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RESUMO

A administracao de farmacos e outros compostos bioativos através da pele € uma area de investigacao
de crescente interesse para o desenvolvimento de formulacdes com aplicacdes farmacéuticas e
cosmeéticas. A via cutanea € bem tolerada e aceite e, por isso, pode ser explorada para um efeito local
ou sistémico, desde que seja possivel garantir a permeacao transdérmica dos compostos administrados.
Quando se pretende uma permeacao trans(dérmica) é muito importante também ter em conta as
barreiras da pele (principalmente a camada mais externa, o estrato corneo) que, devido a sua matriz
lipidica intercelular e ao seu arranjo estrutural, dificulta a permeacao de compostos. Assim, neste
trabalho é proposto o desenvolvimento e otimizacao de modelos lipidicos miméticos da matriz lipidica do
estrato corneo. Pretende-se que os modelos propostos mimetizem a barreira cutanea, constituindo uma
alternativa mais economica, de simples preparacado e reprodutivel comparativamente aos modelos de
pele humana e animal, que nao se justificam por questdes funcionais e éticas. Os modelos desenvolvidos
foram validados pela aplicacdao de ensaios classicos de difusao em células de Franz com compostos-
modelo de permeabilidade bem conhecida (cafeina, diclofenac e testosterona). Numa tentativa de
desenvolver uma solucao de triagem rapida (HTS, do inglés “high throughput screening’) capaz de testar
um grande numero de compostos em simultaneo, como alternativa aos ensaios classicos de avaliacao
de permeabilidade dos compostos, os modelos validados foram incorporados numa plataforma
microfluidica. A adaptacéo dos modelos para plataformas microfluidicas permitira reduzir o volume de
reagentes utilizado e aumentar a fiabilidade e reprodutibilidade dos ensaios de permeacao através da
padronizacao dos procedimentos analiticos, enquanto permite simular o fluxo observado em fendmenos
fisiologicos de difusdo que nao podem ser imitados pelos métodos convencionais.

Resumindo, este trabalho pretende demonstrar a relevancia quer da aplicacdo de modelos lipidicos, quer
da microfluidica para estudar a permeabilidade de compostos bioativos para servir de suporte a

descoberta de farmacos e/ou desenvolvimento de formulacoes.

PALAVRAS-CHAVE: permeacao trans(dérmica); estrato corneo; modelos miméticos lipidicos; ensaios
HTS; microfluidica.



ABSTRACT

The administration of drugs and other bioactive compounds through the skin is a research area of growing
interest for the development of formulations with pharmaceutical and cosmetic applications. The
cutaneous route is well tolerated and accepted and, therefore, can be explored for a local or systemic
effect, if it guarantees the transdermal permeation of the administered compounds. When trans(dermal)
permeation is intended, it is also very important to consider the skin barrier (mainly the outermost layer,
the Stratum Corneum) which, due to its intercellular lipid matrix and its structural arrangement, makes
the permeation of compounds difficult. Thus, this work proposes the development and optimization of
lipid mimetic models of the Stratum Corneum lipid matrix as a cheaper alternative, with simple
preparation and reproducible compared to human and animal skin models, that are additionally
unjustified by functional and ethical matters. The developed models were validated by applying classical
diffusion assays in Franz cells with well-known permeability model compounds (caffeine, diclofenac and
testosterone). Towards a high throughput screening (HTS) strategy capable of testing a large number of
bioactive compounds simultaneously, as an alternative to traditional permeability methods, the validated
models were incorporated in a microfluidic platform. The adaptation of the lipid biomimetic models to
microfluidic platforms will allow to reduce chemical volumes used and increase reliability and
reproducibility of permeation studies through standardization of the analytical processes, and
simultaneously mimic the flux observed in physiological conditions of the diffusion phenomenon, which

is not possible through traditional methods.

Summarizing, the main goal of this research is to demonstrate the potential of lipid models and
microfluidics for studying the permeability of bioactive compounds and support the drug discovery
process and formulation development.

KEYWORDS: trans(dermal) permeation; Stratum Corneum; lipid mimetic models; HTS assays;
microfluidics.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



Desenvolvimento e otimizacao de modelos lipidicos
para avaliacao da permeacao cutanea de farmacos INTRODUCAO

1.1. Motivacao para o desenvolvimento do trabalho

Atualmente, os modelos animais/celulares sao bastante utilizados no desenvolvimento de formulacdes
para administracao topica na pele e para a administracao transdérmica fazendo parte de testes in viro,
in vivoou ex vivo. Porém, embora estes modelos tenham a vantagem de ser, em termos de complexidade,
0 substituto mais préximo da pele humana, sendo, portanto, usados para mimetizar os processos de
permeabilidade no organismo humano, tém também inimeras desvantagens, tais como o facto de serem
dispendiosos, serem demorados e precisarem de requisitos especificos em termos de infraestruturas e,
principalmente, por razbes éticas e regulamentares. De facto, o regulamento Cosmético da Uniao
Europeia (EU) (EC 1223/2009) baniu a comercializacdo de cosméticos que, a certo ponto, para o seu
desenvolvimento fossem submetidos a testes utilizando animais. Da mesma forma, também o
regulamento REACH da UE (Registo, Avaliacao, Autorizacdo e Restricao de Substancias Quimicas) incita
a procura e ao uso de alternativas a testes que utilizem modelos animais. Além dos problemas
regulamentares, estes modelos permitem uma informacao da permeabilidade cutanea quanto ao fluxo
de permeacao e quanto ao resultado (permeia ou ndo permeia), mas ndo permitem obter uma explicacéo
biofisica que relacione a estrutura quimica do composto com o seu efeito na permeacao (relacao
estrutura-atividade). Assim, os modelos lipidicos biomiméticos tornam-se modelos promissores para
estabelecer este tipo de relacoes e para constituir uma alternativa aos modelos animais/celulares.
Outra desvantagem importante do uso de modelos animais/celulares é o seu baixo rendimento,
requerendo altos custos e elevados tempos de preparacédo, limitando o seu uso no ambito do
desenvolvimento de novos compostos, em que ha uma necessidade de testar rapidamente centenas de
compostos. A triagem de alto rendimento (HTS, do inglés, “high throughput screening’) ¢ uma
abordagem com interesse crescente para aplicacdo ao nivel da descoberta de farmacos e outros
compostos bioativos e traduz-se na testagem de grandes “bibliotecas quimicas” através de ensaios
miniaturizados e analise de dados em larga escala de forma auténoma [1, 2]. Assim, a avaliacdo de
novos compostos e formulacdes para administracdo topica cutanea e/ou transdérmica é uma area que
requer ainda esforcos na investigacao para: (i) o desenvolvimento de modelos cutaneos apropriados ao
estabelecimento de relacdes entre as estruturas quimicas dos compostos e a sua capacidade de
permeacdo ; (i) a integracdo desses modelos em plataformas HTS que permitam maior rendimento,

menores custos e maior padronizacao no processo de desenvolvimento de compostos e formulacdes.



Desenvolvimento e otimizacao de modelos lipidicos
para avaliacao da permeacao cutanea de farmacos INTRODUCAO

1.2. Objetivo principal, objetivos especificos e enquadramento do trabalho
desenvolvido
Este trabalho constitui uma primeira abordagem para desenvolver uma alternativa ao uso de modelos

animais/celulares no estudo da permeacao cutanea. Como tal, o objetivo principal do presente trabalho
¢ 0 desenvolvimento de modelos lipidicos biomiméticos da matriz lipidica do estrato cérneo (SC) da pele
para avaliacao da permeacao cutanea de compostos bioativos, com sua posterior integracdo numa
plataforma microfluidica HTS apelativa as industrias farmacéuticas e cosméticas, bem como a todos os
investigadores que se dediqguem a descoberta de novos compostos bioativos. Assim, a plataforma
microfluidica incorporando modelos lipidicos podera constituir um avanco do estado da arte dos métodos
que visam a utilizacdo de modelos que sao ou demasiado complexos, como enxertos de pele humana
e/ou de animais (com todas as desvantagens ja enumeradas), ou demasiado simples, como as
membranas poliméricas sintéticas que nao sdo capazes de mimetizar as condicdes fisiologicas das
biomembranas da pele.

Desta forma, os objetivos especificos do trabalho sdo os seguintes:

- Desenvolvimento/caracterizacdo de modelos biomiméticos da matriz lipidica do SC explorando uma
composicao simples a base de fosfatidilcolina (PC) e uma composicdo mais complexa de mistura de PC
e colesterol (CHOL) e testando modelos de diferente dimensionalidade (lipossomas e bicamadas lipidicas
suportadas);

- Determinacao /n silico de propriedades fisico-quimicas de compostos bioativos, aqui usados como
modelo (cafeina, diclofenac e testosterona);

- Aplicacado dos modelos biomiméticos lipidicos (lipossomas) para determinar efeitos nas propriedades
biofisicas membranares dos compostos bioativos por metodologia ndo HTS;

- Célculo teorico dos valores de fluxo maximo de permeacdo dos compostos-modelo por aplicacdo das
propriedades extensivas determinadas /n wviro ou in silico (e.g., coeficiente de distribuicdo, peso
molecular);

- Determinacao experimental dos valores de fluxo maximo de permeacdo dos compostos-modelo, usando
a metodologia classica das células de Franz, usando modelos membranares sintéticos;

- Comparacdo dos dados de permeabilidade dos compostos-modelo obtidos experimentalmente com os
valores teoricos calculados e os valores reportados na literatura;

- Aplicacdo dos modelos biomiméticos lipidicos na forma de bicamadas lipidicas suportadas em
microcanais de plataformas microfluidicas;

- Determinacédo do coeficiente de distribuicao nas plataformas microfluidicas e comparacao com os

valores obtidos no protocolo ndo HTS;
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Este trabalho esta contextualizado no &mbito de um projeto de doutoramento “BIOMYSKIN - “Biomimicry
profiling supporting drug discovery for topical applications” da Mestre Eduarda Fernandes, a decorrer no
Departamento de Fisica da Universidade do Minho, sob supervisao da Doutora Marlene Lucio, do
Professor Senentxu Lancéros-Méndez e da Doutora Vanessa Cardoso. O projeto de doutoramento visa o
desenvolvimento de uma solucdo HTS baseada em plataformas microfluidicas destinada as industrias
farmacéuticas e cosméticas para avaliar a capacidade de um determinado composto atravessar a
barreira da pele. Os objetivos, os modelos miméticos lipidicos e as técnicas biofisicas de caracterizacao
utilizadas neste projeto de mestrado permitiram explorar alguns dos primeiros objetivos do referido
projeto de doutoramento e estao perfeitamente inseridos nas linhas estratégicas do Centro de Fisica das

Universidades do Minho e Porto, nomeadamente na Linha 2 e 3.

1.3. Organizacao da dissertacao

A presente dissertacdo de mestrado encontra-se dividida em cinco capitulos:

Capitulo 1 - Introducdo

Neste capitulo introduz-se a motivacao, os objetivos e o respetivo enquadramento da dissertacao;
Capitulo 2 — Estado da Arte

Neste capitulo € apresentada uma breve revisao da literatura sobre a administracao topica e/ou
transdérmica de compostos; as barreiras cutaneas a administracao dos compostos; os métodos classicos
de avaliacdo da permeabilidade cutanea e os modelos miméticos da pele; e as estratégias microfluidicas
como potenciais plataformas HTS.

Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Este capitulo é dedicado a uma breve descricao dos reagentes, materiais e metodologias experimentais
utilizados.

Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos ao longo do trabalho experimental, assim como uma
breve discussao dos mesmos.

Capitulo 5 — Conclusdes e Perspetivas Futuras

Neste capitulo sado enumeradas as principais conclusoes obtidas no trabalho desenvolvido assim como

sugestdes de futuros ensaios a serem realizados no ambito do tema que deu origem a esta dissertacao.
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De acordo com o exposto no capitulo anterior, o objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de
modelos lipidicos e a sua integracao numa plataforma HTS para avaliar a capacidade de
permeacao cutdnea de compostos. Desta forma o estado da arte que se segue focara diversos
aspetos importantes para o proposto, nomeadamente: a administracao cutanea de compostos
(tipos, vantagens/desvantagens); a pele, sua constituicdo e principais barreiras a administracao
de compostos; as propriedades fisico-quimicas dos compostos que afetam a sua permeacao
cutanea; os métodos classicos de avaliacao da permeacao cutanea; o tipo de modelos miméticos

lipidicos e as plataformas microfluidicas como estratégias de HTS.

2.1. Tipos de administracio cutidnea e suas vantagens/desvantagens

relativamente a outras vias de administracao

As vias de administracdo de compostos mais comuns sdo a via oral e parentérica. A via oral
apresenta vantagens como a autoadministracdo do composto por parte do paciente, a
predeterminacédo das doses a administrar e ainda a portabilidade das mesmas [3]. No entanto,
apresenta algumas desvantagens: o grande contetido enzimatico e gradiente de valores de pH
caracteristico do trato gastrointestinal (Gl), que poder&o levar a degradacdo dos compostos antes
destes serem absorvidos; e as limitacdes na absorcao dos compostos por dificuldades ao nivel do
transporte através do epitélio Gl [4]. No caso das vias parentéricas (por injecao intravenosa,
intramuscular e subcutanea) também existem desvantagens, como a natureza invasiva destas
vias, o facto de serem uma alternativa dolorosa para o paciente, bem como a necessidade de
especializacao da pessoa que faz a administracao [3].

Tendo em conta as desvantagens enumeradas das outras vias de administracao, a administracao
na pele oferece uma oportunidade acessivel e conveniente para a administracdo de compostos de
uma forma nao invasiva. A administracdo cutanea dos compostos pode ser feita localmente na
pele, designando-se administracdo topica, ou com o objetivo de fazer chegar os compostos a
corrente sanguinea através da qual serao distribuidos pelos locais alvo, designando-se
administracao transdérmica [5].

A administracao cutanea, é, portanto, alvo de um forte estudo e investimento na tentativa de
encontrar abordagens inovadoras e que permitam otimizar resultados tanto ao nivel da cosmética

como do desenvolvimento farmacéutico.
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Algumas das vantagens da administracao cutanea incluem: a possibilidade de obter uma duracéo
prolongada da acao pretendida; o facto de ser uma via nao invasiva (desde que nao seja uma
administracao parentérica do tipo subcutaneo), provocando pouco desconforto ao paciente que
pode ainda variar as zonas de aplicacao ja que a pele tem uma grande area de superficie; o facto
desta via poder reduzir os efeitos adversos dos compostos administrados (se a administracéo é
topica e se pretende um efeito local); evita o efeito de primeira passagem do metabolismo hepatico
e Gl, correlacionando melhor as concentracées do farmaco com a sua atividade (se a
administracao é transdérmica) [3, 4, 5].

Nao obstante, a administracao cutanea apresenta também alguns desafios, sendo o maior deles
o facto de apenas alguns compostos apresentarem uma permeacao eficaz, que é limitada quer
pelo seu peso molecular (<400-500 Da), quer pelas suas caracteristicas fisico-quimicas (é
favorecida a permeacdo de moléculas lipofilicas e anfifilicas devido a matriz lipidica existente na
barreira mais externa e principal da pele, o SC) [5, 6, 7, 8]. Como tal € muito importante uma
triagem dos compostos que tenham capacidades de permeacao cutanea e é também importante
que as metodologias de triagem possibilitem obter uma informacao biofisica dos motivos pelos
quais determinado composto ndo apresenta boa permeacao, como forma de desenvolver uma
relacdo entre a estrutura dos compostos e a sua permeacdo. Este tipo de informacdo sé sera
possivel com metodologias de triagem que integrem modelos lipidicos miméticos da matriz lipidica
da pele, pelo que o investimento no desenvolvimento destes modelos ¢ um dos pontos fulcrais

deste trabalho.

2.2. Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e atua como uma barreira que protege o corpo do mundo
exterior. A pele forma uma barreira eficaz entre o organismo e 0 meio ambiente evitando a invasao
de agentes patogénicos e afastando agressdes quimicas e fisicas, bem como a perda desregulada
de agua e solutos [9]. A sua estrutura divide-se em trés camadas distintas: A hipoderme (camada
mais interior), a derme (camada intermédia) e a epiderme (camada mais exterior) (Figura 1). A
hipoderme apresenta uma espessura variavel de acordo com a regido do corpo e contém células
adiposas com funcdo de protecdo mecanica, contendo ainda neurdnios sensoriais e vasos
sanguineos [10]. A derme consiste em duas camadas de tecido conjuntivo (1-2 mm) e é composta
por: células adiposas dérmicas, células com atividade imunoldgica (mastocitos) e fibroblastos que
produzem fibras de colagénio, elastina, reticulina e proteoglicanos e que constituem a matriz

7
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extracelular que serve de suporte para a pele. A derme contém ainda apéndices cutaneos tais
como os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, sebaceas e € inervada e vascularizada, contendo
vasos sanguineos e linfaticos [11] A epiderme, por sua vez, é a parte superficial da pele, nao é
vascularizada e tem uma espessura entre os 100 e os 150 um estando separada da derme por
uma membrana basal. A epiderme é dividida em quatro camadas: estrato basal (SB), estrato
espinhoso (SS), estrato granuloso (SG) e SC [11]. Destas, apenas o SC é constituido por células
ndo viaveis (mortas). As camadas viaveis da epiderme sdo compostas essencialmente por
queratinocitos (95% da constituicdo total da epiderme), por desmossomas produzidos pelos
queratinocitos, que tém a capacidade de os conectar, e por outros tipos de células com funcdes
especificas: 0s melanacitos (funcéo de protecado contra a radiacéo conferindo cor a pele), as células
de Langerhans (com funcdes imunologicas) e as células de Merkel (com funcdes de transmissao
sensorial). A epiderme viadvel possui ainda uma variedade de enzimas catabodlicas (esterases,
fosfatases, proteases, nucleotidases e lipases) [10, 12, 13]. A camada néo viavel da epiderme,
SC, tem especial interesse pois constitui a primeira e principal barreira & permeacao cutanea de

compostos e por esse motivo sera descrita com mais detalhe na seccao seguinte.
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Figura 1. Estrutura da pele /74
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2.3. Principal barreira a permeacao cutanea: o estrato corneo

Tal como ja referido, a pele atua como a principal barreira entre o corpo e 0 meio exterior. Para
esta funcao ¢é absolutamente crucial a camada mais externa da pele, o SC. A sua funcéo é proteger
0 organismo da perda excessiva de agua e prevenir a entrada no organismo, através da epiderme,
de agentes infeciosos ou compostos que possam provocar uma resposta imunolégica [15, 16,
17].

0O SC ¢é constituido por células mortas (queratindcitos nao vidveis) que tomam a designacédo de
cornedcitos. A organizacdo estrutural do SC é muitas vezes descrita pelo modelo “tijolos e
cimento” (em inglés referido como “brick and mortar”) onde os cornedcitos (cerca de 25 camadas)
representam os “tijolos” e o “cimento” é representado por uma matriz lipidica (Figura 2). Esta
estrutura divide-se, portanto, em dois dominios: a) uma regiao celular (corneocitos) rica em agua
e proteinas (e.g., enzimas, filagrina e queratina) e b) uma regiao intercelular rica em lipidos [18].
A filagrina existente nos cornedcitos tem uma funcédo de alinhar os filamentos de queratina e os
seus metabolitos sdo importantes para a hidratacdo do SC, pois sdo parte integrante do chamado

fator de hidratacdo natural (NMF, do inglés “natural moisturizing factor”).

NMF entre os
corneocitos

Camadas intercelulares
___ de lipidos entre os
corneocitos

Desmossoma

Corneocitos

Figura 2. Estrutura do estrato cérneo representada pelo modelo “brick and mortar”.

A matriz intercelular lipidica do SC organiza-se em bicamadas multilamelares densamente
compactadas compostas por trés principais classes de lipidos: ceramidas, CHOL e uma mistura
de &cidos gordos [15, 16] presentes em igual razdo molar (1:1:1) [17, 19]. Estas estruturas

multilamelares sao constituidas por duas fases lamelares de diferente periocidade com
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aproximadamente 6 e 13 nm, também denominadas como a fase de periodicidade curta (SPP) e
fase de periodicidade longa (LPP), respetivamente [20].

A maioria dos compostos administrados através da pele atravessa o SC através da sua matriz
lipidica [5]. Assim, facilmente se compreende que as caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos, nomeadamente, o seu tamanho, o0 seu estado de ionizacdo e a sua lipofilicidade,
sejam determinantes para garantir a sua permeacdo. Como tal, na seccao seguinte serao
explicadas resumidamente as principais vias de permeacao cutdnea e como as caracteristicas

fisico-quimicas dos compostos influenciam a sua permeacao cutanea.

2.4. Influéncia das propriedades fisico-quimicas de compostos na permeacao

cutanea

2.4.1. Permeacao cutanea e lipofilicidade

Para que a administracdo de compostos ocorra através da pele ha dois fatores bastante
importantes. O primeiro é a permeacdo cutanea que se refere a capacidade de um determinado
composto passar de uma camada da pele para outra de composicéo e estrutura diferente. As vias
de permeacédo cutanea sao principalmente limitadas pelo SC e incluem: (i) a via transcelular; (ii) a
permeacdo através dos poros e/ou ductos de glandulas sebaceas e sudoriparas; (iii) a via
interlamelar hidrofilica e (iv) a via lipidica intercelular. A via transcelular diz respeito a passagem
dos compostos diretamente através de estruturas celulares (corneocitos) e intercelulares (matriz
lipidica). Esta via é muito dificilmente utilizada pelos compostos administrados na pele, pois, para
além da barreira imposta pela matriz lipidica extracelular, apresenta como barreiras a permeacao,
os constituintes celulares dos corneodcitos, ou seja, 0s compostos tém de ultrapassar estruturas
de diferentes naturezas: lipofilicas, hidrofilicas, lipidicas e proteicas. A passagem de compostos
através do SC pode também ocorrer pelos poros e apéndices glandulares. No entanto, esta via é
também considerada pouco importante para efeitos de permeacao cutanea, pois quer os poros,
quer os apéndices glandulares ocupam uma percentagem insignificante da superficie total da pele
humana. A via interlamelar hidrofilica refere-se as zonas aquosas existentes nos pequenos espacos
interlamelares da matriz lipidica intercelular, ou seja, entre as bicamadas lipidicas que rodeiam o
SC. Esta via é limitada a moléculas hidrofilicas muito pequenas porque os espacos interlamelares
apresentam dimensdes < 10 nm, pelo que nao é a via mais utilizada por compostos bioativos,

maioritariamente lipofilicos e anfifilicos. A via lipidica intercelular refere-se a passagem de
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compostos entre os cornedcitos pelas regides interlamelares do SC, ricas em lipidos. Esta é a via
mais comum de permeacao dos compostos apds administracao cuténea [21].

Uma vez que a via mais comum de permeacao do SC é a via lipidica intercelular, entende-se a
permeacao como um processo de difusao passiva através de membranas lipidicas. Os processos
de difusao passiva obedecem a 1?2 lei de Fick que descreve que o fluxo dos compostos através de
membranas lipidicas ocorre a favor de um gradiente de concentracdo (de zonas onde a
concentracao dos compostos € maior para zonas de menor concentracado) [22]. Como tal, o fluxo
dos compostos através das membranas lipidicas depende muito da distribuicao dos compostos
entre as fases lipidica e aquosa (mensuravel através do seu coeficiente de distribuicao) e da propria
lipofilicidade dos compostos (determinada pelo seu coeficiente de particao). Matematicamente
ambos os coeficientes sao expressos em valores logaritmicos e referem-se a razao entre as
concentracdes de um composto numa fase lipidica e numa fase aquosa. No entanto, enquanto o
coeficiente de distribuicdo (log D) é calculado a um determinado valor de pH, o coeficiente de
particdo (log P) é calculado ao pH ao qual o composto se encontra na sua forma neutra [23]. De
um modo geral, conhecendo-se todas as vias de permeacdo do SC e recorrendo-se as
caracteristicas fisico-quimicas de um farmaco pode-se afirmar que a permeacdo cutanea ¢
favorecida para moléculas hidrofilicas muito pequenas (que difundem pela via hidrofilica
interlamelar) ou para moléculas anfifilicas e lipofilicas com valores de log P entre 1 e 3 e pesos

moleculares de 400-500 Da [5].

2.4.2. Permeacao cutanea e ionizacao

O pKa (log da constante de ionizacdo) de um composto € uma propriedade fisico-quimica que
determina o seu estado de ionizacdo quando em solucdo [24] e, neste contexto, € um indicador
de elevada importancia pois influencia a permeacao cutanea. As formas neutras dos compostos
sa0 mais apolares e, portanto, mais lipofilicas e com maior capacidade de permeacao do SC pela
via intercelular. As formas ionizadas dos compostos sado mais polares e, portanto, mais soluveis
em agua e, portanto, apresentam menor capacidade de permeacdo do SC pela via intercelular.
Uma vez que o pH cutaneo apresenta um valor acidico (=5.5) [25], compostos que sejam acidos
fracos com pKa>6 apresentar-se-d0 neutros ao pH cutaneo e terdo maior capacidade de

permeacao do SC pela via intercelular.
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2.5. Métodos tradicionais de avaliacao da permeabilidade no estrato corneo
As membranas lipidicas s@o estruturas complexas e dindmicas comuns a todas as células vivas.
A interacao entre compostos bioativos e lipidos que constituem estas membranas sao de extrema
importancia para estudar a biodisponibilidade de compostos [26]. Além disso, as membranas das
células constituem ambientes equilibrados, pelo qgue mudancas nestes ambientes provocados por
compostos bioativos devem ser estudados para compreender os seus efeitos na integridade e
funcao das membranas [27].

Estudos utilizando a pele humana seriam o ideal para a obtencéo de resultados fidedignos e que
refletissem exatamente o que acontece na permeacdo cutanea de compostos, porém, por razdes
gticas, e devido ao elevado custo em ensaios tao primordiais nao sao, de todo, uma possibilidade
[28]. Assim, para estudar o efeito da aplicacdo de diferentes compostos através da pele para a
sua aplicacdo na cosmética e na industria farmacéutica, é imperativo definir, testar e caraterizar
diferentes modelos biomiméticos lipidicos do SC, a principal barreira da pele, através de estudos
n vitro.

A Tabela 1 sumariza algumas das alternativas testadas e descritas na literatura, bem como as
limitacOes associadas.

Tabela 1. Métodos tradicionais e alternativas para a mimetizacdo do SC.

Métodos Descricao Limitacoes

PAMPA (do ' - Consiste numa membrana artificial liquida - A utilizacdo de ceramidas artificiais
inglés “Paralle/ que separa dois compartimentos: um = que nao sado estruturalmente iguais as
artificial contendo uma solucdo tampdo de ceramidas do SC fazem com que este
membrane compostos a serem testados (definido modelo ndo seja o mais apropriado
permeability como compartimento dador) e outro = para mimetizar o SC [30, 31].
assay') contendo uma solucdo tampéao inicial

(definida como compartimento aceitador)

[29].
PVPA (do inglés - Inclui uma barreira constituida pelas @ - Dificuldade na mimetizacédo do SC;
“Phospolipid principais classes lipidicas presentes na | -Origem nao bioldgica [30, 31].
vesicle-based pele  como modelo mimético das
permeation biomembranas [32].
assay’)
SCS (do inglés @ -Imitacao artificial da organizacao do SC; - Origem né&o biologica.
“ Stratum - Consiste num substrato poroso - Nunca foi usado na otimizacdo de
corneum coberto com lipidos SC sintéticos formulacdes [30].
substitute”). especificos de composicao uniforme e

espessura da camada, imitando a
organizacao e orientacao lipidica do SC
[33].
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Monocamadas - Sistema composto apenas por um folheto ' - Compostos apenas por um folheto
lipidicas de lipidico; lipidico, o que nao traduz a realidade
Langmuir - Uteis pois fornecem informacéao relevantes = das bicamadas lipidicas do SC [26,

sobre a capacidade de os compostos 34, 35].
permearem a organizacao lipidica do SC

através de estudos interacdo composto-
membrana [26].

Membranas de - Membranas artificiais de silicone para - Capacidade de prever a
silicone mimetizar o SC [30]. permeabilidade da pele de compostos
lipofilicos, mas 0o mesmo néao
acontece para compostos hidrofilicos

[30].
Membranas nao - Pele humana reconstruida ou pele animal = - Questdes éticas e regulamentares
artificiais [30]. [30];

- Processo muito dispendioso;
- Variacao das membranas lipidicas de
animal para animal.

2.6. Modelos lipidicos miméticos do estrato céorneo

Como referido anteriormente, as biomembranas apresentam uma grande complexidade. De tal
forma que, como analisado no ponto anterior, varios modelos miméticos do SC nao se mostraram
capazes de mimetizar os dominios lipidicos desta barreira de forma satisfatoria. Apés uma
continuada evolucdo no desenvolvimento destes modelos, dois destacaram-se sendo mais
comummente utilizados para avaliar as interacdes farmaco-membrana: lipossomas e SLBs (do
inglés “Supported ljpid bilayers”) [36, 37]. Estes sistemas tém as suas vantagens e limitacoes,
portanto, para escolher um modelo de membrana apropriado para um estudo da interacéo
composto-membrana, é necessario entender as suas propriedades intrinsecas e a natureza do

estudo [36].

2.7. Lipossomas

Os lipossomas sao bicamadas lipidicas, envolvendo um nucleo aquoso, muito atraentes para a
administracao de compostos através da pele por diversos motivos tais como: a sua composicao e
a semelhanca com as biomembranas permitindo uma maior permeacao das moléculas de
interesse e favorecendo a sua libertacdo sustentada sem a necessidade de promotores de

permeacao e conseguindo transportar compostos hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos [38, 39] .

Os fosfolipidos, bastante utilizados na preparacéo de lipossomas tém um formato cilindrico com

uma cabeca polar (hidrofilica) e duas caudas apolares (hidrofébicas). Em meio aquoso, as
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moléculas organizam-se ficando as duas caudas apolares direcionadas para dentro e a cabeca
polar orientada para fora, interagindo com o meio aquoso. A este processo chama-se formacao

espontanea de lipossomas (Figura 3) [40].
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Meio aquoso Gamonmegao de Lipossoma

bicamada

Figura 3. Formacéao de lipossomas /38].

Devido a sua estrutura vesicular os lipossomas assemelham-se as biomembranas com a vantagem
de serem um sistema simples e de composicdo controlada. Os estudos recorrendo aos lipossomas
possibilitam uma analise do comportamento de fase da membrana, bem como processos da
mesma tais como fusdo membranar, reconhecimento de moléculas, adesdo celular, transito
membranar e formacéo de poros. Por isso sdo amplamente usados como modelos miméticos das
biomembranas, tendo um papel preponderante na elucidacdo das propriedades das
biomembranas [41, 42].

Os lipossomas podem ser divididos em dois grupos tendo em conta o seu tamanho e o numero
de bicamadas que os constituem: vesiculas multilamelares (do inglés “ Multilamellar vesicles’) e
vesiculas unilamelares (Figura 4). Tradicionalmente, uma estrutura multilamelar é formada por
bicamadas fosfolipidicas concéntricas separadas por meio aquoso e compostas por varias
vesiculas unilamelares de dimensoes inferiores. As vesiculas unilamelares sao divididas em trés
tipos: (i) GUVs (do inglés “ Giant Unilamelar Vesicles”) com tamanhos acima de 1 um (ii) LUVs (do
inglés “Large Unilamellar Vesicles') com dimensdes entre 100-1000 nm; (iii) SUVs (do inglés

“Small Unilamellar Vesicles') com dimensoes abaixo dos 100 nm [43].
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Figura 4. Classificacao dos lipossomas relativamente ao seu tamanho e nimero de camadas /4.3].

2.8. Bicamadas lipidicas em suporte solido

As SLBs sdo um dos modelos biomiméticos mais populares usados no estudo da bioquimica de
superficie [44]. Sdo compostas por uma bicamada lipidica plana suportada por uma superficie
sélida (como silica oxidada, nanotubos de carbono, placas de vidro revestidas com polimeros ou
micas [36, 26]) e possuem uma geometria relativamente simples mantendo assim mobilidade
suficiente para a molécula lipidica e oferecem uma alta estabilidade em duas camadas [45]. Estes
modelos biomiméticos podem ser preparados através de técnicas como fusdo de vesiculas,
transferéncia da deposicao de Langmuir-Blodgett seguida pela deposicao de Langmuir-Schaeffer
[45] ou até adsorcdo de misturas micelares (surfactantes micelares) [46]. As SLBs permitem a
analise de interacbes com grupos de cabeca lipidica, prever o efeito de farmacos no
comportamento de fase e a organizacao lateral molecular das bicamadas biologicas [44]. Como
ja referido, as SLBs podem ser obtidas com diferentes métodos que se encontram representados

na Figura 5.

A CE . E
Barreira méveI?
E sk E E E | Transferéncia da primeira
Ar R Bigw gl e camada
- 4

Agua
Lipido A (azul) | | Transferéncia da segunda
Lipido B (rosa) R —=A camada

|
Folheto distal _,

g é é Folheto promméT‘=n
Corrente M

Figura 5. Métodos de preparacao das SLBs /4/} (A) Método de Langmuir-Blodgett, (B) Método de fusao
vesicular; (C) Método de Langmuir-Schaeffer; (D) Métodos hibridos; (E) Bicamadas com base em

polimeros;
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No método Langmuir-Blodgeft o substrato solido é desenhado através de uma monocamada de
um lipido A e depois impulsionado através de outra monocamada contendo o lipido B, podendo
originar uma camada assimétrica. Cada monocamada tem uma pressao superficial controlada, o
que oferece grande controlo da composicao da SLB. O método de fusao vesicular € o0 mais simples,
mas nao favorece a preparacao de bicamadas assimétricas. No método de Langmuir-Schaeffer,
monocamadas inteiras sao transferidas para o substrato solido sequencialmente. Os métodos
hibridos podem combinar os métodos Langmuir-Blodgett ou Langmuir-Schaeffer com fusao
vesicular e possibilitam que bicamadas assimétricas sejam preparadas /n7 situ sendo ideais para
realizar medicoes em SLBs imediatamente apds a sua preparacao. As bicamadas com base em
polimeros consistem em moléculas anfifilicas ancoradas a um substrato por intermédio de um
polimero (como por exemplo, o polietilenoglicol) e tm uma maior profundidade da camada de

agua entre a superficie proximal da bicamada e o suporte sélido [47].

2.9. Testes de alto rendimento

A utilizacao de modelos animais/celulares tem vindo a diminuir devido a elevados tempos de
espera, elevados custos e proibicdes impostas pelo regulamento cosmético da Uniao Europeia (EC
1223/2009) que baniu a comercializacdo de cosméticos que, a certo ponto, para o seu
desenvolvimento fossem submetidos a testes utilizando estes modelos. Também o regulamento
REACH da UE (Registo, Avaliacado, Autorizacdo e Restricao de Substancias Quimicas) incita a
procura e ao uso de alternativas a testes que utilizem modelos animais [48, 49]. Os testes de alto
rendimento ou HTS (do inglés “Aigh throughput screening’) surgem como alternativa aos testes
Unicos e de grande volume, apresentando vantagens para a descoberta de farmacos/compostos
bioativos, nomeadamente aqueles que visam a administracéo na pele (tépica ou transdérmica).
Além disso, neste projeto ¢ utilizada uma plataforma microfluidica que pelas suas caracteristicas
de HTS sera uma mais-valia para a avaliacao de diferentes modelos biomiméticos da matriz lipidica

do SC e da interacdo de compostos com estes modelos.

2.10. Microfluidica
A microfluidica é uma area relativamente recente que combina os principios da fisica, quimica,
biologia, dinamica de fluidos, microeletrénica e ciéncia dos materiais [50]. E a ciéncia e tecnologia

16



Desenvolvimento e otimizacao de modelos lipidicos
para avaliacao da permeacao cutanea de farmacos ESTADO DE ARTE

de sistemas que processam e/ou manipulam pequenos volumes de fluidos (102 a 10718 litros)
através de canais com dimensdes de dezenas a centenas de micrometros [51]. Os sistemas
microfluidicos, em comparacdo com os tradicionais ensaios /7 vitroa macro escala, fornecem uma
representacdo mais realista das condicdes fisiologicas e patoldgicas de sistemas complexos para
investigacao fundamental e desenvolvimento de farmacos. De facto, os sistemas microfluidicos
tém sido usados para modelar ambientes biolégicos e mimetizar as complexas interacées célula-
célula e célula-microambiente encontradas em tecidos e 6rgaos biolégicos; bem como alguns dos
processos fisiologicamente relevantes relacionados com a absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
processos de eliminacao (ADME), que podem ajudar a acelerar o desenvolvimento de farmacos e
a reduzir a necessidade de testes em animais. Isto ocorre porque os sistemas microfluidicos tém
a capacidade de controlar com precisdo o microambiente fluidico, o que é especialmente relevante
e representativo porque muitos processos bioldgicos ocorrem a escala micromeétrica, coincidente
com as dimensdes do canal microfluidico [52, 53]. A microfluidica apresenta outras vantagens
comuns aos sistemas HTS, como a sua facilidade de integracdo numa grande variedade de
sistemas, o seu automatismo que minimiza a intervencdo humana (“sample to answer”), o facto
de requerer quantidades de amostra reduzidas e ainda a portabilidade dos dispositivos

microfluidicos para a sua aplicacéo /n situ [54, 55, 56, 57].

2.10.1. Fabrico de plataformas microfluidicas
Tendo em conta que o objetivo da utilizacdo da microfluidica neste projeto ¢ a obtencdo de um
sistema HTS com um modelo lipidico do SC, apresentam-se seguidamente alguns materiais e

métodos de fabrico que podem ser empregues para a producdo destas plataformas.

2.10.2. Materiais utilizados para o fabrico de plataformas microfluidicas

Um dos pontos iniciais e mais relevantes no fabrico das plataformas microfluidicas prende-se pela
escolha do material correto para o seu fabrico. Aspetos como aplicacao, funcao requerida e grau
de integracao sao cruciais pois determinam tanto as propriedades inerentes da plataforma quanto
as possiveis tecnologias de fabrico que podem ser utilizadas [58]. Ao escolher um material,
caracteristicas como flexibilidade, permeabilidade ao ar, condutividade elétrica, compatibilidade

com solventes, transparéncia otica e biocompatibilidade devem ser consideradas [59]. Outra
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consideracao importante é o custo, que deve ser mantido o menor possivel para fabricar itens e

dispositivos descartaveis de uso Unico que evitem a contaminacao cruzada entre os ensaios. A

Tabela 2 sumariza alguns dos materiais mais utilizados no fabrico de plataformas microfluidicas e

ainda as suas vantagens e limitacoes.

Tabela 2. Materiais utilizados no fabrico de dispositivos microfluidicos /29, 30].

- Barato;

- Facil de moldar;

- Adequado para prototipagem;
- Transparéncia ¢tica;

- Permeabilidade a gases;

- Biocompatibilidade;

- Baixa autofluorescéncia;

- Grande elasticidade.

Materiais Vantagens Limitacoes

Silicio - Compatibilidade quimica; - Elevado custo;
- Termoestabilidade; - Opacidade do silicio, o que o torna
- Facilidade de fabrico; incompativel para detecao otica
- Propriedades semicondutoras; nas regides do visivel e ultravioleta.
- Permite modificacdes de superficie.

Vidro - Quimicamente inerte; - Apesar de ser um material pouco
- Termoestabilidade; dispendioso, o fabrico de
- Isolamento elétrico; plataformas microfluidicas tem
- Rigidez; elevados custos e requer bastante
- Biocompatibilidade; tempo.
- Permite facil funcionalizacao da superficie;
- Excelente transparéncia otica.

Polimeros PDMS (do inglés “ Polydimethylsiloxane”) - A porosidade do PDMS torna-o um

material com elevada capacidade
de adsorcao, no qual as moléculas
se podem difundir;

-Incompativel com  solventes
organicos (por exemplo hexano,
tolueno e cloroférmio), pois as suas
moléculas podem ser adsorvidas
ao PDMS;

PMMA (do inglés “ Polymethylmethacrylate”)

- Transparéncia otica;

- Boas propriedades mecanicas;

- Permite modificacao da superficie;

- Bom para prototipagem em pequena escala de
producao.

- Baixa permeacao a gases;
- Rigidez dificulta o fabrico de
plataformas funcionais.

-Polimeros perfluorados: Teflon PFA (do inglés
“Perfluoroalkoxy’), Teflon FEP (do inglés
“Perfluorinated ethylene—propylene” e PTFE (do
inglés “Polytetrafluoroethylene”)

- Termoprocessabilidade;

- Inércia quimica;

- Compatibilidade com solventes organicos;

- Transparéncia otica;

- Permeabilidade moderada a gases;

- Altas temperaturas de fusao;
- Elevada toxicidade.
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Materiais Vantagens Limitacoes

Resinas - Material termofixo; - Elevado custo.

epoxi - Maior estabilidade em altas temperaturas;

- Resisténcia quimica;
- Transparéncia 6tica;
- Resolucéo elevada.

Hidrogéis - Redes tridimensionais altamente porosas de | - Manter a integridade do
cadeias poliméricas hidrofilicas que permitem a | dispositivo & bastante desafiante e
difusao de pequenas moléculas e bioparticulas; pode limitar o seu uso a longo
- Biocompatibilidade; prazo.

- Baixa citotoxicidade;

- Biodegradabilidade;

- Tamanho dos poros controlavel;
- Alta permeabilidade.

De seguida sera dado especial énfase ao fabrico de estruturas microfluidicas recorrendo ao PDMS
(elastomero amplamente usado em microfluidica pelas propriedades e vantagens referidas na
Tabela 2) e a obtencédo de réplicas das mesmas através de moldes fabricados em SU-8 (resina
fotossensivel) recorrendo a técnica de fotolitografia suave, materiais e técnica de fabrico utilizados

neste trabalho.

2.11. Fabrico de plataformas microfluidicas em Polidimetilsiloxano por
fotolitografia suave

Para a criacdo rapida de réplicas de plataformas microfluidicas de materiais elastoméricos como
o PDMS, a abordagem de fotolitografia suave & comumente utilizada [60]. Esta técnica permite a

microfabricacéo de estruturas na ordem dos micrometros, com diferentes formas e tamanhos.

A técnica de fotolitografia suave recorre, em primeiro lugar a padronizacdo de um material
fotossensivel, neste projeto o SU-8, que quando exposto a um tipo especifico de radiacéo, permite
a obtencao de moldes. Para a padronizacdo do material utiliza-se um fotolito, colocado entre o
material e a radiacdo (fotolitografia), de forma a controlar as areas expostas a radiacédo [61],

conforme apresentado na Figura 6.

Os fotolitos sdo desenhados recorrendo ao desenho computadorizado (CAD, do inglés” computer
alded design”) e posteriormente impressos comercialmente. E nos fotolitos que estdo impressos
os padrdes bidimensionais pretendidos nos moldes em SU-8 (espelhos do que serdo as estruturas

em PDMS). A transferéncia dos padroes desejados é assegurada pela incidéncia da luz UV no
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material fotossensivel que promove a sua polimerizacao e cria uma elevada densidade de ligacoes
cruzadas neste material [62]. Este é um passo crucial na microfabricacdo de estruturas

microfluidicas.

Fotolito
T, uv
Camada . " ‘ i ‘ L Camada
fotorresistente - .. fotorresistente
positiva Camada fotorresistente negativa

Molde mestre

l Réplicas I

Figura 6. Processo da fotolitografia suave: obtencéo de moldes em resina fotossensivel por fotolitografia

e PDMS por moldagem por réplica [46].

As areas nao protegidas pelo fotolito reagem de forma diferente daquelas que se encontram
protegidas, dependendo do tipo de material fotossensivel. As areas desprotegidas de materiais
fotorresistentes positivos desintegram-se em solventes organicos e podem ser removidas,
enquanto as areas expostas de materiais fotorresistentes negativos, como o caso do SU-8, formam
uma estrutura em rede e tornam-se insoluveis [63]. Os moldes obtidos s&do, de seguida, utilizados

para a obtencao das estruturas em PDMS por moldagem por réplica.

De seguida, sera descrito de forma mais detalhada o material fotossensivel utilizado neste projeto
que servira como “molde mestre” (a resina baseada em epdxi negativa SU-8) para a obtencéo de
moldes reutilizaveis, padronizados e replicados de PDMS. A utilizacdo deste material possibilita a

obtencao dos canais microfluidicos com espessura/altura controlaveis.

2.12. Material fotossensivel: SU-8

Nos ultimos anos, a resina SU-8 tem vindo a ser utilizada numa variedade de aplicacées incluindo

a construcao de microcanais para plataformas microfluidicas e /ab-on-a-chip [64] e como
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A ““

componente estrutural em dispositivos MEMS (do inglés “micro-electro-mechanical systems’) [65,
66, 67]. A SU-8 é uma resina baseada em epoxi negativa muito utilizada para a construcao de
microestruturas, com baixo custo e de facil processamento [68] e possui carateristicas como
fotossensibilidade e transparéncia a luz visivel que permitem a sua padronizacao por fotolitografia
de raios UV e boa detecéo por sistemas ¢ticos. E também um material biocompativel, mecanica e

qguimicamente estavel/inerte [65, 62].

Devido a todas estas propriedades de interesse, a resina SU-8 padronizada, resultante da
fotolitografia, ¢ utilizada como um “molde mestre” para a réplica do respetivo padrdo em materiais

elastoméricos, como é o caso do PDMS (descrito no préximo ponto).

2.13. Material elastomérico: PDMS

O PDMS é um elastémero do grupo dos siloxanos que apresenta propriedades muito interessantes
para o desenvolvimento de microestruturas com varios tipos de aplicacdes na area da microfluidica
[69, 70]. Este permite o fabrico de estruturas a microescala com alta-fidelidade e reprodutibilidade,
por métodos de moldagem por réplica. Algumas das suas vantagens sdo o seu baixo custo, facil
manuseamento, biocompatibilidade, elasticidade, permeabilidade e transparéncia otica nos
intervalos de 290-1100 nm. Além disso, possui facilidade de ligacdo a outros materiais, como é o
caso do vidro, ou estruturas de PDMS, boa estabilidade térmica e baixa tensdo superficial. Para

além disto ¢é térmica e eletricamente isolante, e quimicamente inerte [71].

A superficie do PDMS ¢é hidrofobica devido aos grupos metilo (CH:), sendo que a mesma pode ser
modificada recorrendo, por exemplo, a tratamento com plasma de oxigénio que induz a oxidacao
da superficie tornando-a hidrofilica [72].

De um modo geral, ao longo dos ultimos pontos foram apresentados os materiais empregues para
a obtencado de plataformas microfluidicas com carateristicas HTS e a forma como estas foram
desenvolvidas para satisfazer as condicdes necessarias a avaliacdo dos diferentes modelos

biomiméticos da matriz lipidica do SC e a interacdo destes com os compostos bioativos a testar.
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3.1. Materiais utilizados

Na Tabela 3 estdo sumarizados todos os instrumentos e reagentes utilizados no desenvolvimento

deste projeto.

Tabela 3. Lista de reagentes e instrumentos utilizados ao longo do projeto.

Reagentes Instrumentos
Designacao Empresa fabricante Designacao Empresa fabricante
Acido citrico Sigma Aldrich Agitador magnético MSH 300, BOECO
Acido cloridrico Sigma Aldrich Balanca analitica Denver instruments
Cafeina Sigma Aldrich Banho de ultrassons Branson ultrasonics
Cloreto de potassio May and Baker Banho termostatizado VWR
CHOL Avanti Polar Lipids Canais microfluidicos CMEMS
(do inglés “ Centre for
Microelectrome-chanical
Systems”), UMinho
Diclofenac Sigma Aldrich Célula de Franz Permegear
DPPC (do inglés Avanti Polar Lipids Dipcell Malvern Instruments
“Dipalmitoylphosphatidylc Ltd.
holine”)
Etanol absoluto Fisher Chemical Drop Shape Analysis Kriiss Scientific
System DSA100
Fosfato de potassio Sigma Aldrich Espetrofotémetro de Shimadzu Corporation
varrimento UV-3101PC
UV-Vis-NIR
Hidroxido de sodio Sigma Aldrich Extrusor Lipex Northern Lipids Inc.
Kit Sylgard™ 184 Silicone SU-8 100, Filtros de membrana de Whatman
Elastomer Kit (base do MicroChemn, policarbonato
pré-polimero e agente de SU-8 Developer,
cura do PDMS) Microchen,
PDMS (do inglés Dow Chemical Lamina de vidro (26x76 LabBox
" Poly(dimethylsiloxane)”) Company mm)
PVA (do inglés “Poly (Viny! AlfaAesar Filtros de membrana de Pall
alcohol)”) polissulfona (Tuffryn®)
Testosterona Sigma Aldrich pHmetro de bancada Metrohm
691
Tetraborato de sodio Sigma Aldrich Vértex Ibx Instruments
Tris (do inglés Merck Spin-coater Spin-coater Polos 200
“ tris(hydroxymethyl)amino
methane’)
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3.2. Determinacao /n silico das propriedades fisico-quimicas dos compostos

A descoberta e desenvolvimento de farmacos ou outros compostos bioativos tornou-se inconcebivel
sem a ajuda de métodos computacionais que permitam prever e analisar as suas propriedades
fisico-quimicas, bem como a sua estrutura molecular e o seu comportamento biolégico. Neste
sentido, /17 silico é a designacao atribuida a previsao tedrica das propriedades dos compostos que
permite ajudar a estabelecer uma correlacéo entre testes /n vitroe in vivo, sendo ainda um auxiliar
precioso no desenvolvimento de formulacdes [73]. Neste projeto os compostos-modelo (cafeina,
diclofenac e testosterona) foram analisados /7 silico tendo sido possivel prever propriedades tais
como: a estrutura molecular, a distribuicao de microespécies e pKa, o perfil de log D e log P e

ainda, a sua analise elementar.

3.2.1. Estrutura molecular

A estrutura molecular dos compostos €, sem duvida, um parametro importante uma vez que
determina a absorcao e orientacao dos compostos nas biomembranas. Para além disso, a
estrutura molecular ¢ determinante na forma como os compostos ultrapassam as barreiras
cutaneas, bem como na escolha e desenvolvimento de uma formulacdo que funcionard como
veiculo para os compostos e 0s encaminhara para o lugar de atuacéo. A estrutura molecular dos
compostos-modelo foi desenhada recorrendo ao modulo MarvinSketche do software da

Chemaxone.

3.2.2. Grau de ionizacao e pKa
0 pKa, cologaritmo da constante de acidez (Ka), pode ser relacionado com o pH através da relacdo

de Henderson-Hasselbalch (Equacéo 1).

[A7] Equacio 1
H =pKa + log10 — quagao
p pKa + log [HA]

Em que [AT] representa a concentracdo de moléculas do farmaco que se encontram no estado
ionizado e [HA] representa a concentracdo de moléculas do farmaco nao ionizado. Por observacao
da equacéao anterior é possivel perceber que o valor de pH é igual ao valor de pKa quando a razao

[A]1/[HA]=1. Ou seja, o pKa define-se como o valor de pH ao qual 50% das moléculas de um
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composto se encontram no estado ionizado e 50% se encontram no estado neutro ou nao ionizado

[74].

Posto isto, através do pKa do composto é possivel: (i) prever o grau de ionizacao do composto a
diferentes valores de pH e estimar a sua absorcao durante o seu percurso no organismo; (ii)
entender a ligacdo do composto a proteinas plasmaticas bem como ao seu alvo terapéutico e (iii)
antever a disponibilidade do composto para participar em reacdes bioldgicas [/5, 76]. A
determinacdo do valor de pKa dos compostos permite ainda compreender determinadas
interacoes estabelecidas entre 0 composto e 0s componentes da formulacao, sendo, por isso, um

importante fator em estudos de pré-formulacao [77, 78, 79].

3.2.3. Coeficientes de distribuicao e de particao

Os compostos com grupos ionizaveis existem numa solucdo como uma mistura de diferentes
formas idnicas, nao idnicas (sem carga e eletricamente neutras) ou ainda zwitteridnicas (com igual
numero de cargas positivas e negativas e, portanto, eletricamente neutras). A ionizacdo desses

grupos, isto é, a proporcao das formas iénicas e neutras, varia com o pH.

Tracando o perfil do coeficiente de distribuicdo (log D) e do coeficiente de particdo (log P) no
modulo MarvinSketche do soffware da Chemaxon® é possivel determinar a lipofilicidade de um
composto que se traduz na razdo entre a afinidade desse composto para um meio
lipidico/organico ou para a agua. O log D indica a distribuicdo de um dado composto entre uma
fase lipidica/organica e uma fase aquosa a um determinado valor de pH (ao qual as moléculas se
podem encontrar no estado ionizado ou neutro) enquanto o log P indica a particdo do composto a
um pH em que todas as moléculas deste composto se encontram na forma neutra. Entre as formas
ionizadas e nao ionizadas de uma molécula é sabido que as mais soltveis em agua (hidrofilicas)
sao as formas ionizadas, enquanto as formas mais soluveis nas fases lipidicas (lipofilicas) sao as
formas neutras. Por outro lado, quanto mais lipofilica uma molécula, mais esta se dissolve na fase
lipidica/organica e consequentemente maior o log D e o log P e maior a sua capacidade de

distribuicao nas membranas bioldgicas.

No software da Chemaxone, o calculo destes dois parametros de avaliacao da lipofilicidade tem
como base o método descrito por Viswanadhan et a/ [80] que tem em conta o efeito da

concentracao de contra-ides.
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3.2.4, Analise elementar

O mddulo MarvinSketch® do soffware da Chemaxon® permite calcular descritores basicos da
composicao elementar das moléculas dos compostos tais como: o numero de atomos, a
composicao atdmica ou peso molecular. Estes descritores tém grande importancia biofisica, pois
influenciam o mecanismo de difusdo molecular ao longo das barreiras cutaneas [81]. Por exemplo,
varios estudos revelam que o transporte de compostos bioativos através das barreiras cutaneas

decresce com 0 aumento do peso molecular dos compostos [3, 82, 83].

3.3. Doseamento espetrofotométrico pelo método da curva de calibracao
3.3.1. Preparacao das solucoes-padrao

Numa balanca analitica foram feitas pesagens rigorosas de cada um dos compostos e transferidos
0s pos para trés baldes volumétricos onde se perfez o volume de 5,00 mL com agua ultrapura de
forma a obter solucdes-stock com concentracdes de 1,01x103 M de cafeina, 1,00x104 M de
diclofenac e 1,04x10 M de testosterona. A partir destas solucdes-stock procedeu-se a diluicéo
rigorosa em baldes volumétricos de 5,00 mL para obter solugdes padrao de concentracoes
crescentes: 1,00x10% M a 4,00x10° M para a cafeina; 2,04x10° M a 4,12x10° M para o
diclofenac e 1,00x104 M a 1,00x10"> M para a testosterona.

3.3.2. Obtencao das retas de calibracao por espetroscopia UV-Visivel

Quando um feixe de radiacao monocromatica atravessa um meio absorvente a quantidade de luz
absorvida depende da concentracdo das espécies absorventes (c, em M), do coeficiente de
extincdo molar (g, em M~t.cm™) da espécie absorvente e do percurso 6tico da radiacdo no interior
da amostra (I, em cm). Efetuando leituras espetrofotométricas numa gama adequada de
comprimentos de onda obtém-se informacao sobre onde e quanto é que a espécie a dosear
absorve. A representacdo da absorvancia em funcdo do comprimento de onda da radiacdo
incidente (A, nm) chama-se espetro de absorcdo. Este espetro permite a identificacdo e a
determinacao quantitativa de substancias quimicas, o estudo de cinéticas de reacdes em solucao,

a determinacao do grau de pureza de um composto, entre outros [84].
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A concentracdo de farmaco ou composto bioativo e a absorvancia (Abs) tm uma relacao de
proporcionalidade direta, pois quanto maior a concentracao de espécie a dosear na amostra, maior
a absorvancia dessa mesma amostra. Esta relacao de proporcionalidade direta ¢é verificada pela

lei de Lambert-Beer descrita na equacao seguinte:

Abs = e Xl Xc Equacéo 2

A lei de Lambert-Beer ¢é, portanto, vulgarmente usada para a determinacdo de &€ (M1.cm),
medindo a Abs correspondente a varias concentraces do analito no mesmo percurso 6tico. Para
isso tracaram-se espetros de absorcdo das soluces-padrao num espetrofotometro SHIMADZU
UV-2501 PC, entre 200 e 500 nm, usando cuvetes de quartzo de volume reduzido (1 mL) com
percurso 6tico de 1 cm. A obtencao de valores exatos de € (M1.cm™) deve ter em conta os desvios
a linearidade da absorvancia com a concentracao. Estes desvios ocorrem para concentracoes
superiores a 0,01M e resultam da variacdo do € (M1.cm™), provocada pelas interaces entre
nuvens eletronicas de espécies absorventes que estejam muito proximas em solucoes altamente
concentradas. Uma outra causa de desvios a lei de Lambert-Beer é a variacao do € (M-t.cm™)
com o indice de refracdo do meio que, por sua vez, depende da concentracdo da espécie
absorvente. As retas de calibracdo (y=mx) devem, portanto, ser tracadas para uma gama de
concentracées de analito onde se verifigue proporcionalidade entre Abs (valores de y) e
concentracdo (valores de x) e que esta proporcionalidade possa ser traduzida por um ajuste linear

cujo declive, m corresponde ao valor de £ (Mt.cm2).

3.3.3. Validacao do método analitico

Para assegurar a validacdo de um método analitico e a relevancia estatistica dos seus resultados
ha certos parametros, descritos pelo guia da /nfernational Conference on Harmonization (ICH) que
devem ser tidos em conta [85]. Assim, para validar o doseamento espectrofotométrico dos
compostos-modelo pelo método da curva de calibracao, procedeu-se a avaliacao dos seguintes

parametros:

Intervalo de determinacao - Corresponde ao intervalo de concentracdes de cada um dos

compostos-modelos usadas para a construcado da reta de calibracao.
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Linearidade - A linearidade do método analitico € a sua capacidade (dentro do intervalo de
determinacao) para obter resultados que sao diretamente proporcionais a concentracao de analito
na amostra [86]. Neste caso a linearidade do método foi verificada no intervalo de concentracdes
para 0 qual os compostos-modelo apresentam uma Abs diretamente proporcional a sua
concentracao. A linearidade ¢ verificada graficamente através de métodos estatisticos,
designadamente pela analise da regressao linear através do método dos minimos quadrados.
Segundo este método, o coeficiente de correlacdo (R) deve apresentar um valor igual ou superior
a 0,99 e a intercecdo com o eixo dos y nao deve ser significativamente diferente de zero [87]. O
ajuste e analise da regressao linear foram realizados com recurso ao software OriginLabe.

Limite de detecao (DL) - corresponde ao valor mais baixo de analito numa amostra que pode
ser detetado sem ser necessariamente quantificado como um valor exato e é dado pela seguinte

equacao [8]:

DL =(33X%x0)/S Equacio 3

Em que o é o desvio padrao da intercecdo da regressao linear com o eixo dos y e S representa o
declive da reta de calibracao.

Limite de quantificacdao (QL) - diz respeito ao valor mais baixo de analito que pode ser
determinado quantitativamente com precisao e exatidao aceitaveis e é dado pela seguinte equacao

[86]:

QL= (10x0)/S Equaciao 4

Precisao - A precisdo mede o grau de concordancia entre uma série de medidas obtidas a partir
de uma amostragem multipla e é geralmente expressa como coeficiente de variacdo (%) de um

conjunto de medicdes [86].

3.4. Preparacao modelos miméticos lipidicos em dispersao: Lipossomas
3.4.1. Preparacao de lipossomas unilamelares

A preparacdo dos lipossomas foi feita pelo método de hidratacdo do filme lipidico seguida de

extrusdo de forma semelhante ao descrito na literatura [88]. Para preparar lipossomas com
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concentracdes de 1x102 M procedeu-se a adicdo de volumes definidos das solucdes stock
lipidicas a um tubo de vidro com fundo redondo. Como as soluc¢des stock lipidicas tém a mesma
concentracao, o volume de solucéo de DPPC deve ser o dobro do volume de CHOL, para, no caso
dos lipossomas DPPC: CHOL, obter uma proporcao molar de DPPC: CHOL (2:1). De seguida, de
modo a obter um filme lipidico fino (para garantir uma distribuicdo homogénea), procedeu-se a
evaporacao total do solvente organico (etanol) sob uma corrente constante de azoto e em continua
rotacao. Apos obtencdo do filme lipidico procedeu-se a sua hidratacdo com um volume
previamente definido de solucao tampao de pH 5.5 aquecida a uma temperatura acima da
temperatura de transicdo de fase (Tm) dos lipidos, no caso 50 °C (Tm do DPPC e da mistura
DPPC: CHOL (2:1) ronda os 41 °C) [89]. A dispersao resultante foi submetida a ciclos alternados
de banho termostatizado a 50 °C e agitacao vigorosa no vértex durante cerca de 10 min, com o
intuito de garantir a remocao completa do filme lipidico das paredes do tubo. No final deste

processo, obteve-se uma dispersao de MLVs (do inglés “ multilamellar vesicles’). Finalmente, e de
forma a obter LUVs (do inglés “/arge unilamellar vesicles’) com diametros entre os 100-200 nm,
a dispersao de MLVs foi extrudida por um extrusor Lipex® (Northern Lipids, Inc) termostatizado a
uma temperatura superior a Tm do lipido ou mistura de lipidos (50 °C) e sob uma pressao de 6-8
bar. De modo a garantir a homogeneidade e uniformidade dos LUVs produzidos, foram utilizadas
membranas de policarbonato Nucleopore Track-Etched® (Millipore, SAS) com poros de distintos
tamanhos sendo realizadas 10 extrusdes por uma membrana de 200 nm seguidas de 10
extrusdes por uma membrana de 100 nm. Antes da utilizacdo, as suspensdes de LUVs foram

equilibradas a temperatura ambiente durante, pelo menos, 30 min. Esta metodologia encontra-se

esquematizada na Figura 7.
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Figura 7. Método de hidratacao do filme lipidico fino seguido de extrusdo. O processo a) resulta na
obtencao de vesiculas multilamelares (MLVs) e o processo b) resulta na obtencao de vesiculas

unilamelares (LUVs).

3.5. Caraterizacao fisico-quimica e biofisica dos lipossomas unilamelares
3.5.1. Tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

O estudo da distribuicdo de tamanho dos nanossistemas na dispers@o e a analise do potencial
zeta com base, respetivamente na dispersao dinamica de luz (do inglés “ dynamic light scattering”,
DLS) e na dispersao eletroforética de luz (do inglés “electrophoretic light scattering”, ELS) sao

técnicas essenciais para a caraterizacao fisico-quimica dos nanossistemas [90].

A dispersdo dinamica de luz (DLS), também conhecida como espectroscopia de correlacéo
fotonica, € uma técnica que permite determinar o coeficiente de difusdo de nanossistemas, num
determinado solvente. Quando um feixe de luz monocromatica incide sobre uma dispersao de
nanossistemas, ocorre dispersdo da luz em todas as direcées. Como os nanossistemas em
dispersao estdo em constante movimento (movimentos brownianos), a distancia entre eles muda
constantemente com o tempo. Portanto, o feixe de luz incidente é disperso, mas a taxa de
dispersao varia com o tempo. Assim, as flutuacdes de luz detetadas podem ser correlacionadas
com a escala de tempo de movimento dos dispersores de luz, isto é, é possivel calcular o
coeficiente de difusdo (Kd) dos nanossistemas. A relacdo entre Kd e o tamanho dos nanossistemas
(determinado como o seu raio hidrodinamico, i.e., o raio do nanossistema quando este se encontra

numa dispersao aquosa) ¢ dada pela equacao de Sfokes-Einstein (Equacgao 5) [90, 91].
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Em que Rné o raio hidrodinamico, K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura (em Kelvin),
e n é a viscosidade do solvente dispersante. Uma dispersao de nanossistemas que apresenta uma
homogeneidade de tamanhos diz-se monodispersa, em oposicdo a uma dispersao de
nanossistemas com uma grande variedade de tamanhos que se designa polidispersa. O indice
que permite aferir a homogeneidade de tamanhos dos nanossistemas de uma dispersdo é
designado por indice de polidispersao (PDI, do inglés “polydispersity index”).

Nas técnicas de dispersao de luz, a mudanca de frequéncia ou mudanca de fase de um feixe de
luz incidente numa dispersao de nanossistemas depende da mobilidade dos nanossistemas. Na
técnica de DLS, o movimento browniano € o causador do movimento dos nanossistemas. Ja na
técnica de dispersao eletroforética de luz (ELS), um campo elétrico oscilante aplicado é quem
desempenha esta funcdo. A medicao da luz dispersa ¢ medida por um fotomultiplicador e a
contagem dos fotdes permite a elaboracao de um espectro de variacdo da frequéncia ou mudanca
de fase, a partir do qual a mobilidade eletroforética (ue) e, consequentemente, o potencial zeta
dos nanossistemas pode ser calculado. O potencial zeta (também conhecido como potencial
eletrocinético e normalmente medido em mV) de um nanossistema ¢ estabelecido na superficie
de qualquer nanossistema quando ele entra em contacto com um meio liquido. E, portanto, uma
propriedade interfacial. Se um nanossistema entrar em contacto com um liquido, os grupos
funcionais da sua superficie reagirdao com o meio circundante. Esse processo resulta numa carga
superficial, que atrai ides com cargas opostas (contra-ides). Esses contra-ibes organizam-se
espontaneamente numa dupla camada eletroquimica. Assim, ao nivel da interface existe uma
camada estacionaria de ides imobilizados formada diretamente na superficie e uma camada
externa difusa com ides que sdo menos atraidos pela superficie e tm a capacidade de se mover
dentro dessa camada. O limite entre a camada estacionaria e a camada difusa é caracterizada
como o plano de corte e especifica qual parte da camada dupla eletroquimica contribui para a
carga liquida total do nanossistema. Portanto, o potencial que esta presente no plano de corte €
definido como o potencial zeta.

Para caracterizar os LUVs de DPPC e DPPC: CHOL (2:1) (1,00x10-2 M) na auséncia ou presenca
dos bioativos (1,01x10% M de cafeina; 1,00x10* M de diclofenac ou 1,04x10° M de
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testosterona) em termos de tamanho (obtido pelo raio hidrodinamico) e PDI colocou-se uma
aliquota de LUVs (=600-1000 pL) em células descartaveis de polistireno (com a insercao do
acessorio DIP Cell® no caso das medidas ELS) e procedeu-se & analise de DLS e ELS, usando um
Zetasizer Nano ZS (Malvern® Instruments Ltd., UK). Todas as medidas foram realizadas em
condicoes de temperatura controlada a 25,0 £ 1,0 °C no dia da preparacao. O tamanho e o PDI
foram obtidos a partir do correlograma do software Zetasizer Nano ZS (Malvern®, UK), apos analise
dos cumulantes, conforme 1SO 22412: 2017 [92]. O potencial-zeta foi obtido pela conversao da

mobilidade eletroforética de acordo com o método de Helmholtz-von Smoluchowski[93].

3.5.2. Temperatura de transicao de fase principal e cooperatividade

A Tm é outro parametro muito importante na caraterizacao biofisica de sistemas lipidicos, pois o
seu estudo permite otimizar sistemas lipidicos que estejam em desenvolvimento para transporte
e libertacao de farmacos, bem como, estudar a interacdo farmaco-membrana quando os sistemas
lipidicos sao usados como modelos miméticos de membranas. Alteracdes nas propriedades das
membranas como a sua estabilidade, permeabilidade ou fluidez podem ser intimamente
relacionadas com alteracdes nas propriedades biofisicas dos lipidos que as compde,
nomeadamente alteracdes da Tm desses lipidos [94]. A Tm define assim uma temperatura a qual
se da uma passagem de uma fase lipidica mais ordenada (fase gel ou sélido-cristalina) para uma
fase lipidica mais desordenada (fase fluida ou liquido-cristalina) [95]. Uma vez que as diferentes
fases lipidicas apresentam diferentes propriedades de dispersao da luz [96], é possivel, recorrendo
a técnica de DLS e fazendo um estudo num intervalo de temperaturas determinar a Tm de

sistemas lipidicos.

Para determinar a Tm de LUVs de DPPC e DPPC: CHOL (2:1), na auséncia e na presenca de
compostos bioativos, procedeu-se da mesma forma descrita na seccao anterior, no entanto, as
medidas de DLS do tamanho hidrodinamico e intensidade de luz dispersa foram efetuadas numa
gama de 25 a 55 °C com intervalos de 1°C. Para cada temperatura foram efetuadas 3 medidas
com um tempo de estabilizacéo de 1 min.

A intensidade de luz dispersa (dada pela taxa de contagens média, TCM) é correlacionada com a
temperatura (T), tal como ilustra a Figura 8, por aplicacdo de uma equacdo modificada de

Boltzmann usando o maédulo de ajuste n&o linear do software OriginLab® (Equacao 6) [97].
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Tso— Ts1 + P2T — 1T 5
TCM =1,y + p, T + 22— liz T 1 Equacéo 6
B( - — _—_
1+10 T Tm)

Em que rsl e pl sao respetivamente o declive e a ordenada na origem da tendéncia linear anterior
a Tm; rs2 e p2 correspondem ao declive e a ordenada na origem na tendéncia linear a
temperaturas acima da Tm e B corresponde a cooperatividade do sistema. Deste ajuste &,
portanto, possivel determinar dois parametros: Tm e B.

B é um parametro cujo valor permite avaliar homogeneidade da composicdo do nanossistema
lipidico. Se 0 nanossistema ¢ constituido por um unico tipo de moléculas, ou se a mistura de
moléculas que o constitui se encontra bem distribuida, estas transitardo de fase (da fase gel para
a fase fluida) em simultaneo, pelo que o perfil sigmoide correspondente a transicdo de fase
apresenta um decaimento abrupto. Por outras palavras, o intervalo no qual as fases lipidicas gel
e fluida coexistem é muito diminuto. Uma transicdo de fase com um baixo valor de B apresenta
um perfil sigmoide com um decaimento prolongado, o que indica que ndo existe uma
homogeneidade das moléculas que constituem o nanossistema. Assim, algumas moléculas
transitarao de fase a uma dada temperatura e outras a uma temperatura diferente, pelo que nao
existe uma temperatura de transicdo unica, mas um intervalo de temperaturas durante o qual a
transicao ocorre. Neste caso, o intervalo no qual as fases lipidicas gel e fluida coexistem é mais
alargado. Portanto, B, tal como a Tm, sao parametros que podem indiciar mudancas no sistema
lipidico na presenca de moléculas diferentes no sistema e sugerir alteracdes na biofisica das
membranas. Uma variacao nos valores destes parametros podera sugerir a incorporacao de um

composto no meio lipidico e permite ainda concluir sobre a localizacdo mais provavel do composto.
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Figura 8. Figura exemplificativa de um ajuste sigmoide que correlaciona a taxa média de contagens ao

longo da temperatura.

3.6. Determinacao Jin vitro do coeficiente de distribuicao

Tal como referido anteriormente o log D é um parametro que caracteriza a distribuicdo de um
dado composto entre uma fase lipidica e uma fase aquosa a um determinado valor de pH. Assim,
para a determinacdo do log D dos compostos em estudo nos modelos lipidicos miméticos de
membranas é necessario proceder ao doseamento do composto quer na fase lipidica quer na fase
aquosa. Recorrendo & técnica de espetroscopia derivativa UV-Vis é possivel fazer a determinacao
do log D sem ter de recorrer a separacao de fases lipidica e aquosa, o que evita dificuldades como
o controlo da temperatura, e também evita o facto desta separacdo de fases (recorrendo por
exemplo a centrifugacao e filtracdo) poder afetar o equilibrio estabelecido entre os compostos e as

fases lipidica e aquosa [98, 99].

A técnica de espetroscopia derivativa UV-Vis aplicada a determinacao do log D assenta no principio
de que quando um determinado composto se distribui nas membranas lipidicas (passa de um
meio aquoso ou polar para um meio lipidico ou apolar) ha uma mudanca num parametro de
absorcao como o comprimento de onda maximo de absorcao ou no coeficiente de absortividade
molar desse composto. Assim, os espetros de absorcdo de um composto que se distribui em
modelos miméticos membrana/agua sao adquiridos para concentracdes crescentes de modelo
mimético, procedendo-se posteriormente a derivacao dos espetros. A derivacdo dos espetros é
essencial pois permite a eliminacéo de interferéncias espetrais provocadas pela difusdo de luz dos

modelos miméticos, permite uma detecao mais apurada das carateristicas espetrais e aumenta a
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resolucdo das bandas de absorcdo [100]. Seguidamente a derivacdo dos espetros de absorcao
procede-se a representacao grafica dos valores maximos ou minimos da derivada dos espetros de
absorcao em funcao da concentracao do modelo mimético lipidico. A Figura 9 (A) representa um

exemplo do espetro de absorcao de um composto e subsequente aplicacdo do método derivativo.

A)
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Figura 9. (A) Exemplo de um espetro de absorcao de um determinado composto. (B) Terceira derivada
do espetro de absorcéo e consequente eliminacéo das interferéncias espetrais. (C) Exemplo de um ajuste
nao linear aplicando a equacao 7 aos valores da derivada de absorvancia em funcao da concentracao de

lipido [99].

O ajuste destes dados é feito por aplicacdo de uma equacao de ajuste ndo linear no software
OriginLab®, permitindo obter o valor do coeficiente de distribuicdo (D) cujo logaritmo permite a

determinacéo do log D [100]:

(DADBS ¢ ranar — DADS, o, ) x D x[Modelo membranar |
= DAbs +

Equacao 7
ol aquosa 1+ Dx[Modelo membranar]

DAbs

Em que DAbstotal, DAbSmembranar, DAbSaquosa Sao respetivamente o valor da derivada da
absorvancia do composto determinada espectralmente a um dado comprimento de onda, no
sistema membrana/agua (total), na fase membranar e na fase aquosa, respetivamente. [Modelo
membranar] é a concentracao (em M) do modelo lipidico utilizado.

Para a determinacao do coeficiente de distribuicdo dos compostos bioativos (cafeina, diclofenac
sodio e testosterona) em modelos membranares (LUVs de DPPC e de DPPC: CHOL (2:1)) foram
preparadas suspensdes contendo concentracdes fixas de composto bioativo (8,00x10° M para a
cafeina; 4,00x10°> M para o diclofenac e 3,00x10° M para a testosterona) e concentracdes
crescentes de LUVs (5,00x10°M a 2,50x10-3 M para a cafeina; 1,00x10*M a 3,00x10-3 M para
o diclofenac e 5,00x10°>M a 2,50x10-3 M para a testosterona). As concentracdes de compostos
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bioativos foram escolhidas de forma a estarem contidas na zona linear das respetivas retas de
calibracdo. Foram preparadas ainda referéncias contendo apenas as mesmas concentracdes
acima referidas de LUVs (sem composto bioativo) e controlos contendo apenas solucdes aquosas
de compostos bioativos na concentracao ja referida. Seguiu-se uma incubacao durante 30 min das
amostras, referéncias e controlos em banho termostatizado a uma temperatura de 35£1°C de
modo a permitir estabelecer a distribuicao dos compostos nos modelos membranares e mimetizar
a temperatura fisiologica no SC [101]. Apos a incubacdo tracaram-se espetros de absorcdo num
espetrofotémetro SHIMADZU UV-2501 PC, entre 200 e 400 nm, usando cuvetes de quartzo de
volume reduzido (1 mL) com percurso o6tico de 1 cm. Por fim procedeu-se a analise dos dados
obtidos recorrendo a folha de calculo desenvolvida em Excel “Ap calculator’ [100] que permite a
derivacdo dos espetros e ao software OriginLab® que permitiu ajustar, recorrendo a equacéo 7, 0s
valores das derivadas a um dado comprimento de onda (em que a difusao de luz pelos sistemas

lipidicos é eliminada) em funcdo da concentracao.

3.7. Determinacao in silico e in vitro da permeacao cutanea e fluxo maximo de

permeacao

A permeacao de farmacos e outros compostos bioativos através da barreira do SC é definida pelo
coeficiente de permeabilidade (log Sp), que relaciona o gradiente de concentracdo do composto
(descrito pela sua distribuicdo, log D, ao nivel da matriz lipidica que compde o SC) e o peso

molecular desse farmaco ou composto bioativo (PM), de acordo com a seguinte equacao:

logSp(Cm. h™1) = -2,7 + 0,71 x logD — 0,0061 x PM Equacéo 8 [147]

Substituindo na equacéo acima, log D pelos valores de coeficiente de distribuicao obtidos /i silico,
ou /n vitro para cada um dos compostos bioativos estudados (cafeina, diclofenac e testosterona),
¢ possivel determinar o coeficiente de permeabilidade para cada um destes compostos. O
coeficiente de permeabilidade podera assim ser utilizado para calcular teoricamente o fluxo

maximo de permeacado (Jmax) dos compostos através da seguinte equacgao:

Jmax(mg.cm? . h™1) = S, X C5qr em H,0 Equacio 9 [147]
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Em que Csat refere-se & maxima concentracdo de composto (em mg/cm3) que se consegue
solubilizar em agua.

A determinacéo experimental do Jmax foi realizada /n vifro com recurso a células de difusao de
Franz (V-Series Stirrers for Franz Cells; PermeGear, USA). Estas células de difusdo sdo constituidas
por um compartimento dador onde se coloca o composto em estudo e por um compartimento
recetor que contém o meio de dissolucao. Para além disso, a separar os dois compartimentos €
colocada uma membrana com o objetivo de mimetizar a membrana epitelial. A utilizacdo de
membranas sintéticas (e.g. silicone, celulose ou polissulfona) neste tipo de ensaios é considerada
adequada pela FDA para a avaliacdo do desempenho terapéutico de formulacdes tdpicas [102].
Apesar de nao mimetizarem o ambiente lipidico natural, estas membranas permitem retirar ilacdes
acerca da particao e difusdo de compostos bioativos [103].

O procedimento experimental consistiu entdo na adi¢do de 400 pL de uma solucao aquosa de
composto bioativo livre (1,54x102 M de cafeina; 6,75x102 M de diclofenac e 1,04x10°> M de
testosterona) no compartimento dador € 5 mL de tampao universal (pH=5.5) no compartimento
recetor. O sistema foi mantido a 37 °C utilizando um banho de agua circulante continuamente
homogeneizado com agitacdo magnética. Entre os compartimentos dador e recetor foi colocada
uma membrana de polissulfona (Tuffryn®, Palls, EUA) com uma area de difusio de 0,64 cm?2.

A diferentes tempos de ensaio (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0;
12,0 e 24 h), foram retiradas aliquotas de 400 pL do compartimento recetor (volume que foi
sempre substituido por 400 pL de tampao universal) procedendo-se a quantificacao de cada
composto pelo método de doseamento por espetrofotometria UV/Vis previamente validado.

Em funcao dos valores de Jmax tedricos (in silico/in vifro) ou experimentais (in vitro) é possivel
perceber se um determinado composto tem maior ou menor capacidade de permeacéo cutanea

de acordo com a classificacdo esquematizada na Tabela 4.

Tabela 4. Classificacdo da permeacao cutanea de um composto em funcao do valor de fluxo maximo de
permeacao (Jmax) [104].

Juex (Mg/cm?/h) Classificacao da permeacao cutinea
2,78x10% a 6,64x10° Muito fraca
1,07x10*a 9,79x10* Fraca
1,18x10%a 7,76x10® ‘ Moderada

1,14x10" a 1,38 | Muito elevada
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3.8. Determinacao /in vitro do coeficiente de distribuicao com recurso a uma

plataforma microfluidica

3.8.1. Fabrico das estruturas microfluidicas

Como previamente descrito, moldes em SU-8 foram fabricados e utilizados para a obtencédo de
estruturas microfluidicas em PDMS. Os moldes em SU-8 consistem numa matriz de canais 3D
com largura de 50, 100 e 200 um, comprimento de 15 mm e espacadas por 2 mm. A
altura/profundidade de 150 um é obtida através do controlo do tipo de SU-8 utilizado e parametros
de processamento, como descrito na seccéo seguinte. O fabrico foi realizado no Centro CMEMS-

UMinho, Departamento de Eletronica Industrial da Universidade do Minho.

3.8.2. Fabrico dos moldes em SU-8

A resina fotossensivel SU-8 100 (MicroChem) foi utilizada para o fabrico de moldes em SU-8 com
espessura de ~150 um. Para o efeito, em primeiro lugar desenharam-se as estruturas pretendidas
recorrendo ao programa AutoCad (versao experimental) para posterior impressao em fotolitos. Na
Figura 10 esta ilustrada uma representacao grafica do fotolito utilizado para o fabrico dos moldes
em SU-8, que por sua vez irao dar lugar a estruturas em PDMS com canais com as mesmas

dimensdes, inclusive altura/profundidade.

Figura 10. Representacao grafica do fotolito para a producao dos moldes em SU-8 e posterior obtencao
das estruturas microfluidicas em PDMS. As linhas representam os canais com larguras de 50, 100 e 200
pum (3 réplicas de cada), comprimento de 15 mm e espacadas de 2 mm. As entradas e saida

apresentam um diametro de 1 mm.

O fabrico dos moldes em SU-8 requer varios passos e os parametros de processamento foram
definidos adaptando o protocolo descrito em [64]. Resumidamente, pesou-se 1 g de SU-8 100
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para cada lamina de vidro (26x76 mm) previamente limpa (obtendo-se um total de 6 réplicas de
moldes em SU-8, num total de 6 laminas de vidro). De seguida, cada lamina foi colocada num
spin-coater seguindo dois ciclos. O primeiro ciclo tem como objetivo a dispersédo da resina na
lamina de vidro e foi definida a uma velocidade de 500 rpm e aceleracao de 300 rpm/s durante
7 s. O segundo ciclo define a espessura do filme, pelo que os parametros foram definidos a uma
velocidade de 2500 rpm e aceleracao de 300 rpm/s durante 30 s para a obtencdo de uma
estrutura final em SU-8 de aproximadamente 150 um. Nos proximos passos, a excecao do
processo de exposicao a luz UV e aquando do processo de revelacao, as amostras foram sempre
mantidas no escuro recorrendo a uma simples tampa de aluminio. Deste modo, apds o processo
de deposicao, as laminas revestidas com SU-8 (e protegidas da luz) foram colocadas numa placa
de aquecimento com o objetivo de evaporar o solvente gama-butirolactona (GBL) presente no SU-
8 e assim promover um endurecimento e uma maior aderéncia ao substrato (Prazitherm PZ28-2).
Este processo envolveu dois ciclos de temperatura, ambas a uma taxa de aquecimento controlada
de 2,5°C/min de forma a reduzir a tensao induzida nos filmes de SU-8. O primeiro ciclo passou
pelo aquecimento dos filmes até atingir 65°C durante 45 min enquanto no segundo passo a
temperatura foi aumentada até atingir 95 °C durante 90 min (esses tempos incluem os tempos
para atingir a temperatura desejada e os tempos expostos a essa mesma temperatura). Apos
arrefecimento, as laminas foram expostas a luz UV com uma faixa de emissao entre os 347 e 377
nm recorrendo a 10 lampadas UV de 20 W, colocando os fotolitos na superficie de cada lamina
revestidas com SU-8 e recorrendo a um sistema de vacuo para garantir um maximo contacto entre
os fotolitos e as amostras. Este passo permite formar um fotoacido nas zonas expostas que ira
promover a polimerizacao do SU-8 exposto durante a proxima etapa de aquecimento. O tempo de
exposicao depende igualmente do tipo de SU-8 e da espessura deseja, tendo sido definido um
tempo de 9 min, considerando as caracteristicas dos moldes pretendidos. De seguida, procedeu-
Se a um novo processo de aquecimento, similar ao definido anteriormente de forma a reticular o
SU-8 exposto a luz UV e torna-lo resistente a acao de solventes. Neste caso, os tempos foram de
23 mina 65 °C e 35 min a 95 °C a uma taxa de aquecimento de 2,5 °C/min. Por fim, as amostras
foram imersas em solvente comercial da MicroChem sobre agitacdo magnética de forma a remover
de forma eficiente e rapida as areas nao expostas a luz UV e assim obter os moldes em SU-8. O
processo demorou 15 min e de seguida os moldes foram finalmente limpos com isopropanol (IPA)

e secos com pistola de azoto.
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3.8.3. Fabrico das estruturas microfluidicas em PDMS
Antes da preparacao da solucao de PDMS, foram criadas barreiras em cada lamina contendo os
moldes de SU-8 recorrendo a fita adesiva de aluminio rigida de forma a possibilitar a deposicéo

da solucao polimérica no seu interior.

De seguida, aproximadamente 5 g de solucdo de PDMS com uma razao agente de cura/base de
1:10 (E/lsworth) desgaseificada (com recurso a um sistema de vacuo fabricado no laboratério) foi
vertida lentamente em cada lamina de vidro. Apos ficar homogeneamente distribuida, colocando
as laminas de vidro numa superficie plana durante 10 min, as amostras foram colocadas numa
placa de aquecimento a 80 °C durante aproximadamente 1 h de forma a curar o PDMS. Por fim,
apos arrefecimento das amostras, foi utilizado um bisturi de forma a recortar o PDMS nas laterais
e possibilitar a remocéo das estruturas em PDMS dos moldes em SU-8. Apds abrir as entradas e
saidas dos canais microfluidicos em PDMS, as estruturas foram ligadas irreversivelmente em
substratos de vidro com recurso a tratamentos de plasma com oxigénio (Diener Zepto). Para o
efeito, as estruturas em PDMS e os substratos de vidro foram colocadas no interior de uma camara
de plasma, com as superficies a ligar viradas para cima. A poténcia utilizada foi de 50 W sob uma
pressdo total de 80 Pa durante 45 s. Por fim retirou-se as amostras da camara, colocou-se as
superficies de PDMS em contacto com as superficies das laminas de vidro e colocou-se numa
placa de aquecimento a 80 °C durante 5 min de forma a maximizar a ligacdo irreversivel entre

ambas as superficies.

3.9. Hidrofilizacao dos canais

Tal como referido no estado de arte, o PDMS é o material mais utilizado no fabrico de dispositivos
microfluidicos, no entanto as suas propriedades hidrofébicas constituem um desafio a formacéao
de bicamadas lipidicas que requerem uma superficie hidrofilica para facilitar a sua formacéo. Posto
isto, surgiu a necessidade de encontrar uma forma de modificar a superficie dos canais
microfluidicos tornando-a hidrofilica. Com base na bibliografia optou-se por revestir a superficie
dos canais microfluidicos com alcool polivinilico (PVA), um polimero hidrofilico adaptando a

metodologia descrita em [105].

Inicialmente, fez-se uma passagem de agua ultrapura pelos canais. Seguidamente preencheram-
se 0s canais microfluidicos com uma solucdo de NaOH (0,5 M) preparada através da diluicao da

solucéo comercial em agua ultrapura. Esta solucao ficou a repousar nos canais durante 30 min.
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Apds este tempo, a solucao de NaOH é retirada e ¢ injetada novamente agua ultrapura nos canais.
De seguida, uma solucéo de PVA a 1% (w/w) previamente preparada no dia anterior foi injetada
nos microcanais e deixada a repousar durante 10 min com a plataforma microfluidica a
temperatura ambiente. Para a preparacao da solucao de PVA, 100 mg de PVA foram dissolvidos
em 10 mL de agua desionizada previamente aquecida a 90 °C e sob agitacdo magnética. Apds os
10 min foi aplicada uma corrente de azoto e a plataforma microfluidica foi colocada no forno a
110 °C por 15 min para assegurar a completa remocdo de residuos/solventes [105]. Este

processo de deposicao de PVA seguida de evaporacédo do solvente foi repetido 3 vezes.

3.10. Avaliacao da eficiéncia de hidrofilizacao pelo método do angulo de
contacto

Os angulos de contacto da agua na superficie de placas de PDMS, com e sem revestimento de
PVA foram medidos num equipamento Drop Shape Analysis System DSA100 (Kriiss Scientific,
Alemanha) equipado com uma camara CCD. Em cada medicao, e usando uma microseringa
colocou-se uma gota de agua desionizada sobre as placas. Quando uma gota de agua é colocada
sobre uma superficie sélida forma-se uma interface tripla entre o sélido (superficie), o liquido (gota)
e o vapor (ar). O angulo formado entre a superficie solida e a tangente a superficie do liquido no

ponto de contacto com o soélido é definido como o angulo de contacto [106].

As imagens da gota sobre cada uma das superficies foram obtidas imediatamente apos a gota ser
colocada na superficie da placa. A partir dessas imagens, foram calculados os valores dos angulos

de contacto que podem ser relacionados com a lipofilicidade das superficies [106].

3.11. Preparacao dos modelos miméticos lipidicos a aplicar na plataforma

microfluidica: bicamadas lipidicas suportadas

Apds a hidrofilizacao dos microcanais procedeu-se a formacao das SLBs através do protocolo SALB
(do inglés “Solvent Assisted Lipid Bilayers”) descrito em [105]. O método SALB é um processo
rapido e eficiente que tem como base a deposicado de uma mistura lipidica num suporte solido
seguida pela troca de um solvente organico com um tampao aquoso resultando na formacao

espontanea de bicamadas lipidicas. No protocolo realizado, o etanol foi utilizado como solvente
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organico e o tampao Tris-NaCl como tampao aquoso. O método de preparacao do tampao Tris-

NaCl (pH 7.5, 150mM de NaCl) esta também descrito em [105].

A formacao de SLBs foi iniciada pela diluicao da solucao stock de DPPC em etanol previamente
preparada de concentracao bem definida (10 mg/mL) de forma a obter uma concentracao lipidica
final de 0,25 mg/mL. A concentracao lipidica foi definida com base em resultados descritos na
literatura [107] que indiciam a formacao de uma bicamada mais homogénea.

Recorrendo a uma bomba de fluxo, seringas e tubos de plastico injetou-se o etanol a uma taxa de
fluxo de 100 uL/min durante 10 min para garantir o preenchimento do canal microfluidico. Neste
ponto é importante verificar se ocorreu a criacao de bolhas de ar de forma a otimizar a montagem
do sistema. De seguida, foi injetada a solucao lipidica em etanol a uma taxa de fluxo de 50 yL/min
durante cerca de 10 min para garantir o preenchimento completo dos microcanais e incubou-se
durante 10 min. Apds o tempo de incubacao, foi injetada a solucdo tampao Tris-NaCl a uma taxa
de fluxo de 50 uL/min durante cerca de 10 min para ocorrer a troca do solvente organico presente
no interior dos microcanais pelo tampao aquoso. Assim, como os lipidos ndo se misturam com
agua ocorre deposicao, rearranjo lipidico e consequente formacao de bicamadas lipidicas junto ao
substrato. Apds a troca de solventes estar concluida, aumentou-se a taxa de fluxo do tampao Tris-
NaCl para 100 uL/min, de forma a promover a remocéo de residuos de solvente organico e
pequenas estruturas lipidicas que ndo se encontrem adsorvidas a superficie. Apds a formacao da
bicamada, é necessario manter a integridade das bicamadas lipidicas, mantendo os canais

preenchidos com a solucao tampao de Tris-NaCl.

3.12. Determinacao /in vitro do coeficiente de distribuicdo numa plataforma

microfluidica com canais revestidos de membranas lipidicas

Para determinacao do log D na plataforma microfluidica hidrofilizada e com canais revestidos de
SLBs de DPPC foi testado o composto cafeina. Para o efeito, foi utilizada uma solucao de cafeina
com concentracao de 1,12x104 M preparada em tamp&o universal (pH 5.5). A solucéo de cafeina
foi injetada na entrada dos canais microfluidicos (taxa de injecdo a 50 puL/min) e aliquotas desta
solucao foram recolhidas na saida dos canais a cada minuto até estabilizacdo da concentracao

recolhida. A quantificacao de cafeina em cada aliquota foi efetuada pelo método de doseamento
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por espetrofotometria UV/Vis previamente validado. O log D foi calculado com recurso a seguinte

equacao, onde V representa o volume das fases lipidicas e aquosa:

([Cafeina]A xV

injetada

- [Cafe{na]recolhida ) faseaquosa Equagﬁo 10

[Cafeina] XV taselipicica

recolhida

log D =log
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4.1. Determinacao /n silico das propriedades fisico-quimicas dos compostos-
modelo.

Neste projeto foram utilizados trés compostos-modelo: cafeina (modelo hidrofilico); diclofenac
(modelo anfifilico) e testosterona (modelo lipofilico). Através do software MarvinSketche foi possivel
uma analise de algumas propriedades tais como: a estrutura molecular, a distribuicao de

microespécies e pKa, o perfil de log D e log P e ainda, a sua analise elementar.

4.1.1. Cafeina

A estrutura molecular encontra-se representada na Figura 11.

< CH,
HyC N/UtEN/
|
A, 7

CH,

Figura 11. Estrutura molecular da cafeina (composto hidrofilico).

Na figura 12 observa-se um grafico obtido através do software MarvinSketche que estabelece uma
correlacao entre o pH e o log D para a cafeina. O log D indica a distribuicdo de um dado composto
entre uma fase lipidica/organica e uma fase aquosa a um determinado valor de pH (ao qual as
moléculas se podem encontrar no estado ionizado ou neutro). Por sua vez, o log P indica a particao
do composto a um pH em que todas as moléculas deste composto se encontram na forma neutra.
Na literatura esta descrito que o valor do pH da pele se encontra entre 5 e 6 [108]. Assim sendo,
¢ observavel na Figura 12 que o valor de log D da cafeina nesta gama de valores de pH é de -0,55

sendo, portanto, um composto hidrofilico.
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Figura 12. Distribuicdo do log D da cafeina em funcdo do pH calculado /7 silico no Marvin Sketch® do
software Chemaxon®.

A partir da Figura 12 é possivel depreender que a cafeina nao apresenta nenhum valor de pKa
pois o log D apresenta um valor maximo e constante em toda a gama de valores de pH (de 1 a
14), ou seja, log D=log P. Portanto, no caso da cafeina, ha uma prevaléncia da microespécie neutra
(microespécie 1) em relacdo a microespécie carregada (microespécie 2) para toda a gama de
valores de pH. Como a cafeina se encontra na forma neutra a praticamente qualquer valor de pH
(microespécie 1 da Figura 13), isso traduz-se num valor de log P da cafeina também de -0,55. De
acordo com a classificacdo descrita em Avdeef ef 4. [75], a cafeina insere-se na categoria dos
compostos hidrofilicos (log P < 1). A classificacao da cafeina obtida através da analise /n silico
efetuada esta de acordo com a literatura [109, 110], e sugere que o facto deste composto ser
muito hidrofilico podera dificultar a sua permeacéo cutanea devido a maior afinidade para o meio
aquoso e como tal, menor afinidade para os meios lipidicos existentes na matriz lipidica do SC
[109]. No entanto a lipofilicidade de um composto ndo € o Unico descritor que define a sua

capacidade de permeacao, pelo que outros descritores foram também analisados.
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Figura 13. Curva de titulacao da cafeina: distribuicdo de microespécies em funcéo do pH calculado /n
Silico no Marvin Sketch® do software Chemaxon®.

Segundo a analise /n silico da cafeina foi possivel obter outros descritores que se encontram
sumarizados na Tabela b.

Tabela 5. Dados obtidos da previsdo /in silico das propriedades da cafeina através do soffware

MarvinSketche.

Massa Area de Area de Ne de Ne de
Composto molecular superficie superficie dadores de  aceitadores de
(g/mol) polar (A7) molecular (A?) hidrogénios hidrogénios
Cafeina 194,19 58,44 269,13 0 5

Através desta analise a massa molecular da cafeina é de 194,19 g/mol. De acordo com Palareti
et al. [109] moléculas com massas moleculares elevadas (acima de 500 g/mol) sdo menos
propensas a permear a pele. Assim, como a massa molecular da cafeina & bastante menor, este
descritor indica que as moléculas de cafeina sao passiveis de permear a pele. A area de superficie
polar obtida é de 58,44 A2, o gue também indicia uma maior propensao das moléculas de cafeina
em permear a pele, pois moléculas com area de superficie molecular superior a 140 A2n30 sio,

normalmente, eficazes a permear as membranas celulares [111].
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Relativamente ao numero de dadores e aceitadores de hidrogénios é possivel inferir que a molécula
de cafeina nao tem grupos quimicos dadores de hidrogénios e tem 5 grupos quimicos aceitadores
de hidrogénios. Segundo Lipinski ef a/. [112] prevé-se uma menor absorcdo € permeacao nas
membranas celulares de compostos com mais de 5 grupos quimicos dadores de hidrogénios e
mais de 10 grupos de aceitadores de hidrogénios. Assim, é sugerido que, apesar de o log D e
log P da cafeina a apontarem como um composto hidrofilico com dificuldade de permeacao, os
outros descritores moleculares indicam uma probabilidade da cafeina permear e ser absorvida

pelas membranas celulares, entre as quais as que constituem a matriz lipidica do SC.

4.1.2. Diclofenac

Na Figura 14 esta representada a estrutura molecular do diclofenac.

NH

Figura 14. Estrutura molecular do diclofenac (composto anfifilico).

No caso do diclofenac, é possivel observar através da Figura 15 que log P obtido /n silico é de
4,25, e que corresponde ao valor que é obtido quando toda a molécula esta na sua forma neutra
(100% da microespécie 1). O log D obtido ao pH cuténeo é de 2,75, o que sugere um composto
moderadamente lipofilico e soluvel ao nivel cutdneo. Também o log P, de acordo com a
classificacao descrita em Avdeef ef al [75] classifica o diclofenac como um composto com
moderada lipofilicidade tendo relativa facilidade de permear a matriz lipidica do SC, o que €

corroborado pela literatura [113, 114, 115].

Uma das ilacdes a retirar da curva de titulacdo do diclofenac (Figura 16) é o pKa a pH 4, pois
existe, a este valor de pH, um equilibrio entre as formas protonada e desprotonada da molécula
do diclofenac. Sengupta et a/ [116] obtiveram um valor de pKa do diclofenac semelhante
(pKa=3,9). Para pH > 4 o diclofenac estd na forma ionizada e para pH < 4 este composto
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encontra-se na forma neutra. E sabido que, quando no estado ionizado, as moléculas de um
composto apresentam maior afinidade para a fase polar (fase aquosa ou grupos polares dos
constituintes lipidicos das membranas) e as moléculas neutras tém mais afinidade para a fase
apolar (caudas de acidos gordos dos lipidos constituintes das membranas). Assim sendo, ao pH
da pele (= 5,5) as moléculas de diclofenac encontram-se ionizadas o que indica maior afinidade
deste composto para a fase polar, 0 que se traduz numa maior permeabilidade do composto ao
nivel das cabecas polares dos fosfolipidos da membrana. Apesar da sua ionizacao nao favorecer
a permeacao profunda nas regides apolares das membranas, € seguro afirmar que o diclofenac é
um acido organico fraco com propriedades anfifilicas com capacidade de permeacao na maioria

das membranas celulares e matrizes lipidicas entre as quais as que constituem o SC [117].

Figura 15. Distribuicdo do log D do diclofenac em funcéo do pH calculado /77 sifico no Marvin Sketch®
do software Chemaxon®.
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Figura 16. Curva de titulacdo do diclofenac: distribuicdo de microespécies em funcdo do pH calculado
in silico no Marvin Sketch® do software Chemaxon®.

Na Tabela 6 estdo sumarizados outros parametros que descrevem o diclofenac.

Tabela 6. Dados obtidos da previsao /i silico das propriedades do diclofenac através do software

Composto

Diclofenac

Massa
molecular

(g/mol)
296,14

MarvinSketche.

Area de Area de
superficie superficie
polar (A?) molecular (A2)

52,16 357,82

N2 de N2 de
dadores de aceitadores de
hidrogénios hidrogénios

1 5

A massa molecular do diclofenac obtida /i silico ¢ 296,14 g/mol. Assim, de acordo com a

classificacao descrita por Palareti ef a/ [109], este valor indica que o diclofenac tem boa

capacidade de permear as membranas celulares pois tem uma massa molecular abaixo dos

500 g/mol.

A area de superficie polar do diclofenac obtida /i silicoé de 52,16 A2, Este valor ¢é bastante inferior

aos 140 A2 descritos na literatura [111] como valor a partir do qual as moléculas tém mais

dificuldade em permear a pele. Assim, & possivel prever que este valor indica que a o diclofenac

tem eficacia na permeacao das membranas celulares.

Na Tabela 6 retira-se a informacao de que a molécula de diclofenac tem 1 grupo quimico dador

de hidrogénios e 5 grupos quimicos aceitadores de hidrogénios o que, segundo Lipinski ef al.
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[112], é indicador de facilidade de permeacéo e absorcao das moléculas de diclofenac por parte

das membranas celulares como as existentes ao nivel da matriz lipidica do SC.

4.1.3. Testosterona

Na Figura 17 esta representada a estrutura molecular da testosterona.

Figura 17. Estrutura molecular da testosterona (composto lipofilico).

Na Figura 18 e Figura 19 observa-se o log D em funcao do pH e a distribuicdo de microespécies
para a testosterona (modelo lipofilico). A partir da analise destas figuras infere-se que a
microespécie neutra (microespécie 1) predomina sobre a microespécie carregada (microespécie
2) ao longo de quase toda a gama de valores de pH (pH de 2 a 14). Ao pH da pele o log D da
testosterona é de 3,37 o que indica um composto com maior lipofilicidade e menor solubilidade
do que os compostos anteriormente descritos (cafeina e diclofenac). Além disso, como a
microespécie maioritaria & sempre a microespécie neutra em praticamente toda a gama de valores
de pH (pH de 2 a 14), o log P da testosterona é também de 3,37. Segundo a classificacao descrita
por Avdeef et al. [75], a testosterona é um composto lipofilico com maior afinidade para a fase
organica e, portanto, mais suscetivel a permeacao das membranas lipidicas embora tenha menor

solubilidade.

Tal como no caso da cafeina, observando a Figura 19, pode-se concluir que a testosterona nao
apresenta nenhum pka. A microespécie neutra (microespécie 1) é maioritaria em toda a gama de
valores de pH. Segundo Takacs-Novak ef a/ [118], quando ha uma predominancia da
microespécie neutra, a molécula é soltvel em fases apolares o que aliado a um log P elevado

reforca a natureza lipidica das moléculas de testosterona.
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Figura 18. Distribuicdo do log D da testosterona em funcéo do pH calculado /n7 sifico no Marvin Sketch®

do software Chemaxon®.
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Figura 19. Curva de titulacdo da testosterona: distribuicdo de microespécies em funcdo do pH calculado
in sifico no Marvin Sketch® do software Chemaxon®.

Na Tabela 7 estao sumarizados outros parametros que descrevem o composto testosterona.
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Tabela 7. Dados obtidos da previsdo /n silico das propriedades da testosterona através do software

MarvinSketche.
Composto Massa Area de Area de Ne de Ne de
molecular superficie superficie dadores de aceitadores
(g/mol) polar (A2) = molecular (%)  hidrogénios de
hidrogénios
Testosterona 288,42 37,30 477,56 1 3

Os valores de massa molecular e area de superficie polar da testosterona indicados na Tabela 7
sugerem também que as moléculas de testosterona sao propicias a permear a matriz lipidica do
SC, tendo por base as classificacdes descritas por Palareti ef a/. [109], Hitchcock et al [111] e
Lipinski ef al [112].

As moléculas de testosterona tém 1 grupo quimico dador de hidrogénios e 3 grupos quimicos
aceitadores de hidrogénios. As moléculas de testosterona cumprem mais um requisito da
classificacao de Lipinski ef a/. [112], o que confirma as suas propriedades lipofilicas e tendéncia

para permear as membranas lipidicas.

4.2. Doseamento espetrofotométrico dos compostos-modelo por espetroscopia

UV-visivel

Os compostos-modelo foram quantificados por espetroscopia UV-visivel. Através do espetro de
absorvancia de cada um dos compostos foram obtidos parametros como coeficiente de
absortividade molar (€) e comprimento de onda onde se verifica a maxima absorcdo. A partir do
espetro de absorvancia procedeu-se ao tracado da reta de calibracao de cada um dos compostos
bem como, a escolha de uma concentracao fixa de composto, que obedeca a Lei de Lambert-

Beer, a utilizar nos ensaios posteriores de determinacdo do coeficiente de particao.

A titulo de exemplo na Figura 20 estao representados os espetros de absorvancia da cafeina em
tamp&o universal (pH 5.5) com concentracdes crescentes de cafeina (4,00x10° M a 1,00x104
M). Os espectros de absorvancia obtidos para o diclofenac e testosterona em tampé&o universal

(pH 5.5) apresentam-se em anexo (Figura Anexo 1A e Figura Anexo 2A).
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Figura 20. Espetro de absorvéancia das solucdes padrdo com concentracdes crescentes de cafeina em

tampéo universal a pH 5.5.

Para quantificar cada composto é fundamental estabelecer uma correlacao entre a absorvancia e
a sua concentracao. Deste modo, com base no comprimento de onda de absor¢cado maxima de
cada composto e representando a absorvancia maxima em funcao da concentracao do composto
¢ possivel tracar uma reta de calibracdo. Por exemplo, no caso da cafeina procedeu-se a
representacdo grafica dos valores da absorvancia a 273 nm em funcao da concentracdo de
composto e procedeu-se ao tracado da reta de calibracdo da cafeina através de um ajuste linear
utilizando o soffware Origin Lab® (Figura 21). Os ajustes lineares e respetivas retas de calibracéo
obtidos para o diclofenac e testosterona séo apresentados em anexo (Figura Anexo 1B e Figura

Anexo 2B).
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Figura 21. Reta de calibracdo da cafeina em tampao universal (pH 5.5) ao comprimento de onda de

absorcao maxima de 273 nm.

A partir de cada ajuste linear é possivel determinar o € de cada composto (declive da reta de

calibracao), que permitira dosear o composto através da determinacao da sua absorvancia. Este

parametro assim como outros parametros de validacdo do método analitico de doseamento

espectrofotométrico dos compostos estudados encontram-se sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros para a validacao do método analitico de doseamento dos compostos.

€ Limite de Limite de Precisdao | Intervalo de | Lineari-
Composto |((M1.cm?)| detecio | quantificacio (%) determinacao | dade
(M) (M) (M)

Cafeina 6311 1,04x10® 3,17x108 2,08 4,00x10%a 0,99
1,00x10*

Diclofenac 9880 3,34x10° 1,01x108 0,58 4,12x107" a 0,99
2,04x10°

Testosterona 2140 3,08x10°8 9,35%x10°8 1,66 1,00x10° a 0,99
1,00x10%

A partir da Tabela 8 ¢ possivel constatar que o doseamento espetrofotométrico de cada um dos

compostos para cada intervalo de determinacdo apresenta precisdo (pois o coeficiente de variacao

nao excede os 20%) e linearidade (pois o coeficiente de determinacdo é proximo de 1) [119].

Apesar de ndo serem apresentados os espetros comparativos do analito e da matriz ou solvente,
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0 método de doseamento apresentou também especificidade para o analito dado a distincao clara
entre 0s espetros anteriores.

Com base no doseamento espetrofotométrico dos compostos foi usada uma concentracdo nos
estudos subsequentes, que foi selecionada considerando o intervalo de determinacao para garantir
a proporcionalidade entre a absorvancia do composto € a sua concentracdo em tampao universal

(pH 5.5).

4.3. Caraterizacao fisico-quimica e biofisica dos modelos lipidicos

4.3.1. Diametro hidrodinamico, potencial zeta e indice de polidispersao
Inicialmente foi feita a caraterizacdo fisico-quimica dos modelos lipidicos na presenca e na
auséncia de cada composto. Esta caraterizacdo assenta no estudo do diametro hidrodinamico por
DLS e em estudos de potencial zeta por ELS para avaliar o efeito da presenca dos compostos quer
no tamanho, quer na carga de superficie dos modelos lipidicos. O efeito do CHOL no didametro

hidrodinamico e no potencial zeta foi também avaliado.

Tabela 9. Resumo da caraterizacao fisico-quimica dos modelos lipidicos na auséncia e na presenca de
cada composto. Os resultados sao apresentados como valores médios + desvio padrao de pelo menos 3

determinacdes.

Modelos membranares Diametro indice de Potencial
hidrodinadmico (nm) polidispersao (PDI) zeta (mV)
DPPC 107 +8 0,11 +0,03 +3,6 +0,3
DPPC+CAFEINA 112+ 4 0,06 £0,01 +0,3+2,7
DPPC+DICLOFENAC 151 + 39 0,29 +0,24 +1,7+0,7
DPPC+TESTOSTERONA 189 + b4 0,18 +0,07 +0,8+0,4
DPPC: CHOL (2:1) 153+ 12 0,15 +0,06 +1,7+0,9
DPPC: CHOL (2:1) +CAFEINA 136+ 12 0,21 +0,08 +2,4+17
DPPC: CHOL (2:1) + 163 + 26 0,28 +0,09 +1,2+0,1
DICLOFENAC
DPPC: CHOL (2:1) 166 + 44 0,26 +0,20 +1,2+0,7
+TESTOSTERONA

A comparacao estatistica dos valores da Tabela 9 por analise de variancia (ANOVA) permitiu
concluir que, num intervalo de confianca 95%, isto € P<0,05, ndo existem diferencas significativas
entre os modelos lipidicos e entre os modelos lipidicos na auséncia ou na presenca dos compostos.
Assim estes modelos lipidicos apresentam um didmetro hidrodindmico médio da ordem dos

147+28 nm e uma carga superficial muito préxima da neutralidade uma vez que o potencial zeta
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apresenta valores médios de +1.6+1.0 mV. De referir também que o valor de PDI indica a
polidispersao associada a distribuicao dos didametros hidrodinamicos e quanto maior o valor de
PDI, mais heterogénea a dispersao de nanossistemas. Os modelos lipidicos quer na auséncia quer
na presenca dos compostos apresentam um valor de PDI baixo (0.19+0.08) indicativo de uma

dispersao homogénea de modelos lipidicos [120].

4.3.2. Temperatura de transicao de fase e cooperatividade da transicao

Como ja foi referido no capitulo 3, a Tm é um parametro relevante para avaliar as alteracdes
biofisicas provocadas quer pela insercao de um determinado componente numa membrana (por
exemplo para perceber o efeito da insercao de CHOL num modelo membranar lipidico), quer pela

interacao de compostos com as membranas.

Na Figura 22, apresenta-se um exemplo dos perfis sigmoides correspondentes a variacdo da
intensidade de luz dispersa (Taxa de contagem média, TCM) por modelos membranares de DPPC
e de DPPC: CHOL (2:1) para a cafeina no intervalo de temperaturas dos 25 °C aos 60 °C de
forma a garantir a analise das duas fases membranares: fase gel, mais ordenada, que ocorre a
temperaturas inferiores a Tm e fase fluida, mais desordenada, que ocorre a temperaturas
superiores @ Tm. Os perfis sigmoides obtidos para o diclofenac e testosterona em modelos
membranares de DPPC e de DPPC: CHOL (2:1) no intervalo de temperaturas dos 25 °C aos 60 °C
apresentam-se em anexo (Figura Anexo 1C e Figura 2C).
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Figura 22. A) Tm e B de DPPC e DPPC +Cafeina. (B) Tm e B de DPPC: CHOL (2:1) e DPPC: CHOL (2:1)

+Cafeina.
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A Tabela 10 apresenta uma listagem dos valores de Tm e cooperatividade, dos modelos
membranares lipidicos na auséncia e na presenca dos compostos, obtidos a partir do ajuste da

equacao 6 aos perfis sigmoides apresentados nas figuras anteriores.

Tabela 10. Resumo da caraterizacao biofisica dos modelos membranares na presenca e na auséncia de
cada composto. Os resultados sao apresentados como valores médios + desvio padrao de pelo menos 3

determinagdes.

Modelos membranares Tm (°C) | Cooperatividade | R:
DPPC 40,95 +0,09 1225 +161 0,993
DPPC+CAFEINA 40,63 0,11 939 +114 0,989
DPPC+DICLOFENAC 38,89 +0,05 1645 +111,7 0,997
DPPC+TESTOSTERONA 37,03 +0,11 653 114 0,989
DPPC: CHOL (2:1) 40,28 +0,08 609 +38 0,992
DPPC: CHOL (2:1) +CAFEINA 36,93 +0,20 301 +25 0,952
DPPC: CHOL (2:1) +DICLOFENAC | 37,27 £0,22 297 £22 0,975
DPPC: CHOL (2:1) +TESTOSTERONA | 42,31 0,14 532 +46 0,993

A Tm obtida para os modelos membranares de DPPC (40,95 + 0,09°C) é concordante com a
descrita na literatura para o0 mesmo modelo lipidico, mas usando diferentes metodologias [121,
122, 123]. A insercado de CHOL nos modelos membranares de DPPC provocou uma ligeira
reducdo da Tm, tal como observado em sistemas similares onde se efetuou a determinacdo dos
parametros biofisicos por calorimetria diferencial de varrimento (DSC) [121, 122, 123]. A analise
ANOVA permitiu, no entanto, concluir que o efeito da introducdo do CHOL ndo afetou
significativamente a cooperatividade da transicao de fase, o que indica que o CHOL se encontra

homogeneamente distribuido entre os fosfolipidos de DPPC.

A comparacao estatistica ANOVA dos valores de Tm sumarizados na Tabela 10 permitiu concluir
que, num intervalo de confianca 95%, isto é P<0,05, apenas nao existem diferencas significativas
da Tm obtida para os modelos lipidicos de DPPC e de DPPC com cafeina. Em todos os outros
casos as diferencas entre as Tm obtidas sdo estatisticamente significativas. Assim, de um modo
geral verificou-se que no modelo membranar mais simples de DPPC sem CHOL, a incorporacéo,
quer do diclofenac quer da testosterona, entre os lipidos do modelo membranar promoveu uma
maior difusdo lateral desses lipidos, provocando um aumento da fluidez membranar com
consequente reducao do valor de Tm. As alteracdes também estatisticamente significativas da
cooperatividade da transicdo de fase dos modelos membranares de DPPC quando em presenca

de diclofenac ou testosterona indicam que estes compostos nao tém uma distribuicdo homogénea
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no modelo membranar lipidico e tém um efeito notdrio ao nivel dos grupos polares dos fosfolipidos
(carbonos 1 a 8) responsaveis pelo empacotamento lipidico [124]. Este efeito fluidificante do
diclofenac e da testosterona e a perturbacdo que estes compostos provocam na cooperatividade
da transicao de fase em modelos membranares de DPPC também foi observado em outros estudos
de avaliacao do efeito biofisico destes compostos [125, 97]. O estudo conduzido por Biruss et al.
[125] confirmou através de medicoes de ATR-FTIR e micro-DSC que hormonas esteroides, como
a testosterona, interagem quer com os grupos polares de modelos membranares de DPPC, quer
com as caudas apolares destes fosfolipidos. Estas interacées podem ocorrer através da ligacao de
hidrogénios entre os grupos polares lipidicos da membrana e os grupos hidroxilo da testosterona
ou através de uma interacdo entre o nucleo esterol apolar da testosterona e as cadeias acilo
apolares dos fosfolipidos. Ja o estudo conduzido por Fernandes ef a/. [97] sugere que o diclofenac
se insere no modelo membranar com uma orientacao paralela as moléculas fosfolipidicas e com

0 grupo carboxilo ionizado carregado negativamente ancorado na regiao polar dos fosfolipidos.

A incorporacdo de cafeina sé apresentou efeitos biofisicos significativos de reducdo da Tm nos
modelos membranares contendo CHOL, o que indica um efeito fluidificante deste composto. E
sabido que a adicdo de CHOL aos modelos membranares lipidicos tem um papel importante na
fluidez das biomembranas, e consequentemente na interacdo destas com os diferentes
compostos, pois influencia o comportamento dos fosfolipidos e esfingolipidos da membrana [126].
A influéncia do CHOL nas biomembranas é dependente da sua concentracdo. O CHOL, quando
presente em grandes concentracdes, acima de 12% (mol/mol), como é o caso da matriz lipidica
do SC que apresenta cerca de 33% (mol/mol), promove o0 aumento da rigidez da membrana, se
os lipidos estiverem na fase gel (abaixo da Tm) [127]. Por outro lado, antes da analise por DLS,
0s compostos foram incubados com os modelos membranares a 37°C (temperatura corporal) e
a essa temperatura os modelos membranares utilizados encontram-se na fase gel. Tal facto pode
justificar que, na fase gel onde os modelos contendo CHOL possuem um empacotamento ainda
maior, a cafeina tenha uma acao fluidificante, uma vez que tem sido demonstrado que este
composto promove uma maior dinamica nos lipidos da membrana, precisamente na fase gel
membranar [128, 129, 130, 131, 132, 133]. O mesmo efeito de reducao significativa da Tm foi
observado para o diclofenac apds a incorporacao do composto nos modelos membranares
contendo CHOL. J4 a testosterona nos modelos membranares contendo CHOL apresentou um
efeito de aumento da Tm, o que se traduz como um aumento do empacotamento lipidico. Este

efeito, oposto ao observado nos modelos sem CHOL podera estar relacionado com o facto de a
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testosterona ter um nucleo esterol semelhante ao CHOL e na presenca deste provocar uma
interacao mais forte com as cadeias acilo dos fosfolipidos. A cooperatividade da transicao de fase
nos modelos lipidicos contendo CHOL na auséncia e na presenca dos compostos nao apresentou
por analise ANOVA diferencas significativas, o que parece significar que o CHOL promoveu uma

distribuicao mais homogénea dos compostos nos modelos membranares.

4.4. Determinacao in vitro do coeficiente de distribuicao dos compostos-
modelo em sistemas membrana/agua e comparacao com valores obtidos in
silico

Para a determinacado do log D dos compostos em sistemas bifasicos membrana/agua foram
obtidos espetros de absorvancia das referéncias (modelo membranar em concentracdes
crescentes na auséncia de composto) e das amostras (semelhantes as referéncias, mas contendo
o composto a uma concentracdo fixa determinada pela zona linear da reta de calibracao).
Utilizando uma folha de calculo desenvolvida em Excel (Ap Calculator) processou-se a analise dos
espectros. Aos espectros das amostras foram subtraidos os espectros das referéncias sendo
depois realizada a derivada de cada espetro para eliminar as interferéncias espetrais e a dispersao
de luz provocada pelos modelos lipidicos. Este método derivativo permitiu depois representar a
derivada da absorvancia de cada um dos compostos em funcado do aumento da concentracdo dos
modelos miméticos da matriz lipidica do SC e através de um ajuste nao linear, usando o software

Origin Labe, calcular o log D.

A titulo de exemplo, a Figura 23 apresenta os espetros de absorvancia e respetiva derivada da
cafeina (8x10° M) em modelos membranares de DPPC. Os espetros de absorvancia e respetivas
derivadas dos outros compostos, quer no modelo membranar de DPPC, quer no modelo
membranar de DPPC: CHOL (2:1), serao disponibilizados em anexo (Figura Anexo 1D e Figura

2D).
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Figura 23. A) Espetro de absorvancia das amostras apos subtracdo da contribuicdo da absorcdo das

referéncias (espetros coloridos) e espetros de absorcao das referéncias (espetros de cor preta) usados
para a determinacéo do log D da cafeina em modelos membranares de DPPC. B) 22 derivada dos

espetros de absorvancia representados em A).

De um ponto de vista geral, € observavel em todos os espetros em que nao foi aplicada a
espetroscopia derivativa, um aumento da linha de base nas absorvancias das referéncias
(representadas a negro na Figura 23A) com o0 aumento da concentracao de modelo membranar.
Apesar do tratamento prévio dos espetros (espetros coloridos da Figura 23A) obtidos pela
subtracao da contribuicdo da absorvancia das referéncias (espetros a negro da Figura 23A)
minimizar a dispersao de luz causada pelos modelos membranares, procedeu-se a um método
derivativo que elimina mais eficazmente estas interferéncias espetrais (Figura 23B). De facto, é
observavel na Figura 23B que houve uma eliminacao das interferéncias espetrais causadas pelo
aumento da concentracdo de modelo membranar, pois as linhas a negro que representam as
referéncias, encontram-se sobre o zero. Apds a eliminacdo das interferéncias espetrais é possivel
determinar a distribuicdo dos compostos entre as fases lipidica e aquosa e assim calcular o log D
de cada composto. Para isso procedeu-se a representacao grafica dos valores das derivadas da
absorvancia (a um comprimento de onda ao qual as interferéncias sejam efetivamente eliminadas)
em funcao da concentracéo de modelo membranar e através de um ajuste nao linear utilizando a
equacao 7. A Figura 24 representa, a titulo de exemplo, os ajustes nao lineares obtidos para a
cafeina nos dois modelos membranares testados. Os ajustes nédo lineares obtidos para o diclofenac
e testosterona quer no modelo membranar de DPPC, quer no modelo membranar de DPPC: CHOL

(2:1), serdo disponibilizados em anexo (Figura Anexo 1E e Figura Anexo 2E).
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Figura 24. Ajuste nao linear dos valores da derivada das absorvancias a 313 nm e 314 nm em funcéo
da concentracdo de modelos membranares: (A) DPPC e (B) DPPC: CHOL (2:1). A partir deste ajuste nao

linear foi possivel determinar o log D do composto cafeina ao pH 5.5.

Os valores de log D dos diferentes compostos determinados /n7 vitro através dos ajustes nao
lineares em sistemas membranares lipossoma,/agua encontram-se listados na Tabela 11 onde se

estabelece também uma comparacao com os valores de log D obtidos calculados /7 silico.

Tabela 11. Tabela que resume e compara os valores de log D obtidos em sistemas membranares

lipossoma/agua obtidos /n vitro e valores de log D octanol/agua /n silico.

Modelos membranares log D R: log D octanol/agua in
lipossoma/agua in silico
vitro
DPPC+CAFEINA 3,98 + 0,45 0,86 0,55
DPPC+DICLOFENAC 3,76 £ 0,64 0,91 2,75
DPPC+TESTOSTERONA 4,48 + 0,62 0,89 3,37
DPPC: CHOL (2:1) +CAFEINA 4,47 + 0,22 0,84 0,55
DPPC: CHOL (2:1) + DICLOFENAC 4,33+0,45 0,89 2,75
DPPC: CHOL (2:1) 4,75+ 0,44 0,94 3,37
+TESTOSTERONA

A comparacao estatistica ANOVA dos valores de log D sumarizados na Tabela 11 permitiu concluir
que apenas sdo estatisticamente significativas as diferencas entre: (i) o log D da cafeina
determinado /n vitro em ambos modelos membranares e o log D da cafeina determinado /n sifico
(P<0,0001); {(ii) o log D do diclofenac determinado /n vifro no sistema membranar DPPC:CHOL
(2:1) e o log D do diclofenac determinado /n silico (P<0,005) e (iii) o log D da testosterona
determinado /n vitro no sistema membranar DPPC:CHOL (2:1) e o log D da testosterona

determinado /n sifico (P<0,05).
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Tradicionalmente a determinacéo do log D e log P de diferentes compostos é feita recorrendo a
solventes bifasicos isotrdpicos, entre 0s quais o sistema octanol/agua de acordo com o descrito
na literatura [134, 135]. Os valores obtidos para o log D da cafeina nos sistemas octanol/agua
sao negativos e compreendidos entre -0,07 e -2,03 [136, 137]. Os valores de log D da cafeina,
obtidos neste trabalho em sistemas bifasicos distintos que mimetizam melhor os sistemas
membrana/agua, sao significativamente superiores e indicam que a cafeina € um composto
lipofilico (log D > 3). Esta diferenca consideravel em relacdo aos valores obtidos em estudos que
recorrem ao sistema octanol/agua podera estar relacionada com o facto de estes sistemas, ao
contrario de sistemas lipidicos biomiméticos das membranas celulares, nao terem em conta as
interacOes entre os compostos e 0s grupos polares dos fosfolipidos, ou outras interacdes presentes
nas membranas bioldgicas como ligacdes ionicas, pontes de hidrogénio ou interacdes dipolo-dipolo
[138]. Outra possivel explicacdo prende-se pelo facto de a técnica de espetrofotometria derivativa
em sistemas lipossoma/agua ter a capacidade de estudar a distribuicdo do composto entre a fase
lipidica e a fase aquosa sem recorrer a uma separacao de fases. Esta separacao de fases organica
e aquosa € normalmente conseguida a custa de métodos de filtracdo associados a
ultracentrifugacao que podem perturbar a interacao estabelecida entre os compostos e o sistema
bifasico utilizado [23]. Num estudo bastante recente conduzido por Andrade ef a/. [139], foram
avaliadas as propriedades farmacocinéticas de diferentes compostos, entre eles, a cafeina. Neste
estudo os autores recorreram a LUVs como modelos membranares, e utilizaram também a técnica
de espetrofotometria derivativa para a determinacdo log D da cafeina obtendo valores que
corroboram os obtidos no ambito deste trabalho (log D > 3).

Na auséncia de CHOL, os valores de log D do diclofenac e da testosterona obtidos em sistemas
miméticos membrana/agua /n vitro nao diferem significativamente dos valores de log D obtidos in
sificoe em ambos 0s casos permitem classificar estes dois compostos como lipofilicos, reiterando
a sua capacidade para permear a matriz lipidica do SC e se distribuir pela mesma. Por exemplo,
num estudo publicado por Ferreira et al. [138], foram determinados valores de log D = 3,97 para
o diclofenac em LUVs de fosfatidilcolina de gema de ovo, concordantes com os valores de log D
determinados neste trabalho. Outro estudo realizado por Fernandes et a/. [97] corroborou os
resultados deste trabalho e demonstrou que os log D do diclofenac sdo maiores para valores de
pH menores. Este facto pode ser explicado pela existéncia da forma ionizada (mais polar) do
diclofenac a valores de pH > 4, que dificulta a sua distribuicdo nas membranas lipidicas

comparativamente a sua forma neutra. Neste estudo ficou também provado que o diclofenac tem
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relativa facilidade em permear e interagir ao nivel das membranas lipidicas bem como capacidade
em alterar as suas propriedades biofisicas.

Finalmente, & necessario referir que na presenca do CHOL os valores de log D obtidos nos
sistemas miméticos membranares sao significativamente maiores para todos os compostos do
que o previsto /n sifico. Tal parece realcar a importancia do CHOL ao nivel das membranas nas

interacOes estabelecidas entre estas e os compostos que nela se distribuem.

4.5. Classificacao da permeacao cutanea dos compostos-modelo

4.5.1. Permeacado cutanea tedrica avaliada com recurso a valores de
coeficientes de distribuicao determinados in silico

Tendo em conta os valores de log D determinados /7 silico é possivel calcular, teoricamente, para
cada um dos compostos-modelo dois parametros relevantes na descoberta de compostos: o
coeficiente de permeacao cutanea (Sp) e fluxo maximo de permeacao (Jmax) que permitirao
classificar o tipo de permeacado apresentado pelos compostos. Para o efeito, é necessario
considerar as equacdes 8 e 9 descritas no Capitulo 3. Os valores tedricos obtidos de Sp e Jmax
encontram-se representados na Tabela 12 onde se apresenta também os valores de Jmax
experimentais determinados em ensaios ex vio em pele humana e de ratinho descritos na

literatura.

Tabela 12. Calculo do Sp e Jmax com base no log D determinado /7 sifico no médulo MarvinSketch® do
software da Chemaxone. Classificacdo da permeacao de acordo com os valores de Jmax obtidos e

comparacao com a permeacao descrita em estudos reportados na literatura.

Composto | Massa | Csatem Sp Jmax tedrico Jmax
molar agua (cm/h) (mg/cmz/h) experimental
(g/mol) | (mg/cm?) e classificacao (mg/cmz/h)
da permeacao e classificacao
da permeacao
Cafeina 194,19 21,6 5,31x10° 1,15x10° 6,65x10° [140]
fraca moderada
Diclofenac | 296,14 | 2,37x10® | 2,79x10* 6,62x10¢ 2,37x10¢ [141]
muito fraca muito fraca
Testosterona | 288,42 | 2,34x102 | 8,58x10> 2,01x10+ 2,69x10°[142]
fraca moderada
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Tendo em conta os valores de Jmax teorico apresentados na Tabela 12 e segundo a classificacédo
da permeacao tedrica esquematizada na Tabela 4 do Capitulo 3 conclui-se que a permeacao
tedrica é fraca para a cafeina, muito fraca para o diclofenac e fraca para a testosterona. Apesar
da diferenca existente entre os valores Jmax tedricos e os valores Jmax experimentais obtidos por
ensaios /n vitro reportados na literatura, a classificacdo da permeacao é semelhante no caso do
diclofenac, o que indica que os modelos /n silico podem constituir uma ferramenta interessante
de previsdo da permeabilidade dos compostos. No entanto, para os casos da cafeina e
testosterona a discrepancia na classificacao da permeabilidade com base em determinacdes /n
sifico mostra que embora estes preditores tedricos possam ser Uteis, ndo poderao substituir
metodologias /7 vifro experimentais de previsao que contenham modelos miméticos de
membranas. De facto, os calculos /n7 silico de log D séo efetuados tendo em conta um sistema
octanol/agua, que é bastante interessante para triagens rapidas iniciais, mas que apresenta
dificuldades em traduzir as interacdes de compostos ionizados ou com grupos polares como com
as membranas [97, 143]. Como o octanol € um composto estritamente apolar, este ndo consegue
replicar a interacdo composto/ membrana que pode decorrer de ligacdes eletrostaticas, de pontes
de hidrogénio ou outro tipo de ligacoes dipolo-dipolo que se estabelecem entre os compostos e as
cabecas polares lipidicas e que podem justificar uma maior particio membranar dos compostos,

do que o seria previsto com o sistema octanol/agua.

4.5.2. Permeacao cutanea tedrica avaliada com recurso a valores de
coeficientes de distribuicao determinados in vitro

Procedendo da mesma forma que na seccdo anterior, mas usando os valores de log D
determinados /n7 vitro, i.e., experimentalmente em modelos miméticos membranares de DPPC e
DPPC: CHOL (2:1), foi possivel determinar os valores de Sp e Jmax que permitirao classificar o
tipo de permeacao apresentado pelos compostos-modelo e compara-los com valores de Jmax
experimentais determinados em ensaios ex v em pele humana e de ratinho descritos na

literatura (Tabela 13).
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Tabela 13. Calculo do Sp e Jmax com base no log D determinado /7 vifro em modelos miméticos

membranares de DPPC e DPPC: CHOL (2:1). Classificacao da permeacao de acordo com os valores de

Jmax obtidos e comparacao com a permeacao descrita em estudos reportados na literatura.

Modelo membranar DPPC Modelo membranar DPPC: Jmax
CHOL (2:1) ,
p - . . experimental
Composto Sp Jmax tedrico Sp Jmax tedrico (mg/cm?/h) e
(cm/h) (mg/cmz/h) e (cm/h) (mg/cmz/h) e e
e L~ e~ classificacao da
classificacao classificacao da =
~ - permeacao
da permeacao permeaciao
Cafeina 8,73x102 1,89 1,95%x10* 4,20 6,65x10 [140]
muito elevada muito elevada moderada
Diclofenac 1,46x102 3,45x10° 3,70x102 8,76x10* 2,37x105 [141]
muito fraca muito fraca muito fraca
Testosterona | 5,27x10? 1,23x10¢° 8,19x107 1,92x10° 2,69x10°[142]
moderada moderada moderada

Pela analise da Tabela 13 é observavel que a permeacao cutanea e, consequentemente, o Jmax
€ maior nos sistemas em que ha presenca de CHOL. El Maghraby e os seus colaboradores [144]
concluiram que a adicao de CHOL em grandes quantidades tem um efeito perturbador das
propriedades de vesiculas de DPPC. Nas bicamadas lipidicas constituidas somente por fosfolipidos
de estrutura cilindrica, estes tendem a agrupar-se de uma forma organizada, designando-se esta
propriedade por empacotamento lipidico. Quando as bicamadas de fosfolipidos se adicionam
moléculas volumosas de CHOL, estas irdo perturbar o empacotamento dos fosfolipidos da
bicamada atuando como disruptores das interacdes intermoleculares, o que pode justificar o
aumento de permeabilidade membranar. Como tal, os modelos membranares com CHOL numa
proporcdo de 2:1, apresentam uma percentagem consideravel de CHOL (33,3%) que podera
justificar o aumento da permeabilidade membranar explicando assim os valores superiores de
Jmax obtidos para estes modelos membranares. Apesar do efeito do CHOL no aumento da
permeacdo cutanea, observavel ao nivel dos valores de Jmax obtidos, é de salientar que este efeito,
nas condicdes da temperatura da pele, tem sido descrito como pouco relevante no ordenamento
e no empacotamento das bicamadas lipidicas [145]. De facto, também neste trabalho se observou
um aumento de Jmax nos modelos membranares contendo CHOL, mas este aumento nao foi, no
entanto tao drastico que implique uma alteracao na classificacao de permeacédo dos compostos.
Assim, verificou-se que em ambos 0s modelos: a permeacéao da cafeina é muito elevada; seguindo-
se a testosterona que apresenta uma permeacao moderada e por fim o diclofenac que apresenta

uma permeacao muito fraca.
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Apesar da diferenca existente entre os valores Jmax tedricos calculados através dos log D obtidos
/n vitro nos modelos membranares e os valores Jmax experimentais, obtidos por ensaios /in7 vitro
reportados na literatura, a classificacdo da permeacao € concordante para o diclofenac e
testosterona, o que parece indicar que os modelos membranares /n vifro possam constituir uma
ferramenta mais interessante na previsao da permeabilidade dos compostos do que os modelos
in sifico. No caso da cafeina os modelos membranares superestimaram a sua permeacao em
comparacao com o que foi reportado. Convém, no entanto, referir que a constituicdo dos modelos
membranares mimetiza apenas a matriz lipidica existente no SC, pelo que outros obstaculos a
permeacao da cafeina existentes nas restantes camadas cutaneas ndo sao considerados com este
modelo simples, o que pode justificar os valores de permeacao superiores obtidos nos modelos

membranares lipidicos comparativamente aos obtidos ex-vivo nas amostras de pele.

4.5.3. Permeacao cutanea experimental avaliada com recurso a ensaios in

vitro em células de difusao de Franz contendo membranas sintéticas

Tal como referido no ponto 3.7 do Capitulo 3 procedeu-se a determinacéo experimental /n7 vitro do
Jmax de cada um dos compostos com recurso a células de difusao de Franz contendo membranas
sintéticas de polissulfona. Na Figura 25 encontram-se representados os perfis de permeacao de

cada um dos compostos ao longo do tempo.
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Figura 25. Perfis de permeacao /n vitro dos diferentes compostos tracados ao longo do tempo obtidos

com recurso a células de difusao de Franz contendo membranas sintéticas de polissulfona.
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Na Figura 25 é visivel que para todos os compostos ha um aumento acentuado da permeacéao até
a t=10h. A partir desse instante os valores de permeacao aproximam-se da estabilizacao.

A partir da zona linear dos perfis de permeacao dos compostos é possivel calcular o Jmax tendo
por base a primeira lei de Fick da difusdo. Estes valores de Jmax obtidos encontram-se

sumarizados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de Jmax obtidos /n7 vitro com recurso a células de difusdo de Franz e respetiva

classificacao de permeacéo cutanea de cada composto.

Composto Jmax experimental Jmax experimental reportado
(mg/cm:/h) (mg/cm:/h)
e classificacao da permeacao e classificacao da permeacao
Cafeina 6,65x102 [140]
moderada
Diclofenac 7,93x10* + 0,00005 2,37x10¢ [141]
fraca muito fraca
Testosterona 2,02x104+ 0,00004 2,69x10° [142]
fraca moderada

Fazendo uma analise da Tabela 14 constata-se que neste ensaio verificou-se uma elevada
permeacao cutanea para a cafeina e fraca permeacao cutanea para o diclofenac e testosterona.
Estabelecendo uma comparacao entre os resultados deste ensaio com os Jmax experimentais
obtidos ex vivo em amostras de pele humana ou de ratinho, observa-se uma grande discrepancia
na classificacdo da permeacdo destes compostos. Esta diferenca podera estar relacionada, mais
uma vez, com o uso de modelos membranares sintéticos que ndo mimetizam inteiramente o que
acontece na matriz lipidica intercelular do SC. Quer o sistema octanol/agua, quer a membrana
sintética de polissulfona ndo conseguem replicar a interacdo composto/membrana que pode
decorrer de ligacdes eletrostaticas, de pontes de hidrogénio ou outro tipo de ligacdes dipolo-dipolo
que se estabelecem entre os compostos e as cabecas polares lipidicas. Assim, é possivel concluir
que nao basta determinar experimentalmente o Jmax com recurso a células de Franz, é também
necessario ter atencdo ao tipo de modelos membranares cutaneos utilizados. De facto, a
permeacao depende grandemente dos modelos membranares usados e podera ser mais eficaz o
calculo teodrico do Jmax partindo de um log D determinado num modelo membranar que mimetize
cabalmente a matriz lipidica do SC do que a determinacdo experimental do Jmax usando

membranas sintéticas que ndo mimetizam de todo a matriz lipidica do SC.
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4.6. Desenvolvimento de uma plataforma microfluidica para determinacao in

vitro do coeficiente de distribuicao

4.6.1. Caracterizacao das plataformas microfluidicas fabricadas

Tal como descrito nas metodologias foi fabricada uma plataforma microfluidica com 9 canais

(Figura 26).

Figura 26. Fotografia representativa de uma das plataformas microfluidicas desenvolvida.

Foram obtidos canais com 30 mm de comprimento e com larguras variaveis. Os primeiros trés
canais com largura de 0,05 mm, os trés canais seguintes com 0,10 mm de largura e os ultimos
com 0,20 mm de largura. A altura média dos canais obtida experimentalmente foi de 0,198 +
0,005 mm.

Com base nos calculos dimensionais, obteve-se um volume no caso dos canais de 100 um
(usados como primeira abordagem no ambito deste trabalho) de 596,50 UL e uma area de
superficie de 6,05x10% mm?2. As restantes dimensdes sdo previstas serem estudadas num

trabalho futuro de forma a avaliar a sua influéncia.

4.6.2. Avaliacao da eficiéncia de hidrofilizacao pelo método do angulo de

contacto

Apds o fabrico e caracterizacao das plataformas microfluidicas os seus canais foram hidrofilizados
através do seu revestimento com um polimero hidrofilico, o PVA, conforme o descrito na seccao

3.9. das metodologias experimentais. Seguidamente, e com o intuito de provar e otimizar as
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condicbes de hidrofilizacdo dos canais microfluidicos, realizaram-se medidas de angulo de
contacto em filmes de PDMS previamente produzidas cujos resultados aqui se descrevem.

Foram realizados dois ensaios de medidas de angulo de contacto de uma gota de agua depositada
em filmes de PDMS néo revestidos por PVA, um deles pré-tratado com NaOH e outro sem qualquer
prétratamento. Estes dois ensaios serviram de controlo para avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de PVA na presenca e na auséncia de NaOH. Foram também realizados ensaios
de medidas de angulo de contacto de uma gota de agua depositada em filmes de PDMS tratados
ou nao tratados com NaOH e revestidos por concentracdes crescentes de PVA (1,2 e 5%).

Na Figura 27 ¢é apresentada a comparacao entre os angulos de contacto obtidos, ao longo do
tempo, para amostras de PDMS previamente tratadas com NaOH e com diferentes concentracoes

de PVA.
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Figura 27. Comparacéo entre os angulos de contacto obtidos em amostras de PDMS pré-tratadas com
NaOH para diferentes tempos (t=0, t=5, t=10 e t=15 min) na auséncia de PVA e na presenca de PVA a

diferentes concentracoes.

Analisando a Figura 27 verifica-se que ha uma diminuicao consideravel do angulo de contacto nos
canais microfluidicos revestidos com PVA em comparacao com o controlo. Este resultado
comprova a natureza hidrofilica do PVA pois as gotas de agua desionizada conseguiram espalhar-
se melhor pela superficie dos canais microfluidicos diminuindo o angulo de contacto. A presenca
de NaOH também tém influéncia neste processo pois atua como base forte libertando grupos

hidroxilo (OH) que estabelecem ligacdes covalentes com o PVA tendo um efeito semelhante a
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camara oxigénio-plasma [146]. Estabelecendo a comparacao entre as diferentes concentracdes
de PVA testadas, verifica-se que o angulo de contacto € menor no instante t=0 quando se tem PVA
a 1% (w/w), o que constitui uma vantagem pois indica que a hidrofilizacdo do PDMS ocorreu de
forma mais rapida. Com o decorrer do tempo verifica-se que os valores de angulo de contacto com
as diferentes concentracdes de PVA védo convergindo (t=15 s). A partida, se a presenca de PVA é
sinénimo de maior facilidade na hidrofilizacdo dos canais e consequentemente menor angulo de
contacto, seria de esperar que o angulo de contacto fosse menor para concentracdes mais
elevadas de PVA. Como tal nao se verifica, isto podera indicar que no processo de hidrofilizacao
dos canais nao se deve ter em conta apenas fatores quimicos, mas também fatores topograficos
como a rugosidade da superficie dos canais que influenciam o espalhamento da gota de agua
desionizada.

Na Figura 28 ¢é apresentada a comparacao entre os angulos de contacto obtidos, ao longo do
tempo, para amostras de PDMS sem tratamento prévio com NaOH e com diferentes

concentracdes de PVA.
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Figura 28. Comparacao entre os angulos de contacto obtidos em amostras de PDMS sem pré-
tratamento com NaOH para diferentes tempos (t=0, t=5, t=10 e t=15 min) na auséncia de PVA e na

presenca de PVA a diferentes concentracdes.

Analisando a Figura 28 verifica-se que mesmo sem pré-tratamento com NaOH, ocorre
hidrofilizacdo dos canais, pois 0 angulo de contacto é menor para todas as concentracdes de PVA
comparativamente com o controlo. Estes resultados devem-se a natureza hidrofilica do PVA.
Verifica-se ainda que os valores de angulo de contacto sao maiores inicialmente nos filmes de
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PDMS que nao foram tratados previamente com NaOH (Figura 28) em comparacao com os filmes
de PDMS previamente tratados com NaOH (Figura 27). Estes resultados reforcam a acao
catalisadora do NaOH na hidrofilizacéo dos canais. Na Figura 28 é observavel (a vermelho) que os
angulos de contacto obtidos ao longo do tempo sao menores na presenca de PVA a 5% (w/w) e
maiores na presenca de PVA a 1% (w/w) o que contraria os resultados obtidos na Figura 27. Esta
diferenca comprova, mais uma vez, que deverao ser tidos em consideracéo outros fatores, como
a rugosidade, e que a hidrofilizacdo dos canais nao esta exclusivamente relacionada com as
concentracdes de PVA.

Foi também estabelecida uma comparacao entre dois filmes de PDMS pré-tratadas com NaOH e
com PVA a 1% (w/w) mas um deles foi preparado no mesmo dia e outro foi preparado no dia

anterior (Figura 29).
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Figura 29. Comparacéo entre os angulos de contacto obtidos em amostras de PDMS pré-tratadas com
NaOH no proprio dia (a azul) VS no dia anterior (a castanho) e com a mesma concentracdo de PVA - 1%

(w/w).

Com base nos resultados apresentados na Figura 29 verifica-se um angulo de contacto menor nos
filmes com PVA preparados no mesmo dia em comparacao com o do dia anterior. A partir destes
resultados é possivel inferir que a hidrofilizacado dos canais é mais eficiente no proprio dia no qual
se processa a hidrofilizacdo dos canais. Ou seja, a propriedade hidrofilica dos microcanais vai-se

perdendo com o tempo.
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Tendo em conta os resultados obtidos, concluiu-se que neste trabalho seria mais vantajoso revestir
0s canais com PVA a 1% (w/w), pois no caso de pré-tratamento com NaOH, obteve-se um angulo
de contacto menor de forma mais rapida. Dos resultados aqui apresentados também se conclui
que a deposicao das bicamadas lipidicas nos microcanais deve ser feita imediatamente a seguir
ao processo de hidrofilizacao, a fim de aproveitar o ponto maximo desta propriedade.

Na Figura 30 estao representadas as imagens obtidas da gota de agua desionizada nas condicoes

escolhidas para este trabalho nos instantes t=0 min, t=bmin, t=10 min e t=15 min.
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Figura 30. Imagem obtida da gota de agua desionizada ao longo do tempo com pré-tratamento com

NaOH e na presenca de PVA a 1% (w/w).

4.6.3. Determinacao /n vitro do coeficiente de distribuicao da cafeina usando

uma plataforma microfluidica

Apds a confirmacao, através das determinacdes do angulo de contacto, de que a hidrofilizacdo dos
microcanais tinha sido bem-sucedida procedeu-se a formacao das SLBs de DPPC no interior dos
microcanais com largura de 100 um (como primeira abordagem) através do protocolo SALB

descrito no capitulo 3, seccédo 3.11.

Para determinacao do log D na plataforma microfluidica hidrofilizada e com canais revestidos de
SLBs de DPPC foi testado o composto cafeina. Para o efeito, foi injetada nos canais uma solucao
de cafeina com concentracdo de 1,2x104 M (em tampao universal a pH 5.5). A solucdo de cafeina
foi injetada na entrada dos canais microfluidicos e aliquotas desta solucao foram recolhidas a cada
minuto na saida dos canais. A quantificacao de cafeina em cada aliquota foi efetuada pelo método

de doseamento por espetrofotometria UV/Vis previamente validado e a Figura 31, mostra a
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concentracao inicial injetada e a variacdo da concentracdo de cafeina recolhida que nao ficou

retida nos canais.
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Figura 31. Concentracao da solucdo de cafeina (pH 5.5) injetada nos canais da plataforma
microfluidica hidrofilizada e revestida de SLB de DPPC e concentracdo da cafeina que nao ficou retida nos

canais e foi recolhida a varios tempos.

Analisando a Figura 31 é possivel verificar que parte da cafeina injetada fica retida nos canais
provavelmente decorrente da distribuicdo deste composto nas membranas suportadas de DPPC.
No primeiro tempo apds injecao a retencao da cafeina & maior, mas nos periodos subsequentes
ha uma menor concentracao retida até que se atinge um equilibrio e a concentracao recolhida é
praticamente constante. Nesse ponto a partir da diferenca entre a concentracao inicial e a
concentracdo nao retida foi possivel determinar a concentracdo distribuida nas membranas de
DPPC e como também é conhecida a concentracdo de composto nao retida presente na fase

aquosa, foi possivel, a partir da equacédo 10 da seccao 3.12., determinar log D=1,13.

Este foi um ensaio preliminar que necessita ser repetido quer para a cafeina, quer para os

restantes compostos e dimensbes de canais, mas permitiu verificar que o log D da cafeina
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determinado em microplaca com o modelo de DPPC é inferior ao log D da cafeina determinado
no modelo de DPPC por espetrofotometria derivativa. Tal podera ocorrer pelo facto de o0 método
de espectrofotometria derivativa ser um método estatico, que permite um maior contacto entre o
composto e 0 modelo membranar, enquanto o método da microplaca implica um fluxo de
composto que pode diminuir a sua interacdo com as membranas lipidicas. De qualquer forma os
processos de permeacao /7 vivo dependem de processos de difusao que sao influenciados pelo
fluxo sanguineo e aquoso existente ao nivel cutaneo, pelo que uma vez otimizada a determinacéo
do coeficiente de distribuicdo em placas microfluidicas, este procedimento podera apresentar
maior capacidade mimética com o processo de distribuicdo membranar biologica. Inclusivamente,
usando o valor de log D=1,13 da cafeina determinado em placa de microfluidica para prever o
Jmax tedrico (equacdes 8 e 9 do capitulo 3), obtém-se um valor de Jmax de 1,79 x102 mg/cm?/h,

ainda indicativo de uma permeacao elevada, mas mais proximo do valor experimental reportado.
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Através da previsao /n silico realizada para os trés compostos-modelo é possivel classificar a
cafeina como um composto hidrofilico (log D=-0,55) e por isso, com baixa capacidade de permear
as membranas lipidicas da pele. A mesma previsao sugere que o diclofenac (log D=2,75) e a
testosterona (log D= 3,37) sao compostos com maior lipofilicidade e, portanto, maior capacidade
de permearem a pele.

Recorrendo aos estudos /7 vifro dos compostos-modelo observa-se que os valores de log D do
diclofenac e da testosterona obtidos em sistemas miméticos membrana/agua nao diferem
significativamente dos valores de log D obtidos /7 sifico e em ambos os casos permitem classificar
estes dois compostos como lipofilicos reforcando a capacidade destes compostos para permear a
matriz lipidica do SC. No caso da cafeina, o log D obtido /n wvifro é significativamente superior e
classificam a cafeina como um composto lipofilico (log D>3). Esta diferenca consideravel em
relacdo aos valores obtidos em estudos que recorrem ao sistema octanol/agua podera estar
relacionada com o facto de estes sistemas, ao contrario de sistemas lipidicos biomiméticos das
membranas celulares, nao terem em conta as interacdes entre os compostos e o0s grupos polares
dos fosfolipidos, ou outras interacdes presentes nas membranas biologicas como ligacdes ionicas,
pontes de hidrogénio ou interacdes dipolo-dipolo.

A caraterizacdo biofisica dos modelos membranares mostrou que quando incorporados, o
diclofenac ou a testosterona, nos lipossomas de DPPC promoveram uma maior difusdo lateral
desses lipidos, provocando um aumento da fluidez membranar com consequente reducéo do valor
de Tm tendo também influéncia no empacotamento lipidico. Em modelos membranares contendo
CHOL verificou-se uma reducao na Tm no caso da cafeina e no diclofenac (acao fluidizante dos
compostos) ao contrario da testosterona que promoveu a rigidez das membranas lipidicas. E
necessario referir que a presenca de CHOL provocou um aumento significativo do log D para todos
0s compostos comparativamente com a previsao /17 silico, o que atesta a sua importancia ao nivel
das membranas nas interacoes estabelecidas entre estas e os compostos que nela se distribuem.
Também foram analisados os valores de permeacado e de fluxo maximo que permitiram retirar
ilacoes ao nivel da permeacao cutanea dos diferentes compostos. A classificacdo da permeacao
cutanea do diclofenac na literatura é semelhante a sua classificacdo obtida /n siico, o que indica
que esta previsao pode ser uma ferramenta interessante no estudo da permeacao cutanea, mas
a discrepancia verificada nos casos da cafeina e da testosterona provam que, embora sejam Uteis,
os preditores /n silico baseados em sistemas octanol/agua nao substituem metodologias

experimentais que contenham modelos miméticos de membranas lipidicas. Através da
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comparacao dos valores de permeacao descritos na literatura e os valores de permeacao obtidos
in vitro constata-se que os valores de Jmax sao superiores /n vifro o que podera ser explicado pela
presenca de uma elevada percentagem de CHOL nos ensaios /7 vitro. No entanto, este aumento
do Jmax nos modelos membranares contendo CHOL nao foram tdo significativos, pois a
classificacao da permeacao dos compostos € concordante com a literatura. Este facto podera estar
relacionado com as condicOes da temperatura da pele.

A determinacao experimental dos valores do Jmax dos compostos-modelo com recurso a
metodologia classica das células de Franz usando um modelo sintético era outro objetivo deste
trabalho. Neste ensaio, verificou-se uma elevada permeacao cutanea para a cafeina e fraca
permeacado cutdnea para o diclofenac e testosterona que, comparativamente com os Jmax
experimentais obtidos ex vivo em ensaios com pele humana ou animal, apresentam uma grande
discrepancia na classificacao da permeacao dos compostos. Esta diferencas devem-se ao facto da
membrana sintética de polissulfona utilizada neste ensaio, tal como os sistemas octanol/agua,
nao conseguir mimetizar completamente as interacado composto/ membrana.

Para a incorporacao dos modelos membranares numa plataforma microfluidica foi necessario
proceder a hidrofilizacdo dos canais microfluidicos devido a natureza hidrofébica do PDMS
(material constituinte da plataforma). Para tal, foi necessario otimizar o processo de hidrofilizacao
dos canais através da medicdo do angulo de contacto, tendo-se obtido maior sucesso neste
proposito quando os canais sofreram pré-tratamento com NaOH e foram revestidos com PVA a 1%
(w/w). O facto de na presenca de maior concentracao de PVA n&o se terem obtido angulos de
contacto menores indicia que para otimizar este processo deve-se ter em conta, ndo so6 fatores
quimicos, mas também topograficos como a rugosidade dos canais.

Por ultimo, realizou-se um ensaio preliminar de determinacao do log D da cafeina numa plataforma
microfluidica ja hidrofilizada e verificou-se um log D menor em relacéo ao log D obtido através do
método de espetrofotometria derivativa. Este resultado podera dever-se ao facto de o ensaio por
espetrofotometria derivativa ser um ensaio estatico, permitindo mais tempo de interacao
composto/membrana, ao contrario do ensaio na plataforma microfluidica que tem um fluxo
associado. No entanto, verificou-se um valor mais proximo do valor experimental o que sugere que
este tipo de ensaios, uma vez otimizados, poderao ser muito promissores na mimetizacao das
membranas lipidicas. O ensaio em plataformas microfluidicas apresenta outra vantagem pois nao
€ um ensaio estatico, o que representa o que acontece /7 vivo onde o fluxo sanguineo e aquoso

influencia os processos de difusao ao nivel cutaneo.

77



Desenvolvimento e otimizacao de modelos lipidicos
para avaliacao da permeacao cutanea de farmacos. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

De salientar que o ensaio na plataforma microfluidica é um ensaio preliminar que devera ser
otimiizado e repetido quer para a cafeina, quer para o diclofenac, a testosterona e outros
compostos com propriedades fisico-quimicas diversas. De forma a proceder a otimizacdo do
sistema, seria interessante testar canais microfluidicos com diferentes dimensdes e com fluxos
menores de forma a promover uma maior interacao composto/ modelo membranar e consequente
retencdo do composto nos canais. Poder-se-a também reduzir os tempos de recolha das aliquotas
de forma a conseguir perceber de forma mais pormenorizada o processo de formacao das
bicamadas nos canais microfluidicos e a sua interacdo com 0s compostos.

Futuramente, € importante continuar a otimizar a incorporacao de modelos miméticos das
membranas lipidicas com recurso a microfluidica devido as vantagens desta tecnologia como
ensaio de triagem rapida de HTS de forma a aprimorar o processo de descoberta de farmacos

para aplicacoes farmacéuticas e cosméticas.
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Anexo A
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Figura 1. Espetro de absorvancia das solugdes padrao com concentragdes crescentes de diclofenac em
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Anexo B
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Figura 1. Reta de calibracdo do diclofenac em tampéo universal (pH 5.5) ao comprimento de onda de

absorcao maxima de 273nm.
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Figura 2. Reta de calibracao da testosterona em tampéao universal (pH 5.5) ao comprimento de onda de

absorcao maxima de 245nm.
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Anexo C
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Figura 1. A) Tm e B de DPPC e DPPC +Diclofenac. (B) Tm e B de DPPC: CHOL (2:1) e DPPC: CHOL

(2:1) +Diclofenac.
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Figura 2. (A) Tm e B de DPPC e DPPC+ Testosterona. (B) Tm e B de DPPC: CHOL (2:1) e DPPC: CHOL

(2:1) + Testosterona.
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ANEXO D
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Figura 1. A) Espetro de absorvancia das amostras e referéncias preparadas para a determinacao log D
da cafeina em LUVs de DPPC. B) 22 derivada do espetro, importante para eliminar as interferéncias

espetrais e a dispersao de luz.
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Figura 2. A) Espetro de absorvancia das amostras e referéncias preparadas para a determinacéo log D
do diclofenac em LUVs de DPPC. B) 3? derivada do espetro, importante para eliminar as interferéncias

espetrais e a dispersao de luz.
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Anexo E
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Figura 1. Ajuste nao linear dos valores da derivada das absorvancias a 270 nm e 273 nm em funcao da
concentracdo de modelos membranares: (A) DPPC e (B) DPPC: CHOL (2:1). A partir deste ajuste ndo

linear foi possivel determinar o log D do composto diclofenac ao pH 5.5.
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Figura 2. Ajuste nao linear dos valores da derivada das absorvancias a 280 nm e 288 nm em funcao da
concentracdo de modelos membranares: (A) DPPC e (B) DPPC: CHOL (2:1). A partir deste ajuste ndo

linear foi possivel determinar o log D do composto testosterona ao pH 5.5.
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