizadas, embora sejam responsaveis pela maioria dos
efeitos adversos do ibuprofeno. Deste modo, surgiram as apresentagdes topicas, que sao
administradas na superficie da pele e atuam essencialmente ao nivel dos tecidos, sendo
que também poderdao permitir, de forma limitada, a entrega do farmaco para a corrente
sanguinea. As formulacdes topicas sdo teoricamente preferidas em relagao as formulagdes
orais, porque possuem diversas vantagens que residem na sua facilidade de administracao
e ainda no facto de estarem pouco relacionadas com a ocorréncia de efeitos adversos.

Apesar de se constituirem como uma 6tima alternativa ao uso das formulagdes
orais, as formulagdes tOpicas apresentam uma menor biodisponibilidade, pelo que,
atualmente, ndo existe evidéncia suficiente que possa comprovar que a sua eficacia seja
semelhante a existente nas formulacgdes orais. (Derry et al., 2016) Assim, as formulagdes
topicas de ibuprofeno sdo recomendadas apenas para condicdes clinicas mais localizadas,
sendo que tém sido realizados estudos para otimizar a sua administra¢do e a abrangéncia

da sua eficicia. (Irvine et al., 2018)

OH

Figura 5. Estrutura quimica do ibuprofeno. Retirado de (Patel et al., 2013)
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3. Administracio Transdérmica

As preparagdes transdérmicas remontam aos tempos do antigo Egito, em que
foram utilizadas matérias de diversas origens para o tratamento de patologias da pele, que
se encontram descritas no papiro de Ebers. No século XI, Avicena, autor do segundo
volume do Canone de Medicina, terd sido o primeiro a abordar a sua utilizacdo,
defendendo que estas preparagdes possuiam essencialmente duas porgdes, a por¢ao mole
que penetrava na pele, € a por¢ao dura que nao penetrava. Através da sua forma de encarar
a administragdo transdérmica, Avicena desenvolveu o que se considera como a base para
o conhecimento atual. (H. A. E. Benson, Grice, Mohammed, Namjoshi, & Roberts, 2019)

Inicialmente, a administragdo transdérmica era considerada linear e baseava-se na
inclusdo de um composto bioativo num veiculo, capaz de ser doseado na superficie da
pele, para obtengao de um efeito terap€utico. (Kumar et al., 2018) Porém, com o avangar
dos tempos, alcancou uma nova dimensdo e constituiu-se como uma alternativa a
administracao por outras vias, sendo utilizada para o tratamento de diferentes patologias.
(Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2005; Prausnitz & Langer, 2008) Assim, atualmente,
a administragdo transdérmica define-se como o transporte de compostos bioativos através
da pele que tem como objetivo alcancar a circulacao sistémica ou um determinado tecido
alvo. (Brown, Martin, Jones, & Akomeah, 2006; Singh et al., 2015)

A administracdo transdérmica possui inimeras vantagens em relagdo a outros
métodos de administragdo, sendo que estas incluem: maior seguranga no que diz respeito
a possiveis efeitos adversos, maior eficacia porque evita alguns processos metabolicos e
enzimaticos (como o efeito de primeira passagem) e ainda maior adesao dos doentes a
terapéutica devido a facilidade de administracao. (Singh et al., 2015) No entanto, embora
disponha de iniimeras vantagens, a administragdo transdérmica ainda padece de algumas
desvantagens que residem principalmente na resisténcia da barreira cutanea a permeagao
de compostos bioativos, nos possiveis efeitos locais devido a libertacdo imediata dos
compostos e ainda na necessidade de repeti¢ao de aplicacao em alguns casos. (Rajendran,
Kumar, Houreld, & Abrahamse, 2018; Zhou et al., 2018)

Como forma de ultrapassar os desafios da administragdo transdérmica surge a area
da nanomedicina. A utiliza¢do de estratégias nanotecnoldgicas podera ser uma solugdo
ideal, na medida em que promove uma sinergia entre as vantagens da administragao

transdérmica, propriamente dita, e as vantagens adjacentes a utilizagdo de nanossistemas.
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4. Abordagens nanotecnologicas

Nas ultimas décadas, a administragdo transdérmica de farmacos tem sido
potenciada em virtude das suas vantagens em relacdao a outras vias. Porém, apesar das
suas vantagens, o seu uso ainda ¢ reduzido. Atualmente, existem muitos desafios que
afetam a sua possivel utilizacdo, nomeadamente a complexidade das caracteristicas
fisico-quimicas das moléculas bioativas e a sua inacessibilidade aos alvos terapéuticos.
(Pathak & Thassu, 2016) Nesse sentido, para ultrapassar estes problemas, nasceu o
interesse pela nanomedicina, que se define como a aplica¢ao da nanotecnologia no campo
da medicina, através do uso das propriedades dos nanomateriais e nanossistemas. (Patra
etal., 2018)

A nanotecnologia baseia-se na producao e aplicagdo de sistemas ou estruturas
baseadas na manipulagdo da forma e tamanho de nanomateriais, cujo tamanho varia entre
I e 1000 nm. (Kumar et al., 2018; Santos et al., 2019) Nos ultimos tempos, a
nanotecnologia tem-se constituido como elo de ligacdo entre as areas das ciéncias
biologicas e fisicas, no sentido de alcangar novos avangos tecnoldgicos, especialmente no
campo da medicina. (Patra et al., 2018)

Tendo em conta as dificuldades apresentadas pela administracao transdérmica, a
nanotecnologia oferece a possibilidade de vectorizacao de farmacos, ou seja, libertagao
dirigida dos mesmos. A vectorizacao de farmacos (Figura 6) ¢ conseguida através da
utilizacao de nanossistemas que se baseiam na inser¢ao de um farmaco num vector e tém
como proposito principal, a maximizagdo da eficacia e da seguranga de administracao de

determinados farmacos, obtendo possiveis avangos terap€uticos.

Farmaco Vector Vector com farmaco encapsulado

Figura 6. Vectorizagdo de farmacos. Adaptado de (Bulbake et al., 2017).
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Neste contexto, para que se possa atingir o principal proposito, o desenvolvimento
de nanossistemas procura: tornar a distribuicdo do farmaco apenas dependente das
caracteristicas do vector, melhorar a transposi¢ao das barreiras biologicas e assegurar a
especificidade do fa&rmaco para o alvo. De acordo com estes aspetos, 0s nanossistemas
tém em conta trés importantes parametros: as caracteristicas do firmaco, as caracteristicas
do vector e ainda o estado/localizagdo da patologia. (Brown et al., 2006)

Existem varios tipos de nanossistemas, contudo nesta dissertacao serdo abordados
os que possuem maior énfase para a administracdo transdérmica de firmacos. Nesse
sentido, os nanossistemas que se tém demonstrado mais relevantes para a administragao
transdérmica sdo os vesiculares, nomeadamente lipossomas, transferossomas, etossomas,
niossomas. Tendo em conta a sua diversidade, ¢ efetivo que cada sistema possui as suas
vantagens e desvantagens, pelo que cada um melhor se adequa a um determinado tipo
situacao.

Genericamente, os nanossistemas apresentam diversas vantagens, como o
aumento da biodisponibilidade e eficacia do farmaco, o aumento da sua estabilidade, o
aumento da sua seletividade e especificidade da administragdo, o aumento da sua
biocompatibilidade e a diminuicdo dos seus efeitos adversos. Contudo, estes sistemas
também apresentam algumas desvantagens, como a sua capacidade limitada para
encapsular fairmacos e ainda a sua possivel instabilidade como sistema. (Benbow &
Campbell, 2019; Escobar-Chavez et al., 2012; Singh et al., 2015)

O processo de desenvolvimento dos nanossistemas consiste inicialmente na
pesquisa de um vector, que pode assumir diversas formas, e na sua adaptagdo ao fArmaco,
isto €, de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do mesmo. Em seguida, existe o
estudo do processo de encapsulagdao do farmaco no sistema e também da sua estabilidade
como sistema. Por fim, ¢ realizado o processo de inser¢cao do sistema vectorial contendo

o farmaco no veiculo a administrar.
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5. Sistemas vesiculares

Os sistemas vesiculares sao modelos experimentais baseados em membranas
biologicas, cuja evolucao resultou na sua utilizagdo como transportadores de farmacos.
Estes sistemas sdo compostos por particulas coloidais que possuem um elevado teor em
agua e que consistem em moléculas anfifilicas dispostas numa bicamada. A sua
preparacdo pode ser realizada a partir de diversos constituintes, contudo, ¢ com base nos
principais componentes presentes nas suas estruturas, que estes podem ser classificados
em: lipossomas, transferossomas, etossomas e niossomas. (Honeywell-Nguyen &
Bouwstra, 2005; Singh et al., 2015)

Adicionalmente, ¢ importante referir que a composi¢ao dos sistemas vesiculares
¢ fundamental para o seu comportamento como sistemas de veiculagdao de farmacos, isto
porque influencia as suas propriedades fisico-quimicas, assim como o tipo de farmacos
passiveis de serem transportados. (Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2005)

Entre os varios métodos estudados para ultrapassar a barreira cutanea ou para
aumentar a permeacdo de fiarmacos através da mesma, os sistemas vesiculares
demonstraram alguma eficicia na literatura, pelo que a sua utilizagdo ¢ bastante
promissora. Gragas a sua composicao lipidica, os sistemas vesiculares apresentam
diversas vantagens (Tabela 1), sendo que uma das mais importantes reside na sua
capacidade elevada de penetragdo na pele. (Chacko, Ghate, Dsouza, & Lewis, 2020)

Neste contexto, os sistemas vesiculares apresentam dois mecanismos principais
de agdo na pele, que incluem: a penetragdo integral da vesicula na barreira cutanea e a
capacidade de disrup¢ao da organizagao estrutural do SC, levando ao aumento da fluidez

dos lipidos cutaneos. (Singh et al., 2015)

Tabela 1. Vantagens da utilizagdo de vesiculas lipidicas (Chacko et al., 2020; Escobar-Chavez et
al., 2012)

Vantagens das vesiculas

Biocompatibilidade na sua grande maioria

Aumento da penetracdo na barreira cutanea

Prolongamento da duracdo da acdo dos farmacos

Aumento da biodisponibilidade dos farmacos

Diminuigdo dos problemas de toxicidade e de seguranga dos farmacos

Possibilidade de incorporagdo de farmacos com diferentes polaridades
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5.1 Lipossomas

Os lipossomas foram descobertos em 1960 por Alec D. Bangham, contudo a
sua utilizagcdo para administracao transdérmica foi apenas descrita em 1980, por Mezei e
Gulasekharam. (Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz, & Car, 2012; Zhou et al., 2018)
Atualmente, os lipossomas estdo entre os nanossistemas mais estudados e de maior
preferéncia para a administracdo de fArmacos por varios motivos. Estes motivos residem
nas suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade,
inerentes a natureza dos seus componentes, € ainda na sua polaridade, que ¢ adaptavel e
adequada para a maioria dos farmacos a encapsular. (Akbarzadeh et al., 2013; Bozzuto &
Molinari, 2015; Escobar-Chavez et al., 2012; Patra et al., 2018)

Os lipossomas (Figura 7) sdo estruturas vesiculares esféricas de dimensdes
coloidais (0,025 um e os 2,5 um), nas quais se dispdem uma ou mais bicamadas lipidicas
concéntricas que encerram um compartimento aquoso interno. (Zununi Vahed, Salehi,
Davaran, & Sharifi, 2017) Para além disso, os lipossomas sdo sistemas essencialmente
constituidos por fosfolipidos, moléculas de natureza anfipatica, que compdem as

bicamadas concéntricas e, eventualmente, por colesterol.

Figura 7. Estrutura de um lipossoma. Adaptado de (Carita, Eloy, Chorilli, Lee, & Leonardi,
2018).
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A sua formacao ocorre instantaneamente em ambiente aquoso e ¢ resultado da
interacao dos seus fosfolipidos com 4gua, uma vez que, estes sofrem um rearranjo (os
seus grupos fosfato orientam-se para o ambiente hidrofilico), formando vesiculas de uma
ou mais bicamadas concéntricas. Tendo em conta a sua estrutura, os lipossomas permitem
a incorporagao de farmacos hidrofilicos no seu compartimento aquoso, hidrofébicos
associados a sua bicamada e ainda anfipaticos que se dividem entre ambos. (Honeywell-
Nguyen & Bouwstra, 2005; Pathak & Thassu, 2016; Van Der Meel et al., 2014)

Relativamente ao seu mecanismo de permeagdo (Figura 8), os lipossomas
apresentam trés modos de atuagdo, sendo estes, a sua adsor¢ao ao SC com transferéncia
do farmaco para interior da pele; a sua fusdo e mistura com a matriz lipidica do SC,
aumentando a parti¢ao do farmaco para o interior da pele e a sua penetragao integral na
pele, com consequentes alteragdes nas estruturas dos lipidos intercelulares, levando ao
aumento da permeacdo da sua estrutura vesicular. (El Maghraby et al., 2008; Kulkarni,

2010; Opatha et al., 2020)
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Figura 8. Mecanismo de acdo dos lipossomas. Retirado de (Murthy & Shivakumar, 2010).

A eficiéncia resultante da utilizagdo de lipossomas estéd diretamente relacionada
com a sua interacao face as varias camadas da pele. Nesse sentido, ¢ necessario ter em
conta varios fatores que influenciam o seu modo de permeagao na pele, nomeadamente o
seu tamanho, a sua carga superficial, a sua lamelaridade, o estado do SC, a sua
composi¢ao lipidica e o seu modo de aplicagdo. (Escobar-Chavez et al., 2012; Kulkarni,

2010; Patra et al., 2018)
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Neste contexto, a utilizagdo de lipossomas para a administragcdo transcutanea
possui vantagens e desvantagens. As vantagens sao semelhantes aos motivos que
sustentam a sua utilizacdo, embora ainda seja importante considerar a facilidade da sua
producao e a sua capacidade de encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos. Em relacao
as desvantagens, os lipossomas apresentam uma estrutura instavel, estdo sujeitos a
oxidagdo, impossibilitam a entrega de farmacos para a circulagdo sistémica e estdo
suscetiveis a perda ou fusdo dos farmacos encapsulados. (Opatha et al., 2020; Singh et
al., 2015)

Os lipossomas podem ser classificados com base no seu método de preparagao,
no seu tamanho e ainda no seu nimero de bicamadas. Em relagdo a sua preparacao,
conhecem-se varios métodos que resultam na producdo de lipossomas com diferentes
caracteristicas, sendo que a escolha do mesmo esta dependente de diversos fatores como:
as propriedades fisico-quimicas dos constituintes do lipossoma e do composto a
encapsular; a concentracdo e toxicidade; a natureza do solvente onde os lipossomas se
dispersam; os processos envolvidos durante a entrega dos lipossomas; as dimensdes e a
farmacocinética desejada para uma aplicacdo de sucesso e ainda os custos, a
reprodutibilidade e a adequacao a um possivel scale-up. (Bozzuto & Molinari, 2015)

O método de hidratacdo de um filme lipidico, também denominado método
Bangham, ¢ um dos primeiros métodos tradicionais utilizados e envolve trés passos
essenciais que incluem, a dissolucdo da porcao lipidica (fosfolipidos e colesterol) num
solvente organico, a sua separacao e secagem através da evaporagdo do mesmo € a sua
dispersdo final num meio aquoso. (Liu, Hou, Tong, & Li, 2020) Durante este processo €
importante perceber que da técnica de evaporagdo resulta um filme lipidico que apos
hidratado induz a formacao de vesiculas multilamelares (MLVs) heterogéneas. A
insercdo de um composto de interesse pode ser realizada neste mesmo passo, isto €, o
composto pode ser adicionado ao meio aquoso (composto hidrofilico) ou ao filme lipidico
(composto hidrofobico), consoante a sua maior afinidade. (Akbarzadeh et al., 2013;
Bozzuto & Molinari, 2015; Samad, Sultana, & Aqil, 2007)

Tendo em conta o método de Bangham resulta em MLVs de tamanho e
heterogeneidade ndo adequados a administragdo transdérmica, surge a necessidade de
utiliza¢ao de uma técnica que permita a produgdo de vesiculas unilamelares (ULVs), das
quais se destacam a sonicacdo e a extrusdo. A sonicagdo ¢ uma das técnicas mais
utilizadas para a produg@o de ULVs e consiste na emissao que ondas ultrassonicas que

incidem na dispersao lipidica. Por sua vez, a extrusdo ¢ uma técnica que consiste na
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passagem da dispersao lipidica através de um filtro com tamanho de poro pré-definido.
(Liu et al., 2020; Maherani, Arab-Tehrany, R. Mozafari, Gaiani, & Linder, 2011)

Do ponto de vista da classificacao (Figura 9), os lipossomas podem entdo ser
divididos em ULVs, constituidas por uma bicamada fosfolipidica, MLVs, quando contém
varias bicamadas concéntricas, e ainda em vesiculas multivesiculares (MVV), quando
possuem varias vesiculas englobadas no interior de uma de maiores dimensdes.
Dependendo do seu tamanho, as vesiculas unilamelares podem ainda ser classificadas
como grandes (LUV) ou pequenas (SUV), sendo que os seus tamanhos oscilam entre os

20-100 nm e 100-1000 nm, respetivamente. (Akbarzadeh et al., 2013; Samad et al., 2007)

MLV LUV SUV

Figura 9. Classificagdo das varias categorias de lipossomas. Retirado de (Venuganti & Perumal,
2009)
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5.2 Etossomas

Os etossomas sao transportadores vesiculares lipidicos cuja origem remonta a
1996, altura em que foram desenvolvidos por Touitou, no decurso de estudos relacionados
com o uso de vesiculas lipidicas como sistemas de administragdo. As suas estruturas
(Figura 10) sdo compostas por fosfolipidos, dgua e etanol, em elevadas concentragdes
(45% v/v). De acordo com a sua composi¢do, ¢ possivel diferenciar os etossomas dos
restantes transportadores vesiculares, uma vez que sao os Unicos que possuem alcool na
sua composic¢ao.

Neste contexto, a presenga de dlcool nos etossomas constitui-se como importante,
porque provoca a fluidificagdo das suas membranas, o que se traduz no aumento da sua
flexibilidade e maleabilidade, e porque ¢ responsavel por perturbar a organizagdo e
aumentar a fluidez dos lipidos intercelulares cutdneos. (Murthy & Shivakumar, 2010;

Touitou et al., 2000)

Figura 10. Estrutura de um etossoma. Adaptado de (Kapoor, GuhaSarkar, & Banerjee, 2017)

Relativamente ao seu tamanho, os etossomas apresentam dimensdes na escala
manométrica, sendo que quando comparados aos lipossomas convencionais apresentam
menor tamanho. Esta caracteristica pode também ser justificada com base na sua
concentragdo em alcool, dado que um aumento da mesma confere uma carga negativa a
superficie dos etossomas e induz a redugdo do seu tamanho. (Uchechi et al., 2014)

Os etossomas apresentam diversos mecanismos de permeacao cutanea (Figura
11), sendo que ¢ possivel distinguir dois mecanismos principais: o de libertacdo do
conteudo alcodlico e o de interacdo direta com a com os fosfolipidos cutineos. O primeiro
mecanismo consiste num processo em que os etossomas conseguem permear através da

libertagcdo do seu contetdo alcoodlico, que aumenta a fluidez dos lipidos intercelulares e
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reduz a densidade da camada lipidica cutanea. O segundo mecanismo envolve a interagao
entre os etossomas e os lipidos cutaneos, em que os etossomas através da sua
maleabilidade e fusdo com os lipidos, permitem a abertura de novos caminhos e permeiam

através das varias camadas cutaneas. (Singh et al., 2015; Venuganti & Perumal, 2009)

OES
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| Q o ‘

(A) (8) (C)

Figura 11. Mecanismos de agdo dos etossomas. Retirado de (Venuganti & Perumal, 2009).

Gracas a sinergia das suas propriedades principais (tamanho reduzido,
flexibilidade e composi¢do alcoolica), os etossomas assumem a funcdo de sistema de
veiculacdo de farmacos e de outros agentes até as camadas mais profundas da pele,
podendo realizar a sua libertacdo diretamente na circulagdo sistémica. (Kumar et al.,
2018; Uchechi et al., 2014)

Nesse sentido, ¢ efetivo que a utilizagdo de etossomas para o transporte de
farmacos esta relacionada com diversas vantagens. Essas vantagens sdo: a sua
biodegradabilidade e baixa toxicidade; a sua maleabilidade e flexibilidade, que permite
uma maior eficiéncia de permeagao; a estabilidade da sua estrutura; a sua alta eficiéncia
de encapsulagcdo devido ao seu conteudo alcodlico que facilita a solubilizagdo dos
farmacos e ainda a sua habilidade para a veiculac¢do de farmacos em locais alvo. (Uchechi
et al.,, 2014) Apesar das vantagens envolvidas, ¢ ainda necessdrio ter conta as
desvantagens inerentes a utilizagdo destas vesiculas, sendo que estas incluem:
possibilidade da existéncia de irritacdes na pele devido a presenga de alcool; a
predisposicao dos seus lipidos para a oxidagdo e os seus custos elevados de produgao.
(Escobar-Chavez et al., 2012; Singh et al., 2015)

No que diz respeito ao método de producao, estas vesiculas apresentam o mesmo
método de producao dos lipossomas tradicionais, em que pela dissolucao dos lipidos e
dos componentes a encapsular numa solucao alcoolica, com posterior agitacdo, se obtém
etossomas. Contudo, apesar destas semelhancas, os etossomas t€ém menor necessidade de
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serem submetidos a técnica de sonicagdo ou extrusao, isto porque, como ja foi referido, a
presenca de alcool na sua composi¢ao causa a diminui¢ao do seu tamanho. (Pathak &

Thassu, 2016; Venuganti & Perumal, 2009)
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5.3 Niossomas

Os niossomas sdo vesiculas elasticas compostas pela associagdo de colesterol,
surfactantes nao 16nicos € moléculas indutoras de carga. Estas vesiculas foram
inicialmente descritas nos anos 70 pela industria cosmética e o seu desenvolvimento
permitiu que fossem consideradas como uma alternativa a utilizacdo de lipossomas.

(Chen, Hanning, Falconer, Locke, & Wen, 2019; Marianecci et al., 2014)

Figura 12. Estrutura de um niossoma. Retirado de (Raza et al., 2014)

As propriedades dos niossomas e dos lipossomas dependem essencialmente da
sua composicao e dos seus métodos de preparacao. No entanto, apesar da sua composi¢ao
quimica distinta, os niossomas apresentam muitas semelhangas com os lipossomas,
estando estas relacionadas com a sua fun¢do, com o seu método de preparagao e com a
sua estrutura. Assim, a semelhanga dos lipossomas, os niossomas podem ser classificados
em relacdo ao seu numero de bicamadas (ULV e MLV) e ao seu tamanho (SUV e LUV),
dependendo do seu método de preparacao. Para além disso, estruturalmente, os niossomas
sdo 1dénticos aos lipossomas, na medida em que apresentam uma bicamada, capaz de
transportar farmacos hidrofobicos no seu interior, e um meio aquoso interno que permite
a incorporacdo de farmacos hidrofilicos. (Hamishehkar, Rahimpour, & Kouhsoltani,
2013; Singh et al., 2015)

Os niossomas apresentam algumas caracteristicas que os permitem superar as
desvantagens apresentadas pelos lipossomas, nomeadamente, a sua estabilidade quimica,
promovida pela auséncia de fosfolipidos suscetiveis a oxidacdo, o seu baixo custo de

produgdo e a presenca de surfactantes nao irritantes que atribuem uma maior flexibilidade
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a sua estrutura, sem prejudicar a sua biocompatibilidade. (Kapoor et al., 2017; Marianecci
etal., 2014; Zhou et al., 2018)

Adicionalmente, os niossomas apresentam outras vantagens como a sua
capacidade para encapsular farmacos em elevadas quantidades e de diferentes
polaridades; a facil modificagdo das suas caracteristicas através da alteracdo do seu
método de producdo e da sua composicdo; a sua biodegradabilidade, a sua ndo
imunogenicidade e a sua capacidade para fomentar a permeagdo cutanea e o controlo da
libertacao de farmacos através da pele. (Hamishehkar et al., 2013; Rajera, Nagpal, Singh,
& Mishra, 2011)

Em relacdo a sua aplicacdo, os niossomas tém sido estudados para administragao
de farmacos e cosméticos por diversas vias (oral, ocular, pulmonar, topica e
transdérmica). No entanto, as suas caracteristicas permitem sobretudo maximizar as
vantagens da via topica e transdérmica. (Chen et al., 2019) Com base nessas
caracteristicas, 0s niossomas assumem-se¢ como estruturas capazes de atuar como
“reservatorios” de farmaco no corpo, aumentando o seu tempo de residéncia na pele e
proporcionando uma libertagdo controlada de farmacos encapsulados. De outro modo,
permitem o transporte e a entrega direcionada de fArmacos, uma vez que podem alcangar
o local alvo e proceder a libertagdo direta dos mesmos, minimizando a dose necessaria
para o efeito terapéutico e a ocorréncia de possiveis efeitos adversos. (Kumar et al., 2018;
Singh et al., 2015; Uchechi et al., 2014)

Relativamente ao seu mecanismo de permeacgdo, os niossomas podem atuar por
diversos mecanismos que incluem: a sua adesdo e fusdo a superficie cutanea, levando a
existéncia de um gradiente que atua como forca motriz para a indugdo da permeacao dos
farmacos através do SC; a modificagao estrutural do SC através da sua agdo nos lipidos
intercelulares, resultando num aumento de permeagao; a entrada das suas vesiculas no SC
e a atuacao dos seus surfactantes como agentes indutores da permeacao, levando a fluidez
do envelope lipidico e ainda a sua a¢do na perda transepidérmica de agua, que promove
o aumento da hidrata¢ao do SC e a perda das suas propriedades de barreira. (Chen et al.,

2019)
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5.4 Transferossomas

Os transferossomas, também conhecidos como lipossomas elésticos ou ultra-
flexiveis, foram descobertos por Cevc, que pretendia mitigar a menor permeacao na pele
dos lipossomas convencionais (Ascenso et al., 2015) Apesar da sua estrutura semelhante
as membranas bioldgicas, os lipossomas convencionais possuiam alguma rigidez
estrutural resultante de uma menor fluidez das suas bicamadas e, nesse sentido, surgiram
os transferossomas.

Os transferossomas (Figura 13) sdo sistemas vesiculares compostos por uma
bicamada lipidica, que integra ativadores de superficie (AS), e ainda por um meio interno
aquoso. Estes sistemas possuem um tamanho até 300 nm e assemelham-se aos lipossomas
em morfologia, mas funcionalmente, sdo diferentes devido a sua composi¢ao. (H. A.

Benson, 2006; Jain, Jain, Umamaheshwari, & Jain, 2003; Santos et al., 2019)
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Figura 13. Estrutura de um transferossoma. Retirado de (Opatha et al., 2020).

O AS ¢ um surfactante de cadeia unica e ¢ responsavel pela destabilizacao da
bicamada lipidica dos transferossomas e pela diminui¢do da sua tensao interfacial, sendo
que leva a principal caracteristica dos transferossomas, a sua deformabilidade.
(Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2005; Uchechi et al., 2014; Venuganti & Perumal,
2009) Adicionalmente, ¢ importante referir que os AS possuem outras fungdes, como
indutores de permeacao através da solubilizacao dos lipidos cutaneos e como facilitadores
da solubilizacio de farmacos. (Opatha et al.,, 2020) Face a sua presenca, o0s
transferossomas assumem-se como estruturas capazes de se deformar e comprimir sem
perda de conteudo, conseguindo permear com maior eficacia através de poros e outros

canais cutaneos menores que o seu proprio tamanho.
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O mecanismo de permeagdo cutanea dos transferossomas esta diretamente
ligado a trés fatores que influenciam a sua eficacia. Estes fatores sdo a capacidade de
deformacao da sua membrana, a sua hidrofilia e ainda a capacidade de manutencao da
sua estrutura. (Uchechi et al., 2014) Neste contexto, ¢ ainda importante entender que
interacao dos transferossomas com a pele depende nao s6 das suas caracteristicas fisico-
quimicas, mas também do seu modo de aplicagao (oclusivo ou nao oclusivo). A diferenca
de aplicagdo constitui-se como importante porque a for¢a motriz da sua permeagao € o
gradiente osmotico que resulta dos diferentes graus de hidratacao da pele. Tendo em conta
que o gradiente ¢ afetado pela oclusdo do local de aplicagdo, ¢ imperativo afirmar que a
eficacia de permeagdo depende do modo de aplicagcdo. Nesse sentido, a aplicagdo sob
condi¢des ndo oclusivas resulta numa melhor permeacao dos transferossomas, uma vez
que nao elimina o gradiente osmatico que € essencial para a sua permeacao. (Honeywell-
Nguyen & Bouwstra, 2005; Venuganti & Perumal, 2009)

Com base nas suas caracteristicas € na sua mecanistica, € possivel perceber que
a utilizacao de transferossomas como sistemas de veiculagdo de farmacos tem varias
vantagens. Essas vantagens incluem a otimizagdo do transporte, com menores perdas e
com maior seletividade na entrega dos farmacos através da sua deformabilidade e
elasticidade; a possibilidade de encapsulagdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos face a
sua composi¢cdo; a minimizagdo de efeitos adversos dos farmacos e protecao da sua
degradacao e a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade devido a natureza dos seus
componentes. Embora os transferossomas estejam intimamente ligados a diversas
vantagens, ¢ também fundamental destacar algumas das suas desvantagens. Assim, estes
sistemas apresentam desvantagens como a sua instabilidade quimica pelo facto de ser
uma formulagado lipidica com tendéncia para a oxidacao; a dificuldade na obtencao da
pureza dos seus fosfolipidos (de origem natural) e ainda os custos associados a sua
producdo que sdo problematicos para a transposi¢ao de escala. (Opatha et al., 2020)

Relativamente a sua producdo, os transferossomas podem ser preparados por
diversos métodos, sendo que a escolha do método mais adequado deve ter em conta a sua
composi¢do, o fArmaco a encapsular e o local onde se encontra o alvo terap€utico. De
todos os métodos existentes, sera abordado com maior detalhe o método de hidratacao do
filme lipidico, que se carateriza por quatro etapas distintas: a dissolugdo dos lipidos e do
AS numa mistura de solventes organicos; a evaporacao da mistura de solventes através
do uso de um evaporador rotativo, com consequente formagao de um filme lipidico; a

hidratacao do filme com uma solugdo tamponada e a sonicagdo para obtencao de vesiculas
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homogéneas e unilamelares. Nesta fase, € essencial perceber que o farmaco a encapsular
serd adicionado numa das etapas descritas, dependendo do seu caracter lipofilico ou
hidrofilico. Assim, a adi¢do de um farmaco lipofilico deve ocorrer na etapa de dissolugao
em solventes organicos, enquanto que a adicdo de um hidrofilico deve ocorrer na etapa

de hidratacdo com solucao tamponada. (Opatha et al., 2020)
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6. Sistemas vesiculares em desenvolvimento para veicular o
ibuprofeno

Dadas as potencialidades e os avangos na area dos nanossistemas, atualmente
existem diversos sistemas em estudo para veiculacao de farmacos, tal como, o ibuprofeno.
Os varios nanossistemas em desenvolvimento foram desenhados com o propdsito de
melhorar o efeito terapéutico do ibuprofeno (Tabela 2), através da modelagdao das suas
propriedades farmacocinéticas e ainda de melhorar o seu perfil de seguranca. (Bulbake,

Doppalapudi, Kommineni, & Khan, 2017; Opatha et al., 2020)

Tabela 2. Sistemas vesiculares em estudos pré-clinicos para a administragdo de ibuprofeno.

Tipo de sistema Aplicacio Fase Resultado Ref.
1 Eficacia
| (Rinaldi et al.,
Subcutinea Pré-clinica iodi bili
1 Biodisponibilidade 2017)
Niossomas
(Ghanbarzadeh,
Transdérmica  Investigagdo 1 Permeacao Khorrami, &
Arami, 2015)
_ _ ) . (Hu & Rhodes,
Proniossomas Transdérmica  Investigagdo 1 Estabilidade
2000)
1 Permeacao (Gaur, Bajpai,
Lipossomas Transdérmica  Pré-clinica 1 Eficacia Mishra, &

1 Biodisponibilidade =~ Verma, 2016)

(Shumilov,

Bercovich,
1 Permeacgao
Etossomas Transdérmica Pré-clinica Duchi,
1 Biodisponibilidade
Ainbinder, &

Touitou, 2010)

1 Permeacao (Irfan, Verma,

1 Biodisponibilidade =~ & Ram, 2012)
Transferossomas  Transdérmica  Investigagdo (Darusman,
1 Permeacao Raisya, &

Priani, 2018)
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As formulagdes acima expostas representam as diversas melhorias descritas
através do uso de nanossistemas para a administracdo de farmacos. O recurso aos
nanossistemas ¢ sustentado pela utilizacdo de varios componentes e técnicas que
permitem a otimiza¢ao do processo de administracdo dos farmacos, sendo que estes
podem ser adaptados consoante o local designado para o efeito terapéutico. Assim, de
forma alternativa, estas formulagdes podem aumentar a permeacao dos faArmacos através
das camadas cutaneas, de modo a que estes possam chegar a circulacao sistémica, ou
entdo, possam ficar retidos num tecido especifico. Para além disso, garantem um aumento
nos seus perfis de seguranca e condicionam a sua distribui¢cdo, pelo que permitem a
utilizacao de doses inferiores. (Al-Lawati, Binkhathlan, & Lavasanifar, 2019)

Dentro das varias categorias de formulacdes vesiculares em desenvolvimento, ¢
possivel verificar que, no geral, todas contribuem para um aumento da capacidade de
permeacao do ibuprofeno na pele, ainda que os niossomas, 0s etossomas € 0s
transferossomas sejam mais eficazes, em virtude das suas vantagens em relagdo aos
lipossomas. No que diz respeito a estabilidade, os estudos descritos na literatura apontam
para uma maior estabilidade do ibuprofeno nos proniossomas, devido ao facto de estes se
apresentarem na forma desidratada, evitando possiveis problemas de estabilidade fisica e
de oxidagdo. Um outro aspeto a destacar € o aumento da biodisponibilidade do ibuprofeno
nos varios sistemas vesiculares apresentados, sobretudo nos lipossomas e nos niossomas,
onde foi possivel verificar uma maior quantidade de fArmaco disponivel no local de agao

com consequente aumento da eficicia anti-inflamatoria.
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7. Motivacao e objetivos

A administragdo oral de AINES representa uma preocupagao constante ao longo
das ultimas décadas devido a sua ligacao com a ocorréncia de efeitos adversos. Os AINES
sdao frequentemente utilizados para o tratamento de varias patologias e os seus efeitos
adversos sdo problematicos para os utentes que recorrem a sua utilizagdo com maior
regularidade, sendo que estes estdo relacionados com eventos prejudiciais para os
diversos sistemas fisiologicos que sdo essenciais para a homeostasia do corpo humano.

Os efeitos adversos mais habituais surgem ao nivel do sistema GI, no entanto, a
origem da sua expressao pode variar consoante o tipo de farmaco administrado. De entre
os varios AINES tradicionais, ¢ de destacar o ibuprofeno, devido a sua nao seletividade
para ambas as COX e ainda pelo facto de ser um farmaco de facil acesso e com elevada
comercializacdo, sendo um dos anti-inflamatérios mais usados em todo o mundo.
(Rainsford, 2013)

O ibuprofeno pode ser vendido sem prescri¢ao, estd disponivel em diversas doses
e a sua utilizacdo durante o periodo recomendado estd pouco associada a ocorréncia de
efeitos adversos. Tendo em conta o seu perfil de seguranca equilibrado, devido ao facto
de ser um farmaco nao seletivo, e as circunstancias da sua utilizacdo, ¢ efetivo que o
ibuprofeno pode ser considerado um farmaco seguro. No entanto, apesar dos seus
beneficios, este farmaco € responsavel por multiplos problemas no trato GI e estd presente
em muitos casos de automedicacao, pelo que a sua utilizagdo ndo controlada se constitui
como problemadtica para a populacao no geral. (Rainsford, 2013; Varrassi, Pergolizzi,
Dowling, & Paladini, 2020)

Face a estes problemas, surgiu a hipdtese de se utilizar uma via alternativa para a
administracdo de AINES, e a via transdérmica assumiu-se como potencialmente
vantajosa, uma vez que possibilita a minimizacao de varios problemas de seguranca que
estdo relacionados com a administracdo oral de AINES. Assim, a administracdo de
AINES através da pele apresenta-se como uma possivel solugdo, porque a via
transdérmica € mais seletiva e estd sujeita a menores varidveis de distribui¢do, permitindo
que se atinja o alvo terapéutico com maior seguranca. (Benbow & Campbell, 2019)
Porém, apesar de ser uma opcdao bastante vidvel e inovadora, a administragdao
transdérmica de AINES possui alguns desafios, que associados as suas desvantagens,

tornam a sua utilizagcdo ainda limitada.
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Nesse sentido, o trabalho experimental desenvolvido no ambito desta dissertagao
teve como objetivo o desenvolvimento de transferossomas com vista a otimizar a
administracao transdérmica de ibuprofeno. Com vista a obtencdo do nanossistema ideal,
inicialmente realizaram-se estudos de pré-formulacdo quanto as propriedades fisico-
quimicas do ibuprofeno e, de seguida, fez-se um estudo preliminar para definir a
composicdo dos transferossomas a serem otimizados. Por ultimo, realizou-se a
otimizacdo do nanossistema transferossomal através de uma estratégia de quality-by-

design, nomeadamente o desenho experimental do tipo Box-Behnken.
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B. Materiais e Métodos
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B. Materiais e Métodos

8. Materiais

Para a preparacdo dos transferossomas foram utilizados: lecitina de soja (Alfa
Aesar, Kandel, Alemanha), Span® 80 (Merck, Darmstadt, Alemanha), Tween® 80
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), ibuprofeno de sodio (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA), cloroféormio (Scharlab SL, Sentmenat, Espanha) e metanol (Carlo
Erba Reagenti SpA, Rodano, Italia).

O tampao fostato (PBS, pH 7,4) foi preparado através da dissolucao de cloreto de
sodio (137 mM, José M. Vaz Pereira SA, Benavente, Portugal), de cloreto de potassio
(2,7 mM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), do hidrogenofosfato dissédico di-
hidratado (10 mM, Scharlab SL, Sentmenat, Espanha) e de fosfato de potéssio
monobasico (1,8 mM, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) em agua bidestilada.

9. Curva de Calibracio

Para a determinacdo das curvas de calibracdo do ibuprofeno de sodio foram
preparadas duas solu¢des mae de 0,8 mg/ml, sendo que uma foi preparada em tampao
PBS ¢ a outra em agua bidestilada. Em seguida, foram preparadas 10 solugdes padrao por

diluicao a partir de cada uma das solucdes mae (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdes das solu¢des padrdo de ibuprofeno de sdédio preparadas para
determinagdo da curvas de calibragdo em agua e tampao PBS.

Solugao N°. Concentracio (mg/ml)
1 0
2 0,01
3 0,05
4 0,1
5 0,15
6 0,2
7 0,3
8 0,4
9 0,6
10 0,8
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Os espectros de absorvancia das solucdes padrao foram obtidos no comprimento
de onda de 264 nm, utilizando o espectrofotdometro Evolution® 300 (Thermo Scientific,

Hertfordshire, Inglaterra).

10.Estudos de solubilidade

A solubilidade do ibuprofeno de sodio foi determinada em tampao PBS (pH 7,4)
e agua bidestilada. Para tal, foi adicionado farmaco em excesso a um volume fixo (3 ml)
de solvente em estudo, em quadriplicado. Estas misturas foram submetidas a um processo
de agitacdo a 25 £ 2 °C durante 72 h, usando o agitador IKA VIBRAX VXR®, (LTF
Labortechnik GmbH & Co., Bodensee, Alemanha). Na etapa seguinte, todas as misturas
foram filtradas, de modo a remover o soluto em excesso, e foi determinada a concentragao

de ibuprofeno de sdédio, através do método da curva de calibracao por espectrofotometria

UV/Vis.

11.Preparacao de transferossomas

Neste trabalho foram preparados transferossomas, constituidos por lecitina de soja
e dois ativadores de superficie (AS), nomeadamente Span® 80 e Tween® 80, através do
método de hidratagdo do filme lipidico com subsequente sonicagao.

Numa primeira fase, dissolveu-se a lecitina de soja e os AS em
cloroféormio:metanol (3:1, v/v). Em seguida, procedeu-se a evaporagdo da mistura de
solventes, num evaporador rotativo a 40 °C durante 45 min, com consequente obtengao
de filmes contendo lipido e AS. Por tltimo, os filmes lipidicos foram submetidos a vacuo
durante 2 h, para a remocao de eventuais vestigios dos solventes organicos utilizados.

Numa segunda fase, procedeu-se a hidratacdo dos filmes lipidicos com uma
solucao de ibuprofeno de sodio a 2% (m/v), seguida por um processo de agitagao vigorosa
e pelo processo de sonicacdo com uma amplitude de 50%, usando o QSonica Sonicator

500 (Newtown, EUA).
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12. Caraterizacao dos transferossomas

12.1 Tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

Anteriormente a analise do tamanho, do indice de polidispersao (PDI) e do
potencial zeta (PZ), cada amostra foi diluida com agua destilada, segundo um fator de
dilui¢do (FD) de 1/20.

A execucao deste processo, teve como objetivo a obtencao de uma concentragao
adequada para a andlise por espectroscopia de correlacdo fotonica, acoplada a
determina¢do da mobilidade eletroforética, no caso da determinagdo do PZ. As analises
foram efetuadas em triplicado a 23 + 2 °C, utilizando o equipamento Delsa™ Nano C da

Beckman Coulter, Inc (Brea, CA, EUA).

12.2 Eficiéncia de encapsulacio e capacidade de carga

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada indiretamente através do
1solamento da porcao livre (ndo-encapsulada) de ibuprofeno de sddio. A concentracao de
ibuprofeno encapsulada foi calculada através da diferenca entre a concentragdo total
utilizada para preparar os transferossomas (Cr) € a concentracdo de ibuprofeno presente

na porgao livre (Cpr), que permitiu entao o calculo da EE (Equagao 1).

Cr—C
EE = % % 100 Eq.1
Cr

Para se determinar a por¢do livre de ibuprofeno de sodio, uma aliquota de
formulacao (500 pL) foi diluida 2x em tampao PBS antes de ser transferida para
dispositivos de centrifugacdo VIVASPIN 500 (Sartorius, Goettingen, Alemanha). De
seguida, procedeu-se a centrifugagdo a 15.000 g durante 45 min a 25 + 2 °C, utilizando a
centrifuga HERMLE Z 323 K (Hermle LaborTechnik GmbH, Wehingen, Alemanha).
Depois de se verificar que os transferossomas tinham ficado retidos nos filtros dos
dispositivos de centrifugagdao, procedeu-se a determinacdo da Cp. no sobrenadante
separado através da utilizagdo do método da curva de calibragdo. Para isso, foram

realizadas analises em triplicado, a 264 nm, por espectrofotometria UV/Vis
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(espectrofotometro Evolution® 300, Thermo Scientific, Hertfordshire, Inglaterra) e a
concentracao foi calculada com base na curva de calibragao previamente estabelecida.

A capacidade de carga (CC), representa a quantidade moléculas de farmaco
encapsula por cada molécula de lipido sendo calculada através da Equacao 2, em que se

utiliza como referencial a concentragao total de lipido (Crr):

Cpr—C
cc=—— "t Eq.2
CTL

Tendo em conta que os valores de Ct e CpL sdo 1dénticos aos presentes na Eq. 1,
para o célculo da LC, resta apenas calcular o valor da Cti, que pode ser obtido com base

na quantidade de lipido pesada inicialmente para a preparacao dos transferossomas.

13.0timizacao dos transferossomas

Com vista a otimizagao dos sistemas transferossomais, foi utilizado uma estratégia
de quality-by-design de otimizagdo multifatorial, de modo a avaliar a importancia e a
significancia estatistica dos efeitos dos fatores escolhidos e suas interagdes nas respostas
em estudo. (Ferreira et al., 2007)

Assim, o processo de otimizacao dos transferossomas para veicular ibuprofeno de
sodio baseou-se num desenho fatorial do tipo Box-Behnken (BBD) com 15 séries,
conforme descrito anteriormente. (Pereira-Leite & Ventura, 2020) Neste processo,
inicialmente, estabeleceram-se dois tipos de variaveis, as variaveis independentes,
classificadas como fatores quantitativos, e as variaveis dependentes, classificadas como
respostas. Os fatores considerados neste estudo foram trés: concentragdo de lipido (Xj),
razdo de Tween:Span (X2) e tempo de sonicagdo (X3). Adicionalmente, foram avaliadas
diferentes respostas, nomeadamente: o tamanho (Y1), o PDI (Y2) e o PZ (Y3) dos
transferossomas. Tal como se descreve na Tabela 4, foram definidos a partida 3 niveis de
cada fator para serem testados, assim como os critérios de desejabilidade para as variaveis
dependentes. Neste ponto, ¢ importante referir, que os niveis atribuidos a cada uma das

variaveis independentes foram sustentados por dados da literatura e pelos resultados
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obtidos em estudos preliminares, enquanto os critérios de desejabilidade foram baseados

em fundamentos existentes na literatura.

Tabela 4. Variaveis do desenho fatorial Box-Behnken, com respetivos niveis e critérios de

desejabilidade.
Niveis

Variaveis independentes -1 0 1
Xi: concentragdo de lipido (% m/v) 0,5 0,75 1
X,: razdo Tween® 80/Span® 80 (m/m) 5:10 7,5:7,5 10:5
X3: tempo de sonicagdo (min) 10 15 20

Desejabilidade
Variaveis dependentes Baixa Meédia Elevada

Y: tamanho (nm) 150 100 50
Y>,: PDI (indice de polidispersao) 0,25 0,20 0,15
Y3: PZ (Potencial zeta, mV) 1 0 -1

O desenho experimental foi realizado com o recurso ao software STATISTICA

(Statsoft, Inc., OK, EUA), de modo a se obter o valor 6timo para cada um dos fatores de

forma a se obterem as respostas desejaveis. Com base nos valores teoricos previstos pelo

software como valores 6timos para os fatores, foi produzida e caracterizada a formulagao

otimizada, em triplicado, para que fosse entdo possivel validar as respostas teoricas

previstas pelo software.
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C. Resultados e Discussao
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C. Resultados e Discussao

14.Estudos de pré-formulagao

Para a obten¢do dos resultados da solubilidade do ibuprofeno de so6dio (IBU) em

agua bidestilada e tampao PBS foi inicialmente necessario obter as curvas de calibragao

relativas a cada um dos solventes em estudo (Figura 12 e 13).

Figura
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Figura 15. Curva de calibracdo do ibuprofeno de soédio (IBU) em tampao PBS (pH 7.4).
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As curvas de calibragdo obtidas revelam declives de 1,4816 e de 1,5006 para a
agua e para o PBS, respetivamente. Perante estes dados € possivel perceber que as curvas
de calibragdao demostram uma certa proximidade, pelo que a relagdo grafica entre os seus
valores de absorvancia e de concentragdao ¢ bastante semelhante. Segundo a evidéncia
presente em varias publicagdes, as retas de calibracdo do ibuprofeno num comprimento
de onda maximo de 264 nm, apresentam declives que variam entre 1,1 e 1,5, sendo que
estdo em consonancia com as retas de calibragdo obtidas neste trabalho. (Dugar, Gajera,
& Dave, 2016; Venceslau Fernandes, 2016)

Com recurso as curvas de calibragdo, foi determinada a solubilidade do
ibuprofeno de sodio. Os resultados obtidos (Tabela 5) indicam que o ibuprofeno ¢ mais

soluvel em agua bidestilada do que em tampao PBS.

Tabela 5. Solubilidade do ibuprofeno de sodio (Ibu) em diferentes solventes (n=3, média &+ desvio
padrdo)

Solvente [IBU] (mg/ml)
Agua bidestilada 285+ 10
Tampio PBS (pH 7,4) 161 + 12

De acordo com vérios estudos ja realizados, o ibuprofeno apresenta baixa
solubilidade em 4gua, sendo que apenas se torna mais soluvel quando estd sob
determinados valores de pH que sustentem a sua forma ionizada. (Patel et al., 2013)
Adicionalmente, com base em diversos artigos, foi ainda possivel verificar que o
ibuprofeno revela uma solubilidade aumentada na presenca de uma solucao tampao de
PBS. (Chatani et al., 2019; Levis, Lane, & Corrigan, 2003)

Assim, tendo em conta a influéncia do pH na solubilidade desta molécula, seria
expectavel que esta se apresentasse mais soluvel em tampao PBS (pH 7,4) do que em
agua bidestilada (pH 5,5). Contudo, ¢ essencial referir que partimos do sal de ibuprofeno
de sédio, que a partida apresenta solubilidade aumentada, e que na solugdo de PBS existe
uma grande quantidade de sais dissolvidos que podem competir pelas interacdes com a
agua, provocando uma diminui¢do da solubilidade do ibuprofeno de so6dio, num

fendmeno geralmente denominado “salting out”.
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Ainda que a solubilidade seja efetivamente superior em agua, o solvente escolhido
para ser utilizado na preparagdo dos sistemas vesiculares foi o tampao PBS. Esta escolha
baseia-se no facto do ibuprofeno ser um acido fraco (pk,= 4,85), pelo que a pH 7,4 a sua
estrutura molecular se encontra ionizada (carregada negativamente), o que podera
contribuir para a sua permanéncia no compartimento aquoso vesicular e ainda para a
estabilizacao coloidal dos sistemas. Por outro lado, a utilizacdo de um sistema tampao
para produzir os sistemas vesiculares sera mais vantajosa para se obter um melhor

controlo do pH das formulagdes.
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15.Estudos preliminares

No sentido de se verificar a possibilidade de producao de transferossomas com
diferentes razdes de Tween®80/Span®80, foram realizados diversos estudos preliminares.
Estes estudos consistiram numa componente de analise das propriedades fisico-quimicas
e ainda numa componente de avaliacdo do aspeto macroscéopico, de forma a perceber o
impacto da mistura de AS nas formulagdes transferossomais.

Para tal, foram produzidas 8 formulagdes com diferentes razdes
Tween®80/Span®80 e diferentes concentragdes de ibuprofeno de sodio (2-8 % (m/v)),
mantendo constante a concentragao de lecitina de soja (1% (m/v)) e considerando 10 min
como tempo de sonicagdo (Tabela 6). Os resultados obtidos através da caraterizacao do
tamanho, PDI e PZ das formulagdes (Tabela 6) demonstram que, no geral, o tamanho dos
transferossomas e¢ o PDI das formulagdes depende do tipo e da concentracdo de AS
utilizados. Os transferossomas de menores dimensdes € com menor homogeneidade de
tamanho de particulas (> PDI) foram produzidos na presenga de 10% (m/m) de AS
(Tween®80/Span®80 5:5) (Formulagdo 7). Por outro lado, as formulagdes
transferossomais com tamanho superior € mais uniforme (< PDI) foram obtidas com 15%

(m/m) de Span®80 (Formulagdo 6).

Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas de varias formulagdes transferossomais produzidas com
1% (m/v) de lecitina de soja (PC), varias composi¢des de ativadores de superficie e de ibuprofeno
de sodio (IBU), considerando 10 min como tempo de sonicagao.

Formula¢io (Tween®80:Span®80):PC IBU %  Tamanho
PDI PZ (mV)

N°. % (m/m) (m/v) (nm)
1 (7,5:7,5):85 2 109,6 0,244 -0,27
2 (7,5:7,5):85 4 ND ND ND
3 (15:0):85 8 ND ND ND
4 (0:15):85 8 ND ND ND
5 (15:0):85 2 117,1 0,165 0,81
6 (0:15):85 2 206,4 0,105 0,05
7 (5:5):90 4 67,3 0,308 -0,07
8 (2,5:2,5):95 4 81,3 0,248 0,11

ND: nao detetavel; PDI: indice de polidispersdo,; PZ: potencial zeta.
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Segundo varios estudos presentes na literatura, ¢ possivel inferir que as
propriedades fisico-quimicas dos sistemas transferossomais se modificam essencialmente
devido a quatro variaveis, sendo estas a concentracao de AS, a hidrofilia da cabeca do
AS, o comprimento da sua cadeia de carbono e o seu equilibrio lipofilico-hidrofilico
(HLB). Para além disso, foi ainda possivel verificar que, geralmente, propriedades como
o tamanho e o PDI variam inversamente a concentracdo de AS. (Bnyan et al., 2018;
Chaudhary, Kohli, & Kumar, 2013; Opatha et al., 2020)

Apesar das informagdes recolhidas na literatura, os resultados obtidos a partir das
formulacdes 6 e 7, permitiram concluir que a relagdo inversa entre as propriedades
analisadas e a concentragdo de AS nem sempre se verifica. Esta situagdo pode ser
justificada pelo HLB dos AS utilizados que se reflete nas suas solubilidades,
caracteristicas que afetam a adsor¢do dos AS na superficie dos sistemas transferossomais
e, consecutivamente, o seu mecanismo de reducdo da tensao superficial das vesiculas.

Assim, o reduzido tamanho dos transferossomas da formula¢do 7 tem origem no
HLB de ambos os AS utilizados, em que o Span® 80 (HLB 4,3) € 0o Tween® 80 (HLB 15),
pelo seu amplo espectro de afinidade lipofilica e hidrofilica, sdo capazes de uma adsor¢do
completa nas camadas transferossomais, permitindo uma redu¢ao mais eficaz do tamanho
destes sistemas. Em contrapartida, o maior PDI apresentado por esta formulagao pode ser
explicado com base no racio AS:Lipido, em que a menor quantidade de AS em relagdo a
quantidade de lipido pode nado ser suficiente para garantir a equidistribui¢do de AS por
vesicula, diminuindo a homogeneidade de tamanho de particula. (Bnyan et al., 2018) Em
contrapartida, verificou-se uma diminuicdo do PDI nas formulagdes com maior
quantidade de um tUnico AS presente na formulaciao (formulagdes 5 e 6), ja que desta
forma provavelmente se verifica uma distribui¢do mais homogénea de AS por vesicula.

Relativamente a formulacao 6, verificou-se um aumento de tamanho e uma
diminui¢do do PDI dos transferossomas analisados na presenca de apenas Span® 80. De
acordo com varios estudos ja descritos, o uso de surfactantes com HLB inferiores dao
origem a vesiculas de tamanho superior, devido a sua maior afinidade para os
fosfolipidos, o que implica a diminui¢do mais acentuada da tensdao superficial e, em
consequéncia disso, um aumento do tamanho das vesiculas. (Ahmed, 2015)

Perante todos resultados obtidos, ¢ efetivo que o tipo e a quantidade de AS
desempenham um papel fundamental a modular as propriedades fisico-quimicas dos
sistemas transferossomais, pelo que a sua escolha e variacdo deve ser enquadrada nas

caracteristicas pretendidas.
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No que diz respeito as concentragdes de ibuprofeno testadas (Tabela 6), verifica-
se que estas tétm um forte impacto na estabilidade coloidal dos sistemas e nas suas
propriedades, ja que concentragdes superiores a 2% (m/v) de ibuprofeno impediram a
formacao de sistemas vesiculares caso a concentra¢do de AS fosse superior a 10% (m/m),
com obtencdo de formulagdes praticamente limpidas, que sugerem a formagdo de
sistemas micelares (Figura 16). Tais resultados sugerem que a presenga de ibuprofeno em
quantidades superiores, concomitantemente com quantidades elevadas de AS, provoca a
destabiliza¢ao dos sistemas transferossomais. Assim, considerou-se uma concentragao de
2% (m/v) de ibuprofeno de sodio para os estudos subsequentes.

Tendo em conta as diferencas de composi¢do das varias formulagdes, foi ainda
realizada uma analise macroscopica das formulagdes. Nesta andlise, cada formulacao foi
observada contra um fundo preto e verificou-se que as formulagdes 1, 5, 6, 7 ¢ 8 eram
mais turvas do que as restantes (Figura 16). Correlacionando estas diferencas com os
resultados apresentados na Tabela 6, verifica-se que as formulacdes de maior opacidade
sdo aquelas que apresentaram valores detetaveis de tamanho, PDI e PZ. Assim, € possivel
afirmar que as formulagdes com melhores propriedades fisico-quimicas apresentam um
aspeto visual tipico de formulacdes vesiculares, pelo que se pode concluir que a
composi¢ao das formulagdes tem um impacto direto na estabilidade vesicular e nas

propriedades macroscopicas das formulagdes desenvolvidas.

Figura 16. Aspeto macroscopico da Formulagao 1 (a esquerda) e da Formulagéo 2 (a direita).
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Um outro pardmetro critico para a otimizagdo de formulagdes transferossomais ¢
o tempo de sonicagdo utilizado durante a sua producao. Os ciclos de sonicacao devem ser
projetados de acordo com as propriedades fisico-quimicas pretendidas, nomeadamente o
tamanho e o PDI. Nesse contexto, com o objetivo de se estudar a influéncia do tempo de
sonicacao nestas propriedades foram realizados ciclos de sonicagdo com duragado variavel
(0-30 min), sendo as formulagdes caracterizadas em termos de tamanho e PDI ao fim de
cada periodo de sonicacao. Tal estudo foi realizado apenas considerando as formulagdes
1, 5 e 6, devido ao facto de apresentarem 2% (m/v) de ibuprofeno de sédio na sua
composi¢ao.

Através dos resultados obtidos (Figura 17), pode perceber-se que os primeiros
ciclos de sonicagdo (t=1 e t=5) proporcionam uma diminui¢ao consideravel do tamanho
dos transferossomas. Contudo, nao permitem reduzir de forma pronunciada os valores de
PDI. De facto, os resultados indicam que os tamanhos se mantém praticamente constantes
e a volta de 100 nm independentemente do tempo de sonicagdo (1-30 min). Por outro
lado, valores de PDI por volta de 0,2 foram apenas obtidos a partir dos 10 min de
sonica¢ao. Assim, de forma a obterem-se formulacoes transferossomais com tamanhos
por volta de 100 nm e com PDI por volta de 0,2, fard sentido considerar ciclos de

sonica¢ao de 10 a 20 min.
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Figura 17. Tamanho (painel superior) e PDI (painel inferior) das formulagdes 1, 5 e 6 em funcio
do tempo de sonicagao.

E ainda importante salientar que foram também realizados estudos preliminares
quanto a incorpora¢do de Tween® 80 e 4cido estearico como ativadores de superficie em
formulacgdes transferossomais. Na auséncia de ibuprofeno de sodio, foi possivel obter
formulagdes com propriedades fisico-quimicas interessantes com a incorporacao de
Tween®80:4cido estearico:lecitina de soja (10:5:85) (Figura 18). No entanto, a
incorporagdo adicional de ibuprofeno de sédio resultou quase sempre na destabilizagao
das formulagdes vesiculares, novamente com obtencao de dispersdes limpidas, tipicas de
sistemas micelares. Assim sendo, foi abandonada a hipdtese de incorporacao de acido

estearico nas formulacdes transferossomais.
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Figura 18. Tamanho (painel superior) e PDI (painel inferior) de transferossomas produzidos com 1% (m/v)
de lecitina de soja, (Tween®80:acido estearico):PC (10:5):85% (m/m) na auséncia de ibuprofeno de s6dio
em funcdo do tempo de sonicagao.
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16.0timizacao dos transferossomas

Tal como descrito anteriormente, a otimizacdo das formulacdes de
transferossomas teve por base uma estratégia de quality-by-design designada desenho
experimental do tipo Box-Behnken (BBD), onde se consideraram 15 séries com trés
fatores e trés respostas. De acordo com os fatores e respetivos niveis a testar, previamente
estabelecidos com base nos estudos preliminares e em dados provenientes da literatura
(Tabela 4), utilizou-se o software STATISTICA para se determinar as quinze
formulacdes a produzir em laboratorio, fazendo variar as variaveis independentes —
concentracdo de lipido (X)), razdo Tween® 80/Span® 80 (X2), tempo de sonicagio (X3) —
tal como se especifica na Tabela 7. (Pereira-Leite & Ventura, 2020)

Ap6s o processo de producdo, todas as formulagdes foram caracterizadas em
relacdo as variaveis dependentes pré-definidas — tamanho (Y1), PDI (Y2) e PZ (Y3) —e os
resultados obtidos para cada formulagdo encontram-se também descritos na Tabela 7.
Nesta etapa ¢ importante realgar que foi também determinada a EE e a CC para todas as
formulacdes, contudo, devido a problemas relacionados com o método inicialmente
escolhido para separar a fracao nao-encapsulada de ibuprofeno de sodio, ndo foi possivel
a obtencdo de valores fidedignos para a Cpr, pelo que estes valores ndo foram

considerados para o BBD.

Tabela 7. Composicdo das formulagdes transferossomais produzidas de acordo com as variaveis
independentes pré-estabelecidas e respetiva caracterizagdo das variaveis dependentes em estudo.

Formulacao

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

X Xs X3 Y Y, Y;
1 0,75 5:10 20 (128+1)  (0,15£0,02) (0.1+03)
2 0,50 5:10 15 (126+1)  (0,17£0,01)  (-0,1+0,2)
3 0,75 7,5:7,5 15 (125+1)  (0,17£0,01)  (0,0+0.3)
4 0,75 10:5 10 (121+4)  (0,17£0,02)  (-0,1+0,1)
5 0,50 7,5:7,5 10 (126+2)  (0,17£0,01)  (03+0.2)
6 1,00 5:10 15 (132+1)  (0,16£0,01) (0,1 =0,5)
7 0,50 7,5:7,5 20 (157+5)  (024+0,02) (-02+0,1)
8 0,75 7,5:7,5 15 (124£1)  (014£0,00) (0,002)
9 1,00 7,5:7,5 10 (134+2)  (0,16£0,02) (0,0+0.2)
10 0,50 10:5 15 (120+1)  (0,17£0,02)  (0,0+0.2)
1 0,75 7,5:7,5 15 87+7)  (0,15£0,02) (-02+0,1)
12 0,75 10:5 20 (108+4)  (0,17£0,01) (0,1 +0.2)
13 0,75 5,0:10 10 ©5+8)  (022+0,02)  (0,1+03)
14 1,00 7,5:7,5 20 (122+3)  (0,17£0,01)  (0,0£0.2)
15 1,00 10:5 15 47+3)  (025£003) (0,101
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Xi: concentragdo de lipido (% (m/v)), Xa: razdo Tween® 80/Span® 80 (% (m/m)), Xs: tempo de sonicagdo (min), Y;:
tamanho (nm), Y»: PDI, Y3: PZ (mV). Todos os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo (n=3).

Apo6s uma breve analise da tabela 7, € possivel perceber que os resultados médios
obtidos apresentam uma variagdo entre os 47 nm e 157 nm para o tamanho (Y1); 0,14 ¢
0,25 para o PDI (Y2) € -0,2 e 0,3 para o PZ (Y3). Assim, pode concluir-se que os niveis
atribuidos as variaveis independentes foram apropriados, uma vez que permitiram obter
resultados dentro dos critérios desejaveis definidos.

Considerando os valores de R? obtidos, foi selecionado o modelo matematico mais
adequado para correlacionar os resultados experimentais obtidos e os valores previstos
pelo software STATISTICA. Esta correlagdo foi melhor descrita pelo modelo de
interagdes bidirecionais (linear x quadratico), ja que se obtiveram valores de R? superiores
a 0,8 (0,895; 0,972; 0,905) para as trés variaveis dependentes analisadas (Y1, Y2, Y3,
respetivamente), com 95% de nivel de confianga. Em linha com o referido, ¢ efetivo
concluir que os efeitos promovidos pelos fatores nas respostas justificam a utilizagao de
um modelo ctbico para a modelacao dos dados experimentais que sao fundamentais para
prever a formulacdo desejavel.

Através de andlises de regressao baseadas no modelo de interagdes bidirecionais
(linear x quadratico), foram obtidos graficos de superficie de resposta, em trés dimensdes,
com o intuito de melhor demonstrar os efeitos da variacdo de dois fatores em cada
resposta (Figuras 19, 20 e 21). Nesse sentido, conforme as representagdes graficas
exibidas, ¢ possivel inferir que transferossomas menores sdao obtidos para uma razao de
Tween® 80/Span® 80 (X2) superior a 9:6 quando a concentragdo de lipido (Xi) se situa
no intervalo de 0,9-1,1 % (m/v) (Figura 19) e ainda para um tempo de sonicagdo (X3) de

cerca de 14 min quando a concentracao de lipido (X1) € de cerca de 0,8 % (m/v).
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Figura 19. Efeito da variacdo dos fatores — concentracio de lipido (X1), razdo Tween® 80/Span®
80 (X>) e tempo de sonicagdo (X3) — no tamanho dos transferossomas.

A proposito dos graficos de superficie de resposta correspondentes ao PDI (Figura
20), verifica-se que ¢ possivel obter valores de PDI inferiores a 0,23, exceto se forem
utilizadas razdes de Tween® 80/Span® 80 superiores a 10:5 concomitantemente com
concentragdes de lipido superiores a 1% (m/v). Por outro lado, os valores de PDI sao

superiores a 0,23 quando se utilizam tempos de sonicagdo superiores a 16 min e

concentragoes de lipido menores que 0,6% (m/v).
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Figura 20. Efeito da variagdo dos fatores — concentragdo de lipido (X)), razdo Tween® 80/Span®
80 (X>) e tempo de sonicagdo (X3) — no PDI dos transferossomas.

Relativamente ao PZ (Figura 21), verifica-se que os menores valores sao obtidos
com razdes de Tween® 80/Span® 80 menores que 5:10 na presenga de menos do que 0,5%
(m/v) de concentragao de lipidos. Por outro lado, tempos de sonicacdo entre os 20 e os 22

min quando a concentracdo de lipido assume valores proximos de 0,4% (m/v) também

permite reduzir ligeiramente o valor do potencial zeta.
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Figura 21. Efeito da variagdo dos fatores — concentragdo de lipido (X)), razdo Tween® 80/Span®
80 (X>) e tempo de sonicagdo (X3) — no potencial zeta dos transferossomas.
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Com base nas conclusdes retiradas a partir da analise de regressao efetuada e dos
gréficos de superficie de resposta, utilizou-se o software STATISTICA para o calculo dos
valores 6timos de cada fator necessarios para se obter a formulacao otimizada com os
critérios desejaveis pré-definidos, assim como para se obter uma previsao teoricas das
respostas a obter (Tabela 8). De modo a validar os valores tedricos previstos para cada
uma das respostas (Y1, Y2, Y3), foram produzidas e, posteriormente caracterizadas, trés
réplicas independentes da formulag¢do otimizada. Neste ponto € relevante mencionar que
foram determinados os parametros de EE e de CC para todas as réplicas produzidas, ainda

que estes nao tenham sido previstos pelo BBD (Tabela 8).

Tabela 8. Valores 6timos dos fatores (X, Xz, X3) necessarios ao desenvolvimento da formulagéo
otimizada e as suas respetivas respostas previstas teoricamente e obtidas experimentalmente.

Formulacio Valores Valores
Resposta 95% CI  +95% CI
otimizada teoricos experimentais
Y 129,5 115+2 34,2 2248
0,5: (8,75:6,25) :10
Y2 0,159 0,19+ 0,02 0,096 0,222
(X] ;Xz : X3)
Y3 0,330 0,1+04 -0,127 0,786
EE (%) - 12+4 - -
CC (%) - 51+15 - -

Xi: concentragdo de lipido (% (m/v)), Xa: razdo Tween® 80/Span® 80 (% (m/m)), Xs: tempo de sonicagdo (min), Y;:
tamanho (nm), Y,: PDI, Y3: PZ (mV); CI, intervalo de confianga; EE: eficiéncia de encapsulagéo (%), CC: Capacidade

de carga (%). Todos os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3).

Através dos valores experimentais obtidos (Tabela 8), pode concluir-se que o
desenho experimental ¢ valido para a otimizagdo das formulagdes em estudo, uma vez
que estes estdo em conformidade com os valores tedricos previstos pelo software. Para
além disso, ¢ relevante notar que a CC apresenta um valor bastante satisfatorio, apesar da
EE ter ficado abaixo das espectativas, quando comparada com os resultados obtidos por
outros autores. (Darusman et al., 2018; Irfan et al., 2012)

Na literatura existem alguns estudos quanto ao desenvolvimento de
transferossomas para veicular o ibuprofeno. Segundo um estudo publicado em 2012, as
melhores formulacdes apresentaram tamanhos de 962 nm e 2250 nm, com um PZ de -
16,1 e -17,5, respetivamente. (Irfan et al.,, 2012) Paralelamente a este estudo, foi

desenvolvido um outro em 2018, onde a formulacao de melhores caracteristicas exibiu
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um tamanho de 1254 nm, ndo havendo qualquer tipo de informagao para o PZ. (Darusman
etal., 2018)

Estabelecendo uma comparacdo entre os resultados obtidos neste estudo e os
resultados provenientes dos estudos referidos, € importante constatar que a formulagao
otimizada (Tabela 8) representa uma evidente evolu¢ao quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, com excecao do PZ. O tamanho de 129,5 nm e o PDI de 0,159 permitem
comprovar que a formulacdo desenvolvida neste estudo possui propriedades mais
vantajosas para a veiculacdo de ibuprofeno de sddio por via transdérmica, ja que apresenta
um tamanho 6timo para penetrar até zonas profundas da pele (reportado como tendo de
ser menor que 300 nm) (H. A. Benson, 2006; Vinod et al., 2012), com uma
homogeneidade de tamanho de vesiculas ideal.. Embora os resultados sejam promissores,
¢ importante referir que o PZ obtido (0,330 mV) ndo garante uma repulsao efetiva entre
as particulas, normalmente obtida para valores de PZ maiores do que |[30| mV (Uskokovi¢,
2012), pelo que a sua melhoria € necessaria para garantir a estabilidade coloidal da

formulagao.
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D. Conclusao
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D. Conclusao

A utilizacgao de sistemas de veiculagdo para administracao cutanea veio oferecer
uma solucao possivel para os problemas relacionados com a seguranga € o transporte de
compostos terapéuticos através da pele. Apesar das suas vantagens intrinsecas, existem
alguns desafios relacionados com a impermeabilidade da barreira cutinea e com as
propriedades do farmaco a administrar que impedem muitas vezes a implementacao
clinica de sistemas de veiculagdo para administracao cutanea. Cada vez mais tém sido
sugeridas novas estratégias para ultrapassar estes desafios, que consistem muitas vezes
na utilizagdo de nanossistemas para veicular compostos através da barreira cutanea,
enquanto se mantém as propriedades fisico-quimicas dos mesmos.

Nexte contexto, esta dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento e
otimizacdo de uma formulag¢do baseada num nanossistema transferossomal, com vista a
administracao transdérmica de ibuprofeno de sodio. Para isso, inicialmente foram
realizados estudos de pré-formulacao de forma a se obter a caraterizacao do ibuprofeno
de sédio, quanto a sua solubilidade e propriedades espectrofotométricas. De seguida,
realizaram-se estudos preliminares para se selecionarem os componentes (e respetivas
quantidades) a serem empregues no desenvolvimento da formulagao transferossomal. E,
por ultimo, recorreu-se a um desenho fatorial do tipo Box-Behnken (BBD) para se
otimizar as varias propriedades dos transferossomas (tamanho, PDI e PZ), através do
estudo inicial do impacto das variaveis independentes selecionadas (Xi, Xo, X3) nessas
mesmas propriedades.

A formulagao transferossomal otimizada neste trabalho apresentou tamanho (115
+ 2 nm) e PDI (0,19 £ 0,02) muito promissores para administracao transdérmica. Quanto
ao PZ (0,1 £ 0,4 mV), EE (12 £ 4%) e CC (51 + 15%) obtidos, h4 ainda alguma margem
para se melhorar a formulagdo, de forma a melhorar a estabilidade coloidal da formulac¢do
e eficiéncia de encapsulagdo do ibuprofeno de sodio. Ainda assim, os valores
experimentais obtidos estdo de acordo com as previsdes tedricas do BBD, pelo que a
abordagem de quality-by-design utilizada ¢ valida para a otimizacdo de transferossomas.
Para além disso, a formulacao desenvolvida neste trabalho foi um avango significativo
quanto a uma possivel administragdo transdérmica do ibuprofeno de sédio, ja que, até ao
momento, foram apenas descritas formulagdes transferossomais de ibuprofeno na escala

micrométrica, a qual inviabiliza a sua aplicacao transdérmica.
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Apesar dos avancos supracitados, ha ainda espago para melhorar o nanossistema
de veiculacdo desenvolvido. Assim, ¢ imperativo que as pesquisas futuras sejam
abrangentes e aprofundadas de modo a confirmar a potencialidade da formulacao
desenvolvida e garantir o beneficio da sua utilizagdo por via transdérmica, através, por
exemplo, de estudos de elasticidade dos transferossomas e de estudos in vitro de
permeacao cutanea. Seria também muito importante avaliar a seguranga da formulacao,
através de estudos in vitro de citotoxicidade, seguidos de estudos in vivo de

compatibilidade cutanea. Por ultimo, seria interessante comparar a performance da

formulacao desenvolvida em relagdo a formulagdes ja utilizadas na clinica atualmente.
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