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Desenvolvimento e otimizacdo de uma formulagao topica contendo 6mega 3

encapsulado em dispersdes coloidais lipidicas

Resumo

Das doencas de pele de cariz inflamatdrio e autoimune destaca-se a psoriase, que afeta
cerca de 2% da populacao mundial. Esta € uma doenca cronica inflamatéria que se manifesta
principalmente nas zonas de friccao (e.g. joelhos, cotovelos, umbigo e regido lombar) sob a forma
de placas escamosas eritematosas tipicas e papulas, podendo ser pruriginosas ou até mesmo
dolorosas. O principal objetivo da terapéutica € melhorar a qualidade de vida dos doentes. No
entanto, as terapias convencionais usadas para o tratamento da psoriase apresentam uma série
de limitacoes clinicas, tornando-se um desafio a procura de novas estratégias para veiculacao de
farmacos e/ou compostos bioativos com o intuito de aumentar a eficacia terapéutica e reduzir as
reacOes adversas.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar uma formulacéo topica contendo
omega 3 encapsulado em nanossistemas lipidicos (nanoparticulas lipidicas e lipossomas) para a
psoriase. Utilizou-se um farmaco anti-inflamatério, o resveratrol, o qual foi encapsulado apenas
nos lipossomas. Os vetores lipidicos nanoestruturados e os lipossomas foram desenvolvidos
recorrendo as técnicas da ultra-sonicacéo e da hidratacdo do filme lipidico, respetivamente. Apds
o seu desenvolvimento, as formulacdes foram caracterizadas quanto a estabilidade e a estabilidade
acelerada, o que permitiu selecionar aquelas que seriam mais promissoras. De seguida, foram
entdo realizados ensaios para prever a performance terapéutica e para avaliar o efeito anti-
inflamatdrio do resveratrol. Posteriormente, as formulacdes selecionadas foram incorporadas
numa base semissolida e sujeitas a ensaios de reologia, oclusividade e permeacao.

A caracterizacdo das formulacdes desenvolvidas permitiu verificar que nanossistemas
lipidicos foram estaveis a longo prazo e mostraram ser aptos para a aplicacao topica cutanea. Os
ensaios de performance terapéutica destacaram propriedades terapéuticas relevantes para o
tratamento da psoriase (e.g. caracteristicas anti-inflamatérias, por inibicdo da COX-1 e da producéo
de NO e capacidades antioxidantes). De forma a permitir uma melhor aplicabilidade topica, as
formulacdes foram incorporadas numa base semissdlida (hidrogel), que apresentou um

comportamento pseudoplastico, favoravel para a admistracao pretendida.

Palavras-Chave: Psoriase; omega 3; resveratrol; lipossomas; vetores lipidicos nanoestruturados;

base semissolida
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Development and optimization of a topical formulation containing omega 3
encapsulated in lipid colloidal dispersions

Abstract

From inflammatory and autoimmune skin diseases psoriasis stands out with an incidence
of 2% of the world's population. This is a chronic inflammatory disease that manifests itself mainly
in areas of friction (e.g., knees, elbows, navel and lower back) in the form of typical erythematous
squamous plaques and papules, which may be pruritic or even painful. The main goal of therapy
is to improve the life quality of patients. However, the conventional therapies used for the treatment
of psoriasis have a series of clinical limitations, therefore the research for new strategies relatively
to drugs delivery mechanisms and/or bioactive compounds that increase the therapeutic efficacy
and reduce the adverse effects is important.

The objective of this work was to develop and optimize a topical formulation containing
omega 3 encapsulated in lipid nanosystems (lipid nanoparticles and liposomes) for psoriasis.
Moreover, an anti-inflammatory drug, resveratrol, encapsulated only in liposomes was used.
Ultrasound and hydration of the lipid film techniques were used to develop our nanostructured lipid
vectors and liposomes, respectively. After their development, the formulations were characterized
for stability and accelerated stability, to select the ones that would be more promising.
Subsequently, trials were performed to predict therapeutic performance and to evaluate the anti-
inflammatory effect of resveratrol. Finally, the selected formulations were incorporated into a semi-
solid base and subjected to rheology, occlusion and permeation assays.

The characterization of the developed formulations allowed to prove that lipid nanosystems
were stable in the long term and showed to be appropriate for the topical cutaneous application.
Therapeutic performance trials have highlighted therapeutic properties relevant to the psoriasis
treatment (e.g. anti-inflammatory features, COX-1 inhibition and NO production and antioxidant
capabilities). In order to allow better topical applicability, the formulations were incorporated into a
semi-solid base (hydrogel), which exhibited a pseudoplastic behaviour, favourable for the

intentional administration.

Key words: Psoriasis; omega 3; resveratrol; liposomes; nanostructured lipid vectors; semi-solid

base.
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Capiftulo 1

Introducéao






Diversos estudos realizados ao longo dos ultimos anos comprovam que compostos
bioativos, como o resveratrol ou 6leos de peixe ricos em acidos gordos dmega 3, apresentam
efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores, o0 que justifica 0 seu uso em doencas de cariz
inflamatdrio e/ou imunolégico, como é o caso da psoriase, que afeta de diversas formas a
qualidade de vida dos doentes [1-3].

Os nanossistemas lipidicos, como as nanoparticulas lipidicas ou os lipossomas, tém sido
investigados para possiveis aplicacdes terapéuticas em patologias da pele, com o intuito de
melhorar a eficacia terapéutica das substancias que veiculam. Das inumeras vantagens que estes
nanossistemas apresentam é de destacar [4-6]: (i) a possibilidade de controlar a libertacdo dos
compostos bioativos; (i) a protecdo que os nanossistemas conferem aos agentes ativos
encapsulados, que ficardo menos sujeitos a degradacado oxidativa e a acdo de outros agentes
externos (e.g. luz) e internos (e.g. pH) aumentando a sua estabilidade; (iii) a melhoria da
penetracao cutanea, propriedade que tem sido atribuida aos nanossistemas lipidicos pela sua
capacidade de ultrapassar as barreiras do estrato cérneo; (iv) a melhoria de caracteristicas
galénicas da formulacdo, com a possibilidade de, por exemplo, atenuar odores desagradaveis dos
oleos de peixe; (v) a diminuicao da irritacdo cutanea por evitarem que os componentes bioativos
estejam em contacto direto com a pele; (vi) a possibilidade de melhoria da hidratacdo cutéanea,
quer por um possivel efeito oclusivo, quer pela reposicdo do filme hidrolipidico em consequéncia
da composicao lipidica dos nanossistemas.

No entanto, apesar de todas as vantagens enumeradas, as dispersdes de nanossistemas
lipidicos apresentam uma viscosidade reduzida, o que constitui uma das limitacées para a
aplicacao direta destas formulacdes ao nivel tépico. Por este motivo, e para melhorar a estabilidade
e as propriedades reoldgicas, varios autores tém incorporado estas formulacées em bases
semissolidas classicas, como os cremes ou hidroggis [7-10].

Pelo exposto, o principal objetivo deste trabalho de investigacdo consistiu no
desenvolvimento e otimizacado de uma formulacao tdpica contendo dleos de peixe ricos em dmega
3 e resveratrol. Pretende-se a encapsulacao destes bioativos em nanossistemas lipidicos e a sua
incorporacao num hidrogel para possivel aplicacdo em lesdes cutaneas psoriaticas ou
inflamatdrias. Para alcancar este objetivo, foi necessario delinear objetivos mais especificos que
conduzissem a um desenvolvimento racional da formulacdo. Estes objetivos especificos

encontram-se reunidos em trés etapas do desenvolvimento da formulacao:



1) Estudos de pré-formulacéo: avaliacéo /in silico das caracteristicas fisico-quimicas
do resveratrol e descritores moleculares relevantes, bem como a avaliacao da solubilidade lipidica
do resveratrol;

2) Estudos de formulacao: desenvolvimento e caracterizacédo fisica de dispersdes
aquosas de vetores lipidicos nanoestruturados (NLC, do inglés, Nanostructure Lipid Carriers)
contendo acidos gordos dmega-3 ou lipossomas contendo acidos gordos démega-3 e resveratrol;
avaliacao da estabilidade dos nanossistemas lipidicos; incorporacdo numa base semissolida e
avaliacdo das caracteristicas reolégicas da formulacao final;

3) Estudos de desempenho terapéutico: avaliacao dos perfis cinéticos de libertacao;
avaliacdo da permeacao cutanea e avaliacao do efeito anti-inflamatorio.

Esta dissertacdo encontra-se organizada em 5 capitulos. Neste primeiro capitulo de
introducado sdo apresentadas as motivacdes para a realizacdo e desenvolvimento da presente
dissertacdo, bem como os seus objetivos e a organizacao da mesma.

O capitulo 2 tem como objetivo contextualizar todo o trabalho desenvolvido e para tal, é
feita uma revisdo da literatura acerca das doencas de pele com cariz inflamatorio, dando-se
particular énfase a psoriase, e os tipos de tratamentos existentes para esta doenca. Adicionalmente
¢ apresentada uma revisdo sobre os acidos gordos démega 3, sobre o composto bioativo resveratrol
e ainda sobre os nanossistemas lipidicos para veiculacao.

No capitulo 3 sdo descritos os materiais e 0s métodos utilizados ao longo do trabalho
experimental.

No capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos procedimentos
experimentais, bem como a discussao dos mesmos.

Por ultimo, no capitulo 5 sdo apresentadas as principais conclusdes retiradas do trabalho

desenvolvido e sao feitas ainda consideracdes sobre as perspetivas futuras.



Capftulo 2

Estado da Arte






2.1. Doencas de pele com cariz inflamatdrio e autoimune: Psoriase

As doencas autoimunes caracterizam-se por um funcionamento andmalo do sistema
imunitario, que considera os proprios tecidos do organismo como elementos estranhos,
estimulando a producao de autoanticorpos ou células imunoldgicas. Esta resposta iniciada sem
um elemento agressor externo ao organismo é denominada reacao autoimune e resulta em danos
teciduais que, quando se tornam cronicos, se designam por doenca autoimune. Desta forma, as
reacOes autoimunes podem afetar diversas partes do corpo, como o coracao, cérebro, nervos,
musculos, pele, olhos, articulacdes, pulmdes, rins, glandulas, trato digestivo e vasos sanguineos,
manifestando-se classicamente pelo aparecimento de um processo inflamatorio [11]. As doencas
cutaneas do tipo autoimune podem manifestar-se clinicamente pelo aparecimento de diferentes
lesdes na pele, como por exemplo erupcdes cutaneas, papulas, vesiculas, alteracdo da cor e
erosdes nas mucosas. Sao exemplos deste tipo de doencas, a dermatomiosite, a psoriase, o vitiligo
e o lupus eritematoso cutaneo [11, 12].

Dermatologicamente, as doencas inflamatorias sao as que mais afetam a pele, podendo
apresentar uma evolucdo aguda, subaguda ou crdnica, manifestando-se através de erupcoes
cutaneas, lesdes pruriginosas ou vermelhiddo na pele [13]. A inflamacao aguda é a que provoca
danos menores nos tecidos, uma vez que resulta da exposicao a radiacado ultravioleta (UV), da
exposicao a alérgenos ou do contacto com produtos quimicos irritantes (e.g. sabonetes, corantes
capilares). Este tipo de inflamac&do pode ser tratado entre uma a duas semanas ou, por vezes, €
autoresolutiva sem ser necessario recorrer a uma intervencédo terapéutica. Por outro lado, as
inflamacdes crdénicas podem ser bastante duradouras e podem levar a destruicdo de porcoes
significativas dos tecidos da pele, pois decorrem de uma resposta inflamatéria por parte das
células imunologicas. Este tipo de doenca tem, geralmente, um grande impacto negativo na
qualidade de vida das pessoas decorrente da sintomatologia caracteristica. A psoriase, o eczema,
a dermatite seborreica, a neurodermatite, a miliaria, sdo exemplos de doencas inflamatdrias da
pele [13, 14].

A patogénese da psoriase &€ um processo bastante complexo, uma vez que se trata
simultaneamente de uma doenca autoimune e inflamatéria cronica [15]. Na Figura 1 esta

representado o resumo da fisiopatologia da doenca [16].
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Figura 1 - Mecanismos de desenvolvimento da psoriase. Estratificacdo da epiderme saudavel (esquerda) e da
epiderme psoriatica (direita). Na parte central da imagem encontra-se a via patoldgica: células residentes da pele,
resultantes da desregulacao do sistema imunolégico, libertam LL-37 que se acopla ao DNA e, assim, ativam células
dendriticas plasmocitdides (Pdc) que, por sua vez, ativam as células dendriticas dérmicas (Ddc) através da libertacao
do IFN-y. Nos ganglios linfaticos, as células dendriticas (Dc) ativam os linfocitos T (células T). Estas libertam IL-12 e
IL-23, que ativam as células T auxiliares (Thl e Thl7, respetivamente). Estas células Th, uma vez na corrente
sanguinea, libertam IFN-y, IL-17 e IL-22, que ativam a modificacao e proliferacéo de queratindcitos, resultando numa
epiderme mais espessa (tipica da psoriase). A¢do da terapia convencional (rosa) e de compostos bioativos com

propriedades anti-inflamatorias (verde). Adaptado de [16].

Durante as fases ativas da doenca, a qual se manifesta pela ocorréncia de lesdes

psoriaticas, ocorre uma desregulacao do sistema imunitario, com consequente producao de



autoantigénios especificos, tais como o péptido antimicrobiano LL-37, também designado por
catelicidina, produzido pelos queratindcitos e a ADAMTS 5 (do inglés, A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin MotifS-like-5) produzida pelos melandcitos. Estes
autoantigénios acoplam-se ao DNA e ativam as células dendriticas cutaneas através da libertacao
do interferao gama (IFN-y). Nos ganglios linfaticos, as células dendriticas ativam os linfocitos T,
que, por sua vez, libertam interleucinas (IL), IL-12 e IL-23, que ativam as células T auxiliares (Th,
do inglés, T helpers). Estas células Th, uma vez na corrente sanguinea, libertam IFN-y, IL-17 e IL-
22, que ativam a modificacao e proliferacao de queratinocitos, resultando: (i) num aumento da
expressao da queratina 16 (K16); (ii) num aumento da espessura da epiderme nas células acima
da camada basal; (iii) numa reducdo da diferenciacdo terminal dos queratinocitos; e (iv) na
infiltracao de linfocitos T na epiderme e na derme das lesdes. As IL e os péptidos antimicrobianos
ativam ainda os macréfagos presentes na camada basal da epiderme levando a producao de
fatores pro-inflamatorios, tais como o fator de necrose tumoral (TNF-a, do inglés, 7umor Necrosis
Factor), e as interleucinas IL-6 e IL-1[3 [12].

Em suma, através do mecanismo fisiopatolégico descrito, é possivel constatar que a
psoriase € imunomediada por células da pele (células T ativas) que provocam uma
hiperproliferacao de queratinocitos cutaneos e a componente inflamatoria deve-se a infiltracao de
macrofagos e a respostas vasculares. Consequentemente, esta doenca ao nivel da sintomatologia
manifesta-se principalmente por lesdes ao nivel cutaneo, podendo apresentar manifestacoes
sistémicas. Normalmente, o diagnostico da psoriase € clinico e feito com base na observacéo de
placas escamosas (devido a proliferacao dos queratindcitos) e eritematosas (devido ao processo
inflamatdrio) tipicas e papulas, que podem ser pruriginosas ou até mesmo dolorosas [17]. Estes
sintomas sao diagnosticados com mais frequéncia ao nivel das zonas de friccao (Figura 2),
nomeadamente nos joelhos, cotovelos, umbigo e regiao lombar, embora possam aparecer em

qualquer regiao do corpo, como no couro cabeludo, nas unhas e nas mucosas [18].



Couro Cabeludo

Face

Figura 2 - Esquematizacéo das zonas mais afetadas num doente com psoriase (a) e 0 aspeto de uma placa psoriatica

(b).

A psoriase afeta 125 milhdes de pessoas em todo mundo e em Portugal mais de 200 mil
sofrem desta patologia, sendo uma doenca muito debilitante que merece uma atencdo global,
dado o seu elevado impacto [19]. O impacto desta patologia na qualidade de vida dos doentes é
comparavel a outras doencas cronicas, como o cancro, e pode manifestar-se sobre a forma de
perturbacdes psicologicas, tais como baixa autoestima, disfuncdo sexual, ansiedade e depresséo,
que podem conduzir, em casos mais graves, ao suicidio [19]. Para além do impacto na saude, a
psoriase tem um peso economico substancial, estando na origem de um elevado absentismo
laboral e de gastos anuais com os cuidados de saude, que equivalem ao dobro dos gastos em
cuidados de saude com a populacao em geral [19].

Apesar de a etiologia da psoriase nao ser completamente conhecida, esta parece ser
multifatorial, envolvendo uma interacdo complexa de fatores genéticos, bioquimicos, imunologicos
e ambientais [17, 18, 20, 21]. Entre os fatores de risco que podem desencadear esta doenca

incluem-se o tabagismo, o stress, a obesidade, o consumo de alcool e de alguns medicamentos
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[21]. Para além de condicionarem o inicio da doenca, fatores como a predisposicao genética € a
presenca de infecao, lesao e irritacao cutanea influenciam e condicionam o seu grau de gravidade

[22, 23].

2.2. Estratégias terapéuticas para a psoriase

A terapéutica da psoriase tem como objetivo tratar as lesdes da pele, unhas e,
possivelmente, das articulacdes, sendo que o principal objetivo € melhorar a qualidade de vida do
doente. No entanto, é necessario ter em conta os possiveis beneficios e/ou desvantagens das
terapias para que estas sejam direcionadas e individualizadas para cada doente [17].

Tradicionalmente, a gravidade da psoriase tem sido avaliada pela medida objetiva da
extensdo da superficie corporal afetada e pela eficiéncia e viabilidade da terapia topica. Desta
forma, esta doenca cutanea pode ser classificada como sendo leve/moderada ou grave. Para a
psoriase leve/moderada, em que menos de 10% da superficie corporal apresenta lesdes,
geralmente a terapia topica ¢é suficiente. Por outro lado, para a psoriase considerada grave, na
qual 10% ou mais da superficie corporal apresenta lesdes, o recurso a outras terapéuticas, como
por exemplo a fototerapia com radiacdo ultravioleta B, a fotoquimioterapia (psoraleno oral e
radiacdo ultravioleta A), a terapia sistémica (ciclosporina, metotrexato, acitretina) e, mais

recentemente, a terapia biologica, serdo as opcdes mais eficazes [15, 17, 24, 25].

2.2.1. Tratamentos classicos
Terapia topica

Como referido anteriormente, a terapia topica ¢ a mais indicada para os doentes que
apresentam lesdes cutdneas mais localizadas, por exemplo nos cotovelos e joelhos. Esta terapia
pode ser conjugada com outro regime terapéutico, uma vez que os doentes tratados com
fototerapia, por exemplo, podem apresentar lesdes residuais que necessitem da aplicacdo de
formas farmacéuticas topicas [26].

Atualmente, alguns dos tratamentos topicos mais antigos ainda séo usados no tratamento
da psoriase. O alcatrdo da hulha é um dos exemplos, no entanto a sua aplicacdo torna-se
desagradavel para o doente devido, principalmente, ao odor e a irritacdo que provoca no local da

lesdo [26].
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Os tratamentos topicos da psoriase incluem ainda a aplicacdo de diferentes formas
farmacéuticas (pomadas, locoes, cremes e géis) e diferentes compostos ativos com propriedades
diversas (e.g., emolientes, agentes queratoliticos, analogos da vitamina D, retinoides), no entanto,
as formulacdes contendo corticosteroides topicos ou dermocorticosteroides continuam a ser
preferencialmente prescritas. [16].

Os dermocorticosteroides, disponiveis nas formas farmacéuticas cremes e locoes, sdo
usados para todos os graus de psoriase, contudo, nos casos mais graves a sua utilizacao deve ser
complementada com outras estratégias, como por exemplo a terapia sistémica. A sua eficacia
pode ser atribuida a multiplos mecanismos de acao, incluindo aos seus efeitos anti-inflamatoérios,
imunossupressores e acao anti-proliferativa sobre os queratinécitos [16]. Apesar da indicacao,
estes farmacos ndo sdo recomendados para tratamentos terapéuticos longos (duracdo maxima de
um més de tratamento), podendo causar alguns efeitos adversos, como por exemplo infecdo e
atrofia cutanea, desenvolvimento de estrias, rosacea esteroide, dermatite perioral e supressao do
eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA, do inglés Aypothalamic-pituitary-adrenal). Outra
desvantagem do uso de dermocorticosteroides € que, apds uma reducao da continuidade ou uma
interrupcao abrupta do tratamento, pode ocorrer uma recorréncia dos sintomas, podendo ser, por
vezes, mais agressivos do que os sintomas antes do inicio do tratamento [15, 16, 26, 27].

0 segundo grupo de compostos ativos mais utilizados para o tratamento da psoriase sao
0s que contém analogos da vitamina D. Comparativamente com os dermocorticosteroides, os
analogos da vitamina D podem ser usados continuamente sem causarem efeitos adversos graves,
sendo que o efeito colateral mais comum destes analogos ¢é a irritacdo cutanea. Geralmente, estes
compostos sdo veiculados em pomadas e cremes [26, 28].

Por ultimo, o tazaroteno é um retinoide tdpico, disponivel nas formas farmacéuticas gel e
creme. Os retinoides topicos sdo capazes de reverter alguma da atrofia cutanea causada pelos
dermocorticosteroides, podendo, por isso, ser prescritos em associacdo a estes. Apresentam

também desvantagens, como a irritacdo local da pele [26].

Fototerapia com radiacao ultravioleta B

O recurso a fototerapia para o tratamento de doencas de pele, como a psoriase, é eficaz
e seguro, e pode ainda ser menos dispendiosa do que outros tratamentos [29, 30]. No entanto,
para que seja 0 mais eficaz possivel, € necessario que o tratamento seja efetuado pelo menos trés

vezes por semana e recomendado antes da administracdo de agentes sistémicos [26, 30].
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Os comprimentos de onda da radiacdo mais eficientes para esta terapia encontram-se
numa faixa muito estreita do espetro ultravioleta: dos 311 nm aos 316 nm. Atendendo a este
aspeto, desenvolveu-se a fototerapia UVB de banda estreita (NB-UVB, do inglés, narrowband UVB),
que tem provado ser mais benéfica do que a fototerapia UVB de banda larga (BB-UVB, do inglés,

broad-band UVB) [26].

Fotoquimioterapia

A fotoquimioterapia baseia-se na combinacao de uma molécula de psoraleno (P), que
pertence um grupo de compostos derivados de plantas que tornam a pele mais sensivel a luz, e
da radiacao ultravioleta A (UVA), sendo abreviadamente designada por PUVA (Psoraleno+UVA).
Esta terapia é particularmente util como agente de segunda linha quando a medicacao tépica ou
a fototerapia com radiacdo UVB nao alcancam os resultados terapéuticos pretendidos. Uma vez
que nao afeta o sistema imunologico, a fotoquimioterapia, pode ser também uma alternativa para
alguns tratamentos orais e sistémicos causadores de supressao imunoldgica [31, 32].

Geralmente, os efeitos colaterais da PUVA sao menores do que os de outros tipos de
fototerapia, sendo os mais comuns: hiperpigmentacdo e vermelhidao cutaneas, pele seca e
prurido. A longo prazo, os riscos da utilizacao desta terapia podem ser o fotoenvelhecimento e o

cancro de pele [33].

Terapia sistémica

Os principais tratamentos sistémicos para a psoriase incluem: metotrexato, acitretina e
ciclosporina [26].

0O mecanismo de acdo do metotrexato ainda nao é totalmente conhecido, contudo
pressupde-se que atue primeiramente como um imunossupressor. Deste modo, a terapia com
metotrexato deve ser ajustada para cada doente, a fim de controlar os sintomas da psoriase com
a menor dose possivel e, assim, minimizar a toxicidade do farmaco. Os efeitos colaterais mais
comuns desta terapia incluem nauseas, anorexia, estomatite e fadiga, que ocorrem com mais
frequéncia no momento da administracao do metotrexato. Dada a toxicidade potencialmente grave
associada ao metotrexato e a necessidade de uma monitorizacdo regular, os beneficios e riscos
desta terapia para a psoriase devem ser cuidadosamente avaliados para cada doente [24, 34].

A acitretina é considerada um retinoide sistémico, podendo apresentar uma eficacia

reduzida, quando utilizada como monoterapia. Como tal, é frequentemente usada em associacao
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com outras terapias, como por exemplo a fototerapia com radiacédo UVB ou fotoquimioterapia, com
0 objetivo de aumentar a eficacia no tratamento da psoriase e de a minimizar a toxicidade. Os
efeitos colaterais mais comuns séo os efeitos mucocutaneos, como por exemplo infecdes labiais
e queda de cabelo, que sdo dose-dependentes [35].

A ciclosporina é um agente sistémico imunossupressor, altamente eficaz e de acao rapida
no tratamento da psoriase. Este agente ¢é indicado em tratamentos de curta duracao de forma a
minimizar a sua toxicidade. No entanto, estdo descritos efeitos tdxicos associados a esta terapia
como a nefrotoxicidade e a hipertensao, sendo a toxicidade renal a que provoca maior preocupacao
para os doentes com psoriase. Em geral, a incidéncia e a gravidade dos efeitos adversos parecem
estar relacionadas com a dose cumulativa e com a duracao do tratamento com ciclosporina. De
acordo com estas consideracdes, a terapia com ciclosporina deve ser cuidadosamente adaptada

para cada doente [24, 34].

Terapia bioldgica

A terapia biologica € uma estratégia bem estabelecida no tratamento da psoriase e é
projetada para bloquear alvos moleculares especificos que intervém na patogénese desta doenca,
usando agentes biologicos. Estes agentes sao, geralmente, anticorpos ou proteinas de fusao que
tém como alvo marcadores especificos que estdo envolvidos na ativacdo e/ou proliferacdo das
células T responsaveis pelas lesdes psoriaticas. Este tipo de tratamento é efetuado em duas fases:
a fase da inducao, que pode durar entre 16 a 24 semanas (tempo que 0s agentes biolégicos levam
para estabilizarem a sua eficacia) e a fase da manutencao, que ¢ iniciada quando a inducéo esta
completa [16, 36, 37].

Como referido anteriormente, as I1L-23 e IL-17 sdo importantes no desencadeamento da
patogénese da psoriase. Deste modo, os agentes biologicos anti-IL-17 e anti-IL-12/23 parecem ser
particularmente eficazes nesta doenca. Em doentes com psoriase, os niveis de Th17, IL-17, IL-23,
IL-22 e IL-23 sao superiores comparando com individuos saudaveis. Assim, o blogueio da ativacdo
de células T patogénicas, permite reverter lesdes clinicas e histopatologicas da psoriase, incluindo
a expressao anormal da K16 e o excesso de infiltracdes de células T. Deste modo, apos o
tratamento das lesdes psoriaticas, a pele adquire o fendtipo tecidual e a sua funcao normal.
Contudo, a pele ¢ um drgao imunologico com células T residentes e, por esta razdo, nem todas

as células T sao excluidas da pele através do tratamento bioldgico da psoriase [16].
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O elevado custo, a oferta de tratamento insuficiente, a incerteza de seguranca a longo
prazo, a perda de eficacia ao longo do tempo e 0 aumento de risco de infecdes, sao algumas das
limitacOes apresentadas pela terapia biologica. Adicionalmente, existe ainda uma preocupacao da
utilizacdo de agentes bioldgicos durante a gravidez. A combinacdo destes agentes com os
tratamentos convencionais pode ter especial interesse na melhoria da eficacia, na limitacdo da

toxicidade e na reducao do custo da terapia [37-39].

2.2.2. Tratamentos inovadores baseados em sistemas de entrega de

farmacos

Atualmente, os avancos nas formulacdes para o tratamento da psoriase permitem
considerar diferentes estratégias de micro/nanoencapsulacdo de farmacos e/ou compostos
bioativos para administracao de acordo com as necessidades terapéuticas. Estas novas estratégias
possibilitam uma melhor distribuicdo do farmaco/bioativo na pele, uma vez que sdo projetadas
para apresentarem caracteristicas especificas de libertacao e absorcao através do estrato cérneo
sem danificarem as funcdes desta barreira cutanea, e para melhorarem a permeacao epidérmica,
dérmica e/ou transdérmica de fadrmacos ou compostos bioativos ja conhecidos [16, 25].

A micro/nanoencapsulacdo consiste na incorporacdo de farmacos e/ou compostos
bioativos em sistemas de entrega com dimensbes micro/nanométricas, que podem ser compostos
por diferentes materiais (e.g. polimeros, lipidos e polissacarideos). A utilizacdo de
micro/nanossistemas para o tratamento de lesdes psoriaticas proporciona algumas vantagens,
como [16]: protecdo dos farmacos e/ou compostos bioativos contra a degradacado (e.g. por
oxidacao); melhoria do direcionamento dos farmacos e/ou compostos bioativos para as camadas
da pele; alteracdo no perfil de libertacdo dos farmacos e/ou compostos bioativos; melhoria da
adesdo do doente a abordagens terapéuticas de administracdo nao invasiva, especialmente se for
um caso de patologia crénica e reducdo do risco de efeitos colaterais, melhorando a relacéo
risco/beneficio da terapia.

S&o diversos 0s micro/nanossistemas desenvolvidos para a veiculacado de farmacos e/ou
compostos bioativos para o tratamento de patologias da pele, apresentando-se alguns exemplos
nas tabelas 1 e 2 das seccdes 2.4.1 e 2.4.2, respetivamente. O foco desta dissertacdo sao os
nanossistemas lipidicos, em especial os lipossomas e as nanoparticulas lipidicas, nas quais se

incluem as nanoparticulas lipidicas solidas (SLN, do inglés, Solid Lipid Nanoparticles) e os NLC
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(NLC, do inglés, Nanostructure Lipid Carriers). Os nanossistemas lipidicos sdo abordados com

mais detalhe na seccao 2.4.

2.3. Papel dos nutracéuticos na terapéutica

Apresentado pela primeira vez, em 1989, por Stephen DeFelice, fundador da Fundacao
para a Inovacao em Medicina, o termo “nutracéutico” surge da juncao das palavras “nutricao” e
“farmacéutico”. DeFelice definiu nutracéutico como sendo um alimento, ou parte de um alimento,
que apresenta beneficios para a saude, incluindo na prevencdo e no tratamento de doencas [40].
Depois desta primeira definicdo, tém sido propostas muitas outras definicdbes para os
nutracéuticos. Desde definicdes que os classificam como produtos produzidos a partir de
alimentos, que se apresentam numa forma farmacéutica (e.g. capsulas, comprimidos ou solucdes)
[41] a definicdes que os consideram suplementos alimentares que contém a forma concentrada
de um composto bioativo derivado de um alimento, utilizado com a finalidade de melhorar a satde
e em doses que excedem as que poderiam ser obtidas numa dieta normal [42]. A Food Directorate
of Health Canada definiu-os ainda como produtos alimentares isolados ou purificados, geralmente
vendidos sob a forma de produtos farmacéuticos ndo associados com alimentos, e que devem ter
beneficios fisioldgicos comprovados ou fornecer protecdo contra doencas cronicas [43].

Em suma, os nutracéuticos podem incluir desde nutrientes isolados, suplementos
dietéticos e substancias que ocorrem naturalmente, a produtos processados, como cereais, sopas
e bebidas [44]. Embora possam existir muitas propostas para a definicdo de nutracéuticos, existem
duas caracteristicas importantes para que se possa considerar determinado produto um
nutracéutico: contribuicao na prevencao e/ou tratamento de uma determinada doenca e reducao
do aparecimento de doencas cronicas.

Neste trabalho foram usados dois nutracéuticos, éleos de peixe ricos em acidos gordos
omega 3 e resveratrol, que apresentam propriedades benéficas para a saude e que, usados como
bioativos nas formulacdes desenvolvidas, poderado contribuir para a prevencdo e/ou tratamento

das lesdes psoriaticas.
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2.3.1. Papel dos acidos gordos dmega 3 no processo inflamatorio, no sistema

imunitario e a sua a¢ao na psoriase

Os acidos gordos representam um amplo grupo de compostos organicos formados por
cadeias de hidrocarbonetos, podendo conter entre 2 a 40 atomos de carbono e que podem ser
classificados quanto ao grau de insaturacao (e.g. presenca de ligacdes duplas) em: (i) saturados,
se nao contém ligacdes duplas entres os pares de atomos de carbono adjacentes; (ii)
monoinsaturados (MUFA, do inglés MonoUnsaturated Fatty Acia) se apenas contém uma ligacdo
dupla na cadeia hidrocarbonada e (iii) polinsaturados (PUFA, do inglés Polinsaturated Fatty Acid)
se contém mais do que uma ligacdo dupla na cadeia hidrocarbonada. Os acidos gordos sdo
nutrientes que existem nos alimentos sob a forma de triglicerideos e que devem constar numa
dieta saudavel ja que apresentam diversas funcdes fundamentais no metabolismo: tém um papel
essencial no armazenamento e transporte de energia; sdo os constituintes principais de todas as
membranas celulares; tém um papel importante como reguladores de genes e, tal como outras
gorduras, tém funcdes de isolamento térmico e protecdo mecéanica [45, 46]. De entre os acidos
gordos, os PUFA sdo os que possuem um papel mais relevante na promocao da saude. Estes
podem ser subdivididos em trés familias, classificadas de acordo com o acido gordo que as
constitui, que difere na posicado da primeira ligacdo dupla relativamente ao grupo metilo terminal

do &cido gordo [45, 47]:

(i) PUFA n-3 (também designada por émega 3) e que corresponde ao acido o-
linolénico (ALA, do inglés, Alpha Linolenic Acia);
(if) PUFA n-6 (também designada por dmega 6) e que corresponde ao acido linoleico
(LA, do inglés Linolenic Acia);
(ifi) PUFA n-9 (também designad por émega 9) e que corresponde ao acido oleico
(OA, do inglés Olenic Acia).
Estes acidos gordos sao designados acidos gordos essenciais, uma vez que 0 organismo nao o0s
consegue sintetizar, sendo por isso obtidos através da dieta. Os acidos gordos émega 3 sao obtidos
através do consumo de peixes, como o salmdo, o atum, de alguns frutos do mar (algas) e ainda
de plantas e ¢leos de nozes [48]. Os acidos gordos émega 6 sdo obtidos através do consumo da
maioria dos graos e sementes, tais como o milho, o cartamo, o girassol e o algodao, assim como
através do consumo de 6leos vegetais [49]. Finalmente, os acidos gordos 6mega 9 estao presentes

nos frutos secos (nozes, avelds, améndoas), azeite e na péra abacate [50].
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A partir destes acidos gordos essenciais sao sintetizados os acidos gordos polinsaturados
de cadeia longa (LCPUFA, do inglés Long Chain PoliUnsaturated Fatty Acid), que incluem o acido
eicosapentaendico (EPA, do inglés Eicosapentaenoic Acid), o acido docosahexaenoico (DHA, do
inglés Docosahexaenoic Acid) e o acido docosapentaendico (DPA, do inglés Docosapentaenoic
Acid), conforme representado no esquema da Figura 3.

Apesar de, teoricamente, os humanos serem capazes de sintetizar LCPUFA ou o acido
araquidonico (AA), a partir dos acidos gordos ALA e LA por via de uma série de reacdes de
insaturacao e elongacdo, algumas evidéncias sugerem que esta conversao é extremamente
limitada, pelo que os LCPUFA podem também ser classificados, condicionalmente, como

essenciais [51].

EPA 20:5
Acido Eicosapentaendico
Omega 3 DHA 22:6
 ALA 182 > LCPUFA

Acido Docosahexaendico

DPA 22:5

Acido Docosapentaendico

| Omegab AA 20:4
PUFA LA 20:4 - Acido Araquiddnico
Omega 9 R 22:1
Acido oleico 18:1 “ Acido Ertcico

Figura 3 — Esquematizacéo dos principais acidos gordos das familias 6mega 3, 6 e 9 e a conversao de acidos gordos
polinsaturados (PUFA) em &cidos gordos polinsaturados de cadeia longa (LCPUFA). O primeiro numero identifica o
numero de carbonos presentes na cadeia hidrocarbonada e o segundo identifica o niumero de ligacdes duplas do
composto. Adaptado de [52].

O AA ¢é um acido gordo 6mega 6 produzido, como resposta a um processo inflamatério
através da ativacao da fosfolipase A2. A fosfolipase A2 hidrolisa os fosfolipidos das membranas
celulares, produzindo AA que atua como substrato das enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenase

(LOX-5) para a producao dos eicosanoides. Por sua vez os eicosandides, como por exemplo a
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prostaglandina (PG) E2, o tromboxano (TX) A2 ou o leucotrieno (LT) B4, sdo mediadores quimicos
altamente inflamatérios e pré-agregantes [53].

Quando ha um grande consumo de EPA e DHA, ocorre uma substituicao do AA por acidos
gordos 6mega 3 na membrana fosfolipidica das células, verificando-se uma diminuicao da
quantidade de AA disponivel para ser incorporado e libertado da membrana celular e,
posteriormente, ser utilizado como substrato para a sintese de eicosanoides pro-inflamatérios [54,
55].

Por outro lado, como o EPA ¢é estruturalmente idéntico ao AA, é capaz de bloquear o seu
metabolismo, tornando-se o substrato preferencial da COX e da LOX-5 e atuando como inibidor
competitivo destas enzimas. Comparativamente aos eicosanoides resultantes da conversdo do AA,
os produtos da conversdo do EPA (como por exemplo, o TXAs, as PG Iz e E3, e 0 LTBs) tém um
poder na estimulacdo da inflamacao muito menor (Figura 4). Também o DHA tem esta capacidade

de interferir no metabolismo do AA [53, 54, 56].

PGE2
2 TXA4 Altamente
Acéo da COX e da LOX-5 >  LTB4 A HAaat5HEE

A

4

» PGE3
Acgdo da COX e da LOX-5 TXA3 Menos N
LTB5 / A \ inflamatérios

Figura 4 - Tipos de eicosandides derivados do AA e do EPA, e o seu poder inflamatorio. Adaptado de [57].

Por ultimo, a metabolizacdo do EPA e do DHA origina a formacédo de mediadores com
propriedades anti-inflamatorias importantes, como as resolvinas e as protectinas (Figura 5) [54,

57].
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Figura 5 - Mecanismo de acéo anti-inflamatoria dos acidos gordos 6mega 3. Adaptado de [37].

Pelo exposto se depreende que os acidos gordos émega 3, como o EPA e o DHA,
apresentam propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras [1, 58, 59]. Os efeitos dos
acidos gordos 6mega 3 na inflamacao e na imunidade tém inclusivamente vindo a ser alvo de
inumeros estudos que demonstraram que estes nutracéuticos sao potenciais agentes terapéuticos
para doencas inflamatorias e autoimunes [1]. Adicionalmente, os acidos gordos émega 3 podem
ter outros efeitos biologicos (e.g. melhoria da pressao arterial, melhoria da funcéo endotelial e da
reatividade vascular, formacao reduzida de neutrofilos e citocinas), desempenhando um papel
importante na funcao cerebral e na reducéo do risco de doencas cardiovasculares [48, 58, 60].

Existem ainda varios estudos que sugerem a existéncia de beneficios no uso de acidos
gordos dmega 3 como complementos no tratamento topico da psoriase, como por exemplo a
diminuicdo do processo inflamatorio e o0 aumento da resolucéo das lesdes da pele [59, 61, 62].
Tais beneficios resultam das propriedades do EPA e do DHA ja referidas anteriormente, como a
capacidade de bloquear o metabolismo do AA, limitando a sintese de PG e LT com um papel pré-
inflamatério, e das propriedades anti-inflamatorias das resolvinas e das protectinas.

Adicionalmente, estes mediadores exercem acdes imunoreguladoras que, geralmente,
auxiliam na reducao da hiperplasia e na hiperproliferacédo de queratindcitos, como por exemplo

[63-66]: inibicdo da secrecdo de varias citocinas, incluindo IL-12, IL-23, IL-6, IL-1 e TNF-q;
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fagocitose de células polimorfonucleares apoptoticas; diminuicao do processo de quimiotaxia e
inibicao da migracao transendotelial de neutrofilos.

No entanto, existem alguns problemas associados ao uso de acidos gordos émega 3 para
o tratamento da psoriase, como por exemplo a elevada suscetibilidade a peroxidacao lipidica
devido as ligacdes insaturadas destes acidos gordos e a limitada capacidade de penetracao
cutanea. No sentido de tentar ultrapassar estas limitacoes, o desenvolvimento de nanossistemas
para a veiculacdo de nutracéuticos, como os acidos gordos 6mega 3, podera constituir uma
estratégia terapéutica mais eficaz, melhorando a estabilidade e biodisponibilidade das formulacdes

[18, 67, 68].

2.3.2. Papel do resveratrol no processo inflamatorio, no sistema imunitario e

na psoriase

O resveratrol (RSV) é um polifenol vegetal que ocorre naturalmente e que pode estar
presente numa variedade de plantas, como por exemplo em uvas e bagas. Este composto ¢ ainda
classificado como uma fitoalexina natural, uma vez que é sintetizado pelas plantas em resposta

ao stress provocado por lesdes, radiacao ultravioleta e ataques de agentes patogénicos [69-72].

Nas uvas, o RSV esta presente na casca e, por consequéncia, € encontrado no vinho tinto,
pelo que se diz que este nutracéutico contribui para o chamado “paradoxo francés” [73]. Segundo
este paradoxo, o risco de doencas e de mortalidade cardiovascular € relativamente baixo na
comunidade francesa, apesar de em Franca o consumo de gorduras saturadas ser elevado (por
exemplo através do consumo elevado de queijo) em relacdo ao consumo moderado de vinho tinto.
Assim, coloca-se a hipotese de que o RSV possa ser um agente protetor contra doencas
cardiovasculares, pelo que o seu consumo através do consumo de vinho tinto podera contrariar
os efeitos nefastos decorrentes do consumo de gorduras saturadas [74]. Além desta protecao
contra doencas cardiovasculares, sdo iniimeros os beneficios que o RSV tem vindo a desempenhar
para a salude [69-71]: atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, analgésicas, neuro-protetoras,
antienvelhecimento, anticancerigenas e antivirais, sendo também, pelas suas propriedades neuro-
protetoras, anti-inflamatorias e antioxidantes, capaz de retardar a progressao da doenca de
Alzheimer [74].

Na estrutura quimica do RSV existem dois anéis aromaticos unidos por uma ponte de

etileno. Por sua vez, os anéis aromaticos possuem trés grupos hidroxilo ligados aos seus atomos
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de carbono, como observado na maioria dos compostos polifendlicos (Figura 6). Assim, dentro da
subclasse de estilbenos, o RSV é o termo comum usado para designar o 3,5,4-trihidroxiestilbeno
e pode ser encontrado nas formas isoméricas frans e cis (Figura 6) [75, 76]. O isémero fransé o
mais conhecido e utilizado por ser mais bioativo e por possuir diferentes efeitos bioldgicos. Por
atuar como uma fitoalexina, o RSV é altamente suscetivel a isomerizacao por efeitos da radiacao
ultravioleta e, portanto, 80% do isdmero #rans é convertido na forma isdbmero cis apds exposicdo

prolongada a luz [77].

a) OH b) HO X
o &
OH

OH
OH

Figura 6 - Estruturas quimicas do resveratrol: a) isdmero trans (trans-3,5,4'-trihidroxestilbeno) e b) isémero cis (cis-

3,5,4'trihidroxestilbeno).

As propriedades anti-inflamatérias do RSV tém sido atribuidas a diversos mecanismos que

de um mecanismo mediado pela peroxidase; (iii) a inibicdo de algumas células imunes ativadas e
(iv) a inibicao do fator de transcricdo NF-kB (do inglés, nuclear transcription factor kappa B) que,
por sua vez, pode ser mediada pela inibicdo da IKK (do inglés, / kappa B kinase). Considerando
que a ativacdo do NF-kB é necessaria para a expressdo de inumeras proteinas inflamatorias, a
inibicdo deste fator de transcricdo pode reduzir a expressdo de genes inflamatérios, a producéo
da prostaglandina E2 e a formacao de ROS (do inglés, Reactive Oxygen Species) [76, 78]. Além
disto, o0 RSV inibe a proteina tirosina quinase (PTK, do inglés Protein Tyrosine Kinases) que modula
a proliferacdo e diferenciacao celular, os processos de sinalizacdo nas células do sistema
imunologico e ainda os processos bioldgicos envolvidos na resposta inflamatoria e em doencas
€omo o cancro, arteriosclerose e psoriase [2].

O RSV apresenta também um papel importante na regulacao da expressao do gene SIRT1,
regulando a producédo da proteina SIRT1. Esta proteina é responsavel pela ativacao de células

Th17, as quais sao importantes no processo inflamatorio da psoriase [79]. Assim, O RSV ao regular
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a expressao do gene SIRT1 reduz a producao de citocinas inflamatérias que ocorre durante as
fases ativas da psoriase. A regulacao da expressao do gene SIRT1 pelo RSV também ¢ responsavel
pela inibicado da PTK que modula a proliferacéo e diferenciacao celular [80] e pelo bloqueio da
proteina aquaporina 3, a qual é importante na regulacdo da sobrevivéncia celular [81].
Consequentemente, o RSV inibe a proliferacdo de queratinocitos da epiderme e promove a morte
celular destas células, apresentando uma acao benéfica na eliminacdo das lesdes psoriaticas.

A partir do testemunho de pessoas que ja utilizaram o RSV para o tratamento da psoriase
é possivel assegurar alguns dos seus beneficios e a sua eficacia. E o caso de uma doente que
apresentava 80% do couro cabeludo coberto por placas psoriaticas ha mais de 20 anos e que
decidiu iniciar um tratamento com a toma oral de um suplemento de RSV. Apds trés meses do
inicio do tratamento, a doente refere que o seu couro cabeludo ndo apresentava lesdes psoriaticas
e que ndo tinha qualquer sensacdo de prurido na cabeca. Uma outra testemunha, que sofre de
psoriase moderada em placas ha mais de 40 anos, experimentou inimeros tratamentos com
sucesso a curto prazo. Na tentativa de obter melhores resultados a longo prazo recorreu a terapia
com vitamina B7 combinada com RSV e declara que, apds seis meses deste processo, nao
apresentou recidivas das lesdes psoriaticas e refere ainda que as suas unhas ficaram muito mais

fortes [3].

2.4. Nanossistemas lipidicos: lipossomas e nanoparticulas lipidicas

A pele é um orgio de facil acesso para a administracdo tdpica de farmacos e/ou
compostos ativos, podendo desta administracao resultar um efeito local (se ndo ha penetracao
cutanea para além das camadas da epiderme) ou sistémico (se ocorre penetracdo cutanea até as
camadas da derme e o farmaco e/ou compostos bioativos atingem o0s vasos sanguineos passando
para a circulacdo sistémica). Esta via de administracdo apresenta varias vantagens em
comparacao com a administracdo oral ou intravenosa, tais como: evitar as barreiras fisioldgicas
presentes no trato gastrointestinal (como por exemplo, as variacdes de pH, a camada mucosa e a
atividade enzimatica); proporcionar facilidade de aplicacdo e, no caso da terapia ser destinada a
tratar lesdes cutaneas, a administracao topica tem a vantagem de permitir um tratamento mais
direcionado e de reduzir possiveis efeitos colaterais que poderiam ocorrer por toma oral e
distribuicao inespecifica do farmaco e/ou compostos bioativos em tecidos nao alvo. No entanto, o
estrato cdrneo ¢ a principal barreira que a via de administracao tdpica enfrenta, sendo necessario

o desenvolvimento de estratégias, como por exemplo o uso de nanossistemas lipidicos, para
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veiculacao e entrega de farmacos e/ou compostos bioativos, que sejam capazes de ultrapassar
esta barreira [82, 83].

Alguns exemplos de nanossistemas lipidicos utilizados para a veiculacao de farmacos para
a administracdo tdpica incluem lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas lipidicas [82, 84].

Os lipossomas sdo um dos sistemas de veiculacdo de farmacos mais utilizado para a
administracdo tdpica. Estes vetores lipidicos sao termodinamicamente estaveis e formam-se
espontaneamente devido a fatores entropicos quando um agente anfifilico é colocado em contacto
com a agua. Quando colocados em solucdo aquosa, 0s agentes anfifilicos compostos por uma
“cabeca” hidrofilica ligada a duas cadeias hidrofébicas de acidos gordos possuem a capacidade
de, espontaneamente, formar agregados em bicamada lipidica. Para reduzir a exposicao das faces
laterais hidrofébicas a agua, as bicamadas dobram-se sobre si proprias formando bicamadas
concéntricas. Estas estruturas esféricas constituidas por bicamadas concéntricas designam-se por
vesiculas lipidicas. Durante a sua formacao, as vesiculas sequestram no seu interior parte do
solvente aquoso onde estado suspensas. Quando o agente anfifilico € um fosfolipido, as vesiculas
resultantes sdo usualmente denominadas lipossomas [83, 85, 86]. Os lipossomas sdo
nanossistemas versateis na medida em que podem veicular tanto compostos lipofilicos como
compostos hidrofilicos. No caso de o objetivo ser o transporte de farmacos lipossoluveis, a
incorporacao destes farmacos ocorre essencialmente ao nivel das cadeias hidrocarbonadas da
bicamada. No caso de o objetivo ser o transporte de farmacos hidrossoluveis, a incorporacdo
destes farmacos ocorre na superficie membranar, ao nivel das “cabecas” hidrofilicas ou ao nivel
do compartimento aquoso dos lipossomas.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho e numero de
bicamadas fosfolipidicas, em [83]: (i) vesiculas unilamelares pequenas (SUV, do inglés Small
Unilamellar Vesicles) que apresentam apenas uma bicamada lipidica e um diametro entre 20 e
50 nm; (i) vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés Large Unilamellar Vesicles) que
apresentam apenas uma bicamada lipidica e um diametro superior a 100 nm e (iii) vesiculas
multilamelares (MLV, do inglés Multilamellar Vesicles) que apresentam multiplas bicamadas
lipidicas podendo o seu tamanho variar entre os 400 e os 3500 nm.

Os lipossomas quando utilizados como sistemas de veiculacdo de farmacos pelas vias
dérmicas ou transdérmicas apresentam varias vantagens, tais como [83]: a diminuicao da
dosagem dos farmacos, a libertacao controlada dos farmacos e a diminuicao de efeitos colaterais

devido a um efeito reservatorio resultante do facto de os lipossomas permitirem depdsitos locais
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dos farmacos. No entanto, os lipossomas como sistemas de veiculacdo apresentam também
alguns inconvenientes, nomeadamente [83]: o alto custo de producdo e a dificuldade de
transposicao para a escala industrial; a estabilidade fisico-quimica reduzida, a limitada capacidade
de encapsulacao e a eventual presenca de contaminantes resultantes dos métodos de producao
(e.g. solventes organicos).

Outros sistemas de veiculacdo promissores sdo as nanoparticulas lipidicas. As
nanoparticulas lipidicas sdo solidas as temperaturas ambiente e corporal e sao constituidas por
um unico componente lipidico ou por uma mistura de componentes lipidicos, como os
triglicerideos ou os acidos gordos e por um ou mais agentes tensioativos que permitem a sua
estabilizacdo na dispersao aquosa [82, 84]. A primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas,
designadas por nanoparticulas lipidicas solidas (SLN, do inglés, Solid Lijpid Nanoparticles), comeca
a ser desenvolvida no inicio da década de 90 com base nas vantagens e nos conceitos das
nanoparticulas poliméricas e nas nanoemulsdes [87]. A constituicdo das SLN baseia-se na
substituicgo do lipido liquido (6leo) de uma nanoemulsao do tipo Oleo/Agua por um lipido solido
(Figura 7), que seja capaz de permanecer sélido as temperaturas ambiente e corporal [88]. Quando
comparadas com os lipossomas, as SLN apresentam algumas vantagens, como a melhoria da
estabilidade quimica, o baixo custo e ainda a facilidade com que podem ser fabricadas e com que
se pode transpor o seu processo de fabrico para a escala industrial [89]. No entanto, a limitada
capacidade de encapsulacdo das moléculas na matriz lipidica solida e a possibilidade de estas
moléculas serem expulsas durante o periodo de armazenamento sdo desvantagens das SLN que

devem ser consideradas [90].
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Figura 7 - Tipos de nanossistemas lipidicos. SLN - nanoparticulas lipidicas sélidas (do inglés, Solid Lipid

Nanoparticles); NLC - vetores lipidicos nanoestruturados (do inglés, Nanostructured Lipid Carriers). Adaptado de [91].

Uma segunda geracao de nanoparticulas lipicas, os NLC, surgiu de modo a ultrapassar os
problemas anteriormente referidos das SLN [82]. A matriz lipidica dos NLC corresponde a uma
mistura de um lipido sélido com um lipido liquido dispersa numa fase aquosa contendo um ou
mais agentes tensioativos [85, 86]. Esta mistura de lipidos proporciona uma estrutura cristalina
imperfeita, aumentando o espaco disponivel para veicular os farmacos e/ou compostos bioativos
[85]. No entanto, a veiculacdo de compostos anfifilicos ou hidrofilos € dificil, uma vez que a matriz

destas particulas € uma matriz lipidica que favorece a encapsulacdo de compostos lipossoluveis.

Estrutura cristalina
imperfeita

Figura 8 - Estrutura cristalina da matriz lipidica. a) Matriz perfeita das SLN; b) Matriz imperfeita dos NLC. Adaptado
de [92].
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Tanto as SLN como os NLC podem ser aplicados nas areas farmacéuticas e cosméticas e
apresentam vantagens quando comparadas com outros vetores como 0s lipossomas, ou seja, tém
maior estabilidade fisico-quimica e sado capazes de formar um filme lipidico sobre a pele,
promovendo um efeito oclusivo e emoliente que aumenta a hidratacdo e a penetracado cutanea
(84, 88].

As nanoparticulas lipidicas sdo dispersoes liquidas com baixa viscosidade, o que dificulta
a sua aplicacdo na pele. Desta forma, para se obter uma preparacdo com consisténcia adequada
para aplicacao cutanea, a dispersao aquosa das nanoparticulas pode ser incorporada em diversas
bases semissolidas, como por exemplo cremes ou hidrogéis, previamente preparadas ou durante

a sua producéo [82].

2.4.1. Nanossistemas lipidicos contendo resveratrol e/ou acidos gordos

omega 3

Na Tabela 1 sado apresentados alguns tipos de nanossistemas lipidicos contendo
resveratrol e/ou acidos gordos émega 3 encapsulados. Para tal, foi realizada uma pesquisa
bibliografica de todos os trabalhos publicados entre 2000 e 2017 com o objetivo de reunir os
varios estudos reportados relativamente a este tipo de formulacdes, obtendo assim, o

conhecimento base necessario para a realizacdo deste projeto.
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Tabela 1 - Formulacdes de NLC, SLN e lipossomas para a encapsulacao de acidos gordos omega 3 e/ou RSV,

reportadas na literatura.

Composto
Tlpq de bioativo Composicéo Principais resultados Referéncias
nanossistema e/ou
farmaco
Qleo de -PC; - Protecéo dos PUFA;
peixe (DHA - Oleo de girassol - 1 da estabilidade %3]
e EPA)
- | da proliferacéo
- DOPC; celular;
DHA - DOPE - Inducao da apoptose; B4
- Regulacao de proteinas
- EE% > 70%;
- 1 propriedades anti-
Lipossomas oxidantes e anti-
- PC; inflamatorias
RSV - Quitosano - Libertacéo prolongada e 3]
controlada;
- Estabilidade quimica do
RSV
- PC; - EE% >70%;
RSV - CHOL; - Boa estabilidade; [96]
- DCP; - Efeitos proliferativos e
- P90G fotoprotetores
OIep de Dynasan 118® (LS);
gggedz - Oleo de peixe e de - Estabilidade fisica; [97]
sementes sementes (LL); -1 EE% dos PUFA
_ - Tween 80® e P188 (T)
de pinho
NLC - Oleo de peixe (LL);
- Dynasan 118® (LS); ;nldz:;;(josjbor
® . ’
Omega 3 :;VSZ‘?” 807 (T; - Boa estabilidade; [98]
o - Absorcéao favoravel no
- Vitamina £; intestino
- PVP
- 1 biocompatibilidade;
- Compritol 888 ATO® (LS); - Atividade antioxidante;
RSV - Miglyol® (LL); - Penetracao/ [99]
-P188 e Tween 80® (T) acumulacao de RSV na
NLC e SLN pele
- Palmitato de cetilo (LS); EER>70% _
RSV - Miglyol-812® (LL) - Sistemas estaveis; [100]

- Tween 60® (T)

- Libertacao controlada
do RSV

Abreviaturas: CHOL, Colesterol; DCP, Dicetil fosfato; PC, lecitina ou fosfatidilcolina; DOPC, 1,2-
dihexadecil-srrglicero-3-fosfocolina; DOPE, 1,2-dioleil-sr+glycero-3-fosfatidiletanolamina; EE%, eficiéncia
de encapsulamento; LL, lipido liquido; LS, lipido sélido; PUFA, &cidos gordos polinsaturados; PVP,
polivinilpirrolidona; P188, Poloxamer 188®: P90G, Phospholipon90G®: SDS, Dodecil sulfato de sodio: T,

tensioativo.
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2.4.2. Nanossistemas lipidicos com aplicacdo na psoriase

Na Tabela 2 sao apresentados alguns tipos de nanossistemas lipidicos com compostos
bioativos e/ou farmacos encapsulados, assim como a sua composicao. Para tal, realizou-se uma
pesquisa bibliografica em que todos os artigos pesquisados e citados foram limitados no tempo
(entre 2000 e 2017). A concretizacao desta tabela tem como objetivo sintetizar alguns dos estudos
ja reportados relativamente a este tipo de formulacdes para o tratamento da psoriase, obtendo o

conhecimento necessario para a realizacao deste projeto.

Tabela 2 - Formulacdes de nanoparticulas lipidicas e lipossomas para a aplicacdo em casos clinicos de psoriase,

reportadas na literatura.

Tipo de Composto
. bioativo e/ou Composicao Principais resultados  Referéncias
nanossistema ,
farmaco
. _ - 1 Permeacao cutanea;
Lipossomas . 1 wifeno Eg ou HPC; - Retencéo do farmaco [101]
na pele
- Pele mais clara em
. - PC; comparagcao com o
Ditranol - Colesterol (CHOL) tratamento [102]
convencional
Calcipotriol - Retencéo do farmaco
dipropionato - Precirol ATO5¢(LS);  na pele; [103]
de - Pluronic F-68 (T) - | in vivo da espessura
betametasona epidérmica
SN dig(i:(}:z;dzo
- Precirol ATO5® (LS); farmaco;
Antralina ) _(?A (LL)éO® T - 1 da estabilidade apds [104]
- hween M incorporacao dos SLN
num hidrogel
- Witepsol S51¢ (LS); - EE% >60%;
Met%‘;xato - OA (LL); 1 estabilidade das [105]
NLC ( ) - Tween 60 e 80° (T)  formulacdes
Precirol ATO 5¢ (LS) - EE% maxima;
Acitretina Acido oleico (LL) - 1 da adesao do [104]

Tween 80¢ (T)

doente

Abreviaturas: CHOL, Colesterol; EE%, eficiéncia de encapsulamento; HPC, Lecitina hidrogenada; KG,
Glicirrizinato dipotassico; LL, lipido liquido; LS, lipido sélido; AO, acido oleico; T, tensioativo.
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Capftulo 3

Materiais e Métodos
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3.1. Materiais e reagentes

Na Tabela 3 apresentados os varios materiais (reagentes, material e equipamento) utilizados ao

longo do desenvolvimento do trabalho efetuado.

Tabela 3 - Principais materiais, reagentes e aparelhos utilizados ao longo do trabalho experimental. (continua)

Designacao

Empresa

Acidos gordos 6mega 3 (capsulas gelatinosas)

Agua ultrapura
Amicons com filtros de 50 kDa

ATRFTIR

Azoto gasoso

Balanca analitica

Banho de agua termostatizado

Célula capilar para avaliagédo do potencial Zeta
Células de quartzo

Células descartaveis e poliestireno

Centrifuga Hettich Universal 320

Cloreto de benzalconio

Cloroférmio

Dipcell (ZEN1002)

DPPC

DSPC

DOPE

Espectrofotometro de varrimento UV-3101PC UV-
Vis-NIR

Etanol

Extrusor Lipex

Filtros de membrana de policarbonato

Glicerina

Homogeneizador ultrassdnico Bandelin Sonopuls
Kit COX

Membranas de polissulfona (tamanho de poro de

450 nm)

Myprotein (Portugal)

Millipore Corporation

Merck Millipore Ireland Ltd

FTIR Perkin-Elmer, Spectrum Two Spetrometer

Alphagaz (Portugal).
Denver

Selecta

Malvern Instruments Ldt
Helma Analytics
Sarstedt AG&Co

Hettich Lab Technology
Merck Schudart
Sigma-Aldrich (Portugal)
Malvern Instruments Ldt
COATSOME
COATSOME
COATSOME

Shimadzu Corporations

Sigma-Aldrich (Portugal)
Northern Lipids Inc.
Whatman

Cmd Chemicals
Sigma-Aldrich®

Cayman Chemical

Tuffryn®

33



Tabela 3 - Principais materiais, reagentes e aparelhos utilizados ao longo do trabalho experimental. (continuacéo)

Designacao Empresa

Microbalanca Sartorius

Gelificante PFC (Carbémero 2001) Guinama

pHmetro de bancada 691 Metrohm

Precirol ATO5 Gattefossé

RSV Sigma-Aldrich (Portugal)

Sistema float-a-lyzer com membranas de dialise
Tween® 80

Viscosimetro

Vértex Lab Dancer

Ultra-turrax® T25

Zetasizer nano ZS

VWR
Acofarma,
ST-2001, J.P. Selecta®
VWR
IKA®

Malvern, Paralab

3.2. Quantificagdo do resveratrol por espectrofotometria de absorcao UV/Vis

Com o objetivo de determinar quantitativamente um grande numero de espécies
inorganicas, organicas e biolégicas, a técnica da espectroscopia de absor¢cdo molecular nas
regides espectrais Ultravioleta (UV) e Visivel (Vis) tem sido bastante utilizada.

Quando um feixe de luz incide num meio absorvente e se a energia desse mesmo feixe de
luz for suficiente para promover uma transicao entre niveis de energia dos eletroes (por exemplo,
do estado fundamental para um estado excitado), os fotdes do feixe de luz serao absorvidos pelo
meio. A capacidade de absorcao de um dado composto pode ser usada para quantifica-lo, medindo
a intensidade do feixe de luz, a um comprimento de onda especifico, antes e depois da sua
interacdo com a amostra. Estes parametros podem ser correlacionados através da seguinte
equacao:

I; = Ije~ %t Equacéo 1

onde I é a intensidade da luz transmitida, I, é a intensidade da luz incidente, a, é o coeficente

d absorcédo e [ é a espessura da amostra.
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Quando ocorre absorcao, a intensidade da luz transmitida (I_A) que atinge o detetor sera
inferior a intensidade da luz incidente (I_0). Desta forma, a razdo entre a intensidade da luz que
atravessa a amostra a um comprimento de onda especifico e a intensidade da luz incidente é
designada de Transmitancia (Tx) e é dada pela equacao:

I

= Equacao 2
Iy

T

Aplicando a Equacdo 3, a transmitancia (Tx) estd diretamente relacionada com a

Absorvancia (Ag):
Ag = —logT, Equacao 3

Assim, quanto maior for a concentracao de uma determinada amostra, maior sera a
absorvancia, uma vez que a concentracao esta relacionada com o coeficiente de absorcao através

da Equacao 4:
ag = 2,303¢gc Equacao 4

em que, a, é o coeficente de absorcao, &4 € o coeficiente de absorcao molar e ¢ é a concentracao
da amostra. Além disso, e segundo a lei Lambert-Beer (Equacdo 5) quando maior a distancia

percorrida pelo feixe de luz, maior sera a absorvancia [106]:
A = gl Equacéo 5

Deste modo, a lei de Lambert-Beer fornece uma proporcionalidade direta entre a
absorvancia da luz e a concentracdo de um composto a um determinado comprimento de onda
(K). Contudo, esta lei sé pode ser aplicada para radiacdo monocromatica, ou seja, para cada
comprimento de onda existe um coeficiente de absorcdo correspondente, e para amostras que
apresentem uma Unica espécie absorvente. Se existir mais do que uma espécie absorvente na
mesma amostra, a absorvancia ira corresponder a soma da absorvancia de cada espécie.

As caracteristicas do material, da radiacao incidente e das estruturas quimicas dos
compostos envolvidos influenciam a absorcao. Portanto, antes de fazer uma leitura de

absorvancia, é importante escolher um solvente transparente na zona de comprimento de onda
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em analise e descontar a absorvancia do solvente e do material utilizado, ou seja, & necessario

fazer a subtracao da linha de base para que a leitura seja relativa a absorvancia da amostra [106].

Para a quantificacdo do resveratrol foi necessario preparar solucoes padrao de resveratrol,

definir os seus espetros de absorcao e, por consequéncia, a curva de calibracao.
3.2.1. Preparacao de solugdes padrao de resveratrol

Para preparar a solucao stock de RSV, uma quantidade de 0,2882 g de farmaco foi
dissolvida em 10 mL de agua ultrapura num baldo volumétrico, obtendo-se uma solucéo de RSV
com uma concentracao de 1000 uM. Partindo desta solugdo, foram preparadas, por diluicao em

eppendorfs, solucdes padrao aquosas contendo diferentes concentracdes de RSV (0,5 uM a 100

MM).

3.2.2. Determinacgao do espetro de absorgao (UV/Vis) do resveratrol

Para tracar os espetros de absorcao do farmaco na regido do ultravioleta e visivel (200 -
500 nm), utilizou-se um espectrofotometro SHIMADZU UV-2501 PC, que emite radiacao
eletromagnética desde a regido espetral UV até a regido IR, usando uma lampada de deutério para
0s comprimentos de onda correspondentes a radiacao ultravioleta (190 - 350 nm) e uma lampada
de tungsténio para as regides do visivel e do infravermelho (320 - 2500 nm). As fendas de controlo
da largura do feixe de emissao foram definidas para 2 nm, os intervalos de leitura foram definidos
como 1 nm, a velocidade de varrimento foi definida como baixa e o espetro foi tracado entre os
200 nm e os 400 nm.

Para garantir que os espectros de absorcdo correspondem a absorcdo de luz pelas
moléculas do farmaco, procedeu-se a leitura da linha de base ou baseline, antes de se efectuar a
leitura dos espectros de absorcao da amostra. Na linha de base utilizam-se duas células, as quais
contém o solvente, para uma correcao do ruido ou dispersao de luz que ndo constitua um sinal
proveniente da absorcdo do analito. Por outro lado, nas leituras de absorvancia, a célula de
referéncia contém o solvente e a célula da amostra contém as solucdes de farmaco. Desta forma,
a cada leitura do espetro de absorvancia do farmaco em solucdo é automaticamente subtraida,

pelo software do equipamento, a contribuicdo da absorcao por parte do solvente.
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3.2.3. Curva de calibracao

Para tracar a curva de calibracdo analisou-se o espectro de absorcao do RSV para

determinar o seu .Zmax (comprimento de onda no qual a absorcdo de farmaco ¢ maxima).
Seguidamente, procedeu-se a representacao grafica dos valores de absorvancia ao A max do RSV
(A max = 305 nm) obtidos para cada concentracdo de padrdes de RSV, construindo a curva de

calibracao, e ajustou-se a linearidade aplicando a seguinte equacao :

y=mx+b Equacdo 6

em que: y corresponde a intensidade de absorvancia obtida ao Amdx (305nm), m representa o
declive da regressao linear e corresponde ao coeficiente de absortividade molar (eA), xcorresponde
a concentracao das solucdes padrao de RSV e brepresenta a intercecao da regressao linear com
0 eixo dos y.

Posteriormente, foram calculados e avaliados outros parametros necessarios para a
validacdo do método analitico: especificidade, linearidade, precisao e repetibilidade, limite de
detecéo (Detection Limit, DL) e limite de quantificacao (Quantification Limit, QL) [107].

A especificidade é a capacidade de avaliar, inequivocamente, o analito na presenca de
outros componentes que podem estar presentes na amostra [107].

A linearidade foi verificada graficamente através da analise da regressao linear utilizando o
método dos minimos quadrados. A partir deste método é possivel retirar o coeficiente de
correlacao (R), que deve apresentar um valor o0 mais préximo de 1 e o interceto com o eixo Y nao
deve ser significativamente diferente de zero [108, 109]. A analise de regressao linear foi realizada
recorrendo-se ao soffware Microsoft Office Excel® 2016.

A precisao avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas a partir de amostragens
multiplas da mesma amostra. A repetibilidade expressa a precisao nas mesmas condicoes de
operacao em pequeno intervalo de tempo [108] .

O DL é o valor mais baixo de analito numa amostra, que pode ser detetado sem ser

necessariamente quantificado. O valor de DL foi determinado segundo a equacéo 7:

3,30
DL = < Equacao 7
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em que o ¢é o desvio padrdo da intersecao com o eixo do y da regressao linear e S corresponde
ao declive da curva de calibracao.
O QL é o valor mais baixo de analito que pode ser determinado quantitativamente com

precisao e exatidao aceitaveis. O valor de DL foi determinado segundo a equacéo 8:
_ 100
S

onde o corresponde ao desvio padrao da intersecdo com o eixo do y da regressao lineare S é o

QL Equacdo 8

declive da curva de calibracao.

3.3. Estudos de pré-formulacao

Com o objetivo de avaliar algumas das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco e dos
lipidos em estudo, foram realizados alguns estudos preliminares, ou seja, estudos de preé-
formulacao. Numa fase inicial é necessario considerar determinados fatores referentes ao farmaco
e excipientes (neste trabalho, o RSV e os lipidos), como por exemplo as suas propriedades fisico-
quimicas e ainda as compatibilidades ou incompatibilidades entre eles, podendo ser barreiras para
a qualidade da formulacédo final. Deste modo, estes estudos de pré-formulacdo permitem o

desenvolvimento racional das formulacdes, garantindo a sua estabilidade, eficacia e seguranca.

3.3.1. Estudo /n silico das caracteristicas fisico-quimicas do resveratrol e

descritores moleculares

Os modelos /n silico podem basear-se em diferentes abordagens, como por exemplo na
relacdo quantitativa entre estrutura e propriedades e na modelacdo molecular. A primeira é
fundamentada pelas relacdes entre a estrutura molecular do composto e as propriedades ADMET
(Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade), ndo tendo em conta os mecanismos
inerentes a essas mesmas propriedades. Por outro lado, a abordagem por modelacdo molecular
investiga esses mesmos mecanismos inerentes a uma propriedade especifica a fim de estudar as
potenciais interacdes entre as moléculas e as proteinas envolvidas nos processos ADMET. Com
base nestes modelos obtém-se varios tipos de descritores que permitem concluir relativamente a
diversas propriedades do composto em estudo, como a solubilidade, a absorcao intestinal, a
biodisponibilidade oral e ainda sobre a lipofilicidade [110, 111].

Desta forma, para determinar os descritores moleculares do RSV obteve-se primeiro a

notacdo SMILLES (do inglés, Simplified Molecular-Input Line-Entry Systern) isométrica da molécula
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de RSV na base de dados online Pubmed Compound (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Esta
notacao pode ser traduzida em representacdes bidimensionais e tridimensionais das moléculas
correspondentes quando sao empregues softwares especificos. Posto isto, utilizando a notacao
SMILES e o software da Chemaxon® com o médulo MarvinSketch®, procedeu-se ao desenho da
estrutura quimica da molécula de RSV, a sua representacdo tridimensional e ao calculo in silico

de diversos descritores quimicos.

Previsdo da lipofilicidade do resveratrol

A lipofilicidade de um farmaco ou composto bioativo € uma das propriedades fisico-
quimicas que controla varios processos ao nivel bioldgico, como a absorcao, sendo determinada
através do coeficiente de particdo (Kp). Este coeficiente permite avaliar, quantitativamente, a
extensao da interacao de um soluto com um sistema micro-heterogéneo e constitui uma medida
de lipofilia dos farmacos [112, 113]. Deste modo, a lipofilia € uma propriedade importante que
influencia quer a farmacocinética quer a farmacodinamica dos compostos, uma vez que tem sido
associada a fendémenos bioldgicos (por exemplo, o transporte membranar) e ainda aos possiveis
efeitos toxicos e terapéuticos [114]. Os farmacos altamente lipofilicos sdo muito pouco soluveis
em agua, como tal apresentam fraca eliminacdo renal e, por consequéncia, uma toxicidade
elevada devido a bioacumulacdo. Ou seja, estes farmacos bioacumulaveis tém tendéncia a
ligarem-se as proteinas plasmaticas e a acumularem-se nas reservas lipidicas, o que podera
incrementar a toxicidade provocada pela permanéncia prolongada do farmaco no organismo.
Embora exista esta toxicidade associada a elevada lipofilicidade de um farmaco, ndo se pode
considerar como ideiais os farmacos que apresentam uma elevada solubilidade em agua, pois
estes nao conseguem ser distribuidos convenientemente pelo organismo. Atendendo a estas
consideracdes, para que seja possivel a penetracdo nas membranas bioldgicas é necessario que
os farmacos tenham um determinado grau de lipofilicidade. Em suma, a lipofilididade ¢ um
parametro fundamental na avaliacdo do sucesso terapéutico de um farmaco [115, 116].

O Apdo resveratrol num sistema bifasico meio lipossomal/meio aquoso traduz a afinidade

do farmaco para cada meio.
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Determinacdo da constante de particido do resveratrol em modelos miméticos de

membrana do tipo lipossoma/agua (Kpiipossoma/agua)

Para determinar a constante de particdo (Ap) em sistemas lipossoma/agua foram
preparadas dez suspensdes com um volume final de 1800 u L em tubos Eppendorf® contendo
uma concentracao fixa de RSV (50 © M) e concentracdes crescentes de lipossomas unilamelares
(LUVs BW3) (1 - 46,7 uM; 2-93,3 uM; 3-233,3 uM; 4-303,3 uM; 5-4200 ' M; 6 -
513,3 u M;7-1026,7 uM;8-2006,7 uM;9-3966,7 uM; 10-6906,7 u M). A preparacéo
dos LUV BW3 seguiu 0 mesmo procedimento descrito para a preparacado de LUVs pelo método de
hidratacdo do filme lipidico e extrusdo na seccdo 3.4.2. Simultaneamente, foram preparados
outros dois conjuntos de tubos Eppendorf® correspondentes aos controlos e referéncias. As
referéncias apresentavam as mesmas concentracdes crescentes de LUVs BW3 referidas
anteriormente, mas nao continham o RSV. Para os controlos, prepararam-se outras trés

suspensdes, que continham apenas o RSV com uma concentracéo de 50 u M sem a adicéo de

lipossomas. As amostras foram incubadas num banho termostatizado a uma temperatura de 37
°C, durante 30 minutos. Apds a incubacao, analisaram-se as amostras por espectrofotometria
UV/Vis, tendo sido tracado o seu espetro de absorcao no intervalo de comprimentos de onda de
200 a 400 nm, a uma velocidade de varrimento lenta e com um intervalo de amostragem de 1

nm.

3.3.2. Estudo de solubilidade lipidica do resveratrol

A escolha dos lipidos para o desenvolvimento de uma formulacdo é um parametro
importante quer para a estabilidade quer para a performance clinica da propria formulacdo. O
estudo da solubilidade lipidica do resveratrol teve como objetivo selecionar os lipidos mais
adequados para preparar as dispersdes de NLC capazes de encapsular a maior quantidade de
RSV possivel. Ou seja, uma selecao de lipidos baseia-se na quantidade maxima de farmaco que é
capaz de se dissolver num lipido sélido ou numa mistura de lipido solido com lipido liquido.

Foram selecionados lipidos liquidos e lipidos solidos para avaliar a sua solubilidade com
o RSV em diferentes proporcdes: 1%, 2%, 3%. Em termos experimentais, este estudo consistiu na
pesagem dos diferentes lipidos e do RSV numa balanca analitica (Acculab Sartorius Group). De

seguida, foram colocados numa estufa (Binder, Alemanha) durante 60 minutos, a 90 °C. A
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solubilidade foi analisada de 15 em 15 minutos, verificando-se a presenca (ou nao) dos cristais de
RSV no lipido.

Os lipidos solidos testados foram: Dynasan®114 (trimiristina) com uma temperatura de
fusdo 55 - 58 °C; Gelucire® 43/01 (ésteres de glicerol de acidos gordos saturados) com uma
temperatura de fusdo 42 - 46 °C, Witepsol®E85 (constituido maioritariamente por triglicerideos)
com uma temperatura de fusédo 42 - 44 °C, Imwitor 900K (monoestearato de glicerilo) com uma
temperatura de fusdo 54 - 64 °C, Compritol® 808 ATO (behenato de glicerilo) com uma
temperatura de fusdo 65 - 77 °C e Suppocire® D (triglicerideos de acidos gordos) com uma
temperatura de fusao 42 - 46 °C.

Os lipidos liquidos analisados quanto a solubilidade lipidica do RSV foram: Labrafac® lipophile WL
(triglicerideos de cadeia média), Labrafac® lipophile WL 1349 (triglicerideos de cadeia média),
Maisine® (monolinoleato de glicerilo), Peceol® (monoleato de glicerilo), Lauroglyco™ FCC

(monolaurato de propilenoglicol tipo 1) e Oleo de peixe (Omega 3).

3.4. Preparacao dos nanossistemas lipidicos (lipossomas e NLC)

A Tabela 4 apresenta as concentracdes das solucdes stock necessarias para a preparacao

dos lipossomas.

Tabela 4 - Solucdes stock para a preparacao dos lipossomas.

Lipido/Farmaco Concentracao Massa (mg) Solvente (10 mL)
DPPC 10 mM 73,40 Cloroférmio
DSPC 10 mM 79,00 Cloroférmio
DOPE 10 mM 74,90 Cloroférmio

Omega 3 10 (mg/mL) 100 Cloroférmio
RSV 2000 puM 4,56 Etanol

3.4.1. Preparacao dos vetores lipidicos nanoestruturados (NLC)

Para a preparacao dos NLC recorreu-se a técnica de sonicacao (Figura 9). Na fase lipidica
adicionou-se o lipido solido e o lipido liquido, enquanto que a fase aquosa continha agua e os

agentes tensioativos. Ambas as fases foram aquecidas a uma temperatura 5-10 °C superior a
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temperatura do ponto de fusdo do lipido sélido (65 °C). Apds a fusdo deste lipido, adicionou-se a
fase aquosa a fase lipidica e homogeneizou-se a mistura com recurso a um Ultra-Turrax® T25
(IKA®, Alemanha), a uma velocidade de 9000 rpm durante 5 minutos. A pré-emulsao O/A obtida
foi submetida a acdo energética dos ultrassons utilizando uma sonda de sonicacdo (Bamdelin
Eletronic UW 2200, Berlim, Alemanha), durante 15 minutos com uma poténcia de 40% de
amplitude. A elevada energia levou a que as goticulas lipidicas se fragmentassem e adquirissem
tamanhos nanomeétricos. Por ultimo, transferiu-se a nanoemulsao O/A para frascos de vidro que
foram colocados em banho de gelo, de forma a garantir um arrefecimento rapido e a que o lipido

sélido solidificasse com formacédo dos NLC.

I —— } o
g & L
:: Q‘DO\?O '/
’ Fase Fase
Lipidica Aquosa Llpld:ca 9000 rp Emc;:/lﬁs\ao 40% amphtude Nanoce);r;ulsao Arrefecimento em
5 minutos 15 minutos banho de gelo

Figura 9 - Representacao esquematica da preparacao de NLC pelo método de sonicacao.

3.4.2. Preparacao dos lipossomas

Os lipossomas foram obtidos através do método de hidratacdo do filme lipidico seguido
de extrusado (Figura 10). Para tal, procedeu-se a adicdo da solucéo de cloroférmio contendo o lipido
a um tubo de vidro de fundo redondo e, de seguida, a evaporacédo do solvente, sob um fluxo de
gas inerte (azoto) até a formacao de um filme lipidico seco nas paredes do tubo. Para a hidratacéo
do filme lipidico adicionou-se dgua ultrapura aquecida a uma temperatura superior a temperatura
de transicao de fase (Tm) dos lipidos e fez-se uma alternancia entre o aquecimento em banho de
agua termostatizado e a agitacdo em vortex durante, aproximadamente, 20 minutos, para que o
filme lipidico fosse removido das paredes do tubo e ocorresse a formacao de vesiculas
multilamelares (MLV, do inglés Multilamellar Vesicles).

Para diminuir o tamanho das MLV obtidas pelo método de hidratacao do filme lipidico,
recorreu-se ao processo de extrusdo a pressdes entre 6-8 bar. Através deste processo, a
preparacao contendo os lipossomas é forcada a passar por filtros de policarbonato com tamanhos
de poros diferentes (400 nm, 200 nm e 100 nm). Deste modo, efetuaram-se 5 extrusdes dos

lipossomas através dos filtros com poros de 400 nm de didametro, 5 extrusdes com filtros com
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poros de 200 nm de didmetro e 10 extrusdes com filtros com poros de 100 nm de diametro,

obtendo-se vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés Large Unilamellar Vesicles).

B
] ]’ | Hidratacdo

com agua
» ‘ ‘ ultrapura

£ Extrusdo
Evaporac#o do Le
solvente lipidico Alternar vortex com banho

(aprox.20 minutos)

Figura 10 - Representacado esquematica da preparacao de lipossomas pelo método de hidratacao do filme lipidico

seguido de extrusao.

Para a encapsulacao do resveratrol nos lipossomas, o processo foi semelhante ao descrito
anteriormente, sendo o RSV adicionado: adicionaram-se solucdes etandlicas de RSV a um tubo de
vidro de fundo redondo e seguiu-se para a evaporacdo do solvente, sob um fluxo de gas inerte
(azoto) até a formacdo de um filme lipidico seco nas paredes do tubo. Para a hidratacdo deste
filme adicionaram-se os LUV aquecidos a uma temperatura superior a temperatura de transicao
de fase dos lipidos e de seguida efetuou-se a alternancia entre banho e vortex durante,
aproximadamente, 20 minutos, de maneira a permitir a remocao do filme lipidico do tudo e a

encapsulacdo do RSV nos lipossomas.

3.4.3. Formulagdes desenvolvidas

As formulacoes lipossomais desenvolvidas foram: DPPC:DOPE (6:4); DPPC:DOPE (6:4)+
RSV 20%; DPPC:DOPE:w3 (6:3:1); DPPC:DOPE:w3 (6:3:1) + RSV 20%; DSPC:DOPE (6:4);
DSPC:DOPE (6:4)+ RSV 20%; DSPC:DOPE:w3 (6:3:1); DSPC:DOPE:w3 (6:3:1) + RSV 20%. As

formulacdes de NLCs foram PREC: w3 com Tween e cloreto de benzalcénio como tensiotivos.
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3.5. Métodos de caracterizacao dos nanossistemas lipidicos

3.5.1. Tamanho, indice de polidispersao e carga de superficie (potencial zeta)

A técnica de dispersao de luz dinamica (DLS, do inglés Dynamic Ligth Scattering) foi
utilizada para avaliar o tamanho médio, o indice de polidispersdo (PDI, do /nglés polidispersity
index) e a carga de superficie das formulacdes desenvolvidas, com e sem resveratrol. Esta é uma
técnica crucial no estudo das propriedades de suspensdes, solucdes coloidais, solucdes biologicas,
macromoléculas e de polimeros, uma vez que € absoluta, ndo invasiva, ndo destrutiva e que requer
preparacdes simples e pequenas quantidades da amostra [117, 118].

A técnica de DLS consiste em iluminar a amostra com um feixe de laser e medir a
intensidade da luz dispersa que chega ao detetor, em funcdo do tempo. O detetor é colocado,
relativamente a amostra, a um angulo de 173° para dispersdes com baixas concentracdes de
particulas e a um angulo de 90° para dispersdes com altas concentracdes de particulas. As
flutuacdes de luz dispersa pelas particulas em suspensdo surgem dos seus movimentos no
solvente, através de movimentos Brownianos aleatorios [118, 119]. Estas particulas em
suspensao, quando presentes num meio liquido, sofrem estes movimentos devido a colisdo com
as moléculas circundantes.

Para a técnica de DLS é importante ter em conta que nos movimentos Brownianos, as
particulas mais pequenas movem-se mais rapidamente, levando a flutuacdes de intensidade da
luz incidente mais rapidas, consequéncia de apresentarem um coeficiente de difusdo elevado. Por
outro lado, as particulas maiores movem-se mais lentamente, o que leva a flutuacdes de
intensidade mais lentas. Devido ao movimento Browniano das particulas & possivel relacionar o

tamanho de uma particula com a sua velocidade, através da Equacao de Stockes-Einstein:

KT

= Equacao 9
6mnRy

na qual, D ¢ o coeficiente de difusdo da particula, K5 é a constante de Boltzman (1,38x10723 m?
kg 52 K1), T é a temperatura, 1) ¢ a viscosidade dinamica do meio de dispersdo e Ry € o raio
hidrodinamico da particula. Uma vez que o detetor mede todas as intensidades de luz dispersa
pelas particulas, o correlator compara todos os sinais em intervalos de tempo sucessivos para

calcular a velocidade a qual a intensidade varia, tornando possivel estimar o tamanho das
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particulas devido as flutuacdes de intensidades observadas, utilizando algoritmos especificos que
associam as taxas de decaimento da funcdo de autocorrelacdo a um numero de classes de
tamanho e ¢ produzida assim uma distribuicao de tamanhos [119-121].

Outra informacao que se pode retirar da técnica de DLS é sobre o PDI da amostra, o qual
¢ calculado a partir de um ajuste de dois parametros simples para os dados de correlacéo (a
analise de cumulantes). Nesta analise, é assumido um unico modo de tamanho de particula e é
aplicado um Unico ajuste exponencial a funcao de autocorrelacdo e a polidispersdo descreve a
largura da distribuicdo gaussiana assumida. O PDI fornece indicacdo sobre a agregacdo das
particulas em suspensao e é um parametro adimensional. Ou seja, se o PDI obtido é elevado, isto
indica que na amostra ha uma populacao de particulas polidispersa (e.g. quando ocorre agregacao
das particulas e a distribuicdo de tamanhos nao é uniforme). Por outro lado, se for obtido um valor
de PDI mais baixo, a populacao de particulas sera mais monodispersa [119]. O valor de PDI pode
variar entre valores de 0 e 1, sendo que para dispersdes monodispersas o valor ideal € um valor
< 0,300 quando este valor é igual ou superior a 0,500, as distribuicées sdo consideradas
polidispersas [120]. A importancia de obter uma populacdo monodispersa veria muito com o
objetivo, via de administracao e material constituinte dos nanossistemas. Quer para os lipossomas
quer para 0os NLC, valores de PDI inferiores ou iguais a 0,300 tém sido considerados valores
aceitaveis, nomeadamente num contexto de uma administracao topica [122-125].

Neste trabalho, mediu-se o tamanho e determinou-se o PDI dos lipossomas, com e sem
resveratrol, e dos NLC no dia da preparacdo, pela técnica de DLS com o aparelho e software
Zetasizer NanoZS, da Malverne. Na preparacdo das amostras para as medicdes, as dispersdes de
lipossomas e dos NLC foram diluidas, 1:10 e 1:2, respetivamente, com agua ultrapura de maneira
a evitar a multidispersao de luz consequente de uma concentracao elevada de particulas. Todas
as medicdes foram realizadas a temperatura ambiente e os resultados apresentados sao valores
médios (+ desvio padrao) de trés medicoes. O Z-ave e o Pl foram obtidos a partir do correlograma,
pelo software Zetasizer Nano ZS (Malverne, Reino Unido), o qual segue a norma ISO 22412:2008.

Posteriormente, utilizando também o aparelho e software Zetasizer NanoZS, da Malverne,
foi medido o potencial zeta (ZP, do inglés Zefa Potencial) das particulas. As particulas dispersas
num sistema aquoso adquirem carga a superficie, isto deve-se, principalmente, a presenca de
grupos ionizaveis ou a adsorcao de espécies idnicas, afetando a distribuicao de ides no meio e
aumentando a concentracdo de ides de carga oposta ao da particula (contra-ides) junto a

superficie. Assim, na interface da particula com o meio da dispersao origina-se uma dupla camada
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elétrica com duas regides: uma regiao interna, designada de Stern (onde os ides estdo firmemente
ligados a superficie), e uma regiao externa, ou difusa (onde os ides nao estao fortemente ligados
a superficie) (Figura 11). Com o movimento Browniano, alguns ides da camada externa movem-
se como parte da particula e através desta migracao eletroforética é possivel determinar o ZP pela
técnica de eletroforese de luz dindmica (ELS, do inglés Eletrophoretic Light Scattering). Em suma,
o0 potencial zeta refere-se a carga total que a superficie de uma particula adquire num determinado

meio [122, 126].
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Figura 11 - Representacdo esquematica da dupla camada elétrica em torna de uma particula em suspenséo.

Adaptado de [126].

A determinacéo do ZP é essencial na caracterizacao dos nanossistemas lipidicos, pois a
sua magnitude fornece uma indicacdo da carga superficial das particulas e da estabilidade
potencial do sistema. Se as particulas dispersas apresentarem valores de potencial zeta elevados
em modulo, negativo ou positivo, tenderdo a sofrer repulséo eletrostatica impedindo a tendéncia
para se agregarem. No entanto, se as particulas tiverem valores de potencial zeta baixos, as forcas
de atracao sdo superiores as formas de repulsdo e havera tendéncia a formarem agregados.
Geralmente, as dispersdes com valores de zeta potencial, em termos absolutos, elevados, ou seja,

mais positivos que + 30 mV ou mais negativos que -30 mV, sdo consideradas estaveis [126].
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Tal como para as medicdes do tamanho e do PDI, para as medicdes do potencial zeta as
dispersdes de lipossomas e de NLC foram previamente diluidas e realizadas a temperatura
ambiente. A mobilidade eletroforética foi convertida em ZP com base na Equacao de Helmholtz-

von Smoluchowski:

Veo = E Equacéo 10

onde, E € o campo elétrico aplicado, &, corresponde a permissividade do vacuo, &; € a constante

dielétrica e n é a viscosidade da solucéo eletrolitica.

3.5.2. Estabilidade em condicdes de armazenamento e estabilidade

acelerada

A estabilidade é um dos aspetos criticos para garantir, ao longo do tempo, a seguranca e
a eficacia dos nanossistemas lipidicos como sistemas de administracdo de farmacos. Esta
estabilidade pode ser afetada por varios fatores inerentes a propria formulacédo, como por exemplo,
componentes lipidicos da formulacéo, o tamanho e a carga superficial das particulas, como por
fatores externos (e.g. luz, temperatura).

Relativamente a composicao da propria formulacéo, por exemplo, os lipidos saturados
oferecem uma maior estabilidade em termos de oxidacdo do que os lipidos polinsaturados e, as
formulacdes aquosas de produtos farmacéuticos tendem a ser menos estaveis, pois a presenca
de dgua em excesso pode provocar degradacao hidrolitica [127, 128].

As particulas com valores de potencial zeta maiores que 30 mV, em termos absolutos,
podem ser estaveis durante um longo periodo, uma vez que a carga superficial permite a repulsdo
entre as particulas evitando fendmenos de agregacdo. Caso a carga das particulas ndo seja
suficiente para que haja repulsdo, uma estratégia para manté-las estaveis em dispersdo é o
revestimento da sua superficie com agentes tensioativos, exercendo um efeito histérico, e evitando
também a agregacao.

Adicionalmente, através da analise ao longo do tempo do tamanho e do indice de
polidispersao das formulacdes torna-se possivel identificar a tendéncia para fenémenos de
agregacao e sedimentacao. Por exemplo, se ocorrer agregacao, ocorre um aumento significativo

do raio hidrodinamico dos nanossistemas. Por outro lado, a diminuicdo da carga superficial dos
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nanossistemas para valores, em termos absolutos, inferiores a 30 mV traduz-se numa maior
propensao para ocorrerem fendmenos de fusao e agregacao e é correlacionavel com um visivel
aumento da dispersao de tamanhos e da polidispersao dos nanossistemas [128].

Com o objetivo de analisar a estabilidade, em termos fisicos, em condicdes de
armazenamento, as formulacdes foram mantidas a 4°C, durante 8 semanas e foram analisadas
por DLS e ELS, utilizando as mesmas condicdes descritas anteriormetne para a analise do
tamanho, indice de polidispersdo e ZP. Por fim, para avaliar a estabilidade acelerada, as
formulacdes foram sujeitas a 2 ciclos de centrifugacado, a uma velocidade de 3000 rpm, durante
30 minutos, e mantidas a temperatura ambiente, igualmente durante 8 semanas e analisadas por

DLS e ELS.

3.5.3. Composicao quimica

De forma a comprovar o sucesso do encapsulacdo do farmaco, foi essencial avaliar a
composicao quimica dos nanossistemas lipidicos com e sem RSV. Para tal, recorreu-se a
Espetroscopia de absorcao no Infravermelho por transformada de Fourier, usando a técnica de
refletdncia total atenuada (ATR-FTIR, do inglés Attenuated fotal reflectance-Fourier transform
Infrareq).

A espetroscopia de IR baseia-se na absorcao de radiacao eletromagnética pelas moléculas
na regidao do infravermelho do espetro eletromagnético. As energias absorvidas correspondem a
energias de transicdo entre niveis vibracionais, associadas a deformacdes nas ligacdes quimicas,
resultando numa variacdo no momento dipolar da molécula. Esta técnica permite identificar os
grupos funcionais da amostra, tendo por base o espetro de vibracdo das ligacoes quimicas [129].

Na técnica de FTIR, faz-se incidir sobre a amostra a gama total de comprimentos de onda
da regiao do infravermelho que se pretende analisar e os sinais, incidente e transmitido, sao
detetados por um interferometro. Aplicando transformadas de Fourier (FT, do inglés Fourrier
transformed) ao interferograma obtido, podem-se obter os picos de absorcdo da amostra em
funcdo da frequéncia da radiacao incidente.

Em conjunto com o FTIR, a técnica ATR é muito pratica, uma vez que permite medir
amostras sélidas com uma preparacao minima ou sem qualquer preparacao prévia da amostra,
ou seja, a amostra é apenas colocada sobre um pequeno cristal com um indice de refracdo elevado
(superior ao da amostra) e de baixa absorcao no IR. O feixe de radiacao infravermelha incide,

segundo um dado angulo 6, maior do que o angulo critico, na interface cristal-amostra e é
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refletido internamente. A onda evanescente associada propaga-se na amostra e é absorvida
seletivamente por esta, permitindo obter informacéo sobre os seus niveis vibracionais.

As medidas de ATR-FTIR foram realizadas no Departamento de Biologia da Universidade
do Minho, no Campus de Gualtar, num FTIR Perkin-Elmer, Spectrum Two Spetrometer, equipado
com um acessorio de ATR com um cristal de diamante (indice de refracao 2,4 e profundidade de

penetracao da ordem de 1,66 u m). Por fim, os espetros foram medidos na regido 400-4000 cm-

1, com incrementos de 4 cm* e foram realizados 16 varrimentos para cada espetro.

3.5.4. Avaliacédo das propriedades biofisicas dos nanossistemas

Para se perceber de que forma o farmaco poderia afetar as propriedades biofisicas das
membranas celulares, como a cooperatividade da transicdo de fase, a microviscisidade
membranar e a temperatura de transicdo de fase, foram preparados DSPC:DOPE:w3 e
DSPC:DOPE:w3+RSV, como referido anteriormente na seccao 3.5.2.

Desta forma, a determinacao da temperatura de transicdo de fase lipidica realizou-se com
a presenca e na auséncia de uma quantidade conhecida de farmaco. Para tal, colocou-se 1 mL
de LUVs numa célula descartavel de poliestereno e o seu tamanho foi analisado por DLS, em modo
automatico. A partir desta analise, determinou-se o valor 6timo de ajuste da posicdo da célula e o
valor de atenuador a fixar. Posteriormente, os valores fixos da posicao da célula e do atenuador
foram inseridos no software e procedeu-se as leituras de tamanho e de taxa de contagens da
intensidade de luz dispersa pelos LUVs. Estas leituras realizaram-se num intervalo de temperaturas
entre 0s 5 °C e 55 °C, com 1 °C de diferenca entre leituras e foram efetuadas 3 medidas em cada
temperatura.

Posteriormente, efetuou-se o tratamento dos resultados recorrendo ao software Origin
8.0%®. Aos dados da intensidade média da luz dispersa em funcdo da temperatura ou da taxa de

contagens foi aplicado um ajuste sigmoide da equacéo modificada de Boltzmann (equacado 11):

Tey — Vg1 + 0, T — 4T
IN = Ter +p1T+ s2 s1 P2 P1

— Equacgao 11
141087 ™

em que, IN é a intensidade de luz dispersa normalizada, 751 € p4 sdo, respetivamente, o declive

e a ordenada na origem da tendéncia linear anterior a transicao de fase, 1y, e p, sao,
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respetivamente, o declive e a ordenada na origem da tendéncia linear posterior a transicao de
fase, T é atemperatura, B é a cooperatividade da transicéo de fase e, por ultimo, Tm corresponde

a transicao de fase.

3.6. Ensaios de performance terapéutica

3.6.1. Eficiéncia de encapsulamento do resveratrol

Uma formulacao de nanossistemas lipidicos contendo um farmaco encapsulado, so tera
interesse na pratica clinica se a eficiéncia de encapsulacdo (EE) for tal que doses terapéuticas
possam ser administradas numa quantidade razoavel de lipidos, uma vez que os lipidos em
quantidades elevadas podem ser toxicos [130]. Além disso, valores elevados de EE permitem
reduzir a dose de farmaco necessaria para alcancar o efeito terapéutico desejado, minimizando
os efeitos adversos e o numero de tomas necessarias. Atendendo a estas consideracdes, o sucesso
do uso de dispersdes de nanossistemas lipidicos como sistemas de veiculacao de farmacos
depende dos parametros de encapsulacdo de farmaco, nomeadamente a eficiéncia de

encapsulacao. A EE ¢é determinada através da seguinte equacao:

Quantidade total de farmaco — Farmaco livre ;
EEY% = - : x 100 Equacéo 12
Quantidade total de farmaco

Para avaliar a EE do RSV, foram preparadas formulacdes com trés percentagens diferentes
de RSV (10%, 20% e 40%). De cada formulacédo foram retirados 500 uL e transferidos para um
tubo Amicon®, Merck Milipore Ireland Ltd, contendo uma unidade filtrante. Posteriormente, estes
tubos Amicon® foram submetidos a uma centrifugacdo a uma velocidade de 3000 rpm durante
15 minutos. Depois desta centrifugacéo, realizou-se uma separacao, para eppendorfs, do contetido
dos tubos em: filtro, contendo o peflet com os nanossistemas lipidicos, e o filtrado aquoso com o
farmaco nao encapsulado. Apds a separacao, o filtrado foi diluido até obter um volume suficiente
para realizar as leituras. A quantidade de RSV encapsulada foi determinada através da leitura das

absorvancias do filtrado no comprimento de onda de méaxima absorcdo do RSV (A max = 305

nm). As leituras efetuaram-se num espetrofotometro SHIMADZU UV-2501, e o doseamento foi feito

recorrendo ao método analitico previamente validado e que relaciona a absorvancia medida com

50



a concentracdo de RSV. As analises da EE foram realizadas em triplicado para cada formulacao e

0s resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

3.6.2. Incorporagao dos nanossistemas lipidicos numa base semissolida

Para preparar a base semissolida (um hidrogel), o gelificante PFC® foi disperso na
dispersao dos nanossistemas lipidicos contendo glicerina. Posteriormente, esta preparacao foi
neutralizada com trietanolamina a um pH = 6,5 para obter a consisténcia de gel. Com o objetivo
de analisar a viscosidade das preparaces em funcao da concentracao de agente gelificante (0,2;
0,3; 0,5; 0,75; 1,0 % m/m), este foi utilizado em diferentes concentracdes de agente gelificante.
Foram ainda preparadas bases semissolidas incorporando uma mistura de lipossomas e NLC,

com uma concentracao de PFC® de 0,5% (m/m).

3.6.3. Ensaio de permeacéao cutanea

3.6.3.1. Preparacao da solucao tampao (pH=>5,5)

A preparacao da solucdo tampao resultou da mistura das seguintes solucdes:

a) Solucdo de fosfato de sédio 0,1 M (solucéo basica) — pesar 38,012 g fosfato de
sodio para um baldo volumétrico de 1 L e perfazer o volume com agua destilada;

b) Solucéo de acido Bérico 0,02 M e acido citrico 0,05 M (solucéo acida) — pesar
1,2366 g de acido borico e 10,507 g de acido citrico para um balao volumétrico de 1 L e perfazer
0 volume com agua destilada.

Apods a preparacao prévias destas solucoes, num baldo volumétrico de 1 L, adicionaram-
se 370 mL da solucao basica e 630 mL da solucao acida e agitou-se para homogeneizar a mistura.
Posteriormente, mediu-se o pH da solucdo com auxilio de um potencidometro, ajustando-se, se

necessario, o valor de pH para 5,5, por adicdo de acido ou base.

3.6.3.2. Preparacao da solucao micelar

Para preparar a solucao micelar pesou-se, em balanca analitica, 4,61 g de lauril sulfato
de sdédio 16 mM (SLS, do inglés sodium laury! sulfate), e adicionou-se a 1 L da solucdo tampao

preparada anteriormente.
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3.6.3.3. Estudos de permeacao cutanea do resveratrol

Os ensaios de permeacao cutanea tém como objetivo avaliar como € que um determinado
farmaco ou composto bioativo sofre difusao através da pele. Estes estudos podem ser feitos /n
vitro ou ex vivo. Neste trabalho foram realizados estudos /n7 vifro, nos quais se usa uma célula de
difusdo, designada de célula de Franz, e mede-se a cinética de difusdo do composto bioativo para
um reservatorio, usando pele ndo viavel ou membranas sintéticas simuladoras de pele. A célula
de Franz ¢ um sistema composto por duas camaras, separadas pela membrana utilizada no
ensaio[131, 132].

A avaliacéo da difusdo do farmaco foi realizada através de uma membrana de polissulfona
(PSO, do inglés Polysulfone). Para tal, colocou-se uma amostra dos lipossomas com RSV e das
bases semissodlidas na camara superior da célula de Franz e na camara inferior colocaram-se 5
mL do meio recetor (solucdo tampao pH 5.5 - para mimetizar o pH cutadneo e meio micelar).
Durante um periodo de 24 horas foram retiradas aliquotas do meio recetor (400 uL) em diferentes
periodos de tempo: 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h e 24 h. A partir destas aliquotas, o RSV foi
quantificado por espetrofotometria de absorcao UV/Vis utilizando o método analitico validado

anteriormente

3.6.4. Estudos de libertacao /in vifro do resveratrol

A cinética de libertacéo /n vitro do farmaco a partir de lipossomas deve ser determinada,
uma vez que é uma caracteristica que define a qualidade da formulacdo e o seu potencial
desempenho /n vivo.

Idealmente, enquanto os lipossomas nao chegam ao local de acéo, a libertacdo do farmaco
deve ser a mais lenta possivel, de forma a evitar perdas significativas de farmaco no organismo e,
assim, reduzir a sua toxicidade [133]. Por outro lado, apds a acumulacao dos lipossomas no local
alvo, estes devem libertar o farmaco de forma controlada, isto pode ser alcancado através das
caracteristicas da formulacdo e/ou através de estratégias quimicas ou fisicas. Em suma, a
capacidade de controlar e alcancar um perfil de libertacdo adequado & uma caracteristica
extremamente vantajosa na pratica clinica [134, 135].
Os estudos de libertacao /n vitro do RSV foram realizados a partir de lipossomas (MLVs)
contendo 20% de RSV. O método utilizado para a libertacao /n vifro do RSV foi o de difusao por

membrana de dialise. Desta forma, colocou-se 1,0 mL das preparacdes dos lipossomas com RSV
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ou uma preparacao de resveratrol em agua ultrapura, nas membranas de dialise. Posteriormente,
as membranas foram imersas num recipiente contendo 6,0 mL da solucao tampao pH 5,5 e
solucdo micelar (preparadas como descrito na seccao 3.6.3.). Este sistema foi mantido sob
agitacdo magnética, a uma temperatura de 37 °C. Pipetou-se 1,0 mL de cada amostra, que foi
reposto por 1,0 mL do meio de dissolucdo fresco, em intervalos predefinios até perfazerem 32
horas de ensaio. De forma a medir a quantidade de RSV libertada, as amostras recolhidas foram

analisadas por espetrofotometria, no Amax do RSV e foram realizadas em triplicado.

3.6.5. Analise reolégica das formulacdes dermatologicas em base

semissolida

A reologia refere-se ao estudo das propriedades de fluxo, fluidez e deformacao da matéria
[136, 137]. Os conceitos fundamentais da reologia estéo relacionados com o comportamento do
fluxo, que é descrito através da viscosidade, elasticidade e plasticidade dos materiais (liquidos,
solidos e semissdlidos), quando sujeitos a deformacdes fisicas [137]. E de salientar que a
viscosidade & uma medida de resisténcia interna de uma substancia a fluir quando sujeita a
tensao. Assim, a relacao entre a viscosidade e a tensao de corte é importante, uma vez que esta
relacdo revela a natureza do comportamento reolégico, que pode ser newtoniano ou nao

newtoniano (Figura 12).
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Figura 12- Esquematizacéo da classificacdo e da relacao existente entre a tensao de corte e a velocidade de corte,

no comportamento reoldgico de fluidos.

A diferenca entre as curvas ascendente e descentente de um reograma da-se o nome de
tixotropia, uma classificacdo importante quando se pretende uma aplicacdo percutanea de um
farmaco. Este tipo de comportamento acontece quando uma preparacao € sujeita a uma tensao
de corte e a sua estrutura quebra, levando a uma diminuicdo gradual da viscosidade, o que ajuda
a sua propagacao na pele. No entanto, quando a tensao de corte é removida, a viscosidade
recupera-se lentamente e aumenta, proporcionando a manutencéo da preparacao sobre a pele.
Posto isto, a analise reologica é fundamental na otimizacdo da administracdo tdpica de
preparacoes, pois é usada para prever o comportamento /7 vivo de um material, além de que é
um parametro importante no desenvolvimento, caracterizacéo fisico-quimica e no controlo da
qualidade das formulacdes dermatologicas. Uma vez que as propriedades reoldgicas intervém nas
propriedades galénicas das formulacdes, esta analise torna-se bastante util, considerando que as
formulacbes para aplicacao topica devem ter boas propriedades de espalhamento e aderéncia na
pele. Os sistemas mais comuns para formulacées dermocosméticas sdo os pseudoplasticos [137,

138].
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Neste trabalho, a analise da reologia realizou-se com o auxilio do viscosimetro rotacional
ST-2001, J.P. Selecta® (I.C.T, S.L., Espanha) e o estudo do comportamento das bases
semissolidas através da analise da variacdo da tensao de corte (Pa) em funcdo da velocidade de

corte (rpm).

3.6.6. Ensaios de oclusao

0O efeito oclusivo consiste na formacao de um filme sobre o0 estrato cdrneo, quer por deposicao
de alguns excipientes emolientes, como por exemplo éleos e vaselina, quer por deposicao de
particulas de tamanhos reduzidos, de que sao exemplos os nanofilmes, as nanofibras e as
nanoparticulas. A formacao deste filme impedira a perda de agua da pele, o que se torna um
importante fator para a sua hidratacao. Além disso, um aumento de agua ao nivel cutaneo podera
também favorecer a difusdo de compostos bioativos através do estrato cérneo, uma vez que a
agua retida na camada lipidica ira proporcionar uma hidratacdo dos grupos polares das
membranas lipidicas deste estrato, auxiliando a sua permeacao. Desta forma, nos ensaios de
ocluséao efetuados pretendeu-se verificar se o revestimento da pele com os nanossistemas lipidicos
desenvolvidos originariam um efeito oclusivo adequado.

Neste ensaio utilizaram-se copos de vidro contendo 50 g de agua ultrapura. A boca de cada
copo foi tapada, apenas com um filtro de microfibra de celulose Whatman® com poro de 0,6 a 0,8
pum (controlo) ou colocando por cima do filtro o sistema terapéutico em estudo. Selou-se a unido
dos dois recipientes com teflon (Figura 13) e estes sistemas foram colocados dentro de uma estufa
a 37 °C. A intervalos de tempo pré-definidos mediu-se rigorosamente a massa de cada sistema.
Os ensaios foram realizados em triplicado.

Testou-se a oclusividade das formulacées DSPC:DOPE:w3, DSPC:DOPE:w3+RSV e PREC:

w3 e destas formulacdes incorporadas na base semissélida.

55



Suporte para o filtro e para
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Teflon

Copo de vidro

Agua ultrapura

Figura 13 - Fotografia e legenda do sistema utilizado no teste de ocluséo.

O fator de oclusividade (F) foi calculado segunda a equacao 13:

Equacao 13

em que, R é a perda de agua no controlo e S é a perda de agua no sistema com a amostra.
Ou seja, F=0 ¢ indicativo de que nao ocorreu efeito oclusivo e F=100 de que a oclusividade foi

maxima.

3.6.7. Avaliagdo do efeito anti-inflamatério e antioxidante do resveratrol e

6mega 3

O efeito anti-inflamatorio do RSV foi avaliado utilizando um kit comercial da Cayman
Chemical: Ensaios da atividade fluorescente da COX.

A COX, também conhecida como prostaglandina H sintase (PGHS), ¢ uma enzima
bifuncional que exibe atividades de cicloxigenase e peroxidase. Assim, a componente de COX

converte o acido araquidonico em prostaglandina endoperéxido (PGG.) e a componente peroxidase
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reduz o PGG:no alcool correspondente PGH:, o precursor das prostaglandinas (PG), tromboxanos
e prostaciclinas [139, 140].

Existem duas isoformas de COX, COX-1 e COX-2. A COX-1 encontra-se expressa numa
variedade de tipos de células e esta envolvida na homeostase celular normal. Uma variedade de
estimulos mitogénicos (e.g. ésteres de forbol, lipopolissacarideos e citocinas) levam a inducao da
expressdo da segunda isoforma da COX, a COX-2. Esta é responsavel pela biossintese de PG em
condicoes inflamatorias agudas [141, 142]. Acredita-se ainda que a COX-2 é a enzima alvo para
a atividade anti-inflamatdria de farmacos anti-inflamatorios nao esteroides [142].

Atendendo a estas consideracdes, este kit fornece um método a base de fluorescéncia
para detetar a atividade da COX-1 ou da COX-2. O ensaio utiliza a componente de peroxidade da
COX. A reacao entre PGG2e ADHP (do inglés, 10-acetyl-3, 7-difydroxyphenoxazine) produz um
composto altamente fluorescente, a resorufina. A fluorescéncia deste composto pode ser
facilmente analisada com um comprimento de onda de excitacdo entre 530-540 nm e um
comprimento de onda de emissao entre 585-595 nm (Figura 14).

A atividade antioxidante foi avaliada por analise dos espectros da ATR-FTIR das

formulacdes conforme o detalhado nos resultados.
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Figura 14 — Esquema do ensaio de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria.
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Capftulo 4

Resultados e Discussao
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4.1. Doseamento espetrofotométrico do resveratrol pelo método da curva de
calibracao

O espetro de absorcdo UV/Vis do RSV apresenta trés comprimentos de onda (A) onde a
absorcao € maxima, Amax = 216 nm, Amax = 305 nm e Amax = 317 nm, sendo possivel o seu
doseamento em qualquer um destes maximos. O Amax = 305 nm foi o comprimento de onda

selecionado para o doseamento espetrofotométrico do RSV. A Figura 15 apresenta os espetros de

absorcdo UV/Vis obtidos para solucdes padrdo de RSV com concentracdes de 0,5 - 100 uM.
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10 uM 20 M =40 uM =60 pM =80 puM 100 uM

Figura 15 - Espetro de absorvancia UV/Vis de solugdes padréo de RSV.

4.1.1. Parametros de validacdao do método analitico
Especificidade

A analise da especificidade do método analitico permite verificar se existem interferéncias
entre a quantificacdo do RSV e os restantes componentes presentes nas dispersdes lipidicas de
nanossistemas, nomeadamente dos lipidos e dos agentes tensioativos. O espetro de absorcao das
formulacdes foi registado entre os comprimentos de onda (A) de 200 nm a 400 nm. Assim,
comparando o espetro de absorcdo das dispersdes lipidicas de nanossistemas com uma solucao
padrdo de RSV (40 uM), as formulacdes nao apresentaram bandas de absorcéo aos A de absor¢ao

registados para o RSV. E, portanto, possivel constatar que os componentes das formulacées n&o
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interferem com a quantificacdo do RSV e que, por isso, 0 método é especifico para o RSV (Figura

16).
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Figura 16 — Comparacéo do espetro de absorcao das dispersdes lipidicas de nanossistemas com uma solucao padrao

de RSV (40 pM).

Linearidade

A obtencao da correlacao direta entre a absorvancia do composto e a sua concentracao é
de elevada importancia para a quantificacdo do RSV. Deste modo, representando graficamente a
absorvancia ao Amsx de 305 nm em funcdo da concentracdo de RSV, procedeu-se ao tracado da

curva de calibracao apresentado na Figura 17.
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Figura 17 — Curva de calibracdo do RSV em agua ultrapura ao comprimento de onda méximo de 305 nm.
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Os dados da curva analitica (Y = 9015,1x - 0,0002) foram ajustados pela analise de
regressao linear. O coeficiente de determinacao (R?) apresentou um valor de 0,995, o que indica
que 99,5% da variacao total em torno da absorvancia € explicada pela regressao linear, com um
residuo de 0,0002. Além disso, o valor da intercecdo com o eixo dos YY ndo se mostrou
significativamente diferente de zero. Posto isto, pode-se considerar que os resultados obtidos sao
diretamente proporcionais a concentracdo de RSV na amostra, dentro do intervalo estipulado das
concentracées (0,5 uM a 100 puM). Em suma, ¢é possivel concluir que o método analitico

demonstrou uma boa linearidade dentro do intervalo de concentracdes proposto.

Precisdo

Para determinar a precisao do método foram realizadas cinco medidas da absorvancia
para a concentracao maxima de RSV (100 uM) e foram obtidos os seguintes resultados para o
Amax de 305 nm: 0,954; 0,953; 0,954; 0,956 e 0,957. A proximidade (+ 0,001) entre os valores

obtidos permite afirmar que o método & preciso.

Limite de detecao e limite de quantificacdo

A partir da curva de calibracdo e das equacdes 7 e 8, foi possivel calcular os DL e QL.
Assim, o resultado obtido para o DL foi de 2,91744x10% M e para o QL foi de 8,84072x10% M.

Apos a analise de todos estes parametros de validacéo, é possivel concluir que o método
analitico é valido para a quantificacdo do RSV em dispersdes de nanossistemas lipidicos, uma vez
que este se mostrou especifico, linear e preciso no intervalo de concentracdes de RSV de 0,5 uM
a 100 uM. Este método permite ainda determinar quantitativamente com precisao e exatidao
concentracdes aceitaveis a partir dos 8,84072x10% M. O coeficiente de absortividade molar

determinado para o RSV foi de 9015,1 M-tcm™.
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4.2. Estudos de pré-formulacao

4.2.1. Estudo /n silico das caracteristicas fisico-quimicas do resveratrol e
descritores moleculares relevantes
Através do software da Chemaxon® com o mddulo MarvinSketch® foi possivel obter

importantes parametros fisico-quimicos com base na estrutura da molécula de RSV, tal como pode

ser observado na seguinte Tabela.

Tabela 5 - Previsao in silico de alguns parametros obtidos através do software Chemaxon® e do MarvinSketche para o

RSV.

Massa Grupos Grupos
PSA VWSA .
molecular Log P  Solubilidade dadores  aceitadores
Ay (A3
(g/mol) de H de H
RSV 228,25 3,4 Baixa 60,69 308,38 3 3

PSA - Area de Superficie Polar (do inglés, Polar surface area); VWSA- Volume de Van der Waals

(do inglés, Van der Waals surface area)

A partir da determinacao /7 sifico destes parametros, € possivel retirar consideracoes sobre
algumas caracteristicas do composto: ionizacdo, lipofilicidade, solubilidade, permeabilidade,
classificacdo biofarmacéutica, parametros que serdo avaliados nas seccdes seguintes. Estes sao
preditores usados no desenvolvimento racional de formulacdes [143-145] e que permitiram
compreender desafios mais importantes no desenvolvimento de uma formulacao para entrega de
RSV, nomeadamente se as suas caracteristicas de lipofilicidade e solubilidade eram indicativas de
que os lipossomas e as nanoparticulas lipidicas poderiam ser formulacdes adequadas para

veicularem este composto bioativo.

lonizacao do resveratrol

0 pKa, cologaritmo da constante de acidez (Ka), pode ser relacionado com o pH através

da relacdo de Henderson-Hasselbalch:

64



[ ]
AH]

em que [A] representa a concentracdo de moléculas do farmaco que se encontram no estado

pH = pKa+ |0910 Equagéo 14

ionizado e [AH] representa a concentracdo de moléculas do farmaco néo ionizado. Assim, o valor
de pH ¢ igual ao valor de pKa quando a razao [A-]/[AH] é igual a unidade (e log101=0). Como tal,
0 pKa é o valor de pH ao qual se obtém 50% de espécies neutras e 50% de espécies ionizadas
[146-148].

Através do software MarvinSketch®, os valores de pKa calculados para a ionizacdo do RSV
foram de 8,49 (pKal), 9,13 (pKa2) e 10,14 (pKa3), os quais se aproximam dos valores obtidos
experimentalmente descritos na literatura (8,99; 9,63 e 10,64) [149]. A um pH inferior ao pKal,
a molécula de RSV encontra-se maioritariamente na sua forma neutra e a um pH superior ao pKal,
a molécula de RSV encontra-se maioritariamente carregada negativamente, ou seja, na sua forma
ionizada.

A solubilizacdo e a capacidade de permeabilizar membranas sdo condicionadas pela
ionizacao dos farmacos. Assim, na Figura 18 estdo apresentadas as microsespécies de RSV

predominantes de acordo com o pH. Ao pH cutaneo o RSV encontra-se na sua forma neutra.

OH
A OH
r , ) )
0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10\ 11 12 13 }14
) \_Y_) 6 Y
pH cutaneo

OH
Figura 18 - Escala de pH com a representacéo da distribuicdo de microespécies de RSV (neutra e negativa), e ainda

os valores de pKa do RSV e os valores de pH da pele.



Lipofilicidade do resveratrol

A lipofilicidade de um farmaco ou composto bioativo pode ser avaliada através do
coeficiente de particdo do mesmo num sistema bifasico octanol/agua. Quanto maior a apeténcia
do farmaco ou composto bioativo para se distribuir na fase organica (octanol), maior o seu
coeficiente de particdo e, consequentemente, maior a sua lipofilicidade [146-148]. Designa-se por
LogP o coeficiente de particdo que é avaliado a um valor de pH, ao qual a molécula do farmaco
ou composto bioativo € neutra. Por outro lado, quando a particéo € avaliada a um determinado
valor de pH e nao necessariamente aquele em que a molécula esta na forma neutra, é designada
por LogD [146-148]. Na Figura 19 encontra-se apresentada a previsao /n silico do LogD e do LogP

do RSV num sistema bifasico octanol/agua.

LogP=3,4

LogD
o

pH
Figura 19 - Representacéo grafica do LogD da molécula RSV num sistema bifasico octanol:agua em funcéo do pH e

representacdo do LogP do RSV no mesmo sistema. Elaborada com recurso ao software MarvinSketch®.

Ao pH da pele o valor de LogD previsto é de 3,4. A semelhanca do LogD, o valor previsto
para o LogP foi de 3,4, o qual vai ao encontro do valor descrito pela literatura (= 3,1) [150]. O
valor de LogP determinado para o resveratrol revela que ¢ um composto com lipofilicidade
moderada a elevada (lipofilicidade moderada implica O<LogP<3 e lipofilicidade elevada implica
LogP>5) [146-148]. Como tal, a lipofilicidade do RSV indicia que este composto seja lipossolivel
e parece ser adequada para a sua incorporacdo em nanossistemas lipidicos. Contudo, apesar de
uma lipofilicidade moderada a elevada, o RSV apresenta outros parametros elevados, como a
PSA= 60,69 A2 (Tabela 5), que é uma medida dos atomos polares de uma molécula, sendo assim

indicativo do carater anfifilico do RSV. Assim, apesar da lipofilicidade ser adequada para a sua
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incorporacao em nanossistemas lipidicos, a sua PSA ndo mostra ser adequada a incorporacdo em
sistemas como as SLN e NLC, que sao sistemas francamente apolares, nos quais as zonas polares
limitam a interface do tensioativo com a agua. Por outro lado, a dupla natureza quimica dos
sistemas lipossomais, com pelo menos duas interfaces polares e maior fluidez poderao constituir

um veiculo mais adequado para a encapsulacado do RSV.

Solubilidade do resveratrol

Na Figura 20 esta representado o grafico do LogS (em que S é a solubilidade em mg/mL)

em funcdo do pH e ¢ através deste que é possivel concluir que a solubilidade do RSV é
extremamente baixa quando em ambientes aquosos basicos, neutros ou acidos.

0,5

0

14 16

pH

Figura 20 - Representacdo grafica do LogS do RSV em funcdo do pH. Elaborada com recurso ao software

MarvinSketch®.

Desta forma, a baixa solubilidade do RSV ir4 condicionar a sua absorcédo e permeabilizacao
membranar, promovendo ainda uma facil eliminacao renal do mesmo [151]. Mais uma vez, estas
conclusdes determinam que a encapsulacdo do RSV em nanossistemas lipidicos é uma estratégia

importante para melhorar o seu perfil farmacocinético.

Classificagao biofarmacéutica do resveratrol

Pela previsdo /n silico efetuada, depreende-se que o RSV tem moderada a elevada
lipofilicidade e baixa solubilidade, o que o colocariam teoricamente na classe 2 segundo o sistema
de classificacdo biofarmacéutica (BCS, do inglés, Biopharmaceutical Classification System). Esta

classificacdo esta de acordo com o descrito na literatura para o RSV [152] e, segundo as regras
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do desenvolvimento racional de formulacdes, esta classificacao indica que para compostos desta
classe sao necessarias estratégias (e.g. formular em nanossistemas lipidicos) para melhorar as

taxas de dissolucao do bioativo [153].

Permeabilidade cutanea ao resveratrol

De acordo com a regra “rule of 5" de Lipinski, se um composto possuir duas das seguintes
caracteristicas apresentara uma baixa permeabilidade e uma baixa absorcao: LogP > 5; peso
molecular > 500 Da; dadores de Hidrogénio > 5 e aceitadores de Hidrogénios >10 [146-148].
Assim, segundo esta regra, o RSV ndo possuiria problemas de baixa permeabilidade e baixa
absorcao (ver Tabela 5).

Neste trabalho é particularmente importante obter uma previsao a respeito da
permeabilidade cutanea do RSV (composto bioativo livre, ndo encapsulado), uma vez que se
pretende desenvolver uma formulacdo contendo RSV para aplicacdo tdpica que, se possivel,
melhore as propriedades de permeacdo cutanea do RSV. Assim, as propriedades mais relevantes
na absorcao dérmica sdo a massa molecular, a solubilidade e o coeficiente de particdo, pois sdo
estas as propriedades que irdo condicionar a passagem através da principal barreira cutanea, o
estrato corneo [154]. Geralmente, sdo as moléculas lipidicas e anfifilicas com um LogP de 1 a 3
e um peso molecular inferior a 400-500 Da que favorecem a permeacdo cutanea [155]. O RSV
apresenta o peso molecular requerido, no entanto, o seu LogP parece invalidar uma boa
permeacao, pelo que esta podera ocorrer principalmente pelos espacos inter-lamelares do estrato
corneo, ou através dos poros da pele, ou podera um recurso ao encapsulamento em
nanossistemas lipidicos melhorar a sua permeacao.

Outra regra muito importante foi o algoritmo criado por Potts e Guy a partir de um extenso
numero de dados (cerca de 100 compostos testados) que Ihes permitiu estabelecer que para
compostos com pesos moleculares (PM) de 18 a 750 Da e com
Log P de - 3 a + 6, a permeabilidade através da pele humana (P, em cm/h) pode ser prevista pela
equacao seguinte:

P = 10(~27+0,7xLogP—0,0061xPM) Equacso 15
Aplicando esta equacao, é possivel calcular a permeabilidade do RSV através da pele

humana como sendo 0,0210 cm/h. Também ¢é possivel calcular o fluxo maximo (Jmax em
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ug/cm2/h), ao qual o RSV pode atravessar uma area unitaria da pele, ja que este é teoricamente
alcancado quando o composto é mantido como uma solucdo saturada (ou em forma quimica pura)

na superficie cutanea:

Jmax = P X Cgqt Equacéo 16

em que Csat € a solubilidade maxima em &gua (para o RSV é de 0,03 mg/cm3) e P ¢ a
permeabilidade calculada pela equacdo anterior. Assim, 0,629 pg/cm?/h é o fluxo maximo ao

qual o RSV pode atravessar uma area unitaria da pele.

4.2.2. Testes de triagem para avaliacédo da lipossolubilidade do resveratrol

Estudo da solubilidade lipidica do resveratrol

Apesar da lipofilia moderada a elevada do RSV e uma vez que o RSV apresenta uma
elevada PSA, antes de se proceder a formulacao deste bioativo em NLC procedeu-se a um estudo
para testar a sua solubilidade (1 % m/m) em diferentes lipidos solidos apos aquecimento e fusao
do lipido: Dynasan® 114, Gelucire® 43/01, Witepsol® E85, Imwitor® 900K, Compritol® 888 ATO
e Suppocire® D:; e em diferentes lipidos liquidos: Labrafac® lipophile WL1349, Maisine®, Peceol®,
Lauroglyclol® FCC e éleo de peixe (Myprotein®) a 15, 30, 45 e 60 min.

Em todas estas misturas testadas observou-se a presenca de cristais de RSV no final de 1
hora, indicando que o RSV n&o é soltvel, nesta concentracao e neste periodo de tempo, tanto nos
lipidos solidos como nos lipidos liquidos analisados. Deste modo, ndo foi possivel selecionar
nenhum dos lipidos para a preparacao de NLC contendo RSV encapsulado e reservou-se a
preparacao dos NLC para a inclusdo do outro bioativo (acidos gordos 6mega 3 presentes no éleo

de peixe).

Determinacéo do coeficiente de distribuicdo do resveratrol

Apesar da moderada a elevada lipofilicidade do RSV (Log P octanol/agua =3,40) prevista
in sifico, verificou-se que este bioativo contém um valor de PSA elevado indicando que tem grupos
polares, que podem prejudicar a sua incorporacdo em nanossistemas lipidicos. Assim, fez-se um

teste usando uma das formulacdes lipossomais propostas (DSPC:DOPE:w3 (6:3:1)) para a
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determinacdo do coeficiente de distribuicdo do RSV no sistema bifasico lipossomas/agua (Log D
lipossoma/agua).

A determinacdo do coeficiente de distribuicao de um composto num sistema
lipossoma/agua, através do doseamento do composto por espetrofotometria de absorcdo sem
proceder a separacdo de fases (lipidica e aquosa) apresenta um obstaculo analitico. De facto, tal
como se pode ver na Figura 21 (A), as suspensdes de lipossomas unilamelares (LUV's) utilizadas
neste estudo causam dispersao de luz incidente durante o tracado dos espectros de absorcao
(espetros a cinza). A dispersao ¢ tanto maior quanto mais concentrada for a suspensao e verifica-
se ao longo de todo o intervalo de comprimentos de onda estudados, sendo mais notdria a
comprimentos de onda mais baixos. A espectrofotometria derivativa permite a eliminacdo deste
tipo de interferéncia, ou seja, permite a anulacao satisfatéria dos sinais de fundo e a observacao
dos detalhes espectrais resultantes da interacao bioativo/lipossoma [156, 157]. Na Figura 21 (B)
esta representada a 37 derivada dos espetros de absorvancia, onde se verifica uma eliminacao
eficaz da interferéncia devida a dispersdo causada pelos LUV's (espetros a cinza passam,
praticamente, pelo zero). Em comparacdo, o sinal analitico (bandas assinaladas com setas)

correspondente ao composto a dosear apresenta-se bem resolvido.
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Figura 21 - (A) Espetros de absorvancia usados para a determinagéo do coeficiente de particdo do RSV no sistema
bifasico lipossoma/ agua. Seta vertical mostra dispersdo da luz nos espetros dos lipossomas sem resveratrol; (B)
Espetro da 32 derivada de absorcdo do RSV no sistema bifasico lipossoma/agua. Setas verticais mostram bandas
onde ha boa resolucdo do sinal analitico e anulacéo da interferéncia da dispersao de luz; (C) Representacao grafica
dos valores da 32 derivada dos espetros de absorcdo do RSV num sistema bifasico lipossoma/agua a 353 nm, em
funcao da concentracao de lipossomas. A linha representa o ajuste pelo método de regressdo néo linear reportado
em [157]. Espetros a vermelho: RSV na auséncia de lipossomas; espetros a cinza: referéncias (lipossomas na auséncia
de RSV); espetros a negro: espetros de RSV com lipossomas (concentracdes crescentes de lipossomas: 0 M; 4,7x10-

5M; 9,3x10° M; 2,3x104 M; 3,0x10-4 M; 4,2x10-4 M; 5,1x10-4 M; 1,0x103 M).
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O coeficiente de distribuicdo do RSV foi determinado pela representacéo grafica do valor
minimo ou maximo da derivada em funcéo da concentracéo de LUV’'s de DSPC:DOPE: w3 (6:3:1),
ajustando os dados experimentais com um ajuste nao linear de acordo com um método descrito
na literatura [156, 157]. A Figura 21 (C) representa um exemplo deste ajuste.

Os resultados obtidos (Log D lipossoma/agua = 2,88 + 0,097) indicam que o RSV tem
uma distribuicdo moderada no sistema bifasico lipossoma/agua. Uma explicacao para a diferenca
de distribuicao relativamente a prevista /in sifico reside no tipo de solvente que ¢ utilizado para
representar a fase apolar. Ao contrario do octanol, as bicamadas lipidicas possuem moléculas
anfifilicas cujas cabecas polares permitem o estabelecimento de diferentes interacées com os
compostos bioativos. O valor da distribuicao determinado, apesar de mais baixo que o teérico, é
ainda assim indicativo de que os lipossomas propostos sao formulacdes adequadas ao

encapsulamento de RSV.

4.3. Caracterizagao dos nanossistemas lipidicos

4.3.1. Avaliacao do tamanho e polidispersao

Os NLC e as formulacdes lipossomais foram preparadas segundo o processo descrito nos
pontos 3.4.1 e 3.4.2, respetivamente.
Os resultados da caracterizacao do tamanho e do PDI dos nanossistemas lipidicos estao

apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Tamanho médio e PDI dos nanossistemas lipidicos. A amarelo estdo as formulacdes que contém apenas
oleos de peixe ricos em acidos gordos d6mega 3 (w3); a azul estdo as formulacdes que contém apenas RSY; e a
verde estdo as formulacdes que contém simultaneamente RSV e w3. A cinza sdo formulacdes placebo sem RSV e

sem w3. Os valores sdo apresentados em valores médios + desvio padrédo de pelo menos 3 medicdes. As medidas

foram realizadas imediatamente apos a preparacédo das formulacdes.

Analisando a Figura 22, verifica-se que das formulacdes lipossomais que contém bioativos,
as que contém apenas 06leos de peixe ricos em acidos gordos 6mega 3 (w3) apresentam o maior
tamanho médio (161,83 nm para DPPC:DOPE:w3 e 155,57 nm para DSPC:DOPE:w3). Tal poder-
se-a dever a introducdo de acidos gordos insaturados, como € o caso dos w3, que tém uma
geometria que prejudica o empacotamento dos fosfolipidos com caudas de acidos gordos
saturados (DPPC e DSPC), tornando os sistemas mais fluidos e, portanto, maiores. Esse efeito é
mais notorio precisamente no sistema que é constituido pelo lipido de cauda mais longa e que
forma sistemas mais empacotados e rigidos (DSPC), onde a introducdo de acidos gordos w3 com
“Kinks" provoca um aumento de tamanho de 137,80 nm (sem w3) para 155,57 nm (com w3).
Este aumento de tamanho é acompanhado por um aumento significativo do PDI o que confirma o
facto de a introducdo dos w3 perturbarem o empacotamento lipidico e originarem dispersoes

coloidais menos homogéneas (Figura 23).
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Figura 23 - Representacdo esquematica do empacotamento lipidico nas formulacdes de LUV's de DSPC:DOPE sem

e com w3.

Relativamente as formulacoes lipossomais com w3, a adicdo de RSV parece ter um efeito
de melhoria do empacotamento lipidico, uma vez que provoca uma diminuicdo do tamanho dos
nanossistemas (161,83 nm para DPPC:DOPE:w3 passa a 138,87 nm para DPPC:DOPE:w3+RSV
e 155,57 nm para DSPC:DOPE:w3 passa a 151,87 nm para DSPC:DOPE:w3+RSV). O RSV
apresenta similaridades estruturais com o colesterol e também tem efeitos de empacotamento
lipidico [158], pelo que a sua introducdo nos sistemas pode favorecer a formacdo de dominios
mais ordenados e mais compactos, com uma consequente diminuicdo do tamanho dos
lipossomas resultantes.

Os resultados obtidos para o tamanho médio dos lipossomas com w3 sdo ligeiramente
maiores do que os obtidos por Skibinski et al. (2016) (137 + 12 nm), no entanto, os obtidos para
0s lipossomas contendo os dois compostos bioativos (w3 e RSV) sdo menores do que os
resultados conseguidos por Jeraholmen et al. (2015) (206 + 10 nm). Estes autores recorreram a
técnica de extrusao para a producdo dos nanossistemas, pelo que esta técnica também utilizada
neste trabalho mostrou-se ser eficaz para a obtencado de tamanhos idénticos aos repostados na

literatura [94, 95].
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Embora o w3 afete 0 empacotamento lipidico nos lipossomas, o0 mesmo ndo parece
acontecer com a introducdo de w3 nos NLC. De facto, nos NLCs, o w3 encontra-se em
reservatorios, em volta dos quais se encontra o lipido solido (Figura 24), pelo que a nanoparticula
lipidica resultante apresenta pequenas dimensodes (128,70 nm) e PDI baixo (0,2). Os resultados
obtidos para o tamanho médio dos NLC sao significativamente menores do que os obtidos por
Averina et al. (2001) e por Muchow et al. (2009) (> 200 nm) [97, 98]. Por outro lado, o PDI obtido
para estes NLC é muito idéntico aos valores obtidos por Gokce et al. (2012) e por Neves et al.
(2013), que rondaram em ambos os estudos 0,2, o que permite aferir que as formulacdes sao

homogéneas e que a técnica utilizada para a sua producéo foi eficaz [99, 100].
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Figura 24 - Representacédo esquematica das formula¢des NLC.

Independentemente da variabilidade de tamanhos, todas as formulaces desenvolvidas
sdo adequadas para uma aplicacao terapéutica, uma vez que o tamanho 6timo de um
nanossistema lipidico para este tipo de aplicacao esta reportado entre 100 e 200 nm [159]. Além
disso, tamanhos pequenos sdo importantes quando se pretende uma aplicacdo tépica cutanea,
pois a penetracdo de nanossistemas lipidicos através do estrato corneo diminui com o aumento
dos tamanhos dos mesmos [160]. No entanto, o tamanho é um fator mais limitante no caso das
nanoparticulas inorganicas, dada a sua rigidez estrutural. Os lipossomas e 0s NLC sao formulacoes
mais flexiveis e moldaveis e, por esta razao, permeabilizam melhor o estrato corneo [161].

Além disso, no caso dos lipossomas, a existéncia de componentes que perturbam o
empacotamento (como o w3 e o DOPE, designados em inglés por “edge activators’) possibilita a
formacao de sistemas com maior flexibilidade e, portanto, com maior penetracao cutanea [162].

Relativamente ao PDI, um valor inferior a 0,3 ¢ indicador de uma maior homogeneidade

do tamanho dos nanossistemas e, por outro lado, valores mais elevados (superiores a 0,3) indicam
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uma grande heterogeneidade. Todas as formulacdes lipossomais apresentam valores de PDI
inferiores a 0,3, exceto as formulacdes DSPC:DOPE:®w3 e DSPC:DOPE:w3+RSV, que apresentam
valores superiores a 0,5, provavelmente pela perturbacdo do empacotamento induzida pela
introducdo de ®3, ja referida. Os valores de PDI obtidos permitem classificar estas duas
formulacdes como heterogéneas quanto ao seu tamanho. Portanto, é necessario considerar que
um PDI muito baixo é um requisito essencial a aplicacao de nanossistemas.

Ghorbanzade et al. (2017), ao encapsularem o6leo de peixe nos lipossomas obtiveram um
valor de PDI de 0,557 + 0,01 e Caddeo et al. (2008) alcancaram valores de PDI de =0,2 com a
veiculacdo de RSV também em lipossomas [93, 96]. Os resultados obtidos neste trabalho, quando
comparados com os descritos na literatura, mostram que as formulacées DSPC:DOPE:®3 e
DSPC:DOPE:w3+RSV poderao apresentar alguma instabilidade, mas que as restantes formulacoes
com m3 ou RSV serao mais estaveis e homogéneas.

No caso deste trabalho, as formulacdes destinam-se a uma aplicacdo tdpica cutanea, em
pele psoriatica que se apresenta lesada, inflamada e mais permeavel. Portanto, nem o requisito

de tamanho nem o PDI sao condicionantes para um sucesso da sua aplicacao.
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4.3.2. Avaliacdo da carga superficial dos nanossistemas lipidicos por

determinacao do potencial zeta

Os resultados da caracterizacdo do potencial zeta dos nanossistemas lipidicos séo

apresentados na Figura 25.
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Figura 25 - Potencial zeta das nanossistemas lipidicos. A amarelo estdo as formulacdes que contém apenas o6leos
de peixe ricos em acidos gordos 6mega-3 (w3); a azul estdo as formulacdes que contém apenas RSV, e a verde estdo
as formulagdes que contém simultaneamente RSV e w3. A cinza séo formulacdes placebo sem RSV e sem w3. Os
valores sao apresentados em valores médios + desvio padrdo de pelo menos 3 medicdes. As medidas foram
realizadas imediatamente apos a preparacdo das formulagdes. O tracejado indica o valor de potencial zeta a partir

do qual as dispersdes possuem maior estabilidade.

Por observacao da Figura 25 é possivel verificar que os NLC apresentam carga superficial
positiva e os lipossomas apresentam uma carga superficial perto da neutralidade (DPPC:DOPE e
DPPC:DOPE+RSV) ou negativa (nos restantes casos). Tais resultados estdo relacionados com a
sua composicdo quimica. Assim, os NLC possuem na interface lipido/agua um tensioativo
cationico, o cloreto de benzalcénio (Figura 24) que justifica o potencial zeta positivo. Nos
lipossomas com m3 era expectavel a presenca de carga superficial negativa, pois tratam-se de
acidos gordos, cujo grupo acido carboxilico (Figura 23) esta ionizado a um pH > 4,5. No caso dos
lipossomas sem ®3 (com ou sem RSV encapsulado), seria esperado que a carga superficial fosse

muito préxima da neutralidade, porque os fosfolipidos DPPC, DSPC e DOPE sao zwitterionicos
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(tm uma carga positiva do grupo colina ou etanolamina e uma carga negativa do grupo fosfato)
(Figura 23) e 0 RSV é neutro (ao pH das formulacées: = 6,2, ou seja, pH da agua ultrapura). No
entanto, as formulacdes com DSPC sem ®3 apresentam carga superficial negativa o que, apesar
da pureza do lipido utilizado, pode por vezes acontecer devido a presenca de acido estearico nao
esterificado.

Valores de potencial zeta que se aproximem de +20 mV indicam que uma formulacao
apresenta uma estabilidade a curto prazo, no entanto, valores inferiores indicam que ha
aglomeracao e instabilidade na formulacdo [163]. Assim, sdo consideradas formulacdes estaveis
aquelas que apresentam valores de potencial zeta superiores a +30 mV [164, 165]. Como &
possivel observar no grafico da Figura 25, todas as formulacdes apresentam valores de potencial
zeta inferiores a £30 mV, os quais permitem prever uma instabilidade destas formulacdes. No
entanto, as  formulacdes = DPPC:DOPE:w3+RSV, DSPC:DOPE, DSPC:DOPE+RSV,
DSPC:DOPE:»3+RSV e os NLC PREC: 3 poderao mostrar alguma estabilidade a curto prazo,
visto que apresentam valores de potencial zeta muito préximos ou até superiores a 20 mV.

Como foi referido anteriormente, dos inumeros nanossistemas lipidicos existentes, aqueles
que sao considerados como sistemas deformaveis sdo 0s mais aptos para ultrapassar as barreiras
impostas pelo estrato corneo. Portanto, para uma aplicacao topica, esta instabilidade dos sistemas

ndo sera um problema, mas sim um beneficio para a penetracdo cutanea [166].

4.3.3. Composicao quimica estudada por Espectroscopia de infravermelho
de reflexdo total atenuada por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Foi efetuada uma analise de ATR-FTIR de modo a identificar os modos de vibracdo das
ligacoes quimicas dos compostos bioativos (RSV e w3) e das formulagdes lipossomais com e sem

0 co-encapsulamento. Nas Figuras seguintes mostram-se os espetros obtidos a partir das

diferentes amostras analisadas.
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Figura 26 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:DOPE, sem bioativos
encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:DOPE, com RSV encapsulado. Nas zonas sombreadas destacam-

se 0s grupos funcionais caracteristicos dos fosfolipidos.

Na Figura 26 sao visiveis os principais modos de vibracdo correspondentes aos fosfolipidos
constituintes dos lipossomas [167]: 3000 - 2800 cm™ corresponde aos modos de vibracdo de
estiramento simétrico (vs) e assimétrico (vas) dos grupos CH2; 1736 cm™ corresponde ao modo
de vibracdo do grupo C=0; = 1467cm™corresponde ao modo de vibracdo de dobramento angular
(8) dos grupos CH2, tipico de um empacotamento hexagonal; 1220 cm™ corresponde ao modo
de vibracdo de estiramento assimétrico (vas) dos grupos PO2; 1130 - 1200 m corresponde a
uma banda mista caracteristica dos modos de vibracao de estiramento simétrico (vs) e assimétrico
(vas) do C-O dos grupos éster e ao modo de vibracao de estiramento simétrico (vs) dos grupos
PO2.

Apesar de na Figura 26 serem visiveis 0s principais modos de vibracao correspondentes
aos fosfolipidos, quer no espetro correspondente aos lipossomas sem RSV, quer no espetro
correspondente aos lipossomas com RSV encapsulado, ndo sdo a partida visiveis modos de
vibracao correspondentes ao RSV que permitam identificar a sua presenca nos lipossomas. Para

avaliar com mais detalhe a possibilidade de existéncia de bandas que possam ser atribuidas ao
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RSV, na Figura 27 (A) e (B) as duas zonas de grupos funcionais detetadas na Figura 26 sédo

apresentadas separadamente.
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Figura 27 — Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:DOPE, sem bioativos
encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:DOPE, com RSV encapsulado separados em duas regides (A) e
(B). Nas zonas circundadas a traco cheio vermelho destacam-se pequenas diferencas espetrais e na zona circundada

a tracejado assinala-se a zona onde se esperaria encontrar as bandas trans-olefinicas.

Na Figura 27 (A) é possivel verificar uma pequena diferenca espetral entre os espetros de
DPPC:DOPE sem RSV que apresentam algumas bandas pequenas na zona de 1525, 1542 e 1555

cm® (assinalada com circulo vermelho) possivelmente devido a ligacdes -NH, o que é espetavel
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tendo em consideracdo os grupos amina das cabecas dos fosfolipidos. No espetro
DPPC:DOPE+RSV estas bandas nao estao visiveis ou estao atenuadas, o que podera ser resultado
da interacdo do RSV com os grupos aminados da cabeca dos fosfolipidos. De facto, de acordo com
as previsodes /n sifico efetuadas neste trabalho, o RSV pode funcionar como aceitador e dador de
pontes de hidrogénio e, portanto, € provavel que se estabelecam pontes de hidrogénio entre os
grupos HO- do RSV e -NH dos fosfolipidos que motivem a atenuacéo das bandas das ligacdes -NH.
Por outro lado, também a banda correspondente ao modo de vibracédo do grupo carbonilo (1736
cm™) se encontra alterada no espetro DPPC:DOPE+RSV, o que pode, mais uma vez, significar
uma interacdo por pontes de hidrogénio entre o grupo C=0 dos fosfolipidos e os grupos HO- do
RSV.

Na mesma Figura, assinalado a tracejado esta a regiao onde deveriam constar bandas
trans-olefinicas caracteristicas do RSV (a 986 e 984 cm™1), mas que n&o foram observadas, talvez
porque a quantidade de RSV seja muito pequena em relacao aos lipidos para ser detetada a sua
presenca nos espetros de ATR-FTIR. Na Figura 27 (B) apresenta-se com mais pormenor a regiao
dos 2200 - 4000 cm™. Nenhuma diferenca espetral significativa é detetada, apenas se pode
verificar que a banda a 3360 cm™ apresenta, no caso dos sistemas com RSV, um aspeto mais
arredondado caracteristico da vibracao de estiramento dos grupos -OH dos alcoois (presentes na
molécula de RSV), enquanto que nos sistemas sem RSV esta banda apresenta mais o aspeto da

vibracdo de estiramento dos grupos -NH (presentes nos fosfolipidos).
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Figura 28 - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:DOPE, sem bioativos
encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:DOPE, com w3 e com w3 e RSV encapsulado separados em

duas regides (A) e (B). Nas zonas circundadas a traco cheio vermelho destacam-se pequenas diferencas espetrais.

Na Figura 28 (A) e (B) estdo representados os espetros de ATR-FTIR obtidos para a
formulacao DPPC:DOPE, DPPC:DOPE:w3 e DPPC:DOPE:w3 + RSV. Tal como acontecia com o
RSV, 0 w3 também esta presente numa proporcao muito inferior aos fosfolipidos DPPC:DOPE,
pelo que a sua presenca nao é claramente visivel através dos espetros apresentados. Além disso,
0 w3 € um conjunto de acidos gordos existentes num oleo de peixe, pelo que apresenta muitos
grupos funcionais em comum com os fosfolipidos (também constituidos por acidos gordos
esterificados pelo glicerol) e como tal, a excecdo dos modos vibracionais para o grupo fosfato (-

PO2), todos os modos vibracionais referidos na Figura 26 estdo também presentes no espetro de
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w3, justificando que os espetros de DPPC:DOPE e DPPC:DOPE:w3 sejam muito semelhantes
(Figura 28 (A) e (B)). No entanto, tal como ja foi referido para o RSV, é possivel verificar as mesmas
pequenas diferencas espetrais entre os espetros de DPPC:DOPE sem RSV e sem w3 e os espetros
dos lipossomas com w3 ou com os dois bioativos (Figura 28 (A) e (B), circulos vermelhos).

O mesmo tipo de conclusdbes se pode tirar nos sistemas de DSPC:DOPE,
DSPC:DOPE+RSV, DSPC:DOPE:w3 e DSPC:DOPE:w3+RSV, cujos espetros de ATR-FTIR se
apresentam em anexo (Anexos 1 e 2).

Apesar da preparacdo cuidada das amostras de ATR-FTIR, estas poderao ter quantidade
de material analisado diferente, o que correspondera a intensidades diferentes de transmitancia.
A analise feita até aqui foi meramente qualitativa, uma vez que para uma analise quantitativa era
necessario um controlo maior da quantidade de material depositado em cada analise. No entanto,
apesar das intensidades das bandas de ATR-FTIR variarem, a variacao quer da sua posicao quer
de razdes de intensidades de bandas num mesmo espetro ndo devem variar e poderao dar
indicacoes acerca de interacdes entre os bioativos e os lipossomas. Assim, apds proceder & 2°
derivada dos espetros de ATR-FTIR, para anulacdo de ruido e melhor definicdo das bandas
espetrais, procedeu-se ao calculo da razao das areas de duas bandas (Area da banda 2/Area da

banda 1) correspondentes a vibracdo de estiramento assimétrico (vas) dos grupos POz (Figura 29).
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Figura 29 - 22 Derivada dos espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DPPC:DOPE,
sem bioativos encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DPPC:DOPE, com w3 e com w3 e RSV encapsulados.
Para cada amostra calculam-se as areas da banda 1 e 2 que correspondem as (vas) dos grupos PO2 e a razao (area

da banda 2/area da banda 1).
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A Tabela 6 apresenta a razao das areas obtidas para cada uma das formulacdes.

Tabela 6 - Razéo das areas das bandas que correspondem as (vas) dos grupos PO2.

DPPC:DOPE DPPC:DOPE: w3 DPPC:DOPE: w3+RSV
0,44 2,87 1,94

DSPC:DOPE DSPC:DOPE: w3 DSPC:DOPE: w3+RSV
1,39 1,52 1,50

Um aumento do valor da razao das areas da banda indica que ha desidratacédo em torno
dos grupos fosfato e, possivelmente, interacdo eletrostatica [168]. Este foi o efeito verificado em
ambos os sistemas lipossomais quando lhes foi adicionado acidos gordos w3, provavelmente
porque para acomodar um acido gordo com um grupo polar com carga negativa, foi necessaria
uma interacdo mais forte entre os grupos colina e etanolamina e os grupos fosfato. Quando se
adiciona RSV a estes sistemas verifica-se em ambos 0s casos uma diminuicao do valor das areas
da banda, o que pode ser visto como mais uma prova do estabelecimento de pontes de hidrogénio

entre o RSV e as cabecas polares dos fosfolipidos dos lipossomas.

4.3.4. Avaliacdo do efeito do RSV nas propriedades biofisicas dos

lipossomas estudada por dispersao de luz dinamica (DLS)

A incorporacao de um composto bioativo em nanossistemas lipidicos pode promover
alteracdes biofisicas provocando, por exemplo, um aumento da fluidez dos sistemas. Estas
alteracées podem ter consequéncias no desempenho terapéutico da formulacdo devido a
alteracdes na permeabilidade do nanossistema mas também no perfil de libertacdo do composto
bioativo. Assim, é aconselhavel que faca parte da caracterizacdo dos sistemas a avaliacdo do
impacto do bioativo encapsulado nas propriedades biofisicas do nanossistema [169].

De todos os aspetos relativos a avaliacdo biofisica dos nanossistemas lipidicos, sejam eles
dispersdes de nanoparticulas lipidicas ou dispersdes lipossomais, 0 mais importante é o que se
refere a transicao de fase entre uma fase gel mais ordenada (no caso dos lipossomas) ou solida
(no caso das nanoparticulas lipidicas) e uma fase fluida menos ordenada (no caso dos lipossomas)

ou liquida (no caso das nanoparticulas lipidicas) [170, 171].
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No caso das dispersdes de nanoparticulas lipidicas a inclusdo de um bioativo deve
assegurar que a temperatura de fusao do sistema se mantenha elevada de forma a que as
nanoparticulas lipidicas permanecam solidas a temperatura ambiente e do organismo [100]. A
formulacao PREC:w3 preparada neste trabalho foi previamente utilizada para outro fim (veiculacao
do farmaco aciclovir) e portanto ja foi avaliada quanto a sua temperatura de fuséo (Ti), tendo-se
verificado que a inclusdo do bioativo w3 originou NLC com uma T¢ = 59 °C [172], garantindo
assim que as nanoparticulas sao solidas a temperatura ambiente e corporal.

As formulacdes lipossomais foram desenvolvidas no ambito deste trabalho e nao foram
previamente analisadas quanto ao efeito da inclusdo dos bioativos na temperatura de transicao de
fase (Tm). Anteriormente verificou-se que a formulacdo DSPC:DOPE foi a que apresentou maior
perturbacao de tamanho por inclusdo do bioativo w3, provavelmente devido a uma perturbacao
do empacotamento lipidico (ver seccdo 4.3.1), tendo a inclusdo do bioativo RSV levado a uma
condensacao dos sistemas e a um possivel aumento da rigidez dos mesmos. Para confirmar esses
efeitos do w3 e RSV a temperatura de transicdo de fase lipidica foi analisada por DLS para as
formulacdes lipossomais DSPC:DOPE:w3, na auséncia e na presenca de RSV. Na Figura 30
apresentam-se os perfis sigmoides obtidos por ajuste da Equacao 11 aos dados experimentais

através do software Origin 8.0%.
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Figura 30 - Representacéo grafica dos perfis sigmoides da temperatura de transicdo de fase lipidica da formulacao
DSPC:DOPE:w3 na auséncia e na presenca de RSV. Os valores obtidos correspondem a média e respetivo desvio

padrao de pelo menos trés determinacdes.
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Na Tabela seguinte apresenta-se um resumo dos parametros obtidos pelo ajuste

matematico efetuado.

Tabela 7 - Dados obtidos através de ajustes néo lineares (recorrendo a Equacédo 11) das curvas de perfil sigmoide,
em que B representa o valor de cooperatividade da transicdo de fase e Tm € a temperatura de transicao de fase

lipidica.

Formulac3o B1 Tms (°C) R? B> Tm: (°C) R?

DSPC:DOPE: w3 223,77+21,73  30,14+0,14 0,99 1170,62+42,73 41,72+0,56 0,99

DSPC:DOPE:w3+RSV  595,13+108,44  33,73+0,14 0,99  452,00+72,11 53,24+3,95 0,98

Teoricamente a formulacdo DSPC:DOPE (6:4) teria uma Tm de 26,6 °C
(6xT+(DSPC)+4xT.(DOPE)/(6+4)) [173, 174]. Por observacao da Tabela 7 e da Figura 30 é possivel
verificar que a adicdo de w3 ao sistema provoca a existéncia de duas fases com dois valores de
Tm. Uma das fases corresponde a dominios mistos dos lipidos DSPC:DOPE, sendo todavia mais
rigida como se pode verificar pelo aumento da Tm para 30,14 + 0,14 °C. A outra fase (mais
ordenada) provavelmente é rica em DSPC, mas que por insercdo do w3 encontra-se mais fluida
como se pode verificar pelo abaixamento da Tm para 41,72 + 0,56 °C relativamente a Tm do DSPC
puro (55 °C) [173, 174]. Assim, confirma-se as conclusdes apresentadas na seccdo 4.3.1 e
verifica-se que o w3 tem um efeito perturbador do empacotamento lipidico, provocando um
abaixamento da temperatura de transicdo e uma separacao de fases acentuada, como se observa
pelas diferencas dos valores de cooperatividade entre a fase rica em DSPC (B2=1170,62 + 42,73)
e a fase correspondente a mistura de lipidos (B1= 223,77 + 21,73). Normalmente, quando ha so
um tipo de lipidos numa bicamada lipidica ou quando todos os componentes da bicamada estao
homogeneamente distribuidos, a transicao de fase ocorre de um modo cooperativo, ou seja,
quando é iniciado num ponto da bicamada lipidica propaga-se rapidamente a toda a bicamada
[170, 171]. A perda de cooperatividade ocorre quando ha uma mistura de lipidos ndo homogénea
num sistema, ou quando na bicamada & inserido um outro componente (farmaco ou bioativo) que
nao se distribui de forma homogénea e que influencia mais uma regiao que outra. A diferenca do
valor da cooperatividade das duas fases comprova isso mesmo, que o w3 influencia mais a fase

rica em DSPC:DOPE do que a fase rica em DSPC, nao se distribuindo homogeneamente.
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Quando o RSV é encapsulado na formulacdo, mantém-se a existéncia de duas fases
lipidicas, mas ambas se apresentam mais ordenadas. De facto, a Tm da fase rica em DSPC:DOPE
sobe para 33,73 + 0,14 °C, um valor mais elevado do que o teoricamente previsto para a mistura
dos dois lipidos (26,6 °C). A Tm da fase rica em DSPC também sobe para 53,24 + 3,95 °C. Tal
esta de acordo com as conclusdes apresentadas na seccédo 4.3.1 e com o efeito biofisico do RSV
nas membranas lipidicas descrito na literatura [158]. A cooperatividade das duas fases apresenta
valores préximos (595,13 + 108,44 e 452,00 + 72,11), o que indica uma distribuicdo homogénea
do RSV em ambas as fases e ainda a existéncia de uma distribuicdo equilibrada de dominios mais
ordenados e dominios mais fluidos no sistema.

Como conclusdo destes ensaios, podemos dizer que em termos biofisicos o sistema
lipossomal DSPC:DOPE:w3+RSV desenvolvido é muito interessante pois apresenta-se na fase gel
ordenada a temperatura da pele (32 °C). Perante uma situacdo de aplicacdo sobre zonas
psoriaticas inflamadas de temperaturas mais elevadas, o sistema podera fazer a sua libertacdo de
um modo faseado, pois apresenta dominios de DSPC:DOPE que irdo transitar para a fase fluida,
apresentando, no entanto, dominios mais ordenados ricos em DSPC que permitirao uma libertacao
mais lenta dos bioativos. Também para a permeacao cutanea, as fases mais desordenadas
poderao funcionar como “edge activators’ (como o DOPE e o0 w3) o que possibilita a formacao de

sistemas com maior flexibilidade e com maior penetracao cutanea [162].

4.3.5. Avaliacdo da estabilidade dos nanossistemas lipidicos durante o

tempo de armazenamento

De forma a avaliar a estabilidade dos nanossistemas lipidicos, estes foram armazenados
durante 8 semanas no frigorifico a uma temperatura de 4 °C. As formulacdes foram analisadas as
semanas 1, 4 e 8. Os resultados da estabilidade das formulacdes lipossomais e dos NLC estao
apresentados nas Figuras 31 e 32, respetivamente.

Durante as oito semanas nao foram visiveis alteracdes macroscopicas nas preparacoes.
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Figura 31 - Tamanho e potencial zeta das formulacgdes lipossomais DPPC:DOPE (esquerda) e DSPC:DOPE (direita) ao
longo de 8 semanas. A tracejado assinala-se o valor de potencial zeta desejavel para assegurar uma maior estabilidade.

Os resultados correspondem a um valor médio +desvio padréo de pelo menos trés ensaios.

Observando a Figura 31 é possivel verificar que as formulacées mais instaveis foram as
formulacdes de DPPC:DOPE e as formulacdes de DSPC:DOPE+RSV que apresentaram tamanhos
muito elevados (> 500 nm) a partir da 4® semana. A formulacdo DPPC:DOPE+RSV também
apresentou tamanhos elevados (= 500 nm) a partir da 8% semana. Relativamente ao potencial-
zeta, verifica-se de um modo geral que as formulacdes com DSPC (Figura 31, direita) apresentam
potencial zeta mais negativo que as formulacdes de DPPC (Figura 31, esquerda) o que ¢ indicativo
de uma maior estabilidade a longo prazo no armazenamento.

A Figura 32 permite constatar que ao longo das 8 semanas nao ocorreram alteracdes
significativas no tamanho médio da formulacao PREC:w3 (NLC), sendo este inferior a 150 nm, na

primeira, na quarta e na oitava semana.
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Figura 32 — Tamanho (esquerda) e potencial zeta (direita) dos NLC (PREC:w3) ao longo de 8 semanas. A tracejado
assinala-se o valor de potencial zeta desejavel para assegurar uma maior estabilidade. Os resultados correspondem

a um valor médio +desvio padrao de pelo menos trés ensaios.

Relativamente ao potencial zeta, na primeira semana este foi superior a +20 mV, podendo
concluir-se que nesta semana a formulacdo PREC:w3 se encontrava estavel. Ao longo das
semanas seguintes, este valor diminui e, consequentemente, a estabilidade do sistema sofre
também uma diminuicdo. No entanto, a presenca do Tween® 80 na composicdo dos NLC podera
conferir alguma estabilidade ao sistema ao longo do tempo, uma vez que este agente tensioativo
atua por estabilizacdo estérica da interface (Figura 24) por adsorcdo das cadeias hidrofobicas na
superficie das particulas, o que faz com que as cabecas hidrofilicas figuem voltadas para o meio
aquoso. Assim, este agente tensioativo promove a atracao da agua a volta das particulas
prevenindo a sua agregacao, pela formacédo de uma barreira protetora [175, 176].

Na Tabela 8 apresentam-se também os valores de PDI analisados durante as 8 semanas

de avaliacao das condicdes de armazenamento.
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Tabela 8 - Valores do PDI das formulagdes ao longo de 8 semanas.

PDI PDI PDI

Formulacao
(Semana 1) (Semana 4) (Semana 8)

DPPC:DOPE 0,30 0,41 1,00
DPPC:DOPE: w3 0,13 0,25 0,39
DPPC:DOPE+RSV 0,16 0,56 0,65
DPPC:DOPE:w3+RSV 0,18 0,25 0,27
DSPC:DOPE 0,22 0,29 0,45
DSPC:DOPE:w3 0,51 0,49 0,51
DSPC:DOPE+RSV 0,23 0,26 0,34
DSPC:DOPE:w3+RSV 0,58 0,26 0,39
PREC: w3 0,20 0,19 0,24

Tal como observado na Figura 31, as formulacées DPPC:DOPE e DPPC:DOPE+RSV que

apresentaram tamanhos muito elevados (=500 nm) ao fim das 8 semanas, também apresentam
um PDI muito elevado, o que ja ndo permite uma avaliacao do tamanho com rigor pela técnica de
DLS.

Na primeira semana, todas as formulacdes apresentaram valores de PDI <0,3, & excecao
das formulacdes DSPC:DOPE:w3 e DSPC:DOPE:w3+RSV, que apresentaram valores superiores a
0,5. Ja foi explicado anteriormente motivos possiveis para esta polidispersdo e que tém a ver com
as alteracdes de empacotamento lipidico provocadas pelo w3. Também foi explicado
anteriormente o efeito benéfico do RSV a moderar as alteracdes biofisicas impostas pelo w3 e este
efeito ordenador reflete-se no abaixamento do PDI para os sistemas DSPC:DOPE:w3+RSV para
valores de 0,39 na 8% semana. Assim, com o tempo o RSV encapsulado ajuda a reorganizacéo
lipidica originando formulacdes menos polidispersas.

A formulacao PREC: w3 (NLC) manteve um PDI baixo durante as 8 semanas de avaliacao
(PDI < 0,24).

Resumindo todas as caracteristicas aqui apresentadas, as formulacoes escolhidas para
realizar os estudos de performance terapéutica foram os lipossomas DSPC:DOPE:w3+RSV, porque
apresentaram ao fim de 8 semanas um potencial zeta aceitavel (= -20 mV), um tamanho adequado

a administracdo cutanea topica (< 200 nm), um PDI aceitavel, dada a aplicacéo terapéutica (0,39)
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e caracteristicas biofisicas interessantes com dominios mais ordenados e dominios menos
ordenados. Também os NLC serao testados relativamente a sua performance terapéutica uma vez
que ao fim de 8 semanas apresentam: potencial zeta positivo e estabilizacao estérica nao
dependente da carga de superficie, tamanho adequado a administracao terapéutica (< 150 nm) e

um PDI de 0,24.

4.3.6. Avaliacdo da estabilidade acelerada dos nanossistemas lipidicos

durante o tempo de armazenamento

A avaliacdo da estabilidade acelerada consiste em estudar a estabilidade dos
nanossistemas em condicées de armazenamento que imponham algum stress as formulacoes,
para perceber o seu comportamento em situacdes nao tao controladas.

Esta avaliacdo foi realizada para a formulacdo DSPC:DOPE:w3 com diferentes
concentracdes de RSV: 10%, 20% e 40%, que constituiu a formulacao lipossomal selecionada como
a de maior interesse para aplicacao pretendida. As formulacdes foram submetidas a uma
centrifugacdo, armazenadas a temperatura ambiente e analisadas durante 8 semanas. Os

resultados do tamanho médio e do potencial zeta estdo representados na Figura 33.
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Figura 33 - Tamanho (em cima, lado esquerdo), PDI (em cima, lado direito) e potencial zeta (em baixo) das
formulacbes DSPC:DOPE:w3+RSV(10%) (verde claro), DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) (verde escuro) e
DSPC:DOPE:w3+RSV(40%) (verde mais escuro) armazenadas a temperatura ambiente ao longo de 8 semanas. A
tracejado assinala-se o valor de potencial zeta desejavel para assegurar uma maior estabilidade. Os resultados

correspondem a um valor médio +desvio padrdo de pelo menos trés ensaios.

Todas as formulacdes sofreram um aumento minimo do seu tamanho médio, durante as
8 semanas. No entanto, pode-se afirmar que se mantiveram relativamente estaveis, uma vez que
0 seu PDI nao sofreu grandes alteracdes, mantendo-se inferior a 0,3. Por outro lado, os dados
relativos ao potencial zeta, embora ndo se mostrem desde o inicio ideais (idealmente deveriam
ser >-30 mV), ndo apresentam uma variacao significativa entre a 1° e a 8 semana, apresentando
valores negativos entre os -15 e os - 20 mV. A estabilidade das formulacdes em condicdes tao
extremas de stress, prova mais uma vez que o RSV tem um efeito ordenador no empacotamento
lipidico na formulacao DSPC:DOPE: w3, tal como ja havia sido verificado pela determinacéo da Tm

destes sistemas.

4.4. Ensaios de performance terapéutica
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4.4.1. Eficiéncia de encapsulamento

Foi avaliada a eficiéncia de encapsulamento para trés concentracées de RSV nas
formulacdes  lipossomais  (DSPC:DOPE:w3+RSV(10%);  DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) e
DSPC:DOPE:w3+RSV(40%)), de forma a determinar qual o limite maximo de encapsulamento
destes nanossistemas lipidicos. Apos o procedimento de encapsulamento do RSV nas formulacdes
procedeu-se a separacao das fases lipidica e aquosa. Posto isto, 0 RSV nédo encapsulado presente
na fase aquosa, foi doseado espectrofotometricamente possibilitando calcular a percentagem de
encapsulamento de RSV na formulacao, como descrito em 3.6.1. (Figura 34).
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Figura 34 - Eficiéncia de encapsulamento do RSV, alcancada para as formulacdées DSPC:DOPE:w3+RSV(10%);
DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) e DSPC:DOPE:w3+RSV(40%). Os resultados correspondem a um valor médio +desvio

padrao de pelo menos trés ensaios.

Apesar da formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV(10%) apresentar uma eficiéncia de
encapsulamento superior relativamente a formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV(20%), esta diferenca
¢ de apenas 8,55%. Por outro lado, para uma mesma concentracdo de formulacao, a formulacao
DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) tem o dobro da quantidade de RSV do que a formulacédo
DSPC:DOPE:w3+RSV(10%). Deste modo, e por apresentar uma quantidade superior de RSV
encapsulado, a formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) foi a formulacao selecionada para a
realizacao dos ensaios posteriores.

A eficiéncia de encapsulamento para a formulacdo  selecionada,
DSPC:DOPE:w3+RSV(20%), assim como para a formulacao DSPC:DOPE:w3+RSV(10%) é superior
a70% (71,76 +£9,23 (%) e 80,31 + 3,59 (%), respetivamente). Estes resultados sao muito idénticos
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aos resultados obtidos por Jaraholmen et al. e por Caddeo et al., que alcancaram eficiéncias de

encapsulamento elevadas, 80+4 % e 73,1+3,3 %, respetivamente [95, 96].

4.4.2. Estudos de libertacdo do resveratrol em condicoes /7 vitro

O estudo de libertacdo de RSV das formulacdes lipossomais foi realizado usando um
sistema de membranas de didlise imerso em dois meios de dissolucao: (i) solucdo tampao (T) de
pH = 5,5 (mimética do pH cutadneo e de zonas inflamadas como as lesdes psoriaticas); (ii)
suspensdo micelar (M) de pH = 5,5 (mimética ndo sé do pH cutdneo mas também do filme
hidrolipidico existente ao nivel cutaneo). O meio de dissolucao foi mantido a 37 °C, usando um
banho de circulacdo de agua para fornecer as formulacdes a ensaiar uma temperatura de 32 °C
por dissipacao de calor.

Através da recolha ao longo de 32 h de aliquotas de cada um dos meios de dissolucéo,
foi medida pelo método de doseamento espetrofotométrico (detalhado na seccdo 3.2) a
quantidade de RSV libertada das formulacdes que passou através da membrana de didlise. Os
resultados, apresentados sob a forma de percentagem cumulativa de RSV libertado (face a

quantidade inicial de bioativo), estdo representados na Figura 35.
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Figura 35 - Percentagem de libertacdo cumulativa de RSV da formulacdo DSPC:DOPE: w3 em tampao (T) ou meio
micelar (M), ambos a pH=5.5, em funcéo do tempo (32 horas). As linhas representam o melhor ajuste cinético obtido

de acordo com o modelo de Weibull.

Os perfis de libertacdo obtidos foram submetidos a um ajuste com diferentes modelos

matematicos, a fim de melhor entender o mecanismo de libertacdo do bioativo [177]. Os valores
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obtidos apos a aplicacao dos modelos matematicos sao apresentados no Anexo 3. Através do valor
do coeficiente de determinacdo, R? ajustado, calculado tendo em conta o nimero de parametros
a ajustar em cada modelo, o nimero de dados e o R? de cada determinacdo, é possivel avaliar a
qualidade do ajuste, uma vez que é tdo melhor quanto mais préximo de 1 [177]. Desta forma, é
possivel afirmar que o modelo Weilbull apresenta a melhor funcéo de regressao.

Analisando a Figura 35, é possivel verificar que ocorre uma maior libertacao de RSV
quando o meio de dissolucao da formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV é a suspensao micelar (74,03
% de libertacdo ao fim de 30 horas), comparativamente & percentagem de libertacdo da mesma
formulacao quando em solucdo tampao (13,42 % de libertacao ao fim de 30 horas). Como previsto
na seccdo 4.2.1.2., o RSV revelou ser um composto com lipofilicidade moderada a elevada

(LogP=3,4), o que pode explicar a sua afinidade para o meio micelar.

4.4.3. Analise reologica das formulacoes incorporadas em base semissélida
Foi realizada a analise reoldgica das formulacdes incorporadas em bases semissolidas
(hidroggéis) com diferentes concentracdes do gelificante PFC. As formulacdes incorporadas nas
bases semissolidas foram: a formulacdo lipossomal DSPC:DOPE:w3+RSV, a formulacdo NLC
(PREC:w3) e ainda foram incorporadas na mesma base semissolida uma mistura destas duas

formulacdes. Os resultados da analise reoldgica sao apresentados nas Figuras 36, 37 e 38.
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Figura 36 - Reograma das bases semissolidas com a formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV e com concentracdes de

gelificante PCF crescentes (0,2 %, 0,3 %, 0,5 %, 0,75 % e 1 %).

94



600,0

500,0

400,0

300,0

200,0

100,0

Tensdo de Corte (Pa)

0,0

Velocidade (rpm)

PREC:w3_0,1%PFC ——PREC:w3_0,2%PFC
——PREC:w3_0,3%PFC ——PREC:w3_0,5%PFC

Figura 37 - Reograma das bases semissoélidas com a formulacdo NLC (PREC w3) e com concentracdes de gelificante

PCF crescentes (0,1 %, 0,2 %, 0,3 % e 0,5 %).
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Figura 38 — Comparacéao entre o reograma da base semissolida (0,5% de PFC) que contém a mistura das formulacdes
NLC (PREC w3) e lipossomais de DSPC:DOPE:w3+RSV e os reogramas de cada uma das bases semissolidas com

as formulacdes NLC e as bases semissolidas com as formulacdes lipossomais.

Com o aumento da velocidade de corte a estrutura de rede do gel sofre uma quebra,
levando a uma diminuicdo gradual da viscosidade [178]. Nos reogramas ¢ possivel observar esta

diminuicdo da viscosidade em funcao do aumento da velocidade de corte, demonstrando que as
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bases semissolidas apresentam um comportamento nao-Newtoniano do tipo pseudoplastico. Por
outro lado, também se pode concluir que estas bases semissoélidas nao apresentam tixotropia, ou
Seja, ndo ocorre uma variacao da viscosidade com o tempo, uma vez que as curvas ascendentes
e descendentes dos reogramas sdo praticamente sobrepostas e sem a histerese caracteristica do
comportamento tixotrépico [137].

Para a administracdo tépica das bases semissolidas com fins terapéuticos, o
comportamento pseudoplastico é interessante, favorecendo a aplicacdo da base enquanto o
doente faz movimentos de espalhamento do produto, uma vez que durante estes movimentos a
sua viscosidade diminui e quando os movimentos cessam, a viscosidade retoma os seus valores
iniciais [137, 179].

Comparando os reogramas das bases semissolidas das Figuras 36 e 37, verificou-se que
a tensdo de corte necessaria para que o hidrogel se torne mais fluido, é superior quando é
aumentada a concentracdo do gelificante PFC. Por outro lado, comparando os reogramas da
Figura 38, verificou-se que, quando se realizou a mistura das duas formulacdes na base
semissolida, esta adotou um comportamento idéntico a base semissolida contendo apenas a

formulacédo NLC.

4.4.4. Ensaios de permeacao das formulacoes

A permeabilidade cutanea e a absorcdo percutanea de farmacos e/ou compostos bioativos
tém sido alvo de varios estudos para aplicacdo por via transdérmica [132].

Um dos objetivos do presente trabalho é a administracao topica cutanea para uma acao
local, anti-inflamatoria e anti-oxidante do RSV, ao nivel das lesdes psoriaticas, ndo sendo um
requisito essencial que haja uma administracdo transdérmica. No entanto, uma vez que 0s
processos inflamatoérios da patogénese da psoriase envolvem estruturas cutaneas da epiderme,
mas também de regides mais profundas e vascularizadas da derme, torna-se importante perceber
se a formulacao desenvolvida tem capacidade de permeacdo cutanea.

Deste modo, a avaliacdo da permeacdo de formulacdes lipossomais contendo RSV
(DSPC:DOPE:w3+RSV), foi feita pelo doseamento do RSV difundido através da membrana de PSO
em células Franz. Uma vez que as formulacdes serdo administradas incorporadas numa base
semissolida, também foi estudada DSPC:DOPE:w3+RSV incorporada num hidrogel. A membrana
de PSO apresenta propriedades, como rigidez, elevada resisténcia mecanica, elevada estabilidade

térmica e resisténcia a oxidacao que fazem com que seja muito utilizada em estudos de difusao
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[180]. Esta membrana apresenta-se ainda quimicamente como mimética do ambiente lipidico
cutdneo sendo por isso utilizada neste trabalho para avaliar a permeacao das formulacdes
contendo RSV.

Na Figura 39, esta representado o perfil de difusdo do RSV através da membrana de PSO.
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-~ HG(DSPC:DOPE:»3+RSV) (T)
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Figura 39 - Perfis de permeacao /n vitro do RSV a partir das formulacdées DSPC:DOPE:w3+RSV ou de formulacdes

incorporadas na base semissolida (HG), num meio micelar (M) ou em tampé&o (M).

Como se pode ver pela Figura 39, a quantidade de RSV permeada é maior a partir da
formulacao incluida no HG e num meio micelar a pH 5.5. A diferenca da permeacao do RSV nos
dois meios utilizados (micelar, M e tampao, T) pode ser justificada pelo facto de o meio micelar
mimetizar o ambiente hidrolipidico do local de aplicacao e permitir uma melhor difusédo do RSV no
meio e, consequentemente, uma permeacdo mais rapida do RSV. A partir da zona linear inicial

dos perfis de permeacao é possivel calcular o fluxo de difusdo através da membrana segundo a
primeira lei de Fick da difusao (\]sS = Co x P ). Esse fluxo de difuséo foi de 29,36 pg/cm?/h, 17,73
pg/cm2/h ou 28,97 pg/cm?2/h para respetivamente o ensaio da formulacdo ndo veiculada no gel;
ensaio da formulacao veiculada no HG em tampéo e ensaio da formulacéo veiculada no HG em

micelas. Sabendo estes valores de fluxo é possivel determinar a permeabilidade do RSV através

da membrana de difusdo: 0,03306 + 0,0077; 0,020257 + 0,000383 cm/h e 0,03389 *
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0,001054 cm/h para respetivamente o ensaio da formulacdo nao veiculada no gel; ensaio da
formulacao veiculada no HG em tampéo e ensaio da formulacéo veiculada no HG em micelas.

0O valor tedrico da permeabilidade do RSV foi calculado como sendo 0,0210 cm/h, assim
a formulacdo HG(DSPC:DOPE:w3+RSV) em meio micelar tem a capacidade de aumentar a
permeabilidade do RSV para 0,3389 cm/h e a formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV tem a capacidade
de melhorar a permeabilidade do RSV para 0,0330 cm/h.

4.4.5. Avaliacédo da oclusividade

Para avaliar o efeito oclusivo das formulacdes, comparou-se a capacidade das
formulacdes DSPC:DOPE:w3+RSV e NLC (PREC: w3) reterem a agua num recipiente por oclusao
dos poros de um filtro colocado sobre a abertura do recipiente. Também foi avaliada a capacidade
de oclusao do filtro pelas bases semissdlidas contendo as mesmas formulacdes. A capacidade de
retencdo de agua no recipiente foi determinada por pesagem rigorosa ao longo do tempo, sendo
que a reducdo do peso foi interpretada como perda de agua através do filtro. Como controlo
avaliou-se a percentagem da perda de agua através de um filtro sem formulacdo. Na Figura 40
representam-se os valores do fator de oclusividade (F) calculado para as formulacdes, como

descrito em 3.6.6., em funcdo do tempo.
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Figura 40 - Representacdo da média das réplicas do fator de oclusividade (%) em funcdo do tempo de todas as
formulacOes testadas. Representacao do fator de oclusividade (%) em funcdo do tempo de todas as formulacdes

testadas. Os valores correspondem a média e desvio padrao das determinacdes para 3 réplicas.

E possivel observar que tanto na formulacdo DSPC:DOPE:w3 como na formulacdo
DSPC:DOPE:w3+RSV, ndo se verificou qualquer efeito oclusivo. Nas primeiras horas do ensaio
ocorre a evaporacao de agua presente na formulacdo, o que explica as percentagens
extremamente negativas nessas horas iniciais, ou seja, a massa dos sistemas contendo
formulacdo baixa mais comparativamente ao controlo. Apds esta evaporacdo, ambas as
formulacdes apresentam valores de oclusividade proximos de 0% (acima dos -20%), nao atingindo
valores positivos até ao final do ensaio. O mesmo se observa quando as formulacdes sao
incorporadas na base semissélida. Posto isto, verifica-se que nenhuma das formulacdes tem efeito

oclusivo, o que nao facilita a sua penetracao na pele [181]. Contudo, este resultado que nédo seria
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tao favoravel na aplicacao topica numa pele saudavel, ndo é desanimador sabendo que se
pretende uma aplicacao em pele lesada (psoriase) que € mais permeavel [182].

Analisando o grafico relativo a formulacao NLC, observa-se que nas primeiras quatro horas
do ensaio nao existe um efeito oclusivo, devido a evaporacao da fase aquosa dos NLC. No entanto,
apos vinte horas de ensaio, o fator de oclusividade foi superior a 50 %.

Quando a formulacdo NLC é incorporada na base semissolida, ndo ha efeito oclusivo até
as primeiras sete horas do ensaio e apos as vinte e quatro horas o fator de oclusividade foi apenas
superior a 20 %. Isto deve-se também a menor concentracao de NLC por unidade de area de filtro
que existe quando a formulacdo é dispersa numa base semissolida e colocada sob o filtro,
comparativamente, a concentracao existente quando a formulacao é colocada diretamente sob o
mesmo. Ainda assim os NLC apresentam efeito oclusivo, o que parece sublinhar o interesse de

uma base semissolida contendo ambas as formulacdes (NLC e lipossomas).

4.4.6. Efeito anti-inflamatério dos bioativos resveratrol e dmega 3

0 efeito anti-inflamatorio de compostos bioativos pode ocorrer por varios mecanismos. Por
exemplo, a acdo inibitoria destes compostos na atividade enzimatica das enzimas responsaveis
pelo processo inflamatorio (e.g. cicloxigenase, ou COX) tera um impacto na reducdo da producéo
de importantes mediadores quimicos da inflamacdo (tromboxanos, leucotrienos e
prostaglandinas).

Assim, foi avaliado o efeito inibitorio da COX-1 pelo RSV livre ou encapsulado na
formulacdo DSPC:DOPE:w3; pela propria formulacdgo DSPC:DOPE:w3 e pela formulacéo
PREC:w3. Este efeito foi comparado com o efeito de um inibidor da COX-1 (SC-560). A capacidade
inibitéria foi doseada através da quantidade de resurofina, cuja producdo sé ocorre perante a
atividade da enzima COX-1. Assim, se ndo existe inibicdo da COX-1, grande quantidade de
resorufina € produzida e pode ser doseada pela emissao de fluorescéncia ao A de 585 nm. Se as
formulacdes e/ou compostos testados apresentam capacidade inibitoria da COX-1, isso resulta
numa menor quantidade de resorufina produzida.

Primeiramente procedeu-se a definicdo de um método de doseamento da resorufina, preparando
com rigor uma série de solucdes padrao deste composto e medindo o seu espetro de emissao de

fluorescéncia de 550 a 700 nm apos excitacdo aos 535 nm (Figura 41).
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Figura 41- Espetros de emissao das solucdes padrao de resurofina.

A partir dos valores maximos de emissao de fluorescéncia ao A de 585 nm tracou-se uma

curva de calibracdo, que relaciona a intensidade de fluorescéncia emitida (y) com a concentracao

de resurofina (M) através da relacéo linear (R2=0,9996) (Figura 42).
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Figura 42 — Curva de calibragéo da resorufina ao comprimento de onda maximo de 585 nm.

De seguida avaliou-se a emissao de fluorescéncia de cada uma das amostras a testar

perante uma reacao de inflamacdo desencadeada pela adicdo de acido araquidénico e COX-1,

acompanhada pela producdo de resorufina. Os controlos utilizados foram: (i) COX +, amostra

reacional sem a adicao de qualquer inibidor ou amostra e que portanto corresponde a quantidade

maxima possivel de resorufina produzida (100 % de atividade inflamatoéria); (i) Controlo inibicdo,
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composto SC-560 com capacidade inibitoria reconhecida da COX-1; (iii) Background, amostra de
referéncia que continha todos os reagentes das demais amostras a excecao da COX, para
providenciar uma subtracdo de emissao residual pelos reagentes.

Os espetros de emissdo de cada uma das amostras e controlos (i) e (ii) testados, apos

subtracao do background, apresentam-se na Figura 43.

5000000 -
4500000 -+
4000000 -+
3500000 -
3000000 -
2500000 -
2000000 -

Intensidade de FluorescEncia (u.a)

1500000 -
1000000 A
500000 A

0 - — T

550 600 650 700
A(nm)

DSPC:DOPE:w3 DSPC:DOPE:w3+RSV PREC:w3
Controlo Inibigdo COX + RSV

Figura 43 - Espetros de emissao das amostras a testar atividade anti-inflamatéria. RSV representa o composto livre,

Cox + representa 0 maximo de atividade inflamatoria e controlo inibicdo representa um inibidor da COX-1.

A partir dos valores maximos de emissao de fluorescéncia ao A de 585 nm (12 coluna da
Tabela 9) e tendo em conta a relacdo anteriormente obtida entre intensidade de emissdo de
fluorescéncia e concentracao de resorufina, foi possivel dosear a resorufina produzida em cada
caso (22 coluna da Tabela 9) e relacionar a quantidade de resorufina produzida com o efeito anti-

inflamatorio obtido (32 coluna da Tabela 9).

Tabela 9 - Avaliacao do efeito anti-inflamatorio através da quantidade de resorufina produzida.

Intensidade de . Efeito anti-
fluorescéncia (A=584 nm) [Resorufina] M inflamatério (%)

DSPC:DOPE:w3 2330206,36 0,00011651 46,24
DSPC:DOPE:w3+RSV 233544,36 1,16772E-05 94,61
PREC:w3 1040561,86 5,20281E-05 75,99
Inibidor 728390,98 3,64195E-05 83,19
COX + 4334223,86 0,000216711 0,00

RSV 353590,48 1,76795E-05 91,84
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Pela analise da tabela verifica-se que o RSV livre apresenta um efeito anti-inflamatdrio
superior ao do inibidor usado como controlo. O RSV encapsulado apresenta um efeito superior em
cerca de 3 % que pode ser devido a presenca de w3, uma vez que a formulacao sem RSV e
contendo w3 apresenta um efeito anti-inflamatorio de 46 %. A confirmacao do efeito anti-
inflamatdrio do w3 foi dada pelo facto de as formulacées NLC apresentarem também um efeito
anti-inflamatdrio de cerca de 75 % (note-se que as diferencas de efeito do w3 presente nas NLC e
lipossomas, podera ser apenas devida ao facto de nas NLC a concentracao de w3 ser maior).

Perante uma ferida ou um agente externo, uma maior producéo de o6xido nitrico (NO, do
inglés Nitric Oxide) aumenta a resposta inflamatoria [183]. Assim, a inibicdo da producdo de NO
sera um outro indicador de uma acao anti-inflamatéria do farmaco e/ou composto bioativo. Testes
preliminares celulares (em macrofagos de ratinho) realizados por investigadores do CEBIMED/ FP-
ENAS, no ambito de uma colaboracdo com este trabalho, permitiram concluir que o w3 adicionado
a formulacdo DSPC:DOPE apresenta um efeito inibitdrio na producéo de NO, o que demonstra o
seu potencial de acao anti-inflamatoria. Nestes mesmos ensaios a adicao do RSV nao parece ter
tido qualquer acdo anti-inflamatéria adicional que j&a ndo exista na formulacdo com w3. Uma vez
que a acao anti-inflamatoria do RSV se encontra bem documentada na literatura [72], é possivel
que 0 mecanismo anti-inflamatério do RSV passe preferencialmente pela inibicdo da sintese de
prostaglandinas, e nao interfira na producado de NO.

Em suma, através destes resultados de inibicao da COX-1 /n vifro e dos testes celulares
preliminares efetuados, é possivel concluir que as formulacdes desenvolvidas apresentam uma
perspetiva promissora na administracdo em lesdes de patologias de cariz inflamatério como a

psoriase.

4.4.7. Efeito antioxidante do resveratrol e do 6mega-3

A peroxidacéo lipidica esta associada a formacao de perdxidos como produtos primarios
que sao divididos em produtos secundarios com cadeias de hidrocarbonetos mais curtas. A
espectroscopia de FTIR permite uma observacao direta do aparecimento ou desaparecimento de
bandas que vém de vibracoes distintas de grupos lipidicos funcionais, cujas mudancas indicam
uma formacao de produtos de oxidacao primaria [184, 185]. Uma dessas bandas é a vibracéo de

estiramento do grupo C = 0. O aumento da v (C = O) é resultado do processo de peroxidacao.
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Uma vez que os espetros de ATR-FTIR analisados (ver seccao 4.3.3.) nao proporcionam
uma analise quantitativa que permita correlacionar a area de uma unica banda com a quantidade
de produtos de oxidacao produzidos, selecionamos para analise uma razao de areas de duas
bandas: vas (CH3) a 2960 cm™ e v (C = 0) a 1740 cm™ [184, 185]. Assim, procedeu-se
inicialmente ao tracado de espectros de segunda derivada (Figura 44), uma vez que o seu uso foi
relatado anteriormente como sendo util para resolver as bandas cuja integracao foi utilizada para
o calculo das proporcdes de sinais IR das duas bandas diferentes (Area 1740/Area 2960) [185].
Quanto menor a razao Area 1740/Area 2960 menor quantidade de perdxidos, ou seja, menor

peroxidacao do sistema lipidico [184, 185].
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2800 2820 2840 2860 2880 2900
J T T U T ® T Ll _ 0'2
1740
0,04 4 2960
0,02 0.1
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0,0
-0,02
. , ; r : r ; , ; , .
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v (cm™)
Figura 44 - 2° derivada dos espetros ATR-FTIR das formulacdes lipidicas representando as bandas vas (CHs) a 2960

cmlev(C=0)a 1740 cm para calculo da razdo das suas areas: Area 1740/Area 2960.

Na Figura seguinte (Figura 45) apresentam-se representados os valores obtidos de Area

1740/Area 2960 para cada uma das formulacdes desenvolvidas.
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Figura 45 - Area 1740/Area 2960 para cada uma das formulacées lipossomais desenvolvidas. A amarelo estdo as
formulacdes que contém apenas oleos de peixe ricos em acidos gordos 6mega 3 (w3); a azul estdo as formulacdes
que contém apenas RSV; e a verde estdo as formulacdes que contém simultaneamente RSV e w3. A cinza séo

formulacdes placebo sem RSV e sem w3.

Por analise da Figura 45 é possivel concluir que as formulacdes com maior capacidade

antioxidante foram as formulacdes contendo simultaneamente RSV e w3, embora as formulacdes

com w3 também apresentassem atividade antioxidante relativamente as formulacdes placebo.
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Capftulo 5

Conclusdes e perspetivas futuras
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Com a realizacdo deste trabalho foi possivel desenvolver e caracterizar formulacdes
lipossomais contendo w3 e RSV e NLC com w3. O desenvolvimento destas formulacdes teve como
objetivo a veiculacao dos compostos bioativos (w3 e RSV) e posterior incorporacao das mesmas
numa base semissdlida, com a finalidade de uma terapéutica tdpica cutdnea para lesdes
psoriaticas.

Para um desenvolvimento racional das formulacdes, foi necessario realizar estudos de pré-
formulacao, analisando as caracteristicas fisico-quimicas do RSV. Para tal, uma analise in silico
permitiu conhecer a ionizacdo ao pH fisiologico de interesse (pH cutaneo) para a aplicacao tdpica,
a lipofilicidade (moderada a elevada), a solubilidade (baixa) e ainda a capacidade para a
permeacdo cutanea da molécula de RSV. Assim, a partir destes descritores moleculares e segundo
o sistema de classificacdo biofarmacéutica, foi possivel colocar o RSV na classe 2, a qual indica
gue sao necessarias estratégias, como a veiculacdo em nanossistemas lipidicos para melhorar as
taxas de dissolucdo do farmaco. De forma a complementar estas informacdes tedricas, foram
realizados testes /n vitro, como a solubilidade lipidica e a determinacdo do coeficiente de
distribuicdo, que comprovaram que a encapsulacdo do RSV em nanossistemas lipidicos,
nomeadamente os lipossomas, seria a mais vantajosa e viavel. Uma vez que a solubilidade lipidica
ndo permitiu selecionar nenhum dos lipidos testados para a preparacdo de NLC contendo RSV
encapsulado, as formulacdes de NLC foram selecionadas apenas para a inclusdo do outro
composto bioativo (acidos gordos émega 3 presentes no éleo de peixe).

Com base no conhecimento adquirido através dos ensaios de pré-formulacdo, foram
preparadas oito formulacdes lipossomais (DPPC:DOPE, DPPC:DOPE:®3, DPPC:DOPE:®3+RSV,
DSPC:DOPE, DSPC:DOPE:®3 e DSPC:DOPE:®3+RSV) e uma formulacdo NLC (PREC:®3). Estas
formulacdes foram sujeitas a varios estudos de caracterizacdo. Relativamente ao tamanho médio
e ao PDI, quer os lipossomas quer os NLC apresentaram valores aceitaveis, tendo em conta que
a aplicacao pretendida para estes nanossistemas lipidicos € uma aplicacao topica cutanea, em
pele psoridtica que se encontra lesada, inflamada e mais permeavel. Quanto ao potencial zeta,
todas as formulacdes apresentaram valores inferiores a +30 mV permitindo prever uma
instabilidade dos nanossistemas lipidicos, a qual ndo sendo ideal num contexto de
armazenamento, se torna benéfica para a penetracao cutdnea, uma vez que sao os sistemas
deformaveis 0s mais aptos para transpor as barreiras do estrato corneo.

Foi efetuada uma analise de ATR-FTIR para as formulacoes lipossomais com e sem o co-

encapsulamento dos compostos bioativos, que permitiu provar o estabelecimento de pontes de
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hidrogénio entre o RSV e as cabecas polares dos fosfolipidos dos lipossomas e a interacéo
eletrostatica estabelecida com w3, comprovando assim a interacao dos compostos bioativos com
os lipossomas. De forma a avaliar o efeito do w3 e do RSV nas propriedades biofisicas dos
lipossomas, foram realizados ensaios por DLS para a determinacdo da Tm dos sistemas. Estes
ensaios permitiram concluir que o sistema lipossomal DSPC:DOPE:w3+RSV desenvolvido é o mais
interessante em termos biofisicos, uma vez que se apresenta na fase gel ordenada a temperatura
da pele (32 °C) e que a sua libertacao podera ocorrer de forma faseada, o que permite uma
libertacdo mais lenta e uma penetracdo cutanea maior do RSV.

Todas as formulacdes desenvolvidas foram armazenadas a temperatura de 4 °C e a sua
estabilidade ao longo de 8 semanas foi avaliada, sendo que a formulacdo DSPC:DOPE: w3+RSV
foi a selecionada para a realizacdo dos estudos de performance terapéutica, pois apresentaram
um potencial zeta aceitavel (= -20 mV), um tamanho adequado & administracdo cutanea tdpica (<
200 nm), um PDI aceitavel, dada a aplicacao terapéutica (0,39) e caracteristicas biofisicas
interessantes com dominios mais ordenados e dominios menos ordenados. Assim como 0s
lipossomas, também os NLC foram selecionados para testes de performance terapéutica, uma vez
que contém na sua composicdo o bioativo w3 e possuem ainda propriedades oclusivas que podem
ser facilitadoras da permeacdo cutdnea. Para a formulacdo lipossomal selecionada
(DSPC:DOPE:w3+RSV) foi ainda realizada a avaliacdo da estabilidade acelerada a diferentes
concentracdes de RSV (10 %, 20 %, 30 %), a qual revelou mais uma vez o efeito ordenador no
empacotamento lipidico na formulacao DSPC:DOPE:w 3. As formulacoes
DSPC:DOPE:w3+RSV(10%) e DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) apresentaram eficiéncias de
encapsulamento idénticas, no entanto, a formulacdo DSPC:DOPE:w3+RSV(20%) foi a selecionada
para os restantes ensaios de performance terapéutica, pois apresenta o dobro da concentracéo
de RSV.

Como as formulacoes deverao ter uma consisténcia adequada a administracao, também
se procedeu a sua inclusao numa base semissolida (hidrogel) avaliando-se o seu perfil reologico.
Este apresenta um comportamento pseudoplastico interessante no contexto de uma administracao
topica, ja que favorece a aplicacdo da base enquanto o doente faz movimentos de espalhamento
do produto (viscosidade diminui) e quando os movimentos cessam, a viscosidade retoma os seus
valores iniciais. Comparando os reogramas das bases semissolidas verificou-se que, quando se
realizou a mistura das duas formulacdes na base semissolida, esta adotou um comportamento

idéntico a base semissolida contendo apenas a formulacdo NLC.
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Em suma desenvolveram-se duas nanoformulacdes distintas contendo dois bioativos, que
podem ainda ser veiculadas no mesmo hidrogel. Os primeiros passos no desenvolvimento e
caracterizacao das formulacdes foram dados, contudo como perspetivas futuras podem ser
efetuados outros métodos de caracterizacdo importantes, tais como: calorimetria diferencial de
varrimento para confirmar os resultados de determinacdo da Tm e para avaliar a cristalinidade das
formulacdes: microscopia electronica de varrimento com unidade criogénica, para avaliar a
morfologia e confirmar os tamanhos das nanoformulacdes desenvolvidas. As nanoformulacdes
deveriam também ser testadas em linhas celulares da pele, para avaliar a sua biocompatibilidade.
Finalmente, seria importante terminar os estudos preliminares em macrofagos com a avaliacdo
do carater anti-inflamatoério e anti-imunogénico das formulacdes. Relativamente aos hidrogéis, para
além de avaliar a sua reologia, seria interessante fazer estudos de texturizacdo, estudos de

avaliacao do potencial irritativo e ainda estudos de biometria cutanea.
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Anexo 1

Espetros de ATR-FTIR obtidos para as formulagées DSPC:DOPE, DSPC:DOPE+RSV, DSPC:DOPE: w3 e DSPC:DOPE: w3+RSV
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Figura Al - Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DSPC:DOPE, sem bioativos encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DSPC:DOPE, com RSV
encapsulado. Nas zonas sombreadas destacam-se os grupos funcionais caracteristicos dos fosfolipidos.
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Anexo 2

Espetros de ATR-FTIR obtidos para as formulacées DSPC:DOPE, DSPC:DOPE+RSV, DSPC:DOPE:w3 e DSPC:DOPE: w3+RSV
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Figura A2 — Espetros de transmitancia de ATR-FTIR obtidos a partir de lipossomas de DSPC:DOPE, sem bioativos encapsulados (cor preta) e de lipossomas de DSPC:DOPE, com w3
encapsulado (cor laranja) e com w3 e RSV encapsulado (cor verde).
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Anexo 3

Ajuste das cinéticas de libertacdo de RSV aos modelos matematicos

Tabela Al - Ajustes das cinéticas de libertacdo do RSV das formulacdes lipossomas DSPC:DOPE:w3 em tampao e em meio micelar através de modelos matematicos.

Cinética de 1? ordem

Parametros R? R? ajustado
N Fpax= 14,30+ 0,7195
Em tampao k = 0,08219 + 0,007975 0,9732 0,9719
Fmax(l - e_kt)
. A Fax= 75,96 + 1,897
Ensaio meio micelar k = 0,09276 + 0,004556 0,99912 0,9908
F .ax € @ quantidade total de farmaco libertada e k é a constante de libertacdo de primeira ordem.
Modelo Korsmeyer-Peppas
Parametros R? R?ajustado
3 a=1,665+0,2103
Em tampao 0,9396 0,9366

" n=0,6172 + 0,04335
at

. o a=10,67 +0,8910
Ensaio meio micelar 1 =0.5688 + 0,02928 0,9649 0,9631

a é constante de incorporacado geométrica e estrutural que tem em conta a forma farmacéutica; n ¢ um de libertacdo que representa o mecanismo de difusdo do farmaco,

sendo baseado na lei de Fick, (um valor de n igual ou menor que 0,5 indica uma difusdo Fickiana, para valores entre 0,5 e 1 indica um transporte nao Fickiano.
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Tabela A2 - Ajustes das cinéticas de libertacdo do RSV das formulacdes lipossomas DSPC:DOPE:w3 em tampao e em meio micelar através de modelos matematicos.

Modelo Korsmeyer—Peppas com burst Parametros R2 R?ajustado

a = 2,455 + 0,6048
n =0,5250 + 0,06405
b=-1,121 £ 0,7065
a=13,77 £ 2,543
Ensaio meio micelar n =0,5088 + 0,04772

b=-4160 2,925

0,9488 0,9434
Em tampao
at™+ b

0,9691 0,9658

b representa o efeito do burst

Modelo Gallagher-Corrigan Parametros R2 R?ajustado

Fb=14,42 + 0,6527
k,=0,09277 +0,01044
Frax = 13,95+ 0,6793 0,9766 0,9711
k,=0,1162
e kat—Katmax tmax = 32
1+ e‘sz‘kztmax> Fb =759,8 + 2,093
k4, =0,09187 + 0,006340
Ensaio meio micelar Fpox=76,11+2,181
k,=n.d.
tmax =32
Fb ¢ a quantidade de farmaco libertado diretamente da superficie do nanossistema (no burstinicial); Fqax representa a quantidade de farmaco libertado durante o processo;

Em tampao

Fb(1—e ™) + (Fpax — Fb) (

0,9912 0,9890

tmax FEPresenta o tempo em que ocorre a libertacdo maxima do farmaco da superficie do nanossistema (apds o burstinicial); kqe k,sdo constantes de libertacdo da primeira

e segunda fases, respetivamente.
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Tabela A3 - Ajustes das cinéticas de libertacdo do RSV das formulacdes lipossomas DSPC:DOPE: w3 em tampao e em meio micelar através de modelos matematicos.

Modelo Weibull Parametros R? R? ajustado
a =0,05867+0,01243 0.9795 09773
Em tampéo Fnax=13,04+0,4856 ’ '
b =1.278+0,1345
Fax (1 — e(-2t") '
max ( e ) a = 0,08758+0,008031
Ensaio meio micelar Frax=74,27+2,580 0,9915 0,9906

b =1,053+0,06931

Fnax € @ quantidade total de farmaco libertada e a é um parametro de escala a define que a escala temporal. O pardmetro b, caracteriza a forma da curva. Para (b = 1)
(Caso 1), sigmoide, para (b > 1) (Caso 2) em forma de S, com curvatura para cima seguida de um ponto de viragem, para (b < 1) (Caso 3) parabdlica, com maior inclinacao

inicial e depois exponencial.

Modelo Higuchi Parametros R? R? ajustado
Em tampao k =2,263+0,1033 0,9115 0,9115
kt®5
Ensaio meio micelar k =12,76+0,3904 0,9535 0,9535

K ¢ a constante de dissolucao de Higuchi.
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