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Resumo

A Dermatite Atopica (DA) é uma doenca inflamatoéria cronica da pele, cuja prevaléncia tem vindo
a aumentar nas Ultimas décadas. Estima-se que esta dermatose afeta cerca 15 a 20% das criangas
em todo o mundo e 1 a 3% dos adultos. Apesar dos mecanismos exatos por tras da patogénese da
DA ainda ndo se encontrem totalmente esclarecidos, sabe-se que esta doenga da pele resulta de
uma complexa interacdo de fatores genéticos, imunologicos e ambientais, que condicionam a
disfuncao da barreira da pele, a desregulacdo imune cutinea e a modificacdo da colonizagdo da
pele. Todavia, apesar de todos os esforgos que t€m sido feitos, a DA continua a ser uma doenga
para a qual ainda ndo existe cura tendo, por isso, o0 seu tratamento como objetivos principais a
remissdo das lesdes agudas, a reducdo e a prevencdo da sua recorréncia, o alivio ou eliminagdo
dos sintomas clinicos e fatores agravantes e o tratamento das comorbidades associadas. A
abordagem de tratamento ndo farmacoldgico consiste no tratamento base de todos os doentes,
contudo em casos mais graves a DA ¢ controlada através do uso de farmacos sistémicos como
imunossupressores. Contudo, ¢ uma vez que a maior parte dos casos de DA sdo leves ou
moderados, ¢ normalmente recomendado o uso de farmacos topicos anti-inflamatorios, por forma
a evitar os efeitos adversos associados ao tratamento sistémico. Os corticosteroides sio
classicamente os farmacos anti-inflamatorios de primeira linha usados na DA, contudo quando
utilizados por longos periodos de tempo estes farmacos tendem a comprometer a barreira cutanea
¢ apresentam riscos de eventos cutdneos adversos. Por sua vez, farmacos anti-inflamatorios que
sdo inibidores da calcineurina permitem tratar de forma eficaz a DA sem prejudicar a barreira da
pele. Assim, uma estratégia promissora para o tratamento da DA e que foi alvo de investigacdao no
presente estudo, consiste na administra¢do topica de Ciclosporina A (CyA), que ¢ uma molécula
que pertence a classe dos inibidores da calcineurina. No entanto, a permeacdo da CyA através da
pele ndo tem sido facilmente alcangada devido a natureza fisico-quimica desfavoravel desta
molécula em termos de lipofilicidade e peso molecular, que dificulta a permeacdo através da
camada cormea. Com o intuito de ultrapassar este problema foi utilizado um método fisico
desenvolvido pela LaserLeap Technologies®, denominado por Piezoporagdo. Este método tem
como objetivo diminuir a fungdo de barreira da camada cérnea da pele ao destabiliza-la, através
da utilizagdo de ondas fotoacusticas que sdo geradas pela conversdo eficiente da luz de um
estimulo laser em gradientes de pressdo através da utilizacdo de materiais piezofotonicos. Foi
testada a efic4cia deste tipo de ondas utilizando uma fluéncia laser de 69 mJ/cm? e uma fluéncia
menor de 48 mJ/cm?. Uma formulagdo em gel contendo 2% (m/v) de CyA foi desenvolvida e a
sua capacidade de libertacdo da molécula em estudo foi avaliada através de estudos in vitro de
libertacdo utilizando células de difusdo de Franmz. Posteriormente, a permeacdo da CyA foi

avaliada através da realizacdo de estudos de permeacdo ex vivo utilizando pele de porco como

A%
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membrana nas células de difusdo de Franz. Para se estudar a eficacia da técnica de Piezoporagdo
em desestabilizar a CC de forma a aumentar a sua permeabilidade, a permeacdo da CyA foi
avaliada na presenca e na auséncia do método (difusdo ativa versus difusdo passiva). As amostras
obtidas dos estudos in vitro e ex vivo foram analisadas por um método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia desenvolvido durante este estudo. Apos as 0,5 horas dos estudos de permeacao
verificou-se que a quantidade de CyA presente no recetor foi insignificante no caso da difusdo
passiva. Pelo contrario, aquando da utilizagdo das ondas fotoacusticas com diferentes fluéncias,
quantidades superiores de CyA foram quantificadas no liquido recetor, tendo a quantidade de

CyA sido maior no caso em que foi utilizada uma fluéncia mais elevada.

Palavras-chave: Dermatite Atopica, formulacdo topica, Ciclosporina A, pele, camada cornea, ex

vivo, células de difusdo de Franz, permeagdo, ondas fotoactsticas, CLAE
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Abstract

Atopic Dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease whose prevalence has increased in
recent decades. It is estimated that this dermatosis affects about 15 to 20% of children and 1 to
3% of adults worldwide. Although the exact mechanisms behind the pathogenesis of AD are not
yet fully understood, it is known that this skin disease results from a complex interaction of
genetic, immunological and environmental factors that contribute to skin barrier dysfunction,
dysregulation of the cutaneous immune system and alteration of skin colonisation. Despite all
efforts, AD remains a disease for which there is currently no cure. The main goals of treatment
are therefore the remission of acute lesions, the reduction and prevention of their recurrence, the
alleviation or elimination of clinical symptoms and exacerbating factors, and the management of
associated comorbidities. The non-pharmacological treatment approach serves as the basic
treatment for all patients. Still, in more severe cases, AD is controlled by the use of systemic
drugs such as immunosuppressants. Nevertheless, since most cases of AD are mild or moderate,
the use of topical anti-inflammatory drugs is usually recommended to avoid the side effects
associated with systemic treatment. Corticosteroids are the classic anti-inflammatory drugs of
first choice used in AD. In spite of that, with prolonged use, these drugs tend to compromise the
skin barrier and carry the risk of adverse cutaneous events. On the other hand, anti-inflammatory
drugs that are calcineurin inhibitors allow effective treatment of AD without compromising the
skin barrier. Therefore, a promising strategy for the treatment of AD, which was investigated in
this study, involves the topical administration of Cyclosporine A (CyA), a molecule belonging to
the class of calcineurin inhibitors. However, permeation of CyA through the skin is not easily
achieved due to the unfavourable physicochemical properties of this molecule in terms of its
lipophilicity and molecular weight, which hinder its penetration through the stratum corneum. To
overcome this problem, a physical method developed by LaserLeap Technologies, Piezoporation,
was used. This method aims to reduce the barrier function of the stratum corneum by
destabilising it through the use of photoacoustic waves generated by efficiently converting laser
light into pressure gradients using piezophotonic materials. The effectiveness of this type of wave
was tested with a laser fluence of 69 mJ/cm2 and a lower fluence of 48 mJ/cm2. A gel formulation
containing 2% (w/v) CyA was developed and the release capacity of the molecule under study
was evaluated by in vitro Franz diffusion cell release studies. Subsequently, CyA permeation was
evaluated by ex vivo permeation studies using pig skin as the membrane in Franz diffusion cells.
To investigate the effectiveness of the Piezoporation technique in destabilising the stratum
corneum to increase its permeability, the permeation of CyA was evaluated in the presence and
absence of the method (active diffusion versus passive diffusion). Samples from in vitro and ex

vivo studies were analysed using a High-Performance Liquid Chromatography method developed

vil

Estudos ex vivo de permeacgdo de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



in this study. After 0.5 hours permeation studies, the amount of CyA present in the receptor was
found to be insignificant with passive diffusion. Conversely, higher amounts of CyA were
quantified in the receptor fluid when using photoacoustic waves with different fluences, with the

amount of CyA being greater when a higher fluence was used.

Keywords: Atopic Dermatitis, topical formulation, Cyclosporine A, skin, stratum corneum, ex

vivo, Franz diffusion cells, permeation, photoacoustic waves, HPLC
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reversa, composto por uma coluna C18 Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro
interno de 4,6 cm. Como fase movel foi utilizada uma mistura de solventes composta por
ACN/H20 (65/35) (%, v/v), cuja composi¢do foi constante ao longo do tempo. O fluxo foi de 1
mL/min, o volume de inje¢do de 50 uL e a temperatura de 60°C. B- Representagdo das curvas de
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Figura 22: A- Cromatogramas representativos dos resultados obtidos para a libertacdo nas
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cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 2% de Tween 80 recolhida as 24
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com os padroes de concentragdo 1,88 pg/mL (rosa) e 30 pg/mL (vermelho). E- Comparagao dos
cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 0,5% de Tween 80 recolhida as 24
horas do compartimento recetor (roxo escuro) com o seu respetivo controlo (lilas) e com os
padrdes de concentragdo 1,88 pug/mL (rosa) e 30 pg/mL (vermelho). F- Comparagao do perfil de
libertagdo da CyA para cada percentagem de Tween 80 a testar (4; 2; 1 e 0,5%), em percentagem
ao longo do tempo. G- Percentagem de CyA libertada no compartimento recetor para cada
percentagem de Tween 80 a testar (4; 2; 1 ¢ 0,5%) até as 24 horas. Os cromatogramas A, B, C, D
e E foram obtidos usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18
Gemini® com um comprimento de 15 cm ¢ um didmetro interno de 4,6 cm. Como fase movel foi
utilizada uma mistura de solventes composta por ACN/H»O (65/35) (%, v/v), cuja composi¢éo foi
constante ao longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injecdo de 50 uL ¢ a
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Figura 25: Representacdo grafica da percentagem de CyA que foi extraida na pele e na pele
dermatomizada, utilizando como solventes de extracdo uma solugdo composta por MeOH (azul) e
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Figura 27: Identificagdo da CyA. A- Cromatograma exemplificativo das amostras retiradas do
compartimento recetor as 0,5 horas com amplia¢do correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde) e ao controlo passivo (roxo). B- Cromatograma
exemplificativo de amostras retiradas do compartimento recetor as 0,5 horas correspondente a
difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo
(roxo) e um padrdo de 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). C- Cromatograma
exemplificativo de amostras de pele (epiderme viavel + derme) apods 0,5 horas de experiéncia com
ampliagdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva
(verde) e ao controlo passivo (roxo). D- Cromatograma exemplificativo de amostras de pele
(epiderme viavel + derme) apds 0,5 horas de experiéncia correspondente a difuso ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difus@o passiva (verde), ao controlo passivo (roxo) e ao padrdo de 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). Os cromatogramas A, B, C e D foram obtidos
usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18 Gemini® com um

comprimento de 15 cm e um diametro interno de 4,6 cm. Como fase modvel foi utilizada uma
XV
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mistura de solventes composta por ACN/H,O (65/35) (%, v/v), cuja composi¢ao foi constante ao

longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injecdo de 50 pL e a temperatura de 60°C.

Figura 28: Quantidade de CyA presente no compartimento recetor apos 0,5 horas de experiéncia
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Figura 30: Identificacdo da CyA. A- Cromatograma exemplificativo de amostras retiradas do
compartimento recetor as 0,5 horas com amplia¢do correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde) e ao controlo passivo (roxo). B- Cromatograma
exemplificativo de amostras retirada do compartimento recetor as 0,5 horas correspondente a
difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo
(roxo) e um padrao de 1,88 ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). C- Cromatograma
exemplificativo de amostras de pele (epiderme viavel + derme) apds 0,5 horas de experiéncia com
ampliacdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva
(verde) e ao controlo passivo (roxo). D- Cromatograma exemplificativo de amostras de pele
(epiderme viavel + derme) apds 0,5 horas de experiéncia correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difus@o passiva (verde), ao controlo passivo (roxo) e ao padrdo de 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). Os cromatogramas A, B, C e D foram obtidos
usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18 Gemini® com um
comprimento de 15 cm e um didmetro interno de 4,6 cm. Como fase mével foi utilizada uma
mistura de solventes composta por ACN/HO (65/35) (%, v/v), cuja composi¢do foi constante ao

longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injegdo de 50 pL e a temperatura de 60°C.

Figura 31: Quantidade de CyA presente no compartimento recetor apos 0,5 horas de experiéncia
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Figura 32: Quantidade cumulativa de CyA obtida usando a tecnologia Piezoporagdo com duas
fluéncias diferentes, 69 mJ/cm? (azul escuro) e 48 mJ/cm? (azul claro). A significancia estatistica
foi avaliada por One-way ANOVA tendo-se obtido que p>0,05 o que significa que ndo existe
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1. Introducao

Devido a prevaléncia crescente nas ultimas décadas, a Dermatite Atopica (DA) tornou-se
um problema de satde global, o que tem conduzido a um interesse crescente na procura de
tratamentos para esta patologia. Estima-se que esta doenga inflamatoria cronica da pele afete 15 a
20% das criancas e 1 a 3% dos adultos em todo o mundo, embora a sua incidéncia seja maior nos
paises desenvolvidos. Apesar dos mecanismos exatos por tras da patogénese da DA ainda ndo se
encontrem totalmente esclarecidos, sabe-se que esta dermatose resulta de uma complexa interagdo
de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais, que condicionam a disfun¢do da barreira da pele,
a desregulacdo imune cutanea e a modificagdo da colonizagdo da pele. Isto culmina na alteragio
da aparéncia e estrutura da pele, pelo que se torna importante compreender a fungdo normal deste
orgdo para perceber as repercussoes destas mesmas disfungdes. Todavia, apesar de todos os
esforcos que tém sido feitos, a DA continua a ser uma doenca para a qual ainda ndo existe cura,
tendo, por isso, 0 seu tratamento como objetivos principais a remissdo das lesdes agudas, a
reducdo e a prevengdo da sua recorréncia, o alivio ou eliminac¢do dos sintomas clinicos e fatores
agravantes e o tratamento das comorbidades associadas. Em casos mais graves a DA ¢ controlada
através do uso de farmacos sistémicos com imunossupressores. Contudo, uma vez que a maior
parte dos casos de DA sdo leves ou moderados, ¢ normalmente recomendado o uso de farmacos
topicos anti-inflamatorios, nomeadamente corticosteroides e inibidores da calcineurina, por forma
a evitar os efeitos adversos associados ao tratamento sistémico. Assim, uma possivel alternativa
para o tratamento da DA consiste na administra¢do topica de Ciclosporina A (CyA), que é um
inibidor da calcineurina. No entanto, a permeag¢do da CyA na pele ndo tem sido facilmente
alcancada devido a natureza fisico-quimica desfavoravel desta molécula em termos de
lipofilicidade e peso molecular, que dificulta a permeacdo através da camada cornea. Por outro
lado, a baixa hidrossolubilidade da CyA torna dificil a preparagdo de formulagdes para uso
topico.

Assim, os principais objetivos do presente estudo foram os seguintes:

e Desenvolvimento de uma formulagdo contendo Ciclosporina A com propriedades
adequadas para aplicacdo topica;
e Desenvolvimento de um método analitico quantitativo para identificar de forma confiavel

o analito usando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

e Estudo da permeagdo da Ciclosporina A através da pele utilizando uma técnica fisica para

potencializar a sua penetragao.
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1.1. Fisiologia da pele
1.1.1. Estrutura e fungio da pele
A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano representando cerca de 15 a 20 % da massa
corporal total de um adulto, uma éarea de superficie de 1,5 a 2 m?> e um peso total de

1.2.3.41 E um 6rgdo essencial para a sobrevivéncia e bem-estar geral, uma

aproximadamente 4 kg. |
vez que atua como uma barreira protetora contra agentes externos (microrganismos patogénicos,
radiagdo ultravioleta e agentes toxicos, quimicos ¢ mecanicos), sendo também responsavel por
diversas funcdes essenciais a vida como a regulagdo térmica, fungdes sensoriais, homeostaticas,
excretoras € metabolicas. > % > 6 De forma geral, a fungdo de barreira da pele assenta
essencialmente em dois dominios: fisico contra agentes patogénicos e lesdes mecanicas € quimico
ou bioquimico com atividade antimicrobiana, fazendo parte da imunidade inata, ¢ controlo da

3. 4. 5. 6] Estruturalmente a pele é composta

regulacdo da perda de agua e solutos para o exterior.
por trés camadas confinantes: a epiderme, a derme e a hipoderme, diferindo umas das outras no
que diz respeito a sua morfologia e fungdes. ¥ O pH da pele desempenha um papel importante
na regulagdo de varios processos bioldgicos, nomeadamente no processo de descamacdo, na

[7- 81 Regra geral, uma pele

sintese de lipidos ¢ na fungdo de barreira conferida pela propria pele.
saudavel que apresenta um microbioma cutdneo controlado exibe um pH levemente acido,
variando entre os 5,4 ¢ os 5,9, dependendo do sexo, idade, etnia, local do corpo, condigdes

fisioldgicas e fatores externos a que se encontra sujeita. > 1%’

1.1.1.1. Epiderme

A epiderme corresponde a camada mais superficial da pele, ou seja, a parte da pele que
esta diretamente em contacto com o exterior, constituindo uma barreira entre o organismo € o
ambiente que o rodeia, protegendo-o deste modo contra possiveis danos fisicos, quimicos e

(1.3 11 De forma geral, a func¢do de barreira da pele estd particularmente dependente

imunologicos.
desta camada mais externa da pele e, dentro desta da Camada Coérnea (CC) e das Jungdes
Apertadas (TJ, do inglés Tight Junctions). -3 111

Esta camada mais superficial é composta por tecido epitelial estratificado queratinizado,
que se encontra em continua renovagdo, a cada 40 a 56 dias, motivo pelo qual é considerada a

a. [12: 13 141 A egpessura da epiderme varia de individuo

camada da pele biologicamente mais ativ.
para individuo e de regido para regido do corpo. ! De forma geral, a epiderme possui cerca de 75
a 150 um de espessura, no entanto areas da pele que se encontram sujeitas a maior atrito, como ¢
o caso das palmas das maos ¢ das solas dos pés, a epiderme ¢ mais espessa, possuindo uma
espessura que pode ir até aos 600 pm. 14 15]

A epiderme ¢ composta por diferentes tipos de células, como queratindcitos, melanocitos,
células de Langerhans (CL) e células de Merkel (Figura 1). B4 181 Os queratindcitos sdo o tipo
celular mais predominante na epiderme, constituindo aproximadamente 90 a 95% das células

[16, 17

epidérmicas. I Estes sdo formados na camada basal por meio de um processo de proliferagio,

seguido de migragdo em dire¢do a camada escamosa, & camada granulosa ¢ a CC passando por

2
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um processo de diferenciagdo que resulta na maturagdo final deste tipo de células que irdo

1. 3.16.17] Egte processo de diferenciagdo desempenha um

[1, 3, 16, 17,

constituir as diferentes camadas da pele. !
papel importante na renovagdo e¢ funcdo da epiderme. 81 Para além disso, os
queratinocitos sdo ainda responsaveis pela producdo de queratina e lipidos que constituem a
barreira epidérmica. ' Os melandcitos constituem cerca de 3% das células epidérmicas e
consistem em células dendriticas derivadas das células da crista neural, que residem

I 1112 Bgtes sdo células produtoras de melanina, uma proteina

principalmente na camada basal. |
cuja principal funcdo ¢é a pigmentagdo da pele e a protecdo da pele contra a radiagdao Ultravioleta
(UV). & 1116, 91 por sua vez, as CL sdo células dendriticas, derivadas da medula dssea, que
constituem cerca de 2% das células epidérmicas. ! * %171 Na epiderme, estas células localizam-se
principalmente na camada escamosa, desempenhando um papel importante na apresentacdo de
antigénios. [!- 1216181 Finalmente, as células de Merkel sdo o tipo celular que constitui uma menor
percentagem das células epidérmicas, cerca de 0,5%, encontrando-se sobretudo presentes na

[17,

camada basal. 18] Estas ultimas células funcionam como recetores mecanosensoriais da

epiderme, sendo responsaveis por transmitirem informagdes sensoriais da pele para os nervos
sensoriais. !4 12]

De acordo com o grau de diferenciagdo destas células que constituem a epiderme, estas
formam as cinco camadas distintas que compdem a epiderme, comegando com a camada basal
que corresponde a camada mais profunda da epiderme, seguida da camada escamosa, da camada
granular e da camada clara, e, por ultimo, da camada mais superficial da epiderme, a camada

3, 16, 18

cornea também denominada por camada cornificada (Figura 1). [ 1 Segundo alguns autores

estas camadas da epiderme podem ser classificadas em epiderme vidvel e epiderme ndo viavel. >
20]

A epiderme ndo viavel corresponde a CC, enquanto a epiderme viavel é composta pelas
restantes camadas que compdem a epiderme, ou seja, pelas camadas da pele que se localizam
abaixo da CC e acima da derme. 1> 2

A CC ¢é composta por células grandes, planas, ndo viaveis ¢ bem compactadas dispostas
em 18 a 21 camadas que podem variar no que diz respeito a sua espessura, dependendo da
localizagio no corpo. 1316181 A epiderme ndo vidvel é composta por queratindcitos diferenciados,
ou seja, por células queratinizadas denominadas por corneocitos que compdem as 10 a 20
camadas da CC, possuindo estas células um didmetro que pode variar entre os 30 a 40 um ¢ uma

2.6.15.16] Qg cornedcitos, sdo células quase mortas, ricas em proteinas e

espessura de 0,1 a 1,0 um. [
com baixo teor de lipidos, que se apresentam conectados por corneodesmossomas, que conferem
estabilidade estrutural a CC, e circundados por uma matriz lipidica extracelular continua. 2 O
interior dos cornedcitos consiste ainda em filamentos de queratina agregados pela proteina
Filagrina (FLG), que desempenha um papel importante na manutenc¢do da integridade estrutural
da CC. U Os lipidios que compdem esta camada sdo essencialmente sintetizados pelos
queratinocitos a partir dos produtos intermedidrios do metabolismo ou de acidos gordos

essenciais, ¢ funcionam como uma espéciec de cimento que envolve os cornedcitos que
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representam os tijolos, formando a CC que de uma maneira simplista se assemelha a uma “parede

4 11 A organizagio da CC nesta estrutura ¢ fundamental para o seu papel de barreira

de tijolos”.
fisica. "1 A medida que os queratindcitos amadurecem, a maioria dos lipidios sintetizados sdo
empacotados em pequenos organelos conhecidos como corpos ou granulos lamelares. ' A
substancia intracelular derivada destes granulos lamelares esta presente entre as células da CC e
forma o componente lipidico intercelular da barreira que compde a CC. [!! 20 22 23] Egte
componente lipidico tem como fun¢do impedir a penetracdo de substancias provenientes do meio
ambiente ¢ a perda de fluidos corporais, nomeadamente de agua, o que torna a CC o mais

11,20, 22,231 Agsim, a fungdo de barreira antimicrobiana conferida pela CC

impermeavel possivel. [
depende da produgdo de peptideos e lipidos com propriedades antimicrobianas que limitam o
crescimento de agentes patogénicos externos na superficie da pele, contribuindo assim para a
colonizagio da pele pela flora considerada ndo patogénica. > As composi¢des lipidicas dos
espacos intracelulares da CC incluem: 45 a 50% de ceramidas, 25% de colesterol, 15% de acidos
gordos livres de cadeia longa e 5% de outros lipidos, representando 5 a 15% do contetido total
que compde a CC. 2 Na CC as proteinas representam cerca de 75 a 85% do conteudo total desta
camada, sendo o seu componente principal a queratina, que representa cerca de 80% do total de

a. 12201 No entanto, quando comparada com a epiderme vidvel

proteinas presentes nesta camad
esta camada apresenta um contetido hidrico relativamente pequeno, cerca de 7 a 20% da
quantidade total da agua da pele. [*! Contudo, nesta camada da pele pertencente a epiderme ndo
viavel acredita-se que a agua exerce fun¢des de plasticidade, o que contribui para evitar a
rutura/clivagem e a descamagio da CC que pode ocorrer devido a tensdes mecénicas. 2]
Imediatamente abaixo da CC encontra-se localizada a epiderme viavel que é constituida
pelas restantes quatro camadas que compdem a epiderme, ou seja, pela camada clara seguida da
camada granulosa e da camada escamosa e, por ultimo, pela camada basal que corresponde a
camada mais interna e profunda da epiderme. > ¥ 2°) A camada clara é composta por 2 a 3

[18, 25

camadas de células lisas e aparentemente translicidas da epiderme. I Esta camada ¢é

geralmente constituida por queratindcitos mortos, claros e achatados, sendo abundante na pele

s. [218251 A camada granulosa, é

mais espessa, nomeadamente nas palmas das maos e solas dos pé
composta por 3 a 5 camadas de células e como o proprio nome indica possui uma aparéncia
granulada devido a alteragdes que ocorrem nos queratinocitos a medida que s@o empurrados da

a. 8 251 Esta camada é constituida por células vivas,

camada escamosa para a camada granulos
sendo composta por células achatadas que contém granulos de querato-hialina. '?! Por sua vez, a
camada escamosa € composta por 8 a 10 camadas de células, e como o nome sugere esta camada
apresenta uma aparéncia espinhosa devido a abundancia de desmossomas que preenchem os

[15, 18, 25

espacos intercelulares entre as células. 1 Por tltimo, a camada basal é composta por uma

Unica camada de células. >3
Outro componente fundamental da barreira epidérmica sdo as TJ, que sdo estruturas de
adesdo intercelular, que se encontram localizadas no espago intercelular dos queratindcitos da

camada granulosa. [*% 271 Estas estruturas sdo constituidas por proteinas integrais
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transmembranares, denominadas por claudinas, que também sdo referidas como sendo
importantes na fungio de barreira. %27 Através da sua seletividade quanto ao tamanho e carater
i6nico das substéncias, as TJ regulam o transporte paracelular de dgua e solutos entre o meio
interno e o ambiente, o que contribui para a manutencdo das diferentes concentragdes dos ides e

solutos dos meios. 2% 27]
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura, divisdo e composi¢do da epiderme. Adaptado
de 28

1.1.1.2. Derme
A derme corresponde a camada intermédia da pele que se situa entre a epiderme e a

hipoderme, e cujas principais fungdes sdo conferir prote¢do, fornecer nutricio a epiderme e

a. [29.30,31,32,33

sustenta-1 ] Esta camada possui uma espessura que varia entre as diferentes partes do

corpo e de acordo com o sexo. 129 34 A espessura média da derme é de 0,6 mm nas palpebras,

mas pode atingir até cerca de 4 mm nas palmas das maos e nas solas dos pés, sendo a espessura

1, 14, 30, 34

desta camada maior nos homens relativamente as mulheres. [ 1 A rede de tecido conjuntivo

, .

fibroso é o principal componente da derme que ¢ composta maioritariamente por fibras

3 1 Ag fibras de colagénio fornecem

conjuntivas de colagénio e elasticas de elastina. [
principalmente resisténcia / flexibilidade a tracdo, e a principal fungdo da elastina é conferir
resiliéncia e elasticidade a pele garantindo que esta quando esticada ou deformada retorna a sua

1 [2.4,35, 36,37

posi¢do origina I Entre os componentes fibrosos que compdem a derme encontra-se

ainda uma substancia fundamental extracelular amorfa, contendo glicosaminoglicanos, como o
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acido hialurénico, que ¢ um importante componente da matriz extracelular dérmica devido a sua
fung¢io na hidratagio da pele. [ 3%

Na derme existem ainda varias células especializadas, nomeadamente fibroblastos, que
sdo0 o tipo celular mais predominante na derme e que sdo responsaveis pela sintese das proteinas
estruturais extracelulares, como o colagénio, a elastina e os glicosaminoglicanos. [I> 11 32, 34, 33]
Além disso, existem ainda varios outros tipos celulares que compdem a derme como ¢é o caso dos
histiocitos, dos mastocitos ¢ dos adipocitos que também contribuem para a manutencdo da
estrutura e fungdes normais da derme. [ - 3234351 A derme contém ainda outros componentes
extracelulares que incluem vasos sanguineos e linfaticos, terminag¢des nervosas, foliculos pilosos
e glandulas sudoriparas e sebaceas (Figura 2 A). [l 2% 321 Ag glandulas sebaceas, também
denominadas por glandulas holdcrinas, encontram-se presentes em todas as superficies do corpo,
exceto nas palmas das maos ¢ nas solas dos pés, e consistem em estruturas semelhantes a um saco

29, 34, 381 Quando associadas aos

revestido por queratindcitos que se especializam em sebdcitos. [
foliculos pilosos estas glandulas sdo responsaveis pela produgdo e libertagdo de sebo que consiste
numa mistura composta por 6leos complexos que incluem triglicerideos e produtos resultantes da
degradagdo de 4cidos gordos, ésteres de cera, escalenos, ésteres de colesterol e colesterol. 438 O
sebo reveste a superficie da pele e do cabelo, e devido a sua composigdo lipidica complexa ajuda
a prevenir a dessecagdo da pele, lubrificando-a e protegendo-a contra a a¢do de bactérias nocivas.
[34.36. 381 Og foliculos pilosos juntamente com as glandulas sebaceas a ele associadas, com os
musculos eretores e com as terminagdes nervosas formam uma unidade pilossebacea que so €

[34, 36

encontrada na pele hirsuta. | Esta unidade estd envolvida na regulagdo da temperatura

34,36, 391 As glandulas sudoriparas

corporal, na fun¢do sensorial da pele e na manutengdo da pele. [
tém origem na epiderme ¢ localizam-se na derme profunda e no tecido subcutaneo, conectando-se
a epiderme por meio de um canal, através do qual a secrecdo produzida ¢ transportada para o

34.36. 381 Existem dois tipos de glandulas sudoriparas: as glandulas écrinas e as glandulas

exterior.
apocrinas, que apresentam diferentes embriologias, histologias, distribui¢des e fungdes. 3% 31 As
glandulas sudoriparas écrinas sdo as principais glandulas sudoriparas ¢ encontram-se amplamente
distribuidas por toda a superficie do corpo, concentrando-se sobretudo nas palmas das maos, nas

34,36, 38. 31 Egtas glandulas sudoriparas sdo constituidas por um

solas dos pés, testa e axilas. |
glomérulo secretor localizado na hipoderme e por um canal excretor que atravessa a derme ¢ a
epiderme de modo que as secregdes sejam libertadas na superficie através de um pequeno poro.
(34, 36, 38, 391 Estes tipos de glandulas sudoriparas estio envolvidas na regulagdo da temperatura
corporal, pois sdo glandulas produtoras de suor, um liquido aquoso transparente composto
principalmente por cloreto de so6dio (NaCl) e agua, que permite a perda de calor pelo corpo por
evaporagdo quando a temperatura corporal aumenta. B* 36 38 39 Egta atividade das glandulas
sudoriparas écrinas ¢ controlada pelo centro termorregulador no hipotalamo por meio de fibras
nervosas simpaticas que enervam as glandulas sudoriparas. ¥ Por sua vez, as glandulas

sudoriparas apdcrinas, também conhecidas como glandulas sudoriparas odoriferas, comecam a

funcionar na altura da puberdade e sdo semelhantes as anteriores, com a diferenga que sdo mais
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volumosas. *¥! Estas encontram-se sobretudo localizadas nas axilas, nas regides genitais, a volta
dos mamilos e nas orelhas. % 3 31 Uma vez que o tubo excretor constituinte destas glandulas
sudoriparas ndo consegue atingir os poros especificos da superficie cutanea, a secre¢do produzida
por estas ¢ libertada através de um foliculo piloso. B% 3% 3% O suor produzido por este tipo de
glandulas ¢ muito diferente da secre¢do produzida pelas glandulas sudoriparas écrinas, sendo
menos abundante e consistindo num produto viscoso rico em lipidos, proteinas e agucares, que
inicialmente é inodoro, mas pode desenvolver um odor apds a exposi¢io a bactérias. (363 40]

Para além disso, a derme possui uma rede complexa de vasos sanguineos e linfaticos que
estdo envolvidos em importantes fun¢des homeostaticas, nomeadamente na regulagdo da
temperatura corporal, no fornecimento de nutrientes, oxigénio e metabolitos as células e na
remogio de toxinas e produtos residuais produzidos pelos tecidos. [3% 3% 41-42.43] Egta troca entre os
constituintes do sangue e os tecidos ocorre através da linfa intersticial. ! Por sua vez, os
vasos sanguineos na derme s3o ainda cruciais para a manutengdo da epiderme e dos apéndices
epidérmicos. % Enquanto a maior parte dos vasos sanguineos microvasculares estdo localizados
imediatamente abaixo da epiderme, os vasos linfaticos residem mais profundamente na derme. 4%

A derme é composta por duas areas regionalmente e estruturalmente distintas, formadas a
partir de diferentes linhas de fibroblastos: a derme papilar e a derme reticular, que possuem
sobretudo diferencas ao nivel das fibras que as compdem (Figura 2). [ 14:2%30.311 A derme papilar
corresponde a camada mais fina da derme e pode atingir valores de espessura que rondam os 300

[30, 31, 34

a 400 pm, dependendo da idade e da localizacdo. I Esta corresponde a camada mais

superficial da derme, que se situa imediatamente abaixo da epiderme, encontrando-se em contato

(1, 14,29, 30, 32,361 A derme papilar é constituida por tecido

direto com a jungdo dermo-epidérmica.
conjuntivo frouxo areolar, contendo capilares ¢ fibras de colagénio de pequeno didmetro (38 um)
intercaladas com fibras de elastina. !4 2% 30:31.32.331 Para além disso, esta camada mais superficial
da derme contém ainda fibroblastos, um pequeno nimero de adipécitos, fagdcitos que ajudam a
combater bactérias ou agentes nocivos que rompam a pele, capilares linfaticos, fibras nervosas e
recetores sensoriais chamados corpusculos de Meissner. 2> 34 Por sua vez, os fibroblastos que
constituem a derme papilar sdo considerados mais ativos, uma vez que proliferam rapidamente,
possuem atividade metabolica aumentada e sintetizam mais proteoglicanos, mas menos colagénio
quando comparados com os fibroblastos da camada reticular que existem em menor nlimero nesta

ultima camada. B1 3% 4

1 Por outro lado, a derme papilar contém uma menor densidade de células e
um maior teor de proteoglicanos quando comparada com a derme reticular. B! A derme papilar
possui ainda uma densidade polar desigual que diminui da dire¢do da membrana basal para a
derme reticular. B! Subjacente a derme papilar encontra-se localizada a derme reticular que esta

(1. 251 Esta camada reticular carateriza-se por ser mais compacta e

em contacto com a hipoderme.
espessa que a camada papilar, representado cerca de 80% da espessura da derme, e ¢ constituida
por fibras de colagénio de grande didmetro (80 um) entrelagadas, com direcdo paralela a
epiderme, misturadas com fibras elésticas, alinhadas com a superficie da pele. [ 25 33.35.37. 441 A

camada reticular também contém ainda fibroblastos, distribuidos na parte superior, adipocitos,
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distribuidos na parte inferior, mastocitos, terminagdes nervosas, vasos linfaticos e apéndices
epidérmicos. 174

A epiderme encontra-se separada da derme pela zona da membrana basal cutinea também
denominada por jun¢do dermo-epidérmica. > 1?1 Esta regido da pele é composta por uma rede de
macromoléculas que permite a ligacdo dos filamentos intermediarios de queratina dos
queratinocitos basais presentes na epiderme com as fibras de colagénio presentes na derme
superficial. ! A principal fun¢io das proteinas e glicoproteinas presentes nesta membrana basal
cutanea ¢ conferir adesdo / coesdo entre a epiderme ¢ a derme, mantendo as duas camadas

unidas. [ 1233
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Figura 2. A- Representacdo esquematica da estrutura e composi¢do da derme. B- Divisdo da

derme em derme papilar e derme reticular. Adaptado de 44 e 45

1.1.1.3. Hipoderme

A hipoderme, também conhecida como camada subcutinea ou tecido subcutaneo, diz
respeito a camada mais interna, profunda e espessa da pele que se localiza imediatamente abaixo
da derme, encontrando-se ligada a esta através das fibras de colagénio e elastina que se originam

(1. 18, 251 A espessura desta camada subcutinea varia de

na derme e se estendem até a hipoderme.
acordo com o sexo e de regido para regido do corpo, podendo atingir valores que variam entre os
1,9 € 0s 7,1 mm. 47! A hipoderme consiste em tecido conjuntivo areolar bem vascularizado onde
se encontram localizados os vasos sanguineos e linfaticos maiores, sendo composta
maioritariamente por adipocitos, que permitem o armazenamento de gordura nesta camada, mas

2. 14,25 471 No entanto, apesar da hipoderme

também por fibroblastos e macrofagos (Figura 3). [
poder ser vista principalmente como um tecido usado no armazenamento de gordura, esta exerce

ainda outras fungdes importantes, uma vez que desempenha um papel importante na sustentagido
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da derme e da epiderme, fornece protegdo e resisténcia mecénica, permite a regulacdo da

temperatura corporal e estd envolvida na produgio de hormonas. >3- 1. 14.47]
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Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura e composi¢do da hipoderme. Adaptado de 48

1.2. Dermatite Atopica

A Dermatite Atopica (DA), também denominada por eczema atdpico, ¢ uma das
dermatoses mais comuns em todo o mundo, com uma incidéncia crescente nas ultimas décadas,
nomeadamente nos paises ocidentais desenvolvidos, e com um impacto negativo ao nivel

s. [49:30. 511 Contudo, esta dermatose

socioeconomico ¢ na qualidade de vida dos pacientes afetado
afeta ndo so os doentes, mas também os seus cuidadores. 5" 52 331 E, por isso, fundamental um
controlo adequado das manifestacdes clinicas associadas a DA.

De forma geral, a DA caracteriza-se por ser uma doenca inflamatdria cronica da pele,

r

recorrente ¢ heterogénea que possui um espetro clinico variavel: ¢ intermitente, de carater
recidivante e é observada em individuos com histéria pessoal ou familiar de eczema. B! 52 33 341
Habitualmente esta ¢ uma doenga que se desenvolve durante a infancia, mais comumente entre os
3 e 6 meses de idade, e que esta associada a uma hiper-reactividade cutanea que resulta de uma

149, 5L, 521 Embora os

complexa interacdo de fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais.
mecanismos exatos por tras da patogénese desta doenga ainda n3o se encontrem totalmente
esclarecidos, considera-se que esta resulta de uma triade que envolve: disfungdo da barreira da
pele, desregulagdo do sistema imunitério e alteragdo da colonizagdo da pele. 1% 211

No que diz respeito aos sintomas, a DA € caraterizada por surtos de lesdes eczematosas
localizadas ou disseminadas, geralmente acompanhadas de eritema, edema, prurido intenso, pele

seca, bem como por exsudacdo e escoriagdes, devido a danos causados pelos frequentes
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arranhdes. °* 3 No entanto, a apresentagdo clinica destes sintomas ¢ altamente varidvel,
dependendo da idade do paciente e da gravidade da doenga, conforme ilustrado na Figura 4. [5¢!
As lesdes da DA aguda caraterizam-se pela presenca de extensas areas de pele seca, comichdo
incessante e vermelhiddo com ou sem pele gretada, espessamento da pele em areas mais extensas,
sangramento, exsudacdo, fissuras e alteragdo da pigmentagdo. 7' A DA moderada é definida por
areas de pele seca, comichdo frequente e vermelhiddo com ou sem pele gretada ou espessamento
localizado da pele. 7 Por sua vez, a DA ligeira é caraterizada por areas de pele seca, comichdo
pouco frequente, com ou sem pequenas areas de vermelhiddo. 71 A DA surge ainda associada a
outras patologias de base atopica, nomeadamente a asma, a rinite alérgica e a alergias alimentares,
devido a disfuncao da barreira cutidnea que facilita a penetragdo de alergénios, o que conduz a
uma reagdo desregulada por parte do sistema imunoldgico. B 3% 37 Contudo, sendo esta uma
patologia altamente pruriginosa, com impacto na qualidade de vida dos doentes e dos seus
familiares, recentemente disturbios psicologicos e até mesmo psiquiatricos tém sido relatados
como comorbidades relevantes associadas a DA. 3334

Por sua vez, o diagnostico da DA depende da apresentagcdo clinica, uma vez que
atualmente ainda nfo existem biomarcadores confidveis que possam ser usados para diagnosticar
¢ diferenciar rotineiramente a DA. B! Segundo as diretrizes da American Academy of
Dermatology (AAD) o diagnostico clinico deve ser baseado nas carateristicas morfoldgicas, no
historial clinico do paciente, na distribuicdo das lesdes cutaneas e nos sinais clinicos associados a
doenga. B!

Atualmente as estratégias de tratamento para a DA t€m como objetivos fundamentais o
alivio ou eliminagdo dos sintomas clinicos e fatores agravantes, a reducdo e prevengdo da sua
recorréncia e o tratamento das comorbidades associadas, de forma a melhorar a qualidade de vida

4. 541 Contudo, estas abordagens atuais possuem uma eficdcia clinica limitada e

dos pacientes. [
estdo associadas a efeitos adversos, o que demonstra a necessidade da descoberta de novos

agentes terapéuticos para uso topico para o tratamento da DA. 5%

Figura 4. A- Visdo aproximada de uma pele saudavel. B- Pele com DA que nio apresenta lesoes.
C- Pele com DA em fase aguda da doenga. D- Pele com DA em fase subaguda da doenca. E- Pele

lesionada em fase cronica da doenca. Adaptado de 59
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1.2.1. Prevaléncia da Dermatite Atépica

A prevaléncia da DA ¢ complexa e varia amplamente em todo o mundo de acordo com a
faixa etaria e a localiza¢do geografica. 5% 51

De acordo com os dados da iniciativa Global Burden of Diseases da Organizagdo
Mundial de Satde (OMS), estima-se que a DA afete pelo menos 230 milhdes de pessoas em todo
o mundo. ) Na maioria das vezes a DA tem inicio na idade pediatrica. - *!] Cerca de 80% dos
casos de doenca geralmente comec¢am na infincia, sendo a faixa etaria mais afetada a das
criangas, com uma prevaléncia estimada que varia entre os 15 e os 20%, embora alguns estudos

[52, 57, 61, 62

sugiram que possa atingir até 25%. ! Ainda dentro desta faixa etaria, estima-se que 45%

dos casos sejam diagnosticados nos primeiros 6 meses de vida, 60% durante o primeiro ano ¢ 80 a

61. 631 Por sua vez, evidéncias sugerem que 25% das criangas

90% antes do quinto ano de vida. !
que desenvolvem DA antes dos 2 anos de idade desenvolverdo sintomas persistentes da doenca
nos anos subsequentes. [0 621

Embora estudos iniciais tenham sugerido uma remissao da DA em 70 a 75% das criangas
afetadas, com apenas casos mais graves persistindo na idade adulta, cerca de 10 a 30%, estudos
mais recentes mostraram que a propor¢do de pacientes com doenca persistente apds a infancia ou

[21, 60, 61, 62

com inicio na idade adulta é muito maior. I Assim, novas evidéncias mostram que a DA

também ¢ muito prevalente na idade adulta, estimando-se que afete 1 a 3% dos adultos, embora

[56. 611 Por sua vez, o decurso da DA pode ser

alguns estudos sugiram que possa atingir at¢ 10%.
continuo ao longo dos anos, mas também pode apresentar um padrio recorrente-remitente. (%!
Quanto a prevaléncia da DA com a localizagdo geografica, existem diferengas relevantes
entre os paises de todo o mundo, e até mesmo entre populagdes geneticamente semelhantes. % 51
Os paises com maior prevaléncia de DA sdo os paises desenvolvidos, onde o nimero
geral de casos aumentou cerca de 2 a 3 vezes nas ultimas décadas, nomeadamente nos Estados

[58. 60. 62] No entanto, nos paises em

Unidos da América (EUA), na Europa e no Japdo.
desenvolvimento, especialmente em paises da Asia, da Africa, da América Latina ¢ do Médio
Oriente, a prevaléncia da DA também tem aumentado, nomeadamente em criangas. [*¥

No que diz respeito a populagdo portuguesa, de acordo com um estudo publicado no ano
de 2018 sobre a prevaléncia da DA em Portugal, cerca de 0,7% a 1,6% da populagdo adulta foi
diagnosticada como portadora de DA no ano de 2017, dentro dos quais 40 a 45% foram
diagnosticados como possuindo doen¢a moderada ou grave. [*) Neste mesmo estudo, foi ainda
relatado um aumento do nimero de casos de DA na faixa etaria adulta em Portugal nos ultimos 3

anos, em que a maior parte dos pacientes, cerca de 48%, sdo jovens adultos, com idades

compreendidas entre os 18 € 0s 35 anos. (6!
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1.2.2. Fisiopatologia da Dermatite Atépica

49,511 Embora os

A fisiopatologia da DA ¢é indubitavelmente complexa e multifatorial. [
mecanismos exatos da patogénese ainda ndo sejam compreendidos na sua totalidade, numerosos
estudos consideram que esta dermatose resulta de uma triade que envolve: disfung¢do da barreira
cutinea, desregulagdo do sistema imunitario e alteragdo da colonizagdo da pele. 215153

Duas teorias distintas foram propostas para explicar genericamente a fisiopatologia da
DA: a teoria denominada de “fora para dentro” e a teoria denominada de “dentro para fora”. [ 6!
A primeira teoria sugere que a disfung¢do da barreira epidérmica, ao permitir a passagem de
substancias vindas do exterior, comporta-se como um fator desencadeante da resposta imunitaria.
162. €] Por oposi¢do, a segunda teoria aponta que uma resposta imunologica desregulada, com
aumento da predisposi¢do para respostas inflamatorias, conduz a um dano/disfungdo da barreira

[62,66

cutanea. I Atualmente, considera-se que estas teorias, mais do que mutuamente exclusivas,

parecem ser na realidade complementares, uma vez que a base fisiopatologica da DA parece

resultar da inter-relagdo entre estas duas hipoteses. 026!

1.2.2.1. Disfuncio da barreira cutinea
A disfuncdo da barreira cutanea ¢ uma alteracdo fisiopatoldgica comum a todos os doentes
diagnosticados com DA. [¢7]
Na DA a disfungdo da barreira cutdnea depende da combinagdo e acumulagdo quer de
fatores endogenos / intrinsecos quer de fatores exdgenos / extrinsecos. **! Em relacdo aos fatores
endogenos, os principais sdo as alteragdes que ocorrem ao nivel das duas maiores estruturas da

(59,651 Em contrapartida, relativamente aos

barreira epidérmica, ou seja, da CC e das TJ (Figura 5).
fatores exdgenos, onde se podem incluir os fatores ambientais, como a poluicdo e poeiras, sdo
referidos o aumento do pH da pele pela exposicao a sabdes e detergentes, a erosdo repetida da
pele em consequéncia do prurido associado a DA ¢ a presenca de microrganismos ¢ alergénios
proteicos com atividade enzimatica. 5%

No que diz respeito aos fatores endogenos relacionados com a CC, as principais
alteragdes que ocorrem a este nivel sdo responsaveis pelas carateristicas fisiopatologicas da DA, e
incluem particularmente alteragdes nas suas proteinas estruturais, nomeadamente na FLG,
alteragdes na camada lipidica e altera¢des ao nivel dos queratindcitos. [21:4% 5259 651

Dentro das proteinas estruturais da CC, destaca-se a FLG que é considerada uma
proteina-chave da barreira cutanea devido as suas propriedades agregantes, que contribuem para a
21, 65

integridade estrutural e mecanica da CC. 2! %I Além disso, os produtos de degradagdo da FLG
constituem o fator de hidratagdo natural da epiderme (NMF, do inglés Natural Moisturizing
Factor) que é essencial para manter a integridade da barreira cutdnea, uma vez que o NMF
desempenha um papel importante na regulacdo da hidratacdo cutdnea e na modula¢do do pH, mas
também na defesa antimicrobiana, na fotoprote¢do, e na elasticidade da pele. [2!: 3% ©5. 66l
Atualmente, € aceite que alteragdes / diminuigdes na proteina estrutural FLG constituem um fator

crucial para a disfunc¢do da barreira cutdnea. [®! Defeitos na proteina FLG podem ser devidos a
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mutagoes genéticas, documentadas em 10 a 50% dos doentes com DA, mas também a fatores
secundarios, nomeadamente causados pelo ambiente externo, que incluem irritagdo e dano
mecanico ou até mesmo devido a ac¢do desequilibrada de citocinas pro-inflamatorias e a presenca
de microrganismos colonizadores da pele. 21 3% % 65, 66. 671 A deficiéncia na proteina FLG afeta
varias vias que sdo relevantes para a fungdo da barreira da pele, uma vez que uma pele com DA
que ¢ deficiente em FLG possui uma maior permeabilidade da CC, devido ao facto da matriz
lipidica intracelular dos cornedcitos se encontrar prejudicada, o que faz com que a fungdo de
barreira da CC se encontre também ela prejudicada. 2 54 O resultado mais imediato da
deficiéncia de FLG na DA ¢é a diminuic¢do da hidratacdo da CC devido a diminui¢do do NMF, o
que gera um gradiente de agua ao longo deste estrato, que culmina com o aumento da agua que €
capaz de passar a epiderme, denominada perda de agua transepidérmica (TEWL, do inglés
Transepidermal Water Loss). As alteragoes da FLG conduzem ainda ao aumento do pH da CC, a
altera¢do da formacdo dos lipidos, a interrupgdo da diferenciacdo dos queratindcitos, a alteragdo
da formacdo das TJ e a modificagdo do microbioma cutineo que conduz a uma maior
suscetibilidade a infeg¢des cutaneas. 4 5% 63, 661

Paralelamente a diminui¢do da hidratagdo da CC, ocorre um aumento do pH desta
camada que em condi¢des normais apresenta um pH 4cido. ¥ Isto deve-se a diminuicdo da
produgdo de produtos da FLG resultantes da diminui¢do da FLG, nomeadamente de acidos
policarboxilicos, que contribuem para a manuten¢do do pH acidico da pele. [ Contudo, o
aumento do pH da CC estimula a atividade das serina-proteases, que promovem a diminui¢do da
funcdo das enzimas envolvidas na sintese de lipidos ¢ a degradagdo prematura das proteinas dos
corneodesmossomas que estdo envolvidas na descamacio adequada da CC. 5+ 556

Os lipidos, em particular as ceramidas, encontram-se reduzidos em quantidade tanto na
pele lesionada como na pele ndo lesionada de pacientes com DA. 2126 6] Em pacientes com DA
cuja pele se encontra lesionada, tanto as ceramidas como os acidos gordos livres e os acidos
gordos esterificados, apresentam estruturas cujo comprimento das suas cadeias se encontra mais

(21,26 Em consequéncia da reducdo das estruturas ocorrem modificagdes na organizagdo

reduzido.
da estrutura lipidica com diminuicdo da densidade de lipidos, o que se reflete num aumento da
TEWL e no favorecimento da penetragdo de alergénios através da barreira cutinea. 12!+ 26!

Por sua vez, modificagdes na diferenciagdo dos queratindcitos também podem ser
encontradas na pele de pacientes com DA, o que influencia diretamente a fungdo de barreira da
CC. "0

Relativamente as TJ que também sdo importantes para a funcdo de barreira epidérmica,
verifica-se que em doentes com DA existe uma menor expressao de claudina-1 comparativamente

a individuos sem doenga. [26 66 69

Esta reducdo da expressio de claudina-1 afeta
significativamente a integridade das TJ, que desempenham um papel importante na retengio
hidrica assim como na penetragio de agentes alergénios e patogénicos na epiderme. [*! Quando as
TJ se encontram lesadas, ocorrem alteragdes ao nivel da permeabilidade da barreira, havendo um

aumento da passagem de macromoléculas que facilita a entrada de agentes irritantes, alergénicos
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e patogénicos, € uma perda da permeabilidade seletiva dos ides. [’ 72! Perante as TJ lesadas,
verifica-se ainda que as dendrites das CL conseguem atravessar facilmente estas estruturas
atingindo a superficie da CC onde podem captar mais superficialmente antigénios exogenos
(Figura 5). 172 Por sua vez, a sensibilizagio cutinea a alergénios exdgenos ¢ frequentemente um
evento relevante na patogénese da DA e estd dependente sobretudo da disfuncdo da barreira
cutdnea.

Como resultado das altera¢Ges descritas, a barreira da pele encontra-se disfuncional, o

que pode conduzir a atividade da doenga.

. Microbes

@ rritants
Stratum Corneum i Allergens
$FLG, Lipid defects; A Pollutants
TProteases, dProtease inhibitors; W MNanoparticles

frauma from itch-scratch cycle *
i
L]
1

Tight Junction g
+CLONT, e - SOOI Sl

Cleavage of TJ proteins by proteases AERIE Y .
(endogenous, allergen-associated,
microbe-associated)

Etratum
B MIEIT

Stiatum
b

Langerhans cell

Figura 5. Representa¢do esquematica das anomalias que ocorrem ao nivel da barreira
epidérmica, ou seja, ao nivel da camada cérnea e ao nivel das Tight Junctions, numa pele com
DA. Adaptado de 71

1.2.2.2. Desregulacio do sistema imunitario

Ao nivel imunologico a DA ¢ geralmente conhecida como uma doenca causada por uma
resposta mediada por linfocitos T helper 2 (Th2). ¥ No entanto, o que ocorre é um padrio de
resposta T helper 1 (Th1) ou Th2, dependendo se se trata de uma pele lesada ou ndo e consoante a
fase da doenga e a evolugdo das lesdes (Figura 7). % 7 De acordo com a resposta imune que
preside, a DA pode ser diferenciada em aguda ou crénica. ! Em comparagio com individuos
saudaveis, mesmo na pele de doentes com DA sem lesdes, existe inflamagdo subclinica com
aumento do numero de células Th2, que expressam as 1L-4 e IL-13, T helper 22 (Th22), que
expressam IL-22, e em menor grau de T helper 17 (Th17) responsaveis pela sintese de IL-17. [66]
Durante a fase aguda da doenga ha um aumento significativo destas células com sobre-expressao
de citocinas pro-inflamatorias por elas sintetizadas. [ 7> 7l Em oposigdo, durante a fase cronica
da DA, ha um predominio de resposta linfocitaria Thl que expressa sobretudo IL-2, IL-12,

interferdo-y (IFN-y), fator de transformagio de crescimento Bi (TGF-Bi) € outras citocinas. [/ 76!
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Assim, a DA ¢ considerada uma doenca bifasica mediada por células T, apresentando uma
resposta Th2 inicial seguida de uma resposta Thl na fase cronica. [+ 1 A acumulagdo de
linfocitos T e o ambiente de citocinas pro-inflamatorias sdo os principais responsaveis pela
inflamagdo cutdnea na DA. Por sua vez, as células T reguladoras (T reg) que controlam a
inflamagdo cutinea, encontram-se presentes em niveis inferiores na pele de pacientes com DA. "
78]

Na DA, os fendmenos imunolédgicos e pro-inflamatorios, resultantes da ativagdo de
células Th2 na pele, irdo por um lado agravar a disfun¢do da barreira cutanea e, por outro, iniciar

[26, 79

ou exacerbar a inflamagdo subjacente a doenga. 1A proliferacio de células Th2 ¢ a

consequente producao de citocinas de perfil Th2 tem varios efeitos a nivel local que contribuem

68. 77 Independentemente do gendtipo

sobretudo para a perda de integridade da barreira cutinea.
da FLG, as IL-4 e IL-13 reduzem a expressdo de proteinas estruturais da barreira cutanea,
nomeadamente de FLG, e suprimem a diferencia¢do queratindcita, [26- 66 70. 78, 79, 80, 81, 821 A]gm
disso, também contribuem para a diminui¢do dos niveis séricos de ceramidas e acidos gordos de
cadeia longa e facilitam a invaso de microrganismos, o que compromete ainda mais a
integridade da CC. % 7% 78 Tal como as IL-4 e IL-13, também a IL-22 produzida pelas células
Th22 ¢ responsavel pela disfunc¢do da barreira cutidnea e pelo aumento da espessura da epiderme

[66. 781 A 1L-31 ¢é outra citocina associada a resposta

denominada por hiperplasia epidérmica.
linfocitaria Th2 que também tem sido implicada na disfun¢do da barreira cutanea, apresentando
um papel semelhante as interleucinas produzidas pelas células Th2 e Th22. % 78 Contudo,
atualmente a IL-31 tem sido clinicamente considerada o mediador major do prurido, havendo
evidéncias de que os seus niveis séricos sejam proporcionais a gravidade da doenga. 2% 6751 Alé¢m
disto, IL-4, IL-13 e IL-31 estimulam diretamente os neurdnios sensoriais, resultando num estado
de prurido que contribui para o agravamento da DA. [" Por sua vez, o cogar repetitivo no local
pelo individuo devido ao prurido, perpetua a erosdo da pele e consequentemente a lesdo da
barreira cutanea, promovendo a penetragdo de agentes alergénios e irritantes que promovem ainda
mais a rea¢do imune, através da ativacdo e infiltracdo de células pro-inflamatorias que secretam
citocinas como a Linfopoietina Estromal Timica (TSLP, do inglés Thimic Stromal
Lymphopoeitin), dando origem a um ciclo vicioso, como ilustrado na Figura 6. [26 . 701 TSLP ¢
uma citocina que ¢ libertada pelos queratindcitos em resposta a uma agressao ou penetracdo de
alergénios na barreira cutdnea e estimula a produgdo de citocinas pelas células Th2,
nomeadamente de IL-4 e IL-13, sendo um fator critico de liga¢do entre a disfungdo da barreira
cutinea e a ativagdo da resposta imune. 2% % 74 Por sua vez, a IL-17, secretada pelos linfocitos
Th17 encontra-se associada a lesdes agudas, estando presente em niveis mais reduzidos na DA.
U751 Para além desta Gltima citocina mediar negativamente a expressio de FLG, esta atua também
como um importante regulador da produgdo do peptideo antimicrobiano (AMP, do inglés

g, 74,76

Antimicrobial Peptides) nos queratindcito 1 Niveis relativamente baixos de IL-17 resultam

numa diminui¢do da producdo de AMPs, o que pode explicar o aumento da suscetibilidade a
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infecOes bacterianas em pacientes com DA, uma vez que a fungdo de barreira antimicrobiana
depende da produgdo de AMP. [7476]

Nas lesdes cronicas, observa-se a par da inflamagdo e¢ do dano da barreira uma
remodelagdo da pele. "+ 7% Das citocinas segregadas pelos linfocitos Thl destaca-se o papel do
IFN-y que ¢ responsavel pela apoptose dos queratinocitos, desempenhando um papel importante

na promogao da inflamag@o e na estimulagdo da regeneragio de tecidos. [¢7- 74 7]

Disfungao da
barreira cutinea e
aumento da TEWL

Penetragdo de
agentes alergénios
e irritantes

Cogar repetitivo
com erosdo da pele

Prurido Inflamagéo

Figura 6. Ciclo prurido-cogar-prurido que contribui ainda mais para a disfuncdo da barreira
cutdnea e para a TEWL e, consequentemente, para a penetracao de agentes alergénios e irritantes

que promovem o estado inflamatorio.
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Figura 7. Principais alteragdes fisiopatologicas que ocorrem numa pele com DA. A- Pele
saudavel. B- Pele com DA que néo apresenta lesGes, mas em que se verifica uma disfungdo da
barreira cutanea, o que torna a pele mais suscetivel a fatores externos, bem como a altera¢do do
seu microbioma. Adicionalmente, verifica-se a existéncia de uma inflamac¢do subclinica
subjacente com o aumento de células Th2 que quando estimuladas levam a sobre-expressdo de
citocinas inflamatérias. C- Pele com DA em fase aguda da doenga. Nesta ultima, verifica-se uma
amplificacdo das respostas Th2 e Th22. D- Pele com DA em fase cronica da doenga. Neste caso,
observa-se uma ativacao continua de células Th2 e Th22 e uma ativagao das células Thl e Th17.
Adaptado de 59

1.2.2.3. Alteragio da colonizacio da pele na DA

A pele ¢ colonizada por inumeros microrganismos vivos, como bactérias, fungos e virus,
que vivem na sua superficie € que no seu conjunto formam o microbioma da pele. 8% 31 A
composicdo desta comunidade varia entre os individuos, mas varia ainda mais dependendo do
estado em que a pele se encontra. [*!

Contudo, a flora microbiana da pele pode entrar num estado de disbiose, que ¢ definido
como uma mudanca na composi¢do relativa dos diferentes microbios em relagio ao normal,
durante um estado de doenga. 3 Isto encontra-se bem descrito na DA, uma vez que a DA tem
uma associa¢do bem conhecida com o microbioma da pele alterado. 8% %

Devido a disfuncdo da barreira epidérmica e a desregulacdo do sistema imune, a pele de
doentes com DA ¢ suscetivel a ser colonizada e infetada por agentes microbianos, o que mostra
que as defesas antimicrobianas também se encontram comprometidas nesta patologia. [3% 38 31

Assim, na pele de pacientes com DA, verifica-se uma diminui¢do da diversidade normal da
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microflora, o que se traduz no aumento da coloniza¢do por microrganismos patogénicos. [°% 8

Esta alteracdo, por sua vez, aumenta a suscetibilidade a infegdes cutineas, o que constitui uma

comorbidade importante que leva a um agravamento das lesdes. 1% 36!

Disfuncio da barreira Proteinas estruturais- FLG

Prurido epidérmica Camada Lipidica
Tight Junctions
Cronicidade Suscetibilidade e Fatores
externos
Th2/ Thi Agentes alergénios

Ativagdo desregulada do

sistema imunitério ¢ uritantes

Figura 8. Esquema resumo da fisiopatologia da DA. Adaptado de 66

1.2.3. Tratamento da DA

Como referido anteriormente, a DA ¢ das doengas atopicas com maior prevaléncia na
sociedade, o que tem levado a um interesse crescente na prevencdo e na procura de tratamentos
para esta patologia. Esta continua a ser uma doenca para a qual ainda ndo existe cura tendo, por
1SS0, 0 seu tratamento como objetivos principais a remissdo das lesOes agudas, a redugdo e a
prevengdo da sua recorréncia, o alivio ou eliminagdo dos sintomas clinicos ¢ fatores agravantes e
o tratamento das comorbidades associadas, nomeadamente do prurido e das infe¢des cutineas. [+
54 87 Apesar do tratamento da DA ser complexo, os objetivos das medidas terapéuticas passam
pela reparagdo da barreira cutanea, redugdo da inflamagéo e pela normalizagcdo do microbioma da
pele através da evicgdo a agentes desencadeantes ¢ exacerbadores das lesdes. [0 #8! A escolha
terapéutica deve considerar a variabilidade clinica individual da doen¢a, nomeadamente o grau de
severidade da doenca e a identificacdo de fatores desencadeantes individuais, mas também o
efeito dos medicamentos a longo prazo e os seus efeitos secundarios, devido a natureza cronica e
recidivante da DA, (6087 881

A selegdo da terapia é amplamente baseada na gravidade da doenga em termos clinicos,
tendo por base a avaliacdo das lesdes e dos sintomas dos doentes, bem como a presenca de
comorbidades associadas, e idade dos pacientes. [* #8! Contudo, independentemente da gravidade,
todos os doentes devem ter cuidados basicos essenciais com a pele, que dependem
fundamentalmente de medidas topicas ndo farmacoldgicas de hidratagio e higiene da pele. 6% 8-
8. 891 A estas medidas de tratamento ndo farmacoldgico, podem ainda acrescer medidas de

tratamento farmacologico, que incluem o uso de farmacos topicos e raramente de farmacos
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sistémicos, dependendo da gravidade clinica e da idade dos doentes, com o objetivo de reprimir a

inflamagao da pele. [ 8!

1.2.3.1. Tratamento niio farmacologico
A abordagem nao farmacoldgica consiste no tratamento base de todos os doentes com DA
e tem como principal objetivo ajudar a restabelecer a fungdo normal da barreira da pele. 5% 60 75. 88]
Este tipo de tratamento engloba limpeza e hidratacdo diaria da pele. 5% 0 75 88. 901 A limpeza diria
da pele ¢ importante para remover antigénios e microrganismos da superficie da pele e durante as

54.87.90] Contudo, a hidratagdo cutdnea

exacerbagdes da doenga para também desbridar as crostas. [
¢ um componente-chave do tratamento da DA devido 8 TEWL. [ % Og hidratantes contribuem
para o amaciamento da pele através do aporte de lipidos exdgenos, reducdo da TEWL por
formacdo de uma camada oclusiva, diminui¢do da secura e da inflamacdo cutdnea, bem como do
prurido. 8 % Com base nos seus efeitos especificos na pele, os hidratantes podem classificar-se
em oclusivos, quando proporcionam uma camada lipidica na superficie da pele para atrasar a
TEWL, humectantes, quando aumentam a capacidade de retencdo de agua na CC e emolientes,
quando lubrificam e amaciam a superficie da pele ao ocuparem o0s espagos cutdneos com

(54, 60, %01 Para além da limpeza e hidratacdo da pele, também ¢é importante

goticulas de odleo.
limitar fatores de irritacdo cutidnea, nomeadamente fatores adversos exogenos e fatores
desencadeantes especificos, como alergénios, e inespecificos, como o vestuario, devido por

54, 60, 75, 87, 88

exemplo a presenga de materiais irritantes para a pele. | ' Por sua vez, a educagdo dos

doentes também ¢ importante para garantir o sucesso ¢ a adesdo a este tipo de terapéutica. (%!

1.2.3.2. Tratamento farmacologico
Na DA a terapia farmacologica, com farmacos topicos e sistémicos, ¢ habitualmente
destinada a casos agudos da doenca ¢ ao tratamento das comorbidades associadas 2 mesma. % 8
% Contudo, o tratamento farmacologico pode ainda ser usado em pacientes com DA com maior
gravidade como tratamento de manutengéo. (687 881
Por sua vez, ¢ importante referir que a maioria dos pacientes com DA ndo necessita de
tratamento farmacologico com farmacos sistémicos. ! Este tipo de tratamento de terceira linha é

apenas usado em casos em que o tratamento com farmacos topicos falha ou nio ¢é suficiente. !

1.2.3.2.1. Farmacos topicos
No caso dos tratamentos recorrendo ao uso de farmacos tdpicos, os agentes topicos
utilizados na DA sdo anti-inflamatorios, esteroides ou ndo-esteroides, que visam suprimir o

54, 87, 92

processo inflamatorio local. | ! Este tratamento anti-inflamatorio baseia-se no uso de

>4.87.92] Apesar da terapéutica ser escolhida de forma

corticosteroides e inibidores da calcineurina. |
individual, de acordo com a idade, fase, gravidade e local das lesdes, os corticosteroides sdo
classicamente os farmacos anti-inflamatérios de primeira linha utilizados no tratamento da DA,

uma vez que proporcionam efeitos mais rapidos que levam tanto a diminui¢do da inflamagéao
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como do prurido. 3% 37 92 931 Contudo, o uso destes farmacos ¢é limitado devido aos efeitos

54.87.92,93] Quando usados por longos periodos

adversos que originam e & seguranga a longo prazo. !
de tempo, estes tendem a comprometer a barreira cutanea e apresentam riscos de eventos cutaneos
adversos, como diminui¢do da espessura da pele, aparecimento de estrias, hematomas e
telangiectasias. Por sua vez, os inibidores da calcineurina sdo especialmente uteis no caso de
doentes insensiveis aos corticosteroides e nos casos em que € necessaria uma utilizagdo mais

(54, 87, 92, 931 Por outro lado, os inibidores tdpicos da calcineurina

prolongada da terapéutica.
permitem tratar de forma eficaz a DA sem prejudicar a barreira da pele, estando apenas
associados a reag¢Oes adversas no local de aplicacdo, que tipicamente sdo reagdes transitorias e de
natureza leve a moderada. > %3

Uma das moléculas que se encontra amplamente descrita na literatura e que tem sido alvo
de muitas investigagOes para o tratamento da DA moderada a severa é a Ciclosporina A (CyA)
que pertence a classe dos inibidores da calcineurina. A administracdo topica de CyA é atualmente
uma estratégia promissora para tratar doengas cutidneas, nomeadamente a DA, uma vez que evita
os efeitos colaterais que se encontram associados niao s6 a administragdo dos corticosteroides

topicos, mas também da administragdo sistémica.

1.2.3.2.1.1. Ciclosporina A
A Ciclosporina A (CyA), Cs2Hi111N11012, consiste num peptideo ciclico e lipofilico de 11
aminoacidos, com peso molecular de 1203,63 Da, cuja estrutura se encontra representada na

94, 95, 96, 97

Figura 9. ! I Esta ¢ uma molécula que ¢ isolada a partir do fungo Tolypocladium inflatum,

habitante do solo, e ¢ conhecida pelas suas poderosas propriedades imunossupressoras ¢
imunomoduladoras. 1% %:°7]

Este agente imunomodulador pertence a classe dos inibidores da calcineurina e o seu
mecanismo de agdo inclui a inibicdo da ativagdo e da proliferagdo das células T através da
supressio da transcricio de mediadores inflamatérios (Figura 10). 57 %1 A CyA exerce a sua
atividade imunossupressora através da ligagdo a proteina intracelular ciclofilina-1 (Cypl), uma
proteina encontrada no citosol na maioria das células T. 7 %% %% 1001 O complexo CyA-Cypl,
resultante desta ligagdo, inibe a calcineurina, uma molécula necessaria para a transcri¢do de genes
de citocinas, bloqueando a secrec¢do de citocinas pro-inflamatorias através da inibi¢do do fator de
transcri¢do denominado Fator Nuclear de Células T ativadas (NFAT, do inglés Nuclear Factor of
activated T-cells), resultando assim numa diminui¢do da inflamagdo. " % %) O NFAT ajuda a
regular a producdo de varias citocinas pro-inflamatdrias importantes envolvidas na DA, incluindo
a IL-2, IL-4 e o IFN-y. P Acredita-se que a inibi¢do especifica da IL-2, que desempenha um
papel critico na ativagdo e proliferacdo de células T, seja responsavel pelo principal mecanismo
de imunossupressdo da CyA, uma vez que a inibigdo de NFAT bloqueia a transcrigdo de IL-2 o
que leva a inibi¢do da proliferagdo de células T, como ilustrado na Figura 10, - 100 101. 102} Aqqim
o efeito global da CyA consiste na redugdo do numero e atividade das células pro-inflamatorias

nos locais de inflamagdo. [ %%
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Inicialmente, devido as suas propriedades imunossupressoras, a CyA comecou por ser
usada sistemicamente na medicina humana para prevenir a rejeicdo de orgdos transplantados

[95. 9. %] Mais tarde, foi aprovada pela Food and Drug

(figado, rim, coracdo e pulmao).
Administration (FDA) em dermatologia, para o tratamento sistémico de doengas inflamatorias e
imunes da pele, nomeadamente para o tratamento da DA moderada a grave e da psoriase. % 98

A eficacia da CyA no tratamento oral da DA, tanto pediatrica como adulta, encontra-se
bem documentada em diversos estudos controlados randomizados. ! *! As doses de CyA usadas
variam tipicamente entre os 0,5 mg/kg/dia e os 5 mg/kg/dia. P" *1 Contudo, o uso prolongado
deste farmaco € limitado a uma dura¢do maxima de 1 a 2 anos, devido ao risco de efeitos
adversos que incluem: aumento do risco de infe¢des, insufici€ncia renal, hipertensao, hipertricose,
hiperbilirrubinémia e aumento do risco de neoplasias. ! *! Assim, apesar da potente atividade
imunossupressora da CyA oral ser responsavel pela sua eficacia, a administragdo sistémica da
CyA apresenta varias deficiéncias muitas vezes associadas a farmacocinética variavel, ao indice
terapéutico estreito e ao grande niimero de efeitos adversos. 10!

A CyA também ¢ usada com sucesso no tratamento da sindrome crénica do olho seco,
também denominada por ceratoconjuntivite seca. 1% ' Em 2002 Restasis®, uma emulsio
oftalmica de CyA (0,05%), foi aprovado pela FDA como o primeiro medicamento de uso
exclusivamente topico contendo CyA para tratar a causa do olho seco, através do aumento da
producdo de lagrimas em pacientes cuja producdo de lagrimas se presume estar suprimida devido

a. 103194 pagsado quase duas décadas, em

a inflamagdo ocular associada a ceratoconjuntivite sec
2022, foi aprovado o primeiro genérico de Restasis®, [105106]

Posto isto, a entrega topica de CyA tem-se mostrado uma estratégia promissora para tratar
varias doengas autoimunes e inflamatoérias da pele, nomeadamente a DA moderada a grave. ¥
Esta via de administragdo oferece outras vantagens face a administragdo oral, uma vez que

(1% No entanto, esta

permite a localizacdo do fdrmaco no tecido alvo e a reducdo da dose.
estratégia tem permanecido um desafio na maioria dos casos devido a baixa permeacdo de CyA
na pele. " A permeagio desta molécula na pele ndo tem sido facilmente alcangada devido ao seu
elevado peso molecular (1202,63 Da), a sua elevada lipofilicidade (log Poctanolagua=2,92 a pH de
7,4) e a sua estrutura ciclica muito rigida que fornece uma barreira arquitetonica adicional a
permeagdo da membrana. * % Por outro lado, a alta hidrofobicidade e a baixa solubilidade

aquosa da CyA (0,04 mg/g a 25°C) tornam dificil a preparacdo de formulag¢des para uso topico.
[109, 110]
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Intracellular

Figura 10: Mecanismo de agdo da Ciclosporina A: inibi¢do da ativagdo e da proliferacdao de

células T pelo bloqueio da transcrigdo de IL-2. Adaptado de 111
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1.2.3.2.1.1.1. Tacrolimus como competidor da Ciclosporina A

Apesar de possuirem estruturas moleculares e propriedades bioquimicas diferentes, o
tacrolimus (TAC) possui a¢des semelhantes as da CyA, motivo pelo qual é visto como um
possivel competidor ao uso da molécula em estudo. ''?! O TAC, cuja estrutura quimica se
encontra representada na Figura 11, consiste num macrolideo insoluvel em agua, com peso
molecular de 822 Da, originalmente isolado de Streptomyces tsukabaensis. 13 ''* 151 Tal como a
CyA, o TAC pertence ao grupo dos inibidores da calcineurina, estando também indicado no
tratamento de doengas inflamatorias da pele e na prevengdo da rejeicdo de transplantes, 13- 1141151
No entanto, apesar de ambos os fArmacos pertencerem & mesma classe e possuirem mecanismos
de acdo similares, enquanto a CyA se liga a cypl, o TAC liga-se a uma proteina intracelular
chamada proteina de ligacao FK506 (FKBP, do inglés FK506-binding proteins), formando um

a [112, 113, 114, 115

complexo farmaco-imunofilin. I Este complexo liga-se a calcineurina inibindo a sua

(112, 113, 114, 115] Tg] como no caso da CyA, a inibicdo da calcineurina ird impedir a

atividade.
desfosforilagdo e translocacdo de NFAT evitando assim a transcricdo dos genes das citocinas,
sobretudo a transcrigdo génica da IL-2. 12 13 14 151 Ambos os farmacos tém assim como
objetivo principal a supressdo das fun¢des imunes dependentes das células T ao bloquear a
ativacdo destas células e a apresenta¢io de antigénios pelas CL. 1131151

Quando administrado topicamente o TAC possui uma permeagdo cutanea
significativamente maior que a da CyA, devido ao facto de possuir um peso molecular inferior
(822 Da versus 1200 Da). ''®! Por outro lado, dado a sua elevada permeagio ¢ a sua poténcia em
suprimir a fungdo das células T, o0 TAC tem mostrado uma boa eficécia no tratamento da DA. 116
Contudo, apesar de possuir efeitos imunossupressores de 10 a 100 vezes maiores que os da CyA,
a administracdo topica de TAC ¢ limitada, ndo s6 devido aos inimeros efeitos adversos a que se
encontra associado, mas também ao facto de este farmaco estar associado a um risco acrescido de
desenvolvimento de cancro, nomeadamente cancro da pele. 113 114 116, 117. 1181 A fa]ta de estudos de
longo prazo sobre a seguranga do TAC no tratamento da DA moderada a grave também tem

(113, 18] Ageim, &

levantado algumas duvidas quanto ao uso deste farmaco nesta dermatose.
recomendado o uso do TAC como tratamento de segunda linha de curto prazo e intermitente,
sendo ainda aconselhada a utilizagdo de uma quantidade minima de farmaco necessaria para

controlar os sintomas dos pacientes. 13- 119
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Figura 11: Estrutura quimica do Tacrolimus. Adaptado de 114

1.3. Permeacio de farmacos através da pele

1.3.1. Vias e mecanismos

A permeacdo de farmacos aplicados passivamente sobre a pele ¢ limitada principalmente
pela propria barreira cutdnea, uma vez que a CC ¢ responsavel pela resisténcia oferecida a
passagem da maior parte das substancias da pele para o interior do organismo, mas também pelas
carateristicas do proprio farmaco e do local da pele onde este ¢ aplicado. [ 120 121. 122]

Considerando a CC em condi¢des de perfeita integridade, podem-se referir duas vias
principais de permeagdo cutanea de firmacos: a via transfolicular e a via transepidérmica (Figura
12) [123]

A via transfolicular é uma via transanexial / transapéndice que utiliza os diferentes anexos
que atravessam a pele até a derme (glandulas sudoriparas e foliculos pilosos) permitindo a
passagem / difusdo de moléculas, de modo que estas possam atingir a circulagdo sistémica. (12> 123]
Esta via proporciona uma permeagdo rapida para substdncias que apresentam elevado peso
molecular, nanoparticulas, lipossomas e para compostos de difusdo lenta. > 2 Contudo, esta ¢
considerada uma via secundaria de permeacao de farmacos, pois representa cerca de 0,1 a 1% da
absorcdo cutdnea. [124 12°]

Em contrapartida, a via transepidérmica envolve a passagem de moléculas através da CC.
(121, 1231 Fgta passagem pode ser feita através das células (cornedcitos) - via intracelular ou
transcelular - ou através da matriz lipidica existente entre os cornedcitos - via intercelular ou

2 2L 125) A via transcelular permite a passagem completa de solutos hidrofilicos ou

paracelular. [
polares através da CC, garantindo o movimento por difusdo das moléculas do farmaco através das
camadas alternadas dos corneocitos hidrofilicos e das bicamadas lipidicas lipofilicas com a

2 124, 1251 Agsim, a via transcelular requer etapas de

finalidade de atingir a circulagio sistémica. !
difusdo e particdo do farmaco, motivo pelo qual esta via ndo é comumente utilizada pelas
substincias externas com tanta frequéncia quanto as outras vias. ©* 12! No entanto, a partigdo
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sucessiva das moléculas entre as por¢des hidrofilicas e lipofilicas da CC facilita a permeacao de
farmacos por esta via. ['** Por sua vez, a via intercelular é considerada a principal via de entrega
transepidérmica que permite a difusdo de solutos lipofilicos ou apolares exclusivamente através

2,123,124, 126] Uma vez que, a passagem de

da matriz lipidica continua que rodeia os cornedcitos. [
moléculas pela via intercelular ocorre através das bicamadas lipidicas, ¢ essencial que as
moléculas do farmaco que permeiam por esta via apresentem uma solubilidade lipidica / aquosa

(1241 Contudo, uma desvantagem

equilibrada, bem como um tamanho molecular adequado.
associada a esta via de permeagdo cutdnea consiste nas longas distdncias que os farmacos
necessitam de percorrer até atingir a circulagio sistémica. 2

Por conseguinte ¢ importante ressalvar que a permeacdo de moléculas externas na pele
pode ocorrer simultaneamente por todas as vias de permeagdo acima mencionadas, dependendo

amplamente das propriedades fisico-quimicas do formaco que se pretende administrar. [!2°]

Transappendageal route
Intracellular route ‘ Paracallilsr route

B )= (— ) Y- (=

Epidermis — | Ol /@ @ 1@ B
= () =5 == () )= B

Dermis
C o o %o
Oe S 0.0
D ©~o
Subcutaneous layer —— 2 oo
o = L=
Hair follicle

Sweat duct

Figura 12: Vias de penetragao através da pele. Adaptado de 2

1.3.2. Principais barreiras

A principal barreira de penetracdo da pele ¢ fornecida pela epiderme superficial que
impde limitagdes fisicas, quimicas e bioldgicas a todos os tipos de agentes de permeacdo que a
tentam atravessar. [127)

A organizagao estrutural da CC como “parede de tijolos” é fundamental para o seu papel
de barreira fisica. 2”1 Contudo, este modelo estrutural dificulta a difusdo de moléculas através da
CC, dificultando a permeagdo e a absor¢do de farmacos. ['*”! Por sua vez, devido & espessura
variavel da CC em diferentes partes do corpo, a penetragdo do farmaco também varia dependendo
do local de administra¢do. [!2- 1281 Por outro lado, a taxa de permeacdo transcutinea além de ser
influenciada pela propria barreira conferida pela CC, é também influenciada pelas condi¢cdes da

superficie da pele, pelo gradiente hidrofilico / hidrofébico epidérmico, pelo valor de pH, de
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temperatura e pelo grau de hidratagdo, que estdo relacionados com a manutengdo normal da

barreira cutanea. [!?7 128]

Do ponto de vista da protegdo da pele, o gradiente hidrofobico / hidrofilico ¢ uma defesa
adicional contra a entrada de compostos hidrofobicos na pele, uma vez que quimicamente a CC ¢é

[127, 128

referido como sendo hidrofobico. I Assim, farmacos lipofilicos serdo mais prontamente

absorvidos do que substincias hidrofilicas. !!**
O pH da pele também afeta a absorcdo topica. 127> 281 Um pH da pele menos 4cido pode

(127 1281 Uma vez que, a CC normal possui um pH 4cido, este favorece o

aumentar a absor¢ao.
transporte de produtos quimicos ¢ fAirmacos cujos valores de constante de dissociacdo acida (pKa)
permitem maiores formas nio ionizadas num ambiente 4cido. ?*! Assim, a CC serd uma barreira

s. 1281 Por outro lado, a

de absorcdo para a maioria dos farmacos basicos e alguns farmacos acido
composi¢do e localizagdo dos componentes quimicos que compdem a CC sdo responsaveis pela
varia¢do do valor de pH entre esta ¢ os restantes estratos, o que também limita a difusdo de

s. 1281 A superficie da CC possui um valor de pH que se situa entre os 4,5 € os 5,5,

molécula
enquanto na interface entre a CC e a camada granulosa o pH varia entre 6,8 ¢ 7,0, o que significa
que moléculas que conseguem penetrar a CC possuem uma difusdo limitada na interface entre a
CC e a camada granulosa, e vice-versa. [?7]

Por sua vez, a temperatura também parece influenciar a taxa de permeagdo cutdnea, uma
vez que o aumento desta parece aumentar significativamente a permeabilidade da pele, devido a
alteracOes estruturais na CC e nos tecidos subjacentes que permitem que as moléculas se movam
mais rapidamente nas diferentes camadas da pele. 27 1281

Ja a hidratagdo da pele é crucial para promover a absor¢ado topica e € por esse motivo que
a oclusio é muitas vezes intencional nas formulagdes. ['?!

Contudo, outros fatores como a localizacdo da pele, a idade, o estado da pele e o seu grau
de hidratagdo também influenciam a permeabilidade da pele aos farmacos, devido a alteragdes na

composi¢io quimica da CC. 127128

1.3.3. Cinética da absorcéio cutinea
A absorg¢do percutinea consiste na penetracdo de substancias nas varias camadas da pele e na

[123

permeagcio através da pele para a circulagio sistémica. ['>*) Numa primeira etapa ainda na forma

farmacéutica, o farmaco dissolve-se ¢ difunde-se através do veiculo em dire¢do a superficie

129, 130

cutinea. [ | Posteriormente, ocorre a libertagdo do farmaco em virtude da instabilidade

129. 1391 Depois de libertado da forma farmacéutica e até ser

termodinadmica deste no veiculo. |
absorvido na circulagdo sistémica, o farmaco percorre a epiderme ¢ a derme passando por
diferentes etapas:

1) Penetragdo e difusdo do farmaco na CC;

i1) Particdo do farmaco da CC para a epiderme viavel devido a saturagdo da CC,;

ii1) Difusdo através da epiderme viavel para a derme superior;
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iv) Permeagdo que compreende a penetragdo de moléculas de uma camada para a outra,
que ¢ diferente tanto a nivel funcional como estrutural;
v) Absorc¢do da substancia na circulagdo sistémica através da microcirculacdo sanguinea

presente na derme (Figura 13). 123129 130]

[
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Figura 13: Representacdo esquematica dos processos envolvidos no transporte de farmacos para

dentro e através da pele. Adaptado de 131

A permeagdo da pele é determinada pela 1* Lei de Fick. [123 129 130. 31l Seoyundo esta lei a
difusdo de um farmaco ¢ definida como o movimento aleatério das moléculas por meio de um
dominio impulsionado por um gradiente de concentra¢do, ou seja, de uma concentragdo mais

[129, 130, 131

elevada para uma concentragdo mais baixa. I Assim, a quantidade de firmaco que

permeia a CC por unidade de area e de tempo ¢ denominada por o fluxo (J) que ¢ tipicamente

1210 fluxo com que um farmaco atravessa

expresso em unidades de pg/cm?h (Equagdo 1.3.3.1.).1
a CC, ¢ diretamente proporcional ao coeficiente de difusdo do farmaco (D) na CC, ao coeficiente
de parti¢do entre a formulacdo ¢ a pele (Km) ¢ ao gradiente de concentragdo através da barreira
(Cy). 140 130, B3 por outro lado, o fluxo é inversamente proporcional ao comprimento da via de

difusdo (L). [12% 130 131]

_ D.Kp.Cy (1.3.3.1)

Contudo, a permeacdo cutinea de farmacos ¢ afetada pelas proprias carateristicas da pele,
tais como, a espessura, a temperatura, o grau de hidratagdo, o ntimero de foliculos pilosos, mas
também pelas carateristicas do proprio farmaco, tais como peso molecular e coeficiente de

partigdo. [13%]
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1.4. Sistemas topicos de administra¢ao de farmacos

A administragdo topica de farmacos contendo principios ativos de interesse tem por

objetivo proporcionar uma agdo terapéutica mais ou menos profunda na pele, podendo ir para

além dest

a [133, 134

I Assim, a pele pode ser usada para fornecer compostos com o objetivo de se

obterem resultados terapéuticos na pele, nos tecidos subjacentes ou sistemicamente. [*3! Por sua

vez, 0s sistemas topicos de administragio de farmacos oferecem inimeras vantagens

significativas sobre outras vias convencionais de entrega de farmacos:

Evitam o metabolismo hepatico de primeira passagem onde moléculas ativas do
farmaco podem ser convertidas em moléculas inativas ou em moléculas
responsaveis por determinados efeitos colaterais;

Reduzem as dificuldades associadas a absorcdo dos farmacos ao nivel
gastrointestinal;

Podem substituir a administragdo oral de medicamentos quando a via oral ndo ¢é
adequada, como no caso de vomitos e diarreia;

Evitam os inconvenientes associados a administracdo através da via intravenosa,
uma vez que nao sdo invasivos, sdo indolores e podem ser autoadministrados,
tornando-se mais confortavel para os pacientes;

Reduzem a frequéncia de administragdo, o que se traduz numa melhoria da
biodisponibilidade, niveis plasmaticos do farmaco mais uniformes (importante no
caso de medicamentos com janelas terapéuticas estreitas), maior duracdo de acdo
e numa minimizacao dos efeitos colaterais;

Permitem uma libertacdo continua, controlada e sustentada do farmaco por
longos periodos de tempo;

Permitem a entrada continua de medicamentos com meias-vidas biologicas
curtas, contribuindo para a manuten¢ao dos niveis plasmaticos do farmaco,
evitando assim efeitos colaterais indesejaveis;

Permitem uma maior facilidade na adesdo por parte dos pacientes;

Possuem facilidade de interrupg¢do a qualquer momento de forma rapida e
simples [123, 140, 137, 138, 139, 140, 141, 142]

\

Contudo, os farmacos destinados a administra¢do topica devem cumprir alguns pré-

requisitos fisico-quimicos e biologicos para poderem ser aplicadas sobre a pele, por forma a

exercerem o efeito terapéutico pretendido:

Peso molecular inferior a 500 Da, uma vez que quanto menor o tamanho da
molécula, mais a absorc¢ao ¢ facilitada;

Lipofilicidade e hidrofilicidade equilibradas, com um coeficiente de parti¢do n-
octanol / agua (log Poctanoliaeua) €ntre 1 € 3, uma vez que o farmaco deve ser capaz
de permear a CC, que contém um ambiente extremamente lipofilico, ¢ a epiderme
viavel que é composta por cerca de 70% agua;

Ponto de fusdo menor que 200°C, uma vez que a solubilidade nos lipidos
intercelulares da CC ¢ influenciada por este;
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e Doses baixas e diarias determinadas (dose < 10 mg/dia);

e Tempo de meia vida (ti2) curto;

° N3io causar lrrltagﬁo cutanea. [121, 123, 125, 136, 139, 141, 142, 143]

Por sua vez, embora a pele possa ser um local ideal para atingir quer efeitos locais quer
efeitos sistémicos por meio da entrega de farmacos, existem varios fatores ao nivel desta que
afetam a permeacdo de farmacos, de entre os quais se destacam a barreira cutanea proporcionada
pela CC que limita a absor¢do de substancias, como referido anteriormente, o local de aplicagado
na pele, a variabilidade de individuo para individuo, a idade, o grau de hidratagdo, a temperatura ¢

120,123, 1391 por outro lado, a aplica¢do topica ndo estd isenta de desvantagens, uma

o pH da pele. !
vez que os farmacos aplicados topicamente podem causar irritagdo no local de aplicagdo, reagdes
alérgicas e existem limitagdes na entrega de farmacos que possuem elevado peso molecular e

[139, 140]

elevado log P. om o objetivo de ultrapassar estas limitagdes, t€ém sido exploradas e

desenvolvidas varias tecnologias para melhorar a entrega topica de fArmacos. [14%!

1.5. Técnicas para aumentar a entrega de firmacos através da pele

Com o objetivo de melhorar a entrega topica de farmacos, uma vez que a CC se apresenta
como uma barreira a penetragdo, tém sido desenvolvidas metodologias / estratégias de
aprimoramento que garantem a penetracao eficiente, permitindo que quantidades terapéuticas de
farmaco atinjam o local de agdo desejado. 1> ! %31 Estas estratégias / tecnologias desenvolvidas
visam reduzir a fungdo de barreira conferida pela CC e podem ser divididas em metodologias
passivas / quimicas (sistemas de nanotransportadores e intensificadores de penetragdo quimica),
ou ativas / fisicas (ablagdo térmica, iontoforese, eletroporagdo, magnetoforese, microagulhas,

(2. 9. 951 Tais metodologias tém-se mostrado atraentes,

sonoforese ¢ ondas fotomecanicas).
apresentando uma vantagem competitiva sobre outros métodos de administragdo de

medicamentos, em termos de dose administrada, eficacia terapéutica e custo-beneficio. [**!

1.5.1. Métodos Passivos / Quimicos

Os métodos passivos de aprimoramento de penetragdo através da pele envolvem a
modificacdo da estrutura da CC com o objetivo de melhorar o transporte do farmaco através da
CC, por meio da manipulagdo / otimizacdo da formulagdo, do aumento da atividade
termodinamica do farmaco nas formulagdes, da modifica¢do do farmaco (por exemplo sistemas
de nanotransportadores) ou do uso de promotores quimicos de permeagdo (CPE, do inglés
Chemical Penetration Enhancers) que interagem com os constituintes da pele para promover o

(2. 123, 144,145, 146 Contudo, apesar das suas carateristicas promissoras, estas

fluxo de farmaco.
técnicas possuem algumas limitacdes, uma vez que o potenciador de permeagdo ideal deve ser
farmacologicamente inerte, ndo toxico, ndo irritante, ndo alergénico, deve possuir
compatibilidade quimica e fisica com o farmaco e os restantes excipientes da formulagdo e,

idealmente, deve ter uma agdo reversivel na pele. [123 125 139
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1.5.2. Métodos Ativos / Fisicos

Ao contrario dos métodos passivos / quimicos, os métodos ativos / fisicos utilizam a
energia externa (calor, elétrica e magnética) ou uma abordagem mecanica para atuar como uma
forca motriz, por forma a reduzir / alterar a fungdo de barreira da CC, a fim de aumentar a
permeagdo de farmaco na pele. [ 1231251451 Agsim, forgas fisicas como tensdo elétrica (iontoforese
e eletroporagdo), ultrassom (sonoforese), microagulhas, ablagdo térmica, magnetoforese e ondas
fotomecanicas, t€m sido utilizadas com a finalidade de auxiliar os farmacos a superarem a

barreira da pele, permitindo que uma classe mais ampla de moléculas seja entregue na pele. 12

1251 Por outro lado, estes métodos permitem superar os tempos de atraso entre a aplicagdo € a
chegada do farmaco ao local desejado, permitindo assim acelerar a eficacia terapéutica dos
farmacos entregues, quando comparados com os métodos passivos. 12 138 Além disso, estas
técnicas ativas / fisicas permitem a permeagdo de moléculas com elevado peso molecular que de
outra forma ndo seria possivel. [12 138]

Contudo, apesar das vantagens acima enumeradas, alguns destes métodos possuem
algumas desvantagens quando aplicados no problema principal da DA, que reside no
comprometimento da fungdo de barreira da pele. Assim, processos fisicos como eletroporagao,
sonoforese, microagulhas e abla¢do térmica foram excluidos deste projeto, pois € inconcebivel
utilizar técnicas cujo objetivo principal consiste na criagdo de poros / rompimento da bicamada
lipidica da CC, uma vez que estas comprometem ainda mais a fungio de barreira da pele. 145 14¢]
Por outro lado, métodos fisicos como iontoforese ¢ a magnetoforese também foram excluidos,
uma vez que estes ndo sdo aplicaveis a CyA. No caso da iontoforese, sabe-se que a forga
eletroforética, que ¢ o principal componente da entrega iontoforética para moléculas ionizadas,
nao permite a entrega da CyA através da pele, uma vez que esta molécula consiste num peptideo
neutro. 17 Por sua vez, a magnetoforese, um método de aprimoramento que utiliza um campo
magnético que atua como for¢a motriz externa para promover o aumento da penetragdo através da
pele, ndo pode ser aplicado ao caso da CyA, uma vez que este método é apenas aplicado no caso

de farmacos com propriedades diamagnéticas. [145 146 147]

1.5.2.1. Ondas fotomecanicas
As ondas fotomecanicas (PW, do inglés Photomechanical Waves) sdo ondas de pressio

a. [145- 18] Estas podem tanto permeabilizar transitoriamente a CC

geradas por radiagdo laser pulsad
ao induzirem a rutura da estrutura lipidica, o que leva a criagdo de poros temporarios que
permitem a entrega transdérmica de farmacos, como podem afetar a membrana celular levando a

145, 148

criagdo de rotas transcelulares. [ 'Na pratica, para que ocorra a conversdo da luz em energia

mecanica ¢ comumente usado um material alvo, que absorve praticamente toda a luz do laser

(137, 148, 150 Bgte material quando colocado sobre a solugdo de firmaco previamente

pulsado.
espalhado sobre a pele e irradiado com um pulso de laser, permite aumentar a permeacio do
farmaco (Figura 14). [137- 1481501 Ag carateristicas das PW produzidas dependem das carateristicas /

pardmetros pré-estabelecidos do laser e das propriedades éticas e mecanicas do material alvo. 14!
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8] Por sua vez, a entrega transdérmica de fArmacos auxiliada por PW possui vérias vantagens

associadas, uma vez que esta ¢ uma técnica transitoria, reversivel e indolor que permite facilitar a

entrega de fArmacos na pele. [13% 145 149]

Laser Generator _\

Target (black polystyrene)
/ Waves produced by ablation
e

Drug reservoir Photomechanical waves

Figura 14: Aprimoramento da permeacdo através do uso de ondas fotomecanicas. Adaptado de
151

1.5.2.1.1. Método LaserLeap Tecnologies® - Piezoporacio

Com o intuito de facilitar a entrega de farmacos ¢ moléculas através da pele, substituindo
assim as inje¢des hipodérmicas, a empresa LaserLeap Technologies®, com sede em Coimbra,
desenvolveu um método fisico baseado na geracdo de ondas de ultrassom de ultra-alta frequéncia
(acima de 100 MHz) com gradientes de pressdo acentuados que perturbam de forma transitoria a
barreira externa da pele, facilitando a permeacdo de firmacos na pele. [ 1331 Por outras palavras,
este método tem como objetivo a permeabilizagdo da CC através do uso de ondas fotoacusticas
geradas pela expansdo termoelastica de materiais e pela conversdo eficiente e ultrarrapida da luz
em pressdo, a partir de pulsos de lasers. !> Contudo, esta tecnologia depende da utilizagdo de

[152, 153, 154

conversores, materiais transdutores da luz em ondas de pressdo. 1 Estes materiais sdo

tipicamente filmes muito finos (espessura <150 um) e com elevada capacidade de absorgdo de

153, 155

luz. [ ! Geralmente, estes filmes sdo constituidos por materiais com carateristicas particulares

153, 1551 Os materiais

que sdo denominados materiais piezofotonicos ou optoacusticos.
piezofotonicos normalmente sdo compostos por um cromo6foro com coeficiente de absor¢do muito
alto no comprimento de onda do laser, disperso num material com elevado coeficiente de
expansdo térmica, B (ou mais precisamente um grande parametro de Griineisen I', pardmetro este
relacionado com a eficiéncia da conversdo da luz em pressdo). [ 131 Na pratica, estes materiais
piezofotdnicos encontram-se confinados entre um espelho, que permite a reflexdo da luz do laser

para o material piezofotonico evitando que esta atinja a pele, e um vidro rigido que lhe assegura
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as condicdes fisicas a geracdo de ondas fotoacusticas de elevada amplitude, como ilustrado na
Figura 15. [153.156]

Quando irradiados por pulsos de laser curtos (dura¢do de ~20 ns), os filmes transformam
a energia Otica em ondas de ultrassom de grande largura de banda e alta intensidade. !> Este
processo de conversdo envolve uma sequéncia de trés processos muito rapidos: (i) a absorgao da
energia oOtica pelo cromoforo; (ii) a transformagdo da energia oOtica em energia térmica que ¢é
rapidamente transferida para o material circundante; (iii) a expansao termoelastica do material
aquecido gerando ondas de pressdo, ondas essas que sdo designadas por ondas fotoacusticas,
(PAW, do inglés Photoacoustic Waves). '3 154 Tipicamente a pressdo das PAW geradas pode ser

descrita de acordo com a Equagdo 1.5.2.1.1. 157

Po=nlFyp (1.5.2.1.1)

onde, P, corresponde a pressdo da PAW, 1 diz respeito a eficiéncia de absor¢do da luz, I' ¢ o
parametro de Griineisen, F ¢ a fluéncia, ou seja, a energia por unidade de area, e | corresponde ao
coeficiente de absor¢do do material.

Ao expor a pele as PAW, a propagacdo destas ondas, gera gradientes de pressdo que,
desestabilizam de forma transitdria a estrutura da CC, provocando uma alteragdo na organizagao
da matriz lipidica, que conduz a criag@o de espagos lacunares entre as células constituintes da CC,
que correspondem a poros que permitem facilitar a difusdo de farmacos através da pele (Figura
16). 152 1531 Desta forma, a CC torna-se muito permedvel a grandes moléculas ¢ proteinas por
alguns minutos (~ 2 minutos) apés a aplica¢do das PAW, recuperando totalmente a sua funcdo de
barreira, apds o estimulo. 133

Atualmente, este método desenvolvido pela empresa LaserLeap Technologies® pode ser
aplicado tanto a comprimentos de onda de excitagdo de 532 nm, como mais recentemente a
comprimentos de onda de 1064 nm. ['** Porém, independentemente do comprimento de onda de
excitagdo usado, os materiais utilizados na produg¢ao dos transdutores luz-pressdo devem absorver
no comprimento de onda do laser utilizado. '** No caso do comprimento de onda de 532 nm os
transdutores luz-pressdo comercializados pela LaserLeap Technologies sdo compostos por
Mn(III) 5,10,15,20-tetrafenilporfirinato (MnTPP) dispersos homogeneamente numa matriz de
poliestireno que possui um parametro de Griineisen (7)) de 0,7. '3*1J4 os transdutores luz-pressio
comercializados para trabalhar no comprimento de onda do laser de 1064 nm, sdo essencialmente
compostos por nanoparticulas de carbono, que absorvem fortemente a radiagdo e dissipam
rapidamente o excesso de energia em calor, dispersas em polidimetilsiloxano (PDMS), um
polimero que possui propriedades termoelésticas superiores (I"= 0,9). 134

Comparativamente a outros métodos fisicos usados com o intuito de aumentar a
permeabilidade das barreiras biologicas, esta ¢ uma tecnologia vantajosa no mundo cientifico e

clinico, pois ¢ uma técnica indolor e transitoria, que permite que a pele, através da sua
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elasticidade, recupere totalmente a sua organizacdo celular em poucos minutos apds o estimulo e,

portanto, recupere a sua fungio de barreira. [> 153 15

Laser

- Oplical window
|- Piezophotenic material
- Mirror

Figura 15: Configuracdo experimental para a geracdo das ondas fotoacusticas. Adaptado de 157

— B Prassure

Relaxation

Figura 16: Aumento da permeabilidade da pele com alteragdo da camada cornea durante a
aplicacdo de ondas fotoactisticas. A- Camada cornea imperturbada com camadas de corneocitos
compactados com dominios hidrofilicos (azul) separados por lamelas lipidicas intercelulares
(verde). B- Propagacdo de ondas fotoacusticas com gradientes de pressdao acentuados na camada
cornea. C- Camada cornea perturbada com espacos lacunares dilatados devido a desestabilizacao
pelas ondas fotoacusticas que alteram a organizacdo da matriz lipidica, o que facilita a difusdo de

farmacos através dos espagos lacunares que correspondem a poros. Adaptado de 153.
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2. Materiais, Métodos e Técnicas Instrumentais

Neste capitulo encontram-se descritas todas as informacdes relativas aos materiais,
equipamentos, reagentes e procedimentos que foram essenciais para a realizacdo de todo o

trabalho experimental.

2.1. Materiais

O Tween® 80 (Monooleato de polioxietileno-80-sorbitano) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O Castor oil foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA). O Etanol foi adquirido de Los Productos de ALDO S.L. (Arganda del Rey,
Madrid, Espanha). A Ciclosporina A foi adquirida da Alfa Aesar (Ward Hill, Massachusetts,
EUA). A Trietanolamina foi adquirida da PanReac Applichem (Chicago, EUA). O polimero
Carbopol ® 940 foi gentilmente fornecido pelo Departamento de Quimica da Universidade de
Coimbra (Coimbra, Portugal). O Acetonitrilo foi adquirido da Fisher Scientific (Geel, Bélgica).
As pastilhas de Tampdo Fosfato Salino foram adquiridas da PanReac Applichem (Chicago,
EUA). O Metanol foi adquirido da Fisher Scientific (Hampton, New Hampshire, EUA). A agua

usada foi desionizada usando um sistema de filtragao.

2.2. Formulacio de Ciclosporina A

2.2.1. Preparacio e otimizacio

Foram desenvolvidas quatro formulagdes contendo CyA, com a mesma constituicdo,
onde apenas variou a percentagem de emulsificante, Tween 80, e consequentemente a
percentagem de agua que aumenta ou diminui sempre na mesma proporcdo, Tabela 1, de forma a
se comparar a influéncia da percentagem de emulsificante na capacidade da CyA se libertar da
formulacio.

A preparagdo das formulagdes contendo 2% de CyA (m/v) realizou-se usando um método
isotérmico de baixa energia baseado num procedimento de emulsificagdo espontidnea, com
pequenas modificagoes. Inicialmente a CyA foi completamente dissolvida em Etanol (EtOH),
tendo a solucdo resultante sido adicionada a uma solug¢do previamente preparada contendo Tween
80 e Castor oil. Esta mistura resultante atuou como a fase oleo / organica. A emulsificacdo
espontdnea foi assim realizada por adicdo da fase organica, gota a gota, a uma fase aquosa,
composta por agua desionizada, que se encontrava sob agitacdo continua a uma velocidade de
1500 rpm a temperatura ambiente. Apos 10 minutos da adigdo, a velocidade do agitador foi
diminuida para 500 rpm. Ao fim de 30 minutos foi adicionado o Carbopol que foi deixado a

hidratar durante a noite a 500 rpm. Apo6s a mistura com a agua, o polimero Carbopol forma uma
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dispersdo acida onde as cadeias poliméricas fortemente enroladas se comegam a desdobrar apos a
hidratagdo e desprotonagdo dos grupos carboxilicos. '*¥ Por sua vez, a desprotonagdo dos grupos
funcionais do acido carboxilico resulta no desenvolvimento de uma carga negativa dependente do
pH. !381Uma vez que, estes grupos funcionais sdo responsivos a mudangas de pH, uma solug¢io de
Trietanolamina foi adicionada gota a gota a solugdo contendo CyA que se encontrava sob
agita¢do, com o intuito de se atingir a viscosidade maxima. (138 15 1601 Egte ultimo passo permitiu
a neutralizacdo dos grupos carboxilicos do Carbopol, que se encontravam carregados
negativamente, uma vez que o aumento do pH aumenta a repulsdo eletrostatica entre estas cargas,

o que leva ao desdobramento da cadeia polimérica, produzindo um gel viscoso (Figura 17). [!%
159, 160]

Tabela 1: Percentagem (%, m/v) de cada componente para cada formulag@o a testar.

Formulacao 1 Formulagao 2 Formulacao 3 Formulagao 4
Percentagem (%, m/v)

Ciclosporina A 2 2 2 2
Etanol 10 10 10 10
Tween 80 4 2 1 0,5

Castor oil 1 1 1 1
Agua 81,5 83,5 84,5 85

Carbopol 1 1 1 1
Trietanolamina 0,5 0,5 0,5 0,5

Figura 17: Representacdo esquematica do desdobramento das cadeias do polimero Carbopol apos

hidratacdo e neutralizacdo dos grupos carboxilicos. Adaptado de 158
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2.2.2. Caraterizacio da formulacio
2.2.2.1. Propriedades Fisico - Quimicas

As formulagdes topicas devem apresentar uma faixa de pH adequada, uma vez que o
pH pode influenciar a solubilidade e estabilidade do formaco e potenciar a irritagdo da pele. ¢!

Apbs a otimizagdo da formulacdo foi determinado o pH da formulagdo final. Os
valores de pH foram obtidos a uma temperatura de 20°C utilizando um medidor de pH digital
(Milwaukee Mi 150, EUA) previamente calibrado com solugdes tampao padrdo (4,01 ¢ 7,01). O
valor de pH foi determinado em triplicado, tendo para tal sido realizada uma dilui¢do de dez
vezes para cada formulacdo usando agua desionizada.

Foi ainda determinada a densidade da formulagao final otimizada, tendo para isso sido

pesado um volume fixo de formulagdo e, através da massa sido calculada a densidade da

formulacio.

2.2.2.2. Tamanho e distribuicdo das particulas
A Dispersdao Dinamica da Luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) consiste
numa técnica amplamente utilizada para medir o tamanho ¢ a distribui¢do de tamanho de
moléculas e particulas dispersas. [19% 163 164 Egta técnica consiste em iluminar a amostra com um
feixe de luz laser e medir a intensidade da luz dispersa que chega ao detetor em fungdo do tempo.

[161, 162, 163] Yevido a0 movimento browniano de particulas ou moléculas dispersas a luz do laser é

[162, 163, 1641 T3] diferenca na intensidade da

difundida pelas particulas com diferentes intensidades.
luz difundida fornece informacdes sobre a velocidade do movimento browniano e, portanto, sobre
o tamanho das particulas. 1% 163 1641 Para determinar com precisdo o tamanho das particulas é
importante conhecer o valor exato da temperatura e da viscosidade do solvente. 19> 164]

Outra informagio util que é possivel retirar da técnica de DLS é o Indice de
Polidispersao (PDI, do inglés Polidispersity Index) que fornece informagdes sobre a agregagao
das particulas. [1**) Quando o PDI obtido ¢ elevado significa que na amostra em andlise hd uma
populagdo de particulas polidispersas, ou seja, quando ocorre agregacdo das particulas e a
distribui¢do de tamanhos ndo é uniforme. %) Por outro lado, quando o PDI obtido ¢ baixo,
significa que na amostra estamos perante uma populagdo de particulas monodispersas, ou seja,
quando ocorre agregagdo das particulas e a distribui¢do de tamanhos ¢ uniforme. ['*1 O valor de

[166

PDI pode variar entre 0 e 1. %! No caso das dispersdes monodispersas o valor ideal é < 0,300.

(18] Quando este valor é igual ou superior a 0,500 as distribui¢des sdo consideradas polidispersas.

[166]

Neste caso, a técnica de DLS foi utilizada para avaliar o tamanho e determinar o PDI
da formulagdo em estudo. Para tal, utilizou-se um equipamento Malvern Nano ZS, utilizando
como solvente a agua. A temperatura utilizada na execugao da técnica de DLS foi de 37°C que ¢ a
temperatura utilizada nos estudos de libertacdo e permeacado, tendo sido realizadas trés medigdes

nestas condicoes.
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2.2.2.3. Estabilidade

Os estudos de estabilidade permitem estabelecer um periodo de tempo e de condigdes
de armazenamento que garantem que as formulagdes ndo tenham sofrido alteragdes ou
degradagdes nas suas carateristicas.

Por forma a avaliar a qualidade da formulagdo de CyA ao longo do tempo, sob
influéncia de diversos fatores como temperatura e exposi¢do a luz, foi realizado um estudo de
estabilidade. Para a realizagdo deste estudo de estabilidade foi preparada uma formulagdo
contendo CyA que foi sujeita a uma temperatura de 4°C. Durante este estudo a formulacdo de
CyA ndo se encontrou exposta a luz. A estabilidade da formulac¢do foi monitorizada durante 1
més tendo sido ao fim de 15 dias e de 1 més avaliada a aparéncia da formulacdo e a quantidade de
CyA presente nesta apos o tempo de armazenamento. Para tal, procedeu-se a recolha de 300 pL
de amostras de CyA que foram dissolvidas em 3mL de PBS/EtOH (70/30) / Metanol (MeOH)
(50/50) (%, v/v) e colocadas a agitar durante 12 a 16 horas. Apos este periodo de tempo as
amostras foram filtradas usando um filtro de seringa de polietersulfona (PES) com um tamanho
de poro de 0,45 pm e um didmetro de 25 mm adquirido de Los Productos de ALDO S.L.
(Arganda del Rey, Madrid, Espanha). A quantidade de CyA presentes nas amostras foi
quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

2.3. Estudos in vitro

2.3.1. Estudos de libertacio da formulagio contendo Ciclosporina A

Para avaliar a capacidade da substincia ativa, CyA, se libertar das formulagdes em
estudo, foram realizados estudos de libertacdo in vitro. Estes testes in vitro permitem avaliar
alguns fenémenos que ocorrem entre a aplicagdio do produto e o efeito medido
farmacologicamente, de modo rapido e sem interferéncia de fatores bioldgicos. ['! Para tal, foi
usado um método aprovado pela FDA que consiste na utilizagdo de células de difusdao de Franz,
que tem como vantagem a aplicabilidade da 1? lei de Fick. Neste ensaio foi utilizado um sistema
de células de difusdo de Franz verticais de 15 mm, composto por nove células individuais,
contendo um volume de compartimento recetor de 12 mL e uma 4rea de difusdo de 1,77 cm?. O
sistema usado encontrava-se conectado a um banho termostatizado a uma temperatura de 37°C e
sob uma agitacdo magnética constante de 600 rpm (agitador V9-CB, PermeGear, EUA). Entre os
compartimentos dador e recetor foi colocada uma membrana sintética de celulose com um
tamanho de poro de 6-8 kDa que foi adquirida da Spectra/Por® (Soho, Westminster, Londres) e
que foi previamente colocada a hidratar em agua desionizada durante 30 minutos.

O compartimento recetor deve ser preenchido com uma solugdo capaz de criar uma
condi¢do de ndo saturagdo, ou seja, uma solucdo que garanta que nao haja problemas de
solubilidade da molécula ao longo de todo o tempo experimental (condigdo sink). [') Para tal,
este compartimento foi preenchido com uma solu¢do contendo tampao fosfato salino (PBS, do
inglés Phosphate-Buffered Saline, pH=7,4), com o objetivo de mimetizar o ambiente fisiologico,

e Etanol (EtOH) como co-solvente, nas propor¢des 70/30 (%, v/v). 17 No compartimento dador,
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através do uso de uma seringa, foi aplicada uma quantidade de 200 pL de cada formulacdo a
testar que foi distribuida uniformemente sobre a superficie da membrana, tendo também sido
preparada uma formulagdo controlo que ndo continha CyA. O compartimento dador e o braco de
amostragem do compartimento recetor foram cuidadosamente cobertos com Parafilm® para
evitar a evaporagao e para que os estudos fossem realizados sob condi¢des oclusivas. Bolhas de ar
foram removidas da interface.

Em tempos pré-definidos (0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12 e 24 horas) foram retiradas aliquotas
de 500 pL do compartimento recetor que foram imediatamente substituidas pelo mesmo volume
de solugdo recetora, que se encontrava a temperatura de 37°C. Depois de efetuadas todas as
recolhas, as amostras foram congeladas para posterior quantificagdo por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Apds as 24 horas da experi€ncia, com o objetivo de extrair a CyA que
ficou retida nas membranas, estas foram retiradas das células de difusdo de Franz e colocadas a
agitar em 3 mL de (PBS/EtOH) (70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v) durante um periodo de 12 a 16
horas. Apds este periodo de tempo as amostras foram filtradas usando um filtro de seringa de
polietersulfona (PES) com um tamanho de poro de 0,45 um e um didmetro de 25 mm adquirido
de Los Productos de ALDO S.L. (Arganda del Rey, Madrid, Espanha). A quantidade de CyA

presentes nas amostras foi quantificada por CLAE.

2.3.1.1. Quantifica¢do analitica das amostras de Ciclosporina A obtidas nos estudos
de libertacao

Com o intuito de analisar qualitativamente e quantitativamente as amostras obtidas nos
estudos in vitro, foi usado um sistema de CLAE de fase reversa (Agilent 1260 Infinity II, EUA),
composto por uma coluna C18 Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro interno
de 4,6 cm (Phenomenex, EUA) e uma pré-coluna (P.N. 820888- 901, Agilent Technologies,
EUA). Embora a adsorg¢@o seja o principio base da cromatografia, a separacao real da amostra nos
seus componentes ocorre quando o composto adsorvido ¢é eluido usando uma fase movel com a
polaridade necessaria. ['®! Para tal, a selecdo da fase mdvel ¢ feita em combinag¢do com a sele¢do
da coluna, fase estacionaria, uma vez que a polaridade de ambas as fases influenciam os tempos
de retengdo (Twr). ') Assim, a fase modvel foi composta por uma mistura de solventes,
Acetonitrilo (ACN) e agua (H.0), (ACN/H20) (65/35) (%, v/v), cuja composi¢ao foi constante
durante a analise - elui¢do isocratica. Por forma a evitar problemas ao nivel dos capilares e da
coluna, inicialmente procedeu-se a filtragdo dos solventes utilizados e a remogao das bolhas de ar
utilizando um sistema de ultrassons. Por outro lado, a taxa do fluxo também & um parametro
importante, uma vez que a separagdo ¢ influenciada por esta. ') Assim, a taxa de fluxo foi
definida para 1 mL/min ¢ o volume de injegdo para 50 pulL. A temperatura é outro critério que
deve ser tido em conta para qualquer amostra, uma vez que a taxa de fluxo e de adsor¢do variam
com esta. ') Assim, com base na literatura a temperatura foi definida para 60°C. Como na
literatura, o comprimento de onda de dete¢ao usado foi de 210 nm. Uma vez que, a quantificagdo

de um composto teste pode ser feita a partir da intensidade da area do composto usando curvas de
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calibragdo, com base num stock de CyA de 30 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) foi definida
uma reta de calibragdo linear numa gama de concentragdes de 0 a 30 pg/mL. [168]
Para obtencdo de espetros mais evidentes as condigdes cromatograficas apresentadas

foram previamente otimizadas.

2.3.1.2. Modelos matematicos de liberta¢ao de farmacos
A libertagdo cumulativa de farmacos é um processo complexo que pode resultar da
conjugacdo de varios fenomenos, por exemplo, difusdo, dissolu¢do, particionamento, osmose,
inchaco e erosdo, pelo que é benéfico avaliar / explicar o mecanismo de cinética de libertagdo de

191 Uma vez que, ndo existe

farmacos em fungdo do tempo recorrendo a modelos matematicos.
nenhum modelo na literatura que cubra todos os cenarios de libertagdo de farmacos, os dados
obtidos foram ajustados através de quatro modelos matematicos de libertacdo de farmacos. Os
modelos utilizados foram os seguintes: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem,

modelo de Higuchi e modelo de Korsmeyer-Peppas.

O modelo de ordem zero descreve a libertagdo de um farmaco a uma taxa constante ao
longo do tempo, independentemente da concentragdo do farmaco. 1% 170 1711 Esta relagdo pode
ser usada para descrever a dissolugdo de farmacos de diversos tipos de formas farmacéuticas de
libertacdo modificada, por exemplo, de sistemas transdérmicos, comprimidos de matriz com

[169, 171

farmacos de baixa solubilidade, formas revestidas e sistemas osmoticos. 1 As formas

farmacéuticas que seguem este perfil de libertacdo sdo adequadas para produzirem uma agido

farmacolodgica prolongada. [ 1770 modelo de ordem zero é descrito pela Equagdo 2.3.1.2.1. [1%)

C, = Co + kot (2.3.12.1))

onde, C; ¢ a quantidade de farmaco libertado em fungdo do tempo, C; € a concentragdo inicial de
farmaco libertado (geralmente, C, = 0) ¢ k, ¢é a constante de libertagcdo de ordem zero.
Para estudar este modelo, ¢ necessaria a construgdo de um grafico de concentracdo

descrita pela percentagem acumulada de farmaco libertado versus o tempo de libertagdo. ¢!

Por outro lado, o modelo de primeira ordem descreve a libertagdo de um farmaco ao

169, 1711 Esta relagdo pode ser usada

longo do tempo, dependendo da concentragdo do farmaco. |
para descrever a dissolugdo de farmacos nas formas farmacéuticas como as que contém farmacos
hidrossoluveis em matrizes porosas. %% 170 1711 O modelo de primeira ordem é descrito pela

Equagdo 2.3.1.2.2.[16%

kyt (2.3.1.2.2)
2,303

log Q; =log Qo +
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onde, Q; ¢ a quantidade de farmaco libertado em fun¢do do tempo t, Q, ¢ a quantidade inicial de
farmaco dissolvido ¢ k; ¢ a constante de libertacdo de primeira ordem.
Para estudar este modelo, ¢ necessaria a construgdo de um grafico do logaritmo da

percentagem da concentragdo resultante do farmaco versus o tempo. !¢

O modelo de Higuchi descreve a libertagdo do farmaco como um processo de difusdo

(169, 1701 Apesar de ter sido

baseado na lei de Fick, dependendo da raiz quadrada do tempo.
inicialmente projetado para modelar a cinética de libertagdo de farmacos aplicados na pele através
de pomadas, filmes ou sistemas planares, este modelo tem sido usado para formas de dosagem

tridimensionais onde a libertagdo do farmaco ¢ conduzida apenas por um processo de difusdo. 1%

170. 1711 Assim, esta relagdo permite descrever a dissolu¢do de formacos em varios tipos de formas
faramacéuticas, por exemplo, em sistemas transdérmicos ¢ comprimidos de matriz com farmacos

soluveis em agua. 7% 17110 modelo de Higuchi ¢ descrito pela Equagdo 2.3.1.2.3. 1%

Q = Kyt (2.3.1.2.3)

onde, Q ¢ a quantidade de farmaco libertado em fungao do tempo t por unidade de area e Ky é a
constante de libertagdo do modelo de Higuchi.

O modelo de Higuchi permitiu o desenvolvimento de uma variedade modelos
matematicos importantes para classificar o perfil de libertagdo de agentes ativos em formas
farmacéuticas, como € o caso do modelo Korsmeyer-Peppas, descrito de seguida. ¢!

Para estudar este modelo, ¢ necessaria a construgdo de um grafico de percentagem

acumulada de fArmaco libertado versus a raiz quadrada do tempo. 1%

O modelo de Korsmeyer-Peppas foi desenvolvido especificamente para descrever a
libertacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos, quando o mecanismo de libertagdo do
farmaco ndo ¢é conhecido ou quando estdo envolvidos mais que um tipo de fenomenos de

g, [169

libertagdo de farmaco 10 modelo de Korsmeyer-Peppas ¢ descrito pela Equagdo 2.3.1.2.4.

[169]

Q¢ n (2.3.1.2.4)
— =K
0 "

onde, Q; ¢ a quantidade de farmaco libertado em funcdo do tempo t, Q. ¢ a quantidade de
farmaco no estado de equilibrio, n € o expoente de libertagdo em fungdo do tempo, e K ¢é a

constante cinética de Korsmeyer-Peppas.
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De acordo com o valor do expoente de libertagdo, n, usado neste modelo, pode-se

determinar o mecanismo de libertagdo, que se encontra descrito na Tabela 2. %% 701 Para

determinar este valor do expoente é recomendado usar a por¢ao da curva de libertacdo apenas até

ao ponto em que QQ—f < 0,60. [169, 170
o]

I Por sua vez, esta equagdo tem sido utilizada para a

linearizacdo de dados de libertagdo de diversas formulagdes de microcapsulas e microesferas. (1%

171]

Tabela 2: Interpretagdo dos modelos de libertagdo de farmacos de sistemas poliméricos

possuindo geometrias diferentes. Adaptado de 169

Mecanismos de libertacio Geometria Valor do expoente (17)
Planar (filmes finos) 0,50
Difusao Fickiana Cilindros 045
Esferas 0,43
Planar (filmes finos) 0,50<n<1
Transporte anomalo Cilindros 0,45 <71 < 0,89
Esferas 0,43 <n<0,85
Planar (filmes finos) 1
Caso I transporte —
Cilindros 0,89
Esferas 0,85
Planar (filmes finos) n>1
Super Caso II transporte —
Cilindros n>0,89
Esferas n>0,85

Para estudar este modelo, ¢ necessaria a construgdo de um grafico do logaritmo da

percentagem de libertagdo acumulada de formaco versus o logaritmo do tempo. 1%

Com base nas equagdes tedricas de cada modelo, acima representadas, foi construido um

grafico. A partir do grafico obtido foi examinada a equacdo correspondente ao melhor ajuste com

base no valor do coeficiente R?. [!72]
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2.4. Estudos ex vivo

2.4.1. Preparacio da pele

Os estudos de permeacgdo ex vivo utilizando células de difusdo de Franz podem ser
realizados com recurso a pele humana ou a pele animal. ['*! A pele humana deve ser utilizada
sempre que possivel. [} No entanto, uma vez que a abundincia de pele humana em condigdes
saudaveis ¢ limitada, possui grande variabilidade e a sua obteng@o pode levantar questdes éticas, ¢
comum estes estudos serem realizados alternativamente com pele proveniente de animais. [ 174
A pele de porco ¢ a mais recomendada devido a sua similaridade com a pele humana, em termos
de morfologia (estrutura, espessura, composicdo lipidica) e fungdo. 17> 1"* Por outro lado, a pele
de suino ¢ amplamente utilizada como substituto da pele humana devido ao seu menor custo e
facilidade de obtengdo. 173

Assim, para a realizagdo destes estudos de permeagédo foi utilizada como membrana
natural, pele de porco. Esta foi extraida de um leitdo fémea branca com idade compreendida entre
5 e 7 meses fornecida por um matadouro local. Inicialmente, procedeu-se ao corte dos pelos do
leitdo utilizando uma tosquiadora. De seguida, com o auxilio de um bisturi removeu-se
cuidadosamente a pele do leitdo, que foi cortada em secgdes das quais foi removida a gordura
subcutanea. Posteriormente, procedeu-se a dermatomizagdo da pele para 760 pum usando um
dermatomo elétrico (Integra LifeSciences, Massachusetts, EUA). As amostras de pele obtidas
foram cortadas em pedagos de 3 X3 cm e armazenadas a uma temperatura de -20°C nas
instalagdes da LaserLeap Technologies®, por um periodo maximo de 3 meses.

Antes da realizagdo dos estudos de permeacdo, os pedagos de pele congelados
foram descongelados numa tina contendo gaze humedecida. Para acelerar este processo a tina foi
colocada em banho a 37°C durante 30 minutos. Apos descongeladas, as amostras de pele foram
colocadas entre os compartimentos dador e recetor das células de Franz, com a CC voltada para o
compartimento dador e a derme voltada para o compartimento recetor, de modo que a pele se
equilibrasse com a solugdo recetora, durante um periodo de 15 minutos. Para evitar a desidratagdo
da CC durante este periodo, foi ainda colocado um pedago de gaze humedecido sobre a pele.

Segundo as diretrizes da Agéncia Europeia do Medicamento (EMA), a espessura da
pele e a integridade da CC sdo dois parametros que devem ser tidos em conta antes da realizagdo

(1751 Assim, a espessura da pele foi medida usando um micrémetro, € as

dos estudos de permeacio.
amostras de pele com maior variabilidade de espessura foram substituidas. J4 a integridade da
barreira foi avaliada através da medicdo da TEWL usando um Tewameter (MPA, WTEC,
Alemanha). As amostras de pele que apresentaram valores de TEWL superiores a 1 g/m*h e

inferiores a 10 g/m*h foram consideradas viaveis, tendo as restantes sido substituidas
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2.4.2. Estudo do solvente de extracio da Ciclosporina A das amostras de pele

Apés a obtencdo da pele de porco e antes da realizagdo dos estudos de permeagdo
procedeu-se ao estudo do solvente de extragdo da CyA da pele, com o intuito de perceber a partir
de qual dos solventes se conseguiria extrair maior quantidade de substancia ativa da pele. Como
solventes de extracdo optou-se pelo uso de uma solugdo composta por uma mistura de PBS/EtOH
(70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v) e uma solugdo de MeOH. Para a realizacdo deste procedimento,
procedeu-se ao recorte da pele utilizando um punch para biopsia estéril e descartavel de 8 mm de
diametro (Kai Medical, Solingen, Alemanha), ¢ posteriormente, a inje¢do de uma quantidade
conhecida da formulagdio de CyA, 20 plL, em pele dermatomizada e em pele sem estar
dermatomizada, utilizando uma seringa. A agulha penetrou a pele com um angulo baixo, de
aproximadamente 15°, angulo comumente utilizado no caso da aplicagdo intradérmica e, a
formulacdo foi injetada lentamente. Apds 24 horas deste procedimento e, com o objetivo de
extrair a CyA que ficou retida na pele, procedeu-se ao corte da pele dermatomizada e ndo
dermatomizada em por¢des mais pequenas com o auxilio de um bisturi. Depois da obtengdo da
pele em pedagos mais pequenos estes foram colocados a agitar em 3 mL de cada solvente de
extragdo a testar por um periodo de 12 a 16 horas. Apds este periodo, as amostras foram filtradas
usando um filtro de seringa de polietersulfona (PES) com um tamanho de poro de 0,45 um ¢ um
diametro de 25 mm adquirido de Los Productos de ALDO S.L. (Arganda del Rey, Madrid,
Espanha). A quantidade de CyA presente nas amostras foi quantificada por CLAE.

2.4.3. Estudos de permeacio da formulacio contendo Ciclosporina A

Os estudos de permeagdo ex vivo da CyA foram realizados sob condigdes ativas e
passivas. A permeacdo da CyA sob condigdes ativas foi avaliada usando a tecnologia denominada
Piezoporacdo da LaserLeap Tecnologies®, que visa promover a desestabilizagio da CC e,
portanto, facilitar a permeacdo da CyA. Para tal, foi utilizado um laser que emite radiacdo
eletromagnética a um comprimento de onda de 1064 nm, irradiando o filme piezofotonico com
duas fluéncias distintas, uma fluéncia de 69 mJ/cm? e uma fluéncia de 48 mJ/cm?. A permeagio
sob cada uma das condi¢des foi promovida pela aplicagdo de estimulos do laser durante 5
minutos.

Para a realizacdo destes estudos de permeagdo foi utilizado um sistema de células
de difusdo de Franz verticais de 15 mm, composto por nove células individuais, contendo um
volume de compartimento recetor de 12 mL e uma érea de difusdo ajustada para a area ativa do
laser de 0,8640 cm?. O sistema usado encontrava-se conectado a um banho termostatizado a uma
temperatura de 37°C e sob agitagdo magnética constante de 600 rpm (agitador V9-CB,
PermeGear, EUA). O compartimento recetor foi preenchido com uma solu¢do contendo PBS
(pH=7,4) e EtOH, como co-solvente, nas propor¢des 70/30 (%, v/v), tendo sido removidas
possiveis bolhas de ar existentes entre esta soluc@o e a pele. No compartimento dador, através do

uso de uma seringa, foram aplicados 300 puL de cada formulagdo a testar, tendo também sido

46

Estudos ex vivo de permeacao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



preparada uma formulag@o controlo que ndo continha CyA. Estes estudos foram realizados sob
condigdes de oclusao.

Num tempo pré-definido (0,5 horas) foram retiradas aliquotas de 500 uL do
compartimento recetor. Depois de efetuadas todas as recolhas, as amostras foram congeladas para
posterior quantificagdo por CLAE.

Com o objetivo de quantificar a CyA que ficou retida nas camadas mais profundas
da pele, as amostras de pele foram recolhidas das células de Franz, ao fim de 0,5 horas de
experiéncia, ¢ limpas 6 vezes com gazes humidas para remover a restante formulagdo. Apds a
pele estar limpa, a area ativa foi extraida usando um punch para bidpsia estéril e descartavel de 8
mm de didmetro (Kai Medical, Solingen, Alemanha). Para remover a CC da restante pele,
procedeu-se a técnica de Tape Stripping (TS), que consiste na aplicagdo sucessiva de fitas
adesivas na pele seguida da sua remogdo. '’¥ Esta técnica foi realizada 20 vezes aplicando um
peso de 1 kg por um periodo de 10 segundos ap0s a aplicagio da fita adesiva (Scotch®) e antes da
sua remogao. A restante pele foi cortada em porgdes mais pequenas, com o auxilio de um bisturi,
e colocadas em 3 mL de (PBS/EtOH) (70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v) a agitar por um periodo de
12 a 16 horas. Apos este periodo, as amostras foram filtradas usando um filtro de seringa de
polietersulfona (PES) com um tamanho de poro de 0,45 um e um diametro de 25 mm adquirido
de Los Productos de ALDO S.L. (Arganda del Rey, Madrid, Espanha). A quantidade de CyA

presentes nas amostras foi quantificada por CLAE.

2.4.3.1. Quantificagdo analitica das amostras de Ciclosporina A obtidas nos
estudos de permeacio
Com o intuito de analisar qualitativamente e quantitativamente as amostras obtidas nos
estudos ex vivo, foi usado um sistema de CLAE de fase reversa (Agilent 1260 Infinity I, EUA),
composto por uma coluna C18 Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro interno
de 4,6 cm (Phenomenex, EUA) e uma pré-coluna (P.N. 820888- 901, Agilent Technologies,
EUA). A fase movel foi composta por uma mistura de solventes, ACN/H»O (65/35) (%, v/v) cuja
composi¢ado foi constante durante a analise. A taxa de fluxo foi definida para 1 mL/min, o volume
de injegdo para 50 pL e a temperatura para 60°C. O comprimento de onda de deteg@o usado foi de
210 nm. A curva de calibragdo foi definida linearmente numa gama de concentra¢des de CyA
situadas entre 0 a 3,75 pug/mL, partindo de um stock de CyA de 30 pg/mL em PBS/EtOH (70/30)
(%, v/V).

2.5. Analise dos dados
Ap6s a identificacdo do sinal de CyA nos cromatogramas estes foram ajustados através
de uma reta, y = mx + b, onde se fez variar manualmente o valor do declive, m, e da ordenada
na origem, b. Apos ajustados, os sinais dos cromatogramas foram integrados pela regra dos

trapézios que permite obter a area do pico do analito. Com base na curva de calibragdo, a
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concentracdo das amostras foi obtida em pg/mL. Posteriormente, a concentracdo foi convertida

em quantidade acumulada (ug) por unidade de area (cm?), de acordo com a Equagdo 2.5.1. 1177}

n-1
Q= {CnV + Z CiS} /A
i=1

(2.5.1)

onde, Q ¢ a quantidade de firmaco por unidade de 4rea de superficie (pg/cm?), C, ¢é a
concentracdo de farmaco retirado num ponto de tempo especifico (ug/mL), V' corresponde ao
volume da célula de difusdo de Franz, que neste caso especifico ¢ de 12 mL, Y7 Ci diz respeito
a soma da concentrac¢do das amostras de farmaco nos pontos de tempo anteriores, S é o volume da
amostra, neste caso especifico 0,5 mL e A equivale a area de difusao.

Os resultados dos estudos in vitro sdo apresentados em percentagem, tendo sido

calculados de acordo com a Equagdo 2.5.2.

q(t) (2.5.2)

0, — X
% CyA 2(t0) 100

onde, q(t) corresponde a quantidade de farmaco num ponto de tempo especifico e q(t0) equivale
a quantidade de farmaco inicial colocada no compartimento dador da célula de difusdo de Franz.
Todos os resultados apresentados correspondem a valores médios + erro padrao.
A presenca de possiveis outliers foi avaliada através do teste de Grubbs com um

intervalo de confianga de 95%, de acordo com a Equagdo 2.5.3. [19%-200]

g=ai=x (2.5.3)
o

onde x; corresponde ao valor suspeito, X corresponde a média e o corresponde ao desvio padréo.
Os valores de G obtidos sdo comparados com o valor critico (Tabela apresentada no anexo 4).
Quando se verifica que o valor calculado € superior ao valor critico, esse valor é considerado um

199, 2001 Caso o valor suspeito ndo corresponda a um outlier, considera-se que a amostra

outlier.
estd validada, e pode-se considerar que ndo existem mais valores discrepantes. [ 29 Por outro
lado, caso um outlier tenha sido identificado e removido, o teste ndo deve ser repetido sem a

adaptag¢do do valor critico. [19% 200
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo encontram-se descritos todos os resultados obtidos ao longo deste projeto,
incidentes no desenvolvimento e otimizagdo de uma formulagdo contendo CyA, bem como nos
estudos in vitro e ex vivo, realizados em células de difusdo de Framz, que incluem,
respetivamente, estudos de libertagdo e estudos de permeacdo onde foi avaliada a eficacia da

tecnologia da LaserLeap Tecnologies®.

3.1. Formulagao topica contendo Ciclosporina A
3.1.1. Otimizacao da formulacao

A composicdo da formulacdo de CyA para aplicagdo topica a utilizar no presente estudo,
foi escolhida com base em estudos relatados na literatura para aplicacdo topica. Nesta formulagdo
a CyA foi utilizada como substancia ativa, tendo sido utilizada uma percentagem de 2% desta
molécula. Conforme foi demonstrado por Kumar et al. (2016) uma formulagao lipossomal topica
contendo 2% (m/m) de CyA num gel de Carbopol foi eficaz no tratamento da psoriase. '8 Por
sua vez, percentagens semelhantes de CyA também foram usadas por outros autores para

a. ' Devido a baixa solubilidade da CyA em 4gua, foi utilizado EtOH como

administrago topic
co-solvente, com o objetivo de aumentar a solubilidade da CyA. P4 8 A percentagem de EtOH
utilizada na formulagao foi previamente otimizada, tendo sido utilizada uma percentagem final de
10%, percentagem essa que ndo compromete as propriedades da pele. [ Por sua vez, o Tween
80 foi utilizado como surfactante devido ao seu elevado equilibrio hidrofilico-lipofilico (>10). 81
A percentagem final de surfactante utilizada foi de 2%, tendo esta sido escolhida com base em
estudos in vitro de libertagdo utilizando células de difusdo de Franz. Os resultados da escolha da
melhor percentagem de Tween 80 encontram-se apresentados mais a frente na secgdo 3.2.2.
Como o6leo foi utilizado Castor oil, uma vez que este possui grandes efeitos de oclusdo na pele

1821 Por outro

ajudando a inibir a TEWL ao formar uma barreira eficaz para o meio ambiente. !
lado, este é um 6leo comumente utilizado em estudos relatados na literatura. [18% 133, 1841 A restante
formulagdo foi composta por 1% de polimero Carbopol, 0,5% Trietanolamina e a restante
percentagem de agua (83,5%). A composicdo da formulacgo final encontra-se descrita na Tabela

3.
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Tabela 3: Resumo da percentagem (%, m/v) de cada componente da formulacdo de CyA a

utilizar no presente estudo.

Componente Percentagem (%, m/v)
Ciclosporina A 2
Etanol 10
Tween 80 2
Castor oil 1
Agua 83,5
Carbopol 1
Trietanolamina 0,5

3.1.2. Caraterizacao Fisico - Quimica da formulacao

Apobs a escolha de cada componente e da sua percentagem a utilizar na formulagao
contendo CyA, procedeu-se a avaliagdo do pH e da aparéncia da mesma, bem como a medicao da
densidade, por forma a garantir as propriedades fisico-quimicas adequadas para a aplicagdo

topica. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resumo dos valores de pH e de densidade obtidos para a formulagdo final de CyA e

caraterizacdo da sua aparéncia.

pH 6,26 + 0,14
Densidade (g/cm?) 0,9896 + 0,0061
Aparéncia Branca e homogénea

O valor do pH da formulacdo foi medido imediatamente apds a sua preparagdo. A
formulacdo de CyA apresenta um valor de pH de 6,26 + 0,14, valor este que esta dentro da faixa
de pH considerado ideal para formulagdes topicas (5 — 7). 161

Os valores da densidade foram obtidos pesando um volume de 0,5 mL de formulagdo. A
formulagdo possui uma densidade de 0,9896 + 0,0061 g/cm’, valor que se encontra muito
proximo do valor da densidade da agua (1,00 g/cm?®), o que seria de esperar, uma vez que a
formulacdo consiste num gel a base de agua, sendo esta o principal componente da formulagido
(83,5%).

No que diz respeito a aparéncia, a formulagdo de CyA preparada apresenta uma

consisténcia de gel homogéneo de cor branca, como ¢ visivel na Figura 18.
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Figura 18: Aparéncia da formulacdo final de CyA que consiste num gel homogéneo de cor

branca.

3.1.3. Tamanho e distribuicio de tamanhos das particulas que compdem a formulacio

de CyA
Neste projeto, a execucao da técnica de DLS teve como objetivo determinar o tamanho
das particulas que compdem a formulagdo em estudo e determinar o grau de homogeneidade
destas através do valor do PDI. Para tal, foram realizadas trés medi¢Oes através da técnica de

DLS, cujos resultados sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Representagdo grafica da distribuicdo do tamanho das particulas em funcdo da

intensidade para cada medi¢do executada.

Na Tabela 5 sao apresentados os valores médios + erro padrao do tamanho das particulas

e do PDI, correspondentes as trés medi¢des efetuada através da técnica de DLS.
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Tabela 5: Resumo dos valores obtidos para o tamanho e PDI através da técnica de DLS.

Tamanho (didmetro em nm) 292,0+34

Indice de Polidispersio (PDI) 0,1570 + 0,0079

As emulsdes consistem numa classe de sistemas dispersos compostos por dois liquidos
imisciveis, em que um dos liquidos se encontra disperso, fase dispersa, no outro, fase continua, na

85 Apesar de poderem ser

forma de goticulas, na presenga ou ndo de um emulsificante.
quaisquer liquidos, as emulsdes s3o normalmente compostas por dgua e por um Oleo. '8 As
emulsdes podem ser classificadas em termos de tamanho das particulas que as compdem em
macroemulsdes, nanoemulsdes e microemulsdes. ['%9 As macroemulsdes geralmente tém uma
faixa de tamanho que varia de 100 a 5000 nm, com uma média de 1000 a 2000 nm. 85 As
nanoemulsdes por sua vez, possuem uma faixa de tamanho que vai dos 20 aos 100 nm. [!85 Por

U851 Uma vez

fim, as microemulsdes usualmente possuem um tamanho que varia dos 5 aos 50 nm.
que a formulagdo em estudo € composta por uma fase dgua ¢ uma fase 6leo na presenca de
emulsificante, podemos admitir que estamos perante uma emulsdo, mais concretamente, uma
macroemulsdo devido ao didmetro que as particulas que a compdem possuem, cerca de 292,0 +
3,4 nm.

Por outro lado, tendo em conta o PDI de 0,1570 = 0,0079 podemos concluir que as
particulas que compdem a formulagdo se encontram monodispersas nesta, ou seja, pouco

dispersas, uma vez que o PDI resultante é <0,300.

3.1.4. Estabilidade da formulacio

De forma a avaliar a estabilidade da formulagdo de CyA em estudo, esta foi armazenada
durante 1 més no frigorifico a uma temperatura de 4°C. A formulagio foi analisada em termos de
aparéncia e percentagem de CyA que se encontrava presente ao fim de 15 dias e ao fim de 1 més
de armazenamento. Os resultados correspondentes a percentagem de CyA presente na formulagao

ao fim de 15 dias e 1 més encontram-se apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Representacdo grafica da percentagem de CyA presente na formulag@o ao fim de 15

dias ¢ 1 més de armazenamento a temperatura de 4°C.

Ao fim de 15 dias verifica-se que a formulagdo em estudo possui cerca de 26,4% de CyA,
enquanto ao fim de 1 més, a percentagem de CyA presente na formulagdo ¢ de 23,3%. Por sua
vez, € possivel afirmar que tanto ao fim de 15 dias como ao fim de 1 més a percentagem de CyA
presente na formulagdo ¢ baixa. Contudo, uma vez que ndo foi feita uma recolha de amostras no
dia em que a formulagdo foi preparada e armazenada, ndo se consegue saber com exatiddo a
percentagem de CyA que se degradou na formula¢do em estudo. Por outro lado, ¢ de salientar que
a preparacdo da formulagdo esta sujeita a erros experimentais que podem interferir com os valores
obtidos. Todavia, ¢ de real¢ar que tanto ao fim de 15 dias como ao fim de 1 més ndo foram

visiveis alteragdes significativas na aparéncia da formulacao.

3.2. Estudos in vitro e ex vivo
Os estudos in vitro utilizando membranas sintéticas sdo importantes, pois contribuem
para a caraterizagdo, compreensdo e validagdo das formula¢des a analisar posteriormente em
estudos ex vivo utilizando membranas bioldgicas. Por outro lado, os estudos de permeacdo devem
ser precedidos por este tipo de testes para avaliar a capacidade da substancia ativa se difundir do
seu dador, ou seja, da formulacdo contendo excipientes. Neste projeto, os estudos in vitro € ex
vivo tiveram inicio com a realizacdo de uma curva de calibragdo, essencial para quantificar a CyA

presentes nas amostras resultantes dos estudos de libertagdo e de permeagao.

3.2.1. Curva de Calibracao

Por forma a quantificar a CyA presente nas amostras provenientes das células de difusdao
de Franz ao longo do tempo experimental, foram preparadas oito curvas de calibragdo com uma
gama de concentragdes de 0 a 30 pg/mL. Cada curva de calibragdo foi realizada a partir de uma
solugdo stock de 30 pg/mL, para a qual foi pesada uma quantidade de 0,003 g de CyA que foi
dissolvida em 100 mL de PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). A partir desta solugdo stock, foram

preparadas as varias solugdes padrao utilizando o método de diluigdes sucessivas.
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Com base nos cromatogramas provenientes da CLAE, foi possivel correlacionar a area do
pico de interesse dos sinais analiticos de cada solu¢dao padrio de CyA com a sua concentragdo,
Figura 21 A. A partir desta correlagdo foi obtida uma curva de calibragdo, num total de oito
curvas neste caso. As curvas de calibragdo finais que se encontram apresentadas na Figura 21 B

foram construidas com base nas médias das oito curvas de calibrag@o anteriormente preparadas.

4000 250

—— 0 pg/mL
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—2,81 pg/mL

—— 3,75 pg/mL 200 + y=T7,587z
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; ~———15 pg/mL =
‘S 18,75 pug/mL ©
(3]
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<
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Figura 21: Curvas de calibragdo da CyA. A- Cromatogramas dos padrdes usados para preparar as
curvas de calibracdo. Os cromatogramas foram obtidos usando um sistema de CLAE de fase
reversa, composto por uma coluna C18 Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro
interno de 4,6 cm. Como fase movel foi utilizada uma mistura de solventes composta por
ACN/H20 (65/35) (%, v/v), cuja composi¢do foi constante ao longo do tempo. O fluxo foi de 1
mL/min, o volume de inje¢do de 50 uL e a temperatura de 60°C. B- Representagdo das curvas de
calibragdo obtidas. Curva de calibracdo com uma gama de concentragdes de 0 a 30,0 pg/mL

(preto) e curva de calibragdo com uma gama de concentragdes de 0 a 3,75 ug/mL (azul).

Na Figura 21 B sdo representadas duas curvas de calibracdo, uma curva de calibragdo
com uma gama de concentragdes de 0 a 30,0 pg/mL (preto) que foi usada para quantificar a CyA
nas amostras provenientes do compartimento recetor nos estudos in vitro de libertagdo e uma
curva de calibragdo com uma gama de concentrac¢des de 0 a 3,75 ug/mL (azul) que foi usada para
quantificar a CyA nas amostras provenientes dos estudos ex vivo de permeagao.

Um parametro importante a avaliar numa curva de calibragdo ¢ a linearidade. A
linearidade corresponde a capacidade do método analitico fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia de interesse (analito), dentro de uma gama analitica

186, 187, 188] Tnicialmente, a linearidade deve ser avaliada pela observacgdo do grafico dos

especifica. [
sinais analiticos em fun¢do da concentragio do analito. ['*”! Caso se verifique a existéncia de uma
relagdo linear, os resultados do teste devem ser avaliados por métodos estatisticos apropriados,
por exemplo, pelo método dos desvios quadrados (regressao linear) que permite obter o valor do

declive, da intersec¢do, do coeficiente de correlagdo (R) e do coeficiente de determinagio (R?).
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[187. 188] para se verificar a existéncia de linearidade é essencial que o R? apresente valores

superiores a 0,995, pois desta forma ¢é possivel garantir um melhor ajuste dos resultados. 136

Os dados da curva analitica, representados na Figura 21 B, foram ajustados pela
analise de regressdo linear, tendo sido obtidas duas curvas que sdo definidas pela Equagdo 3.2.1.1.
no caso em que ¢ utilizada uma gama de concentragoes de 0 a 30,0 pg/mL (curva a preto) e pela
Equagdo 3.2.1.2. no caso em que ¢ utilizada uma gama de concentragdes de 0 a 5,63 pg/mL

(curva a azul).

y =7,587x (3.2.1.1)

y = 5,435x (3.2.1.2)

A curva realizada numa gama de concentragdes de 0 a 30,0 ug/mL (preto) apresenta um
declive de 7,587, enquanto a curva realizada numa gama de concentragdes de 0 a 5,63 pg/mL
(azul) apresenta um declive de 5,435. Ambas as curvas possuem uma ordenada na origem de 0.
No que diz respeito ao coeficiente de determinagdo, R?, as duas curvas possuem um R*de 0,998 o
que indica a existéncia de linearidade dentro do intervalo de concentragdes estudadas para ambas
as curvas de calibracgdo.

Foram também determinados os Limites de Detecdo e de Quantificacdo para o método
analitico em estudo. O Limite de Detegdo (LD) de um procedimento analitico diz respeito a
menor concentracdo de analito presente numa amostra que pode ser estatisticamente detetado,
mas ndo necessariamente quantificado, uma vez que a quantificacdo a este nivel esta sujeita a
erros significativos. [ 1871881 Em termos quantitativos o LD pode ser obtido através da Equagdo
3.2.1.3. 1186

LD =X, +3,3" g, (3.2.13)

onde, X, ¢ a média aritmética do teor medido de uma série de brancos, preparados de forma
independente e g representa o desvio padro associado a Xj.

Ja o Limite de Quantificagdo (LQ) de um procedimento analitico diz respeito a menor
concentracdo de analito presente numa amostra que pode ser estatisticamente quantificado com
precisdo e exatiddo. 86 187 138 Quantitativamente, o LQ pode ser determinado através da Equagio
3.2.1.4, 1186

LO =X, + 10" 0y (3.2.1.4)
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onde, X, é a média aritmética do teor medido de uma série de brancos, preparados de forma
independente e o, representa o desvio padrdo associado a Xj,.
A partir das equagdes acima apresentadas foram determinados os Limites de Detegdo e de

Quantificacdo, tendo sido obtido o valor de 1,70 pg/mL para o LD e o valor de 4,35 pg/mL para o
LQ.

3.2.2. Estudos de libertacio

A libertagdo da CyA das formula¢Ges contendo excipientes foi avaliada através de
estudos in vitro realizados com membranas sintéticas de acetato de celulose, contendo um poro
com um tamanho que varia entre 6 e 8 kDa, utilizando um sistema de células de difusdo de Franz
composto por nove células individuais.

Numa primeira etapa estes estudos de libertagdo tiveram como objetivo avaliar o perfil de
libertacdo de quatro formulagdes de CyA desenvolvidas contendo diferentes percentagens de
surfactante (4; 2; 1 ¢ 0,5%), por forma a perceber a influéncia da percentagem de Tween 80 na
capacidade da CyA se libertar das formulagdes contendo excipientes. Posteriormente, apds a
analise do perfil de libertagdo de cada formulagdo, foi escolhida a melhor percentagem de Tween
80 a utilizar na formulagdo final, tendo o perfil de libertagcdo desta Gltima, posteriormente sido
avaliado em mais detalhe. Os resultados obtidos encontram-se apresentados e sdo discutidos nos

subtopicos seguintes.

3.2.2.1. Estudos de liberta¢io para avaliar a influéncia da percentagem de Tween
80 na capacidade de libertacao da CyA das formulacoes
Na Figura 22 encontram-se representados os resultados obtidos nos estudos in vitro de

libertagdo para cada formulagdo de CyA contendo diferentes percentagens de Tween 80.
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Figura 22: A- Cromatogramas representativos dos resultados obtidos para a libertacdo nas
células de difusdo de Franz em periodos de tempo pré-determinados. B- Comparacdo dos
cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 4% de Tween 80 recolhida as 24
horas do compartimento recetor (azul escuro) com o seu respetivo controlo (azul claro) e com os
padroes de concentragdo 1,88 pg/mL (rosa) e 30 pg/mL (vermelho). C- Comparagdo dos
cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 2% de Tween 80 recolhida as 24
horas do compartimento recetor (verde escuro) com o seu respetivo controlo (verde claro) e com
os padrdes de concentragdo 1,88 pug/mL (rosa) e 30 ug/mL (vermelho). D- Comparacdo dos
cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 1% de Tween 80 recolhida as 24
horas do compartimento recetor (amarelo escuro) com o seu respetivo controlo (amarelo claro) e
com os padroes de concentragdo 1,88 pug/mL (rosa) e 30 pg/mL (vermelho). E- Comparagdo dos
cromatogramas correspondentes a uma amostra que contem 0,5% de Tween 80 recolhida as 24
horas do compartimento recetor (roxo escuro) com o seu respetivo controlo (lilas) e com os
padroes de concentragdo 1,88 pg/mL (rosa) e 30 ug/mL (vermelho). F- Comparagdo do perfil de
libertacdo da CyA para cada percentagem de Tween 80 a testar (4; 2; 1 e 0,5%), em percentagem
ao longo do tempo. G- Percentagem de CyA libertada no compartimento recetor para cada
percentagem de Tween 80 a testar (4; 2; 1 ¢ 0,5%) até as 24 horas. Os cromatogramas A, B, C, D
¢ E foram obtidos usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18
Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro interno de 4,6 cm. Como fase movel foi
utilizada uma mistura de solventes composta por ACN/H,O (65/35) (%, v/v), cuja composi¢do foi
constante ao longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de inje¢do de 50 uL e a

temperatura de 60°C.

Na Figura 22 A encontram-se apresentados os cromatogramas, provenientes da CLAE,
que sdo representativos das amostras retiradas do compartimento recetor das células de difusdo de
Franz, em tempos especificos, para cada formulagdo de CyA a testar contendo 4; 2; 1 ¢ 0,5% de
Tween 80. A partir destes cromatogramas € possivel verificar a existéncia de picos intensos, cujos
sinais analiticos aumentam com o tempo. Este aumento dos sinais com o tempo pensa-se que
corresponde a passagem da CyA do compartimento dador para o compartimento recetor através
da membrana de celulose, ou seja, a libertagdo da CyA da formulagéo.

Com o intuito, de se confirmar que os picos acima mencionados correspondem a CyA, foi
feita uma comparacdo dos cromatogramas obtidos para as amostras recolhidas as 24 horas do
compartimento recetor para cada percentagem de Tween 80 a testar (4; 2; 1 e 0,5%) com os
cromatogramas correspondentes das amostras padrao de CyA de concentragdo 1,88 pug/mL (rosa)
e 30 ug/mL (vermelho), Figura 22 B, C, D e E. Os mesmos cromatogramas foram também
comparados com o respetivo controlo. Através da analise dos cromatogramas correspondentes a
cada formulagdo contendo diferentes percentagens de surfactante, Figura 22 B, C, D ¢ E, verifica-
se que as amostras recolhidas do compartimento recetor as 24 horas, para cada caso, possuem um

sinal intenso num tempo de retengdo semelhante as amostras padrdo (rosa e vermelho), ou seja,
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aos 14,6 minutos. Por sua vez, esse sinal possui uma intensidade que fica situada entre a
intensidade do sinal do padrao de concentragdo 1,88 pg/mL (rosa) e a intensidade do sinal do
padrdo de concentracdo 30 pg/mL (vermelho). Por outro lado, em todos os casos representados,
observa-se que nesta mesma regido que corresponde ao Rr da CyA, existe um sinal menos intenso
que corresponde a amostra controlo, conforme seria de esperar devido a auséncia de CyA na
formulagdo controlo. Assim, confirma-se que os picos acima mencionados correspondem ao
analito em estudo, ou seja, a CyA.

Avaliando o perfil de libertagdo para cada formulagdo, Figura 22 F, verifica-se que ha um
aumento da quantidade de CyA que ¢ libertada em fungédo do tempo. Contudo, este aumento que é
dado pela percentagem cumulativa de CyA, face a quantidade inicial de CyA que ¢ colocada no
compartimento dador, ndo ¢ igual para as quatro formulagdes em estudo. Inicialmente ¢ até a 1
hora verifica-se que a percentagem de CyA que ¢é libertada por cada formula¢do é semelhante
entre si. Contudo, apos as 2 horas e até as 24 horas o que se observa é que as formulagdes que
detém percentagens superiores de Tween 80 (4% (azul) e 2% (verde)) possuem um aumento
maior da percentagem de CyA que ¢ libertada, em comparagdo com as formulagdes que contém
menores percentagens de Tween 80 (1% (amarelo escuro) e 0,5% (roxo)). Dentro das
formulag¢des que contém quantidades superiores de Tween 80, a partir das 4 horas verifica-se que
a percentagem de CyA que ¢é libertada aumenta de forma diferente, sendo que o aumento ¢ maior
no caso da formulagdo que possui 4% de surfactante (azul), enquanto a formulagdo que contem
2% de surfactante (verde) possui um aumento linear. Quanto as formulagdes que apresentam
menores percentagens de Tween 80, o que se observa ¢ que estas possuem uma percentagem de
libertagdo semelhante até as 10 horas. No entanto, apos este tempo o que se observa ¢ que a
formulagdo que possui 1% Tween 80 (amarelo escuro) apresenta um aumento da percentagem
libertada acentuado, entre as 10 e as 12 horas, quando comparada com a formulagdo que tem
0,5% (roxo) que apresenta um comportamento linear ao longo do tempo.

A percentagem cumulativa de CyA que foi libertada por cada formulagéo até as 24 horas

encontra-se representada na Figura 22 G e ¢ descrita na Tabela 6.

Tabela 6: Resumo da percentagem de CyA libertada de cada formulagdo contendo diferentes

percentagens de Tween 80 (4; 2; 1 € 0,5%) até as 24 horas.

Percentagem de Tween 80 da formulacao Percentagem de CyA libertada da
(%) formulacao até as 24 horas (%)
4 4,21 +£0,32
2 3,75+ 0,43
1 2,43 +0,16
0,5 2,64 +0,11

De acordo com a Figura 22 G ¢ os dados da Tabela 6, verifica-se que até as 24 horas a

CyA possuiu maior capacidade de se libertar da formulagdo contendo 4% de Tween 80, seguida
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da formulagdo contendo 2% de Tween 80. Em contrapartida, as 24 horas as formulagdes contendo
0,5 e 1% de Tween 80 sdo as que apresentam percentagens mais baixas de CyA libertada. Assim,
conclui-se que a percentagem de Tween 80 tem um impacto significativo na percentagem de CyA
que ¢ libertada da formulacdo ¢ se difunde através da membrana sintética.

Contudo, este estudo in vitro de libertagdo tinha como principal propodsito a escolha da
percentagem de Tween 80 e, portanto, da formulacdo final, para a qual se verificou maior
percentagem de libertacdo de CyA. Um dos objetivos impostos era que a formulagdo possuisse a
menor percentagem de surfactante possivel, mas a0 mesmo tempo apresentasse uma percentagem
de libertagdo de CyA satisfatoria. Apesar de todas as formulagdes apresentarem uma baixa
libertacdo de CyA até as 24 horas, a formulacdo contendo 4% de Tween 80 apresenta uma
percentagem de CyA que foi libertada cerca de 1,12 vezes superior a da formulagdo composta por
2% de Tween 80. Todavia, considerou-se que a diferenca entre a percentagem de CyA libertada
da formulag@o contendo 4 e 2% de surfactante ndo era significativa, tendo-se optado por escolher
a formulag¢ao composta por 2% de Tween 80 para avangar para os estudos ex vivo de permeacao.

Antes da realizacdo dos estudos de permeagdo foi analisado com mais detalhe, no

subtopico seguinte, o perfil de libertagdo da formulagao final de CyA.

3.2.2.2. Estudos de libertacio para a formulacio contendo 2% de Tween 80

Na Figura 23 encontra-se representado o perfil de libertagdo para a formulagdo final de

CyA.
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Figura 23: Perfil de libertacdo da formulacdo de CyA contendo 2% de Tween 80 ao longo do

tempo, em percentagem.

Analisando com mais detalhe o perfil de libertacdo para a formulagao final de CyA, que
contem 2% de CyA e 2% de Tween 80, Figura 23, o que se verifica é que esta formulagdo possui
uma libertagdo praticamente linear (R? = 0,994) até as 24 horas, ou seja, a percentagem de CyA
que se libertou da formulagdo e passou a membrana sintética aumentou de forma linear ao longo
do tempo, ndo se verificando a existéncia de sinais de satura¢do no compartimento recetor.

Contudo, apds as 24 horas de experiéncia, verifica-se que apenas uma percentagem
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consideravelmente baixa de farmaco passou através da membrana sintética para o compartimento
recetor, cerca de 3,75 £ 0,43 %.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos equivalentes com CyA. No entanto, a partir
de um estudo publicado por Musa et al. envolvendo experiéncias de libertagdo de duas
formulagdes contendo CyA, foi possivel retirar algumas conclusdes. '*) No estudo de Musa et al.
foi avaliado o perfil de libertagdo de duas formulagdes de CyA. Ambas continham 0,3% de CyA,
mas diferentes propor¢des de 6leo, surfactante e agua. A formulagdo designada por E1 continha
5% de 6leo de moringa oleifera ¢ 13% de uma mistura composta por Tween 80/Span 80,
enquanto que a formulacdo designada por E2 continha 10% de 6leo de moringa oleifera e 15% de
Tween 80/Span 80. Para avaliar a libertagdo in vitro da CyA, os autores utilizaram células de
difusdo de Franz usando uma membrana de acetato de celulose de 13 mm. No compartimento
dador foi colocado 1 mL de cada formulagdo a testar, enquanto no compartimento recetor foi
colocada uma solug¢do de PBS. Amostras de CyA foram recolhidas do compartimento recetor as
0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas de experiéncia. Segundo Musa ef al. ao fim das 6 horas de libertagdo
E2 exibiu uma alta percentagem de libertagdo de CyA cerca de, 80,2%, enquanto E1 possuiu uma
percentagem de libertagdo de 66,7%.

Juntamente com outros estudos publicados na literatura foi possivel verificar que a maior
parte dos estudos de libertagdo que utilizam formula¢des de CyA para aplicagdo topica utilizam
baixas percentagens desta molécula nas suas constitui¢des e atingem percentagens de libertagdes
mais elevadas que as que foram atingidas no presente estudo. Assim, conclui-se que a baixa
capacidade da CyA se libertar da formulacdo em estudo pode ser devido ao facto de
eventualmente existir uma sobressaturagdo de CyA na formula¢do, o que faz com que a
percentagem de CyA que se consegue libertar da formulagdo e atravessar a membrana sintética
para chegar ao liquido recetor seja pequena. Com intuito de se perceber melhor esta Ultima
suposicdo, foi ainda realizado um estudo de libertagdo para uma formulac¢do contendo 0,2% de
CyA, o qual sera discutido mais adiante no subtopico 3.2.2.3.

Contudo, apesar da percentagem de CyA que se difundiu para o compartimento recetor
nos estudos in vitro de libertacdo ter sido baixa, foram realizados estudos de permeagao ex vivo
utilizando membranas bioldgicas naturais com a formulagdo que contem 2% de CyA e 2% de
Tween 80, com o intuito de se avaliar a capacidade da molécula em estudo penetrar a CC e atingir
as camadas mais profundas da pele. Todavia, ¢ de salientar que os estudos de permeagdo serdo

influenciados pela baixa percentagem de CyA que se liberta da formulag¢do em estudo.

3.2.2.2.1. Ajuste aos modelos matematicos de libertacio de farmacos
A fim de melhor compreender o mecanismo de libertagcdo da CyA, o perfil de libertagdo
obtido para a formulagdo final foi submetido a um ajuste com diferentes modelos matematicos.
Os valores obtidos apds a aplicagdo destes modelos matematicos encontram-se

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Resumo do ajuste do perfil de libertacdo da formulagdo de CyA aos modelos

matematicos de libertagdo de farmacos

Constante
Modelo Férmula Equaciao R? n
X)
Ordem zero C; = Cy + kot y =0,164x 0,1640 0,9962 -
Primeira kit
logQ, =logQy + ——= y =-0,0007x + 2 -0,0016 0,9953 -
ordem 2,303
Higuchi Q = Kyt y = 0,5809x 0,5809 0,9269 -
Korsmeyer- Q:
— = Kt" y=1,0722x — 0,8236 0.1501 0,9901 | 1,07
Peppas Qoo

Através do valor do coeficiente de determinagdo, R?, é possivel avaliar a qualidade do
ajuste, uma vez que este ¢ tdo melhor quanto mais proximo de 1 se encontrar. Assim, ¢ com base
na Tabela 7 é possivel afirmar que o modelo de ordem zero é o que apresenta maior R? e,
portanto, a fungdo de regressao que indicou o melhor ajuste é a que corresponde ao modelo de
ordem zero. De salientar que os farmacos que seguem um perfil de libertagdo de ordem zero t€ém
o potencial de superar os problemas enfrentados pelos sistemas de libertagdo imediata, uma vez
que a libertacdo do farmaco acontece a uma taxa constante, 0 que permite manter as
concentragdes do farmaco dentro da janela terapéutica por um longo periodo de tempo. [1¢% 1702011

Por sua vez, este perfil de libertagdo permite limitar a ocorréncia de efeitos colaterais adversos,

reduzir a frequéncia da dosagem e potencialmente melhorar a adesdo do paciente. 19 170-201]

3.2.2.3. Estudos de libertacio para a formulacio contendo 0,2% de CyA

A libertacdo da CyA através do uso de membranas sintéticas foi também estudada
utilizando uma formulagdo contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80. Contudo, neste caso os
tempos pré-definidos para a retirada das aliquotas de 500 pLL do compartimento recetor ocorreram
a partir da 1 hora de experiéncia. Além da mudanca na percentagem de CyA e nos tempos de
retirada das aliquotas do compartimento recetor, todas as condigdes experimentais foram
mantidas semelhantes as do estudo de libertacdo em que foi utilizada uma percentagem de 2% de
CyA.

Na Figura 24 encontra-se representado o perfil de libertagdo para a formulagdo contendo
0,2% de CyA.
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Figura 24: Perfil de libertacdo da formulagéo contendo 0,2% de CyA ao longo do tempo, em

percentagem.

Analisando o perfil de libertagdo para a formulagdo contendo 0,2% de CyA, Figura 24, o
que se verifica é que esta formulagdo possui um perfil de libertagdo praticamente linear (R?
=0,994), ou seja, a percentagem de CyA que se libertou da formulagdo e passou a membrana
sintética aumentou de forma linear ao longo do tempo, tal como no caso da formulagdo contendo
2% de CyA, néo se verificando, de igual modo, a existéncia de sinais de saturagcdo. Apds as 24
horas de experiéncia uma percentagem de 14,9 + 1,5 % de CyA passou através da membrana para
o compartimento recetor. Comparando com o estudo de Musa et al. em que ao fim de 6 horas de
libertagdo de duas formulagdes contendo 0,3% de CyA foram atingidas percentagens de 80,2%
para a formulaco E2 e 66,7% para a formulagdo El, verifica-se que no presente estudo a
percentagem de CyA que passou a membrana sintética para o recetor ainda foi muito baixa. ['%”]
No entanto, ¢ de salientar que apesar da percentagem de CyA que se libertou ainda ter
permanecido baixa, houve um aumento de aproximadamente 4 vezes da percentagem de CyA
libertada da formula¢do contendo 0,2% de CyA, até as 24 horas, em relagdo a formulagdo
contendo 2% de CyA.

3.2.3. Estudos ex vivo de permeacio
A penetracdo de um farmaco na pele é uma etapa crucial na carateriza¢do de formulagdes
para administragdo topica. 'Y Geralmente farmacos lipofilicos, como é o caso da CyA (log P =
2,92), apresentam alta partigdo na CC. * %! Contudo, esta molécula possui um peso molecular
elevado (1203,64 Da), o que dificulta a sua penetragdo através da CC. % 1% Por outro lado, a
permeacao da CyA na epiderme viavel e na derme ¢ influenciada pela sua lipofilicidade, uma vez

4 1911 Portanto, o uso de técnicas

que estas camadas sdo essencialmente hidrofilicas.
desestabilizadoras da CC sd3o tteis para promover a permeagdo de CyA através da pele, o que
contribui para uma melhoria da eficacia do tratamento topico. Assim, com o intuito de aumentar a
difusdo da CyA através da pele, recorreu-se a utilizagdo do método ativo da LaserLeap

Tecnologies® denominado por Piezoporagdo, que visa interagir com as pequenas células da CC

63

Estudos ex vivo de permeagao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



destabilizando a sua organiza¢do por forma a reduzir a fun¢do de barreira conferida por esta
camada, aumentando a sua permeabilidade. Este método utiliza ondas fotoacusticas que sdo
geradas pela conversdo eficiente da luz, proveniente de estimulos de um laser, em pressdo por
transdutores que s2o constituidos por materiais piezofotonicos. Contudo, a eficiéncia da
destabilizagdo da CC depende da intensidade que as ondas fotoacusticas produzidas possuem. Por
sua vez, a intensidade das ondas fotoacusticas ¢ influenciada pela fluéncia com que o filme
piezofotonico ¢ irradiado pelos estimulos do laser. Quando irradiado por fluéncias elevadas é
expectavel que a intensidade das ondas fotoacusticas produzidas também seja elevada e, portanto,
a desestabilizacdo da CC seja mais eficiente, uma vez que sdo gerados gradientes de pressdo mais
acentuados. Neste estudo o filme piezofotonico foi irradiado utilizando duas fluéncias de laser
distintas, uma fluéncia de 69 mJ/cm? e uma fluéncia menor de 48 mJ/cm?. Para além de ter sido
avaliada a permeagfo sob condigdes ativas, foram também realizados estudos de permeacdo sob
condigdes passivas, o que permitiu avaliar a eficacia do método Piezeporacao.

Antes da realizacdo dos estudos de permeacdo utilizando a pele como barreira fisica, foi
estudado o melhor solvente a se utilizar na extragdo da CyA das amostras de pele.

Os resultados obtidos encontram-se apresentados e discutidos nos subtdpicos seguintes.

3.2.3.1. Estudo do solvente de extracio da CyA das amostras da pele

Por forma a se extrair a maior de quantidade possivel de CyA retida nas amostras de pele
apos os estudos de permeagdo, foi injetada uma quantidade conhecida de CyA em pele
dermatomizada e em pele sem estar dermatomizada. Apds 24 horas da CyA ter sido injetada na
pele esta foi colocada a extrair utilizando dois solventes diferentes, uma mistura PBS/EtOH
(70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v) e uma solucdo de MeOH. Os resultados da extracdo encontram-

se representados na Figura 25.

100
[ MeOH
90 [ PBS:EtOH (70:30)/MeOH (50/50)
80

40

% CyA extraida
3

20

10

Pele Pele dermatomizada

Figura 25: Representacdo grafica da percentagem de CyA que foi extraida na pele e na pele
dermatomizada, utilizando como solventes de extragdo uma solugdo composta por MeOH (azul) e

uma solu¢do composta por uma mistura de solventes PBS/EtOH (70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v)

(rosa).
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A partir da Figura 25, o que se verifica ¢ que tanto no caso da pele dermatomizada como
no caso da pele ndo dermatomizada, ambos os solventes conseguiram extrair quantidades
semelhantes de CyA das amostras de pele, o que significa que ndo houve uma diferenga que se
considerasse significativa na extragdo utilizando os diferentes solventes. Por outro lado, verifica-
se que foi possivel extrair uma quantidade superior de CyA no caso da pele ndo dermatomizada,
comparativamente a pele dermatomizada, o que tera sido devido a erros experimentais, uma vez
que foi mais facil injetar a CyA no caso da pele ndo dermatomizada devido a sua maior espessura.
Por outro lado, ¢ de salientar que quando a CyA foi injetada na pele dermatomizada ndo se
conseguiu que toda a quantidade desejada permanecesse no interior da pele, o que contribui para
que uma quantidade menor de CyA ficasse retida na pele e, por conseguinte, uma menor
quantidade de CyA fosse extraida.

Para extrair a CyA retida nas amostras de pele, em ambos os estudos de permeagdo a
frente discutidos, optou-se por utilizar como solvente de extragdo a mistura contendo PBS/EtOH
(70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v).

3.2.3.2. Permeacio usando uma fluéncia de 69 mJ/cm?

O presente estudo de permeagdo da CyA teve como objetivo avaliar a capacidade da CyA
penetrar a CC e atingir as camadas mais profundas da pele. A permeacdo da CyA foi assim
avaliada através de estudos ex vivo realizados com membranas bioldgicas naturais, pele de porco,
utilizando um sistema de células de difusdo de Franz composto por nove células individuais. Com
o intuito de facilitar a permeagdo da CyA recorreu-se a utilizagdo da tecnologia Piezoporagdo, que
permite a geragdo de ondas fotoactsticas através conversdao da luz por materiais piezofonicos
quando estes sdo irradiados por estimulos de laser, neste caso utilizando uma fluéncia de 69
mJ/cm?. A tecnologia foi utilizada durante 5 minutos. Foi ainda estudada a permeagdo de CyA na
auséncia desta técnica fisica, o que corresponde a uma difusdo passiva. A permeagdo da CyA foi

avaliada durante um periodo de 0,5 horas para ambas as condi¢des de difusdo ativa e passiva.

3.2.3.2.1. Membrana biolégica

Antes de se iniciarem os estudos de permeacgdo usando pele como barreira fisica,
procedeu-se a avaliacdo de dois parametros importantes, a integridade ¢ a espessura da pele. A
integridade da pele foi avaliada através da medigdo da TEWL, que para uma pele ndo
comprometida e vidvel deve apresentar valores entre 1 e 10 g/m?h. O segundo pardmetro
avaliado foi a espessura que deve ser o mais proxima possivel entre cada grupo, ativo, passivo e
controlo ativo e passivo.

Nos estudos de permeacdo utilizando um laser com fluéncia de 69 ml/cm? a pele
utilizada no caso da permeagdo para as condigdes ativa, passiva, controlo ativo e controlo passivo
apresentou valores de TEWL de 8,73 + 0,64; 9,00 + 0,46; 7,40 e 11,6 g/m*h, respetivamente. No

que diz respeito a espessura as mesmas membranas biologicas apresentaram valores de 830 + 37,
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837 £ 55; 960 e 880 um, para a permeacdo ativa, passiva, controlo ativo e controlo passivo,

respetivamente. Os resultados destas medi¢des encontram-se apresentados na Figura 26.
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Figura 26: Valores da perda de agua transepidérmica (TEWL) e da espessura obtidos para as

membranas biologicas utilizadas nos estudos de permeacdo utilizando uma fluéncia de 69
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Figura 27: Identificacdo da CyA. A- Cromatograma exemplificativo das amostras retiradas do
compartimento recetor as 0,5 horas com ampliagdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde) ¢ ao controlo passivo (roxo). B- Cromatograma
exemplificativo de amostras retiradas do compartimento recetor as 0,5 horas correspondente a
difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo
(roxo) e um padrdo de 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). C- Cromatograma
exemplificativo de amostras de pele (epiderme viavel + derme) apds 0,5 horas de experiéncia com
ampliagdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva
(verde) e ao controlo passivo (roxo). D- Cromatograma exemplificativo de amostras de pele
(epiderme viavel + derme) apos 0,5 horas de experiéncia correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo (roxo) e ao padrao de 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). Os cromatogramas A, B, C e D foram obtidos
usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18 Gemini® com um
comprimento de 15 cm e um didmetro interno de 4,6 cm. Como fase moével foi utilizada uma
mistura de solventes composta por ACN/H,O (65/35) (%, v/v), cuja composicao foi constante ao

longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injecdo de 50 pL e a temperatura de 60°C.

A utilizacdo de membranas biologicas, para realizacdo dos estudos de permeacio, pode
levar a obtengdo de amostras complexas contendo componentes da pele. Por sua vez, estes
componentes da pele podem ter polaridades semelhantes aos da molécula de interesse e, portanto,
apresentar um tempo de retengdo semelhante. No caso da CyA esta é uma substancia caraterizada
por uma faixa de absor¢do de 195 a 215 nm o que pode causar interferéncia com outros
componentes da pele, nomeadamente com alguns lipidos, proteinas ou outros constituintes que
em alguns casos absorvem a comprimentos de onda semelhantes. [*% Por outro lado, outros
fatores como contaminagdes, podem levar ao aparecimento de sinais extra nos cromatogramas
proximo do tempo de retengdo da CyA. Para além disso, o facto da CyA poder adotar diferentes
conformagoes, dependendo do ambiente quimico em que se encontra, também pode contribuir
para a complexidade dos cromatogramas resultantes, pelo que se torna importante proceder a
identifica¢do correta do sinal do analito. ['*?!

Para identificar a CyA nas amostras biologicas foi feita uma comparagdo em termos da
presenca de sinal e do tempo de retengdo entre amostras padrao de CyA e as amostras resultantes
do estudo de permeacdo. O padrao de CyA usado foi o padrdo de concentragdao 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). Por outro lado, os picos das amostras resultantes do estudo de
permeacdo também foram comparados com as respetivas condigdes controlo que ndo possuem
CyA.

No que diz respeito as amostras proveniente do compartimento recetor, como
exemplificado na Figura 27 B, € percetivel a existéncia de um sinal intenso, que corresponde a
condi¢do ativa (azul), num tempo de reten¢do semelhante ao do padrdo de CyA (cinzento),

Rr=14,6 min. Por outro lado, nesta mesma regido observa-se ainda uma fraca intensidade do sinal
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da amostra do controlo ativo (laranja), conforme seria de esperar, devido a auséncia de analito.
Nao obstante, ¢ ainda percetivel a existéncia de um sinal mais forte de CyA no caso da condigdo
ativa (azul) quando comparada com a condi¢do passiva (verde), sendo que para esta ultima
condig¢do, o sinal é muito semelhante ao do seu respetivo controlo (roxo). Contudo, apesar de ser
possivel identificar o sinal correspondente & CyA nas amostras provenientes do compartimento
recetor, ¢ essencial que o método de quantificagdo utilizado seja melhorado, visto que este ndo
aparente ser satisfatdrio para proceder a uma correta separagdo do pico da CyA dos restantes.

Quanto as amostras provenientes da extragdo de CyA da pele, Figura 27 D, os
cromatogramas obtidos sdo complexos, uma vez que existem picos proximos do tempo de
retencdo da CyA, o que torna dificil a sua identificagdo e, posteriormente, a sua quantificagao.
Neste caso, o ideal seria utilizar um método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplado a Espectrometria de Massa, por forma a obter uma separagdo mais eficaz dos picos e,
por conseguinte, uma melhor identificagao e, posterior, quantificagdo da CyA retida nas amostras
de pele.

Nao sendo possivel proceder a identificacao correta da CyA nas amostras de pele, apenas
serdo apresentados e discutidos os resultados que dizem respeito as amostras de CyA

provenientes do compartimento recetor.

3.2.3.2.3. Perfil de permeacio
Na Figura 28 encontram-se apresentados os resultados obtidos nos estudos de permeacao
para as amostras provenientes do compartimento recetor, quando utilizada uma fluéncia de 69

mJ/cm?.

Il Método Ativo (Piezoporagéo)
9+ [ Método Passivo

Quantidade de CyA (ug/cm?)

0-

Figura 28: Quantidade de CyA presente no compartimento recetor apds 0,5 horas de experiéncia
quando utilizado o método ativo Piezopora¢do com uma fluéncia de 69 mlJ/cm? (azul) e na
auséncia deste (verde). A significancia estatistica foi avaliada por One-way ANOVA tendo-se

obtido que p>0,05 o que significa que ndo existe significancia estatistica.

Apobs o intervalo de tempo de duragdo dos estudos de permeagdo (0,5 horas), a
quantidade de CyA quantificada no compartimento recetor foi diferente para ambas as difusdes

ativa e passiva, como ¢ possivel verificar através da Figura 28. No caso da permeagao recorrendo
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a utilizagdo do método ativo, a quantidade de CyA no recetor as 0,5 horas foi de 5,7 + 2,6 pg/cm?,
enquanto que no caso da difusdo passiva foi de 0,084 = 0,078 pg/cm?. Assim, verifica-se que a
quantidade de CyA quantificada no liquido recetor apds as 0,5 horas no caso da permeacgdo
passiva foi praticamente nula, como seria de esperar, uma vez que devido as propriedades fisico-
quimicas da CyA (PM: 1202,63 Da; log P=2,92 e baixa hidrossolubilidade) era esperado que
apenas uma quantidade insignificante de firmaco conseguisse penetrar através da CC na auséncia
de um método fisico. '*I Em contrapartida, verifica-se que quantidades superiores de CyA foram
quantificadas no recetor apés as 0,5 horas no caso do método ativo, o que permite demostrar uma
eficacia da tecnologia de Piezoporagdo na entrega transdérmica de CyA. Contudo, no caso do
método ativo é evidente que existe uma grande variabilidade nos resultados obtidos, que por
ventura podem ter sido influenciados por erros experimentais, pela presenca de possiveis bolhas
de ar entre a membrana bioldgica e o liquido recetor, mas também pela utilizagdo de diferentes
peles de porco. Por outro lado, ¢ de realcar que apds o uso da tecnologia Piezoporagdo verificou-
se que os filmes se encontravam descolados do suporte, ou seja, houve um descolamento do
PDMS do vidro, o que conduziu a uma alteracdo das condig¢des de confinamento do filme. Isto
aconteceu devido a elevada fluéncia com que os filmes foram irradiados pela luz laser. Contudo,
apesar dos filmes terem descolado estes continuaram a gerar ondas fotoacusticas. No entanto,
uma vez que as condi¢gdes de confinamento dos filmes foram alteradas, a intensidade das ondas
fotoactsticas geradas também sofreu uma variag@o, o que faz com que estas ndo tenham tido uma
intensidade constante ao longo dos 5 minutos de uso da tecnologia, tendo apds os impulsos laser
que contribuiram para o descolamento dos filmes sido geradas ondas fotoacusticas de menor
intensidade. Assim, o descolamento dos filmes também podera ter sido um fator que contribuiu
para a variabilidade existente nos resultados no caso do método ativo, uma vez que nao se sabe

em que altura do uso da tecnologia se deu este descolamento.

3.2.3.3. Permeacio usando uma fluéncia de 48 mJ/cm?

A permeacgdo de CyA através da pele foi também estudada utilizando a mesma tecnologia
do estudo acima referido, onde apenas variou a fluéncia com que o material transdutor foi
irradiado que neste caso foi menor, 48 mJ/cm?. Além da mudanga na fluéncia do laser, todas as
condig¢bes experimentais foram mantidas semelhantes as do estudo de permeacdo em que foi

utilizada uma fluéncia de 69 mJ/cm?.

3.2.3.3.1. Membrana bioldgica
Tal como no estudo de permeacdo anterior, para este estudo de permeagdo utilizando um
laser com fluéncia de 48 mJ/cm? também se procedeu numa fase inicial a avalia¢do da integridade
¢ espessura da pele a utilizar como barreira.
As membranas a utilizar neste estudo de permeacdo apresentaram valores de TEWL de
8,98 = 0,39; 9,37 + 0,44; 13 ¢ 11,5 g/m?/h para o caso da permeagdo ativa, passiva, controlo ativo

¢ controlo passivo, respetivamente. Quanto a espessura as membranas de permeagdo ativa,
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passiva e controlo ativo e passivo apresentaram valores de 810 = 27; 680 + 23; 880 ¢ 830 pum,

respetivamente. Os resultados destas medi¢des encontram-se apresentados na Figura 29.
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Figura 29: Valores da perda de agua transepidérmica (TEWL) e da espessura obtidos para as

membranas biologicas utilizadas nos estudos de permeacdo utilizando uma fluéncia de 48
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Figura 30: Identificacdo da CyA. A- Cromatograma exemplificativo de amostras retiradas do
compartimento recetor as 0,5 horas com ampliagdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao
controlo ativo (laranja), a difus@o passiva (verde) e ao controlo passivo (roxo). B- Cromatograma
exemplificativo de amostras retirada do compartimento recetor as 0,5 horas correspondente a
difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo
(roxo) e um padrio de 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). C- Cromatograma
exemplificativo de amostras de pele (epiderme viavel + derme) apos 0,5 horas de experiéncia
com ampliacdo correspondente a difusdo ativa (azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo
passiva (verde) e ao controlo passivo (roxo). D- Cromatograma exemplificativo de amostras de
pele (epiderme viavel + derme) apos 0,5 horas de experiéncia correspondente a difusdo ativa
(azul), ao controlo ativo (laranja), a difusdo passiva (verde), ao controlo passivo (roxo) ¢ ao
padrdo de 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento). Os cromatogramas A, B, Ce D
foram obtidos usando um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma coluna C18
Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro interno de 4,6 cm. Como fase movel foi
utilizada uma mistura de solventes composta por ACN/H,O (65/35) (%, v/v), cuja composigdo foi
constante ao longo do tempo. O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injecdo de 50 uL ¢ a

temperatura de 60°C.

Da mesma forma que no estudo de permeacdo anterior, neste mesmo estudo de
permeacdo também se procedeu a identificagdo do sinal da CyA nas amostras biologicas,
comparando a presenca de sinal e o tempo de retengdo da amostra padrao de CyA com as
amostras resultantes do estudo de permeagdo. Neste caso, a comparacdo também foi feita
utilizando o padrao de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). De
igual forma, os picos das amostras resultantes do estudo de permeagdo também foram
comparados com as respetivas condi¢des controlo que ndo possuem CyA.

No que diz respeito as amostras proveniente do compartimento recetor, como
exemplificado na Figura 30 B, verifica-se a existéncia de um sinal intenso, que corresponde a
condi¢do ativa (azul), num tempo semelhante ao tempo de retengdo do padrdo de CyA (cinzento),
ou seja, aos 14,6 min. Nesta mesma regido também se observa uma fraca intensidade do sinal da
amostra do controlo ativo (laranja), conforme seria de esperar, devido a auséncia de analito. Por
outro lado, € percetivel a existéncia de um sinal mais intenso de CyA no caso da condi¢do ativa
(azul) quando comparada com a condi¢do passiva (verde), sendo que para esta ultima condicao, o
sinal ¢ muito semelhante ao do seu respetivo controlo (roxo). Contudo, apesar de ser possivel
identificar o sinal correspondente a CyA nas amostras provenientes do compartimento recetor, tal
como no estudo de permeagdo anterior, verifica-se que € essencial que o método de quantificagdo
utilizado seja otimizado, visto que este ndo aparente ser satisfatorio para proceder a uma correta
separac¢do do pico da CyA dos restantes.

Quanto as amostras provenientes da extragdo de CyA da pele, Figura 30 D, verifica-se,

que tal como aconteceu no estudo de permeagdo anterior, os cromatogramas obtidos também sao

71

Estudos ex vivo de permeacao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



muito complexos, devido a existéncia de picos num tempo proximo do tempo de retengdo da
CyA, o que torna dificil a sua identificag@o. Assim, para ultrapassar este problema, o ideal seria a
utilizagdo de um método de qualificagdo e quantificacdo que permitisse obter uma separagdo mais
eficiente dos picos, como ¢ o caso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massa.

Nao sendo possivel proceder a identificacao correta da CyA nas amostras de pele, apenas
serdo apresentados e discutidos os resultados que dizem respeito as amostras de CyA

provenientes do compartimento recetor.

3.2.3.3.3. Perfil de permeacio
Na Figura 31 encontram-se apresentados os resultados obtidos nos estudos de permeagdo
para as amostras provenientes do compartimento recetor, quando utilizada uma fluéncia de 48

mJ/cm?.
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Figura 31: Quantidade de CyA presente no compartimento recetor ap6s 0,5 horas de experiéncia
quando utilizado o método ativo Piezoporagdo com uma fluéncia de 48 mJ/cm? (azul) e na
auséncia deste (verde). A significancia estatistica foi avaliada por One-way ANOVA tendo-se

obtido que p>0,05 o que significa que ndo existe significancia estatistica.

Apds 0,5 horas dos estudos de permeagdo, a quantidade de CyA quantificada no
compartimento recetor foi diferente para ambos os casos de permeacdo ativa e passiva, como ¢
possivel verificar através da Figura 31. Neste caso, apenas foram quantificadas quantidades
significativas de CyA no recetor no caso da permeacao com o método ativo, cerca de 1,42 + 0,65
ng/cm?, ndo tendo sido quantificada nenhuma CyA no recetor aquando da difusio passiva, como
seria de esperar devido as carateristicas fisico quimicas altamente desfavoraveis desta molécula
que tornam dificil a sua penetragdo na pele na auséncia de técnicas fisicas que reduzam a
resisténcia a difusdo do farmaco na CC. Assim, verifica-se uma eficacia na utilizagdo da técnica
de Piezoporagdo, visto que esta permitiu aumentar a entrega transdérmica de CyA. Contudo, tal
como no estudo de permeacdo anterior, verifica-se que no caso do método ativo existe uma
grande variabilidade nos resultados obtidos, que de igual forma podem ter sido influenciados por

erros experimentais, pela presenca de possiveis bolhas de ar entre a membrana biologica e o
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liquido recetor, mas também pela utilizagao de diferentes peles de porco. E importante referir que
utilizando esta fluéncia nao se verificou descolamento dos filmes do suporte, o que significa que
as condi¢Oes de confinamento do filme ndo sofreram qualquer alteragdo e, portanto, acabaram por
serem produzidas ondas fotoacusticas de igual intensidade ao longo dos 5 min de utilizagdo da

tecnologia.

3.2.3.4. Comparagio da tecnologia Piezoporacio utilizando fluéncias diferentes - 69

versus 48 mJ/cm’

Além da mudanca na fluéncia do laser, todas as condigdes experimentais foram mantidas
semelhantes em ambos os estudos de permeacao realizados, pelo que € possivel comparar os
resultados obtidos da permeagdo transdérmica em que foram utilizadas fluéncias de laser
diferentes.

Na Figura 32 encontram-se apresentados os resultados obtidos nos estudos de permeagdo
para as amostras provenientes do compartimento recetor, quando ¢ utilizada a tecnologia

Piezoporag¢do com duas fluéncias diferentes, 69 versus 48 mJ/cm?.

[ Fluéncia 69 mJ/icm?
9 [_JFluéncia 48 mJicm?

Quantidade de CyA (ug/cm?)

Figura 32: Quantidade cumulativa de CyA obtida usando a tecnologia Piezoporagdo com duas
fluéncias diferentes, 69 mJ/cm? (azul escuro) e 48 mJ/cm? (azul claro). A significAncia estatistica
foi avaliada por One-way ANOVA tendo-se obtido que p>0,05 o que significa que ndo existe

significancia estatistica.

Ao comparar os resultados obtidos nos estudos de permeagao transdérmica para os quais
foi utilizada a tecnologia Piezopora¢dao com diferentes fluéncias, verifica-se uma diferenca dos
valores obtidos e, portanto, uma eficacia diferente em promover a permeacao de CyA através da
pele por diminui¢do das suas propriedades de barreira, Figura 32. As duas fluéncias utilizadas
diferem entre si na intensidade que as ondas fotoacusticas produzidas possuem, ou seja, utilizando
uma fluéncia mais elevada é expectavel que sejam produzidas ondas fotoacusticas mais intensas
e, portanto, ocorra uma destabilizagdo mais eficiente da CC, uma vez que sdo gerados gradientes
de pressdo mais acentuados. Portanto, o que se espera ¢ que com a utilizagdo da fluéncia de 69

mJ/cm? ocorra uma maior eficdcia na entrega transdérmica de CyA.
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Apds as 0,5 horas, cerca de 5,7 + 2,6 ug/ecm? e 1,42 + 0,65 ug/cm? de CyA passou as
amostras de pele e chegou ao recetor ao utilizar a tecnologia ativa com uma fluéncia de 69
mlJ/cm? e 48 mJ/cm?, respetivamente. Assim, ao comparar a quantidade de CyA quantificada no
liquido recetor apos as 0,5 horas de estudo, verifica-se que quando o filme ¢ irradiado com uma
fluéncia de 69 mlJ/cm? ocorre a permeagdo transdérmica de maiores quantidades de CyA,
aproximadamente 4 vezes mais, quando comparado com o caso em que o filme ¢ irradiado com
uma fluéncia de 48 mJ/cm?. Por outro lado, é importante realgar que a permeagio transdérmica
passiva da CyA ¢ desprezavel, uma vez que foram obtidas quantidades insignificantes de CyA no
compartimento recetor aquando da permeagao passiva.

Posto isto, os estudos realizados provaram que a tecnologia utilizada possui eficacia na
entrega transdérmica de CyA. Contudo, esta eficacia ¢ superior quando a tecnologia ¢ utilizada
com uma fluéncia laser superior. Porém, foi observado que quando sdo utilizadas fluéncias mais
elevadas ocorre um descolamento do filme do suporte, o que faz com que as condigdes de
confinamento do filme sejam alteradas e, portanto, sejam geradas ondas fotoactsticas diferentes.
No entanto, ¢ importante referir que a eficiéncia de conversdo dos filmes ainda estd a ser
otimizada.

Apesar de na literatura ndo haver relatos de estudos semelhantes com CyA, foi feita uma
pesquisa com o intuito de comparar o método da LaserLeap a outros métodos ativos que visam
facilitar a entrega topica de CyA.

Wang et al. publicou um estudo envolvendo experiéncias de permeagdo de CyA in vitro
usando eletropora¢do com o objetivo de aumentar a entrega transdérmica desta molécula. '°4 Para
este estudo de permeacdo in vitro foi utilizada pele de rato sem pelos, tendo sido avaliada a
integridade da mesma antes da realizagdo das experiéncias. Aquando da realiza¢do do estudo, a
pele de rato foi colocada entre o compartimento dador, que continha numa solugdo de 0,3% de
CyA, e o compartimento recetor, que consistia numa solugdo de PBS, com a CC voltada para o
compartimento dador. A 4rea ativa de difusdo foi de 0,87 cm?. Antes da realizacdo da técnica de
eletroporagdo, que visa criar poros transitorios na CC através do uso de pulsos elétricos, foram
previamente estudadas varias condigdes experimentais para se chegar a uma condi¢do de entrega
transdérmica otimizada, nomeadamente a tensao aplicada nos elétrodos (100, 160, 200, 300 e 370
V), a duragdo do pulso (0,9; 5; 5,6; 7,5 ¢ 10 ms), o nimero de pulsos (inico ou multiplo com 25
pulsos com 1 minuto de intervalo entre pulsos) e a duragdo do contacto (2, 4, 6 ¢ 12 horas). Com
base nisso, a tensdo aplicada foi de 200 V, a duragdo do pulso de 10 ms, tendo sido usados pulsos
unicos e multiplos. Apds 4 horas de contacto, os autores do estudo, verificaram que a quantidade
de CyA presente na pele foi de 3,3 + 1,5 ug/cm? para o caso do pulso unico, de 34 + 23 ug/cm?
para o caso de pulsos multiplos e de 0,55 + 0,33 pg/cm? para o caso do método passivo. No que
diz respeito 2 CyA quantificada no recetor esta foi de 0,28 + 0,34 pg/cm? no caso em que foi
aplicado um unico pulso, 1,18 + 0,91 pg/cm? no caso do pulso multiplo e de 0,32 £ 0,22 pg/cm?
no caso do método passivo. Assim, o que foi concluido é que apenas uma pequena quantidade de

CyA foi quantificada no liquido recetor. Por outro lado, ao fim de 4 horas de contacto com o uso
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de pulsos multiplos os autores verificaram uma maior eficiéncia na entrega de CyA na pele, cerca
de 60 vezes, em comparagdo com 0 passivo.

Apesar de no presente estudo a permeagdo ter tido uma duracdo de 0,5 horas e ter sido
utilizada pele de porco, contrariamente ao estudo de permeagao de Wang et al. onde foi utilizada
pele de rato, foi feita uma comparacao dos resultados obtidos. Assim, comparando a quantidade
de CyA presente no liquido recetor no caso da eletroporagdo em que apenas foi usado um Unico
pulso (0,28 £ 0,34 pg/cm?) e no caso em que foram utilizados multiplos pulsos (1,18 = 0,91
ng/cm?) com os valores obtidos no presente estudo, onde foi utilizada uma fluéncia de 69 mJ/cm?
(5,7 £ 2,6 pg/cm?) e uma fluéncia de 48 mlJ/em? (1,42 + 0,68 pg/cm?), verifica-se que
independentemente da fluéncia utilizada a técnica de Piezoporagdo permitiu a passagem de
maiores quantidades de CyA para o liquido recetor, em comparagdo com a técnica de
eletroporagdo. Por outro lado, vale a pena salientar que processos fisicos como a eletroporagio
apresentam algumas desvantagens quando o intuito ¢ a entrega topica de CyA para tratar a DA,
uma vez que uma pele com DA ja possui uma barreira prejudicada e ao ser utilizada esta técnica
fisica ha a possibilidade de serem causados ainda mais danos na pele devido as altas tensdes que
sdo utilizadas. Assim, quando sujeita a técnica de eletroporacdo a pele pode demorar algum
tempo a voltar as suas condi¢des normais, o que dificulta ainda mais o tratamento da DA.

De igual modo, estudos que envolvem o uso de microagulhas para facilitar a entrega
cutinea de CyA, tém também sido publicados na literatura. Jitu Halder er al., publicaram um
estudo em 2022 utilizando microagulhas revestidas com CyA para administracdo transcutinea.
[195] Para este estudo de permeagdo foi utilizada pele de orelha de porco que foi colocada entre o
compartimento dador da célula de difusdo de Franz e o compartimento recetor contendo uma
mistura de PBS/MeOH (70/30). Apos este estudo, o que os autores verificaram foi que ao fim de
1 hora de experiéncia de permeagdo cerca de 85,4% da CyA tinha sido entregue na camada
dérmica, o que permitiu concluir que as microagulhas conseguem facilmente superar a CC e
depositar o farmaco diretamente na derme, apresentando elevada eficacia na entrega de farmacos
que possuem altos pesos moleculares, como € o caso da CyA.

Contudo, associado ao uso de microagulhas t€m sido relatados casos de irritacao cutanea,
inflamacdo e alergias temporarias, uma vez que sdo necessarias algumas horas, cerca de 24 a 48
horas, para a pele recuperar dos danos causados, pelo que esta técnica também apresenta
desvantagens para ser usada numa pele com DA, [196 197 198]

Posto isto, uma vez que o objetivo da entrega topica da CyA ¢ o tratamento da DA, ¢
inconcebivel sujeitar a pele ao uso de técnicas fisicas, como por exemplo eletroporagdo ou
microagulhas, que comprometam ainda mais a funcdo de barreira da pele. Pelo contrario, a
tecnologia da LaserLeap consiste numa técnica ndo invasiva e indolor que permite que a pele
recupere totalmente a sua fungdo de barreira poucos minutos (~ 2 minutos) apos o estimulo.
Assim, a técnica de Piezoporagdo aparenta ser uma tecnologia mais vantajosa para o tratamento

da pele com DA, devido a sua natureza transitéria e indolor.

75

Estudos ex vivo de permeacao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



Estudos ex vivo de permeagdo de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoactsticas

76



4. Conclusao

O presente estudo teve como etapa inicial o desenvolvimento de uma formulagdo de CyA
com propriedades adequadas para aplicagdo topica. A formulagdo em causa possuiu varias etapas
de otimizagdo que culminaram com a realizagdo de estudos in vitro de libertagdo onde foram
testadas diferentes percentagens de surfactante a utilizar. Apds desenvolvida, esta foi caraterizada
em termos de pH, densidade e aparéncia. Quanto ao pH a formulagdo de CyA apresentou um
valor de 6,26 + 0,14, valor esse que se encontra dentro da gama de pH considerada ideal para
formulagdes destinadas a aplicacao topica. No que diz respeito a densidade foi obtido o valor de
0,9896 + 0,0061 g/cm?, que se encontra muito proximo do valor da densidade da 4gua, uma vez
que esta € o principal componente da formulacdo (83,5%). Em termos de aparéncia esta
formulagdo consiste num gel homogéneo de cor branca. Com o objetivo de determinar o tamanho
das particulas que compdem a formula¢do em estudo e determinar o grau de homogeneidade
desta, procedeu-se a execucgdo da técnica de DLS. Quanto ao valor do didmetro das particulas o
valor obtido foi de 292,0 + 3,4 nm, o que permitiu concluir, tendo em conta os componentes da
formulacdo, que estamos perante uma macroemulsdo. Por outro lado, o valor obtido para o PDI
foi de 0,1570 £+ 0,0079, o que indica que as particulas que compdem a formulag¢do se encontram
pouco dispersas. Foi também avaliada a estabilidade da formulacdo de CyA quando esta foi
armazenada a uma temperatura de 4 °C, durante o periodo de tempo de 1 més. O que se concluiu
apos a recolha de amostras ao fim de 15 dias e 1 més ¢ que a percentagem de CyA presente na
formulacdo foi de 26,4% e 23,3%, respetivamente. Contudo, ndo foram visiveis quaisquer
alteracdes na aparéncia da formulag@o no fim do tempo de armazenamento da formulagao.

De modo a identificar e quantificar de forma confidvel a molécula de interesse nas
amostras provenientes dos estudos in vifro e ex vivo em que foram utilizadas células de difusdo de
Franz, foi desenvolvido um método de CLAE. O analito foi identificado verificando-se que este
possui um tempo de retengdo de 14,6 min. Para determinar a concentracdo de CyA nas amostras
provenientes dos estudos in vitro de libertagdo foi feita uma curva de calibragio liner (R*=0,998)
numa gama de concentracdes de 0 a 30,0 pg/mL. Enquanto para determinar a concentragdo de
CyA nas amostras provenientes dos estudos ex vivo de permeagdo foi utilizada uma curva de
calibragio linear (R?>=0,998) com uma gama de concentra¢des de 0 a 3,75 ng/mL. Com base em
equacdes definidas que relacionam a média aritmética do teor medido de uma série de brancos € o
desvio padrdo associado a essa média, foram calculados os Limites de Detecdo ¢ Quantificacao,
tendo sido obtido o valor de 1,97 pg/mL para o LD e o valor de 4,35 pg/mL para o LQ.

Com o intuito de avaliar a capacidade da CyA se libertar da formula¢do em estudo
contendo excipientes foram realizados testes in vitro de libertagdo utilizando membranas

sintéticas de celulose num sistema de células de difusdo de Franz. Numa primeira etapa foi
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avaliada a liberta¢do de quatro formulagdes contendo diferentes percentagens de Tween 80 (4; 2;
1 e 0,5%), com o intuito de se perceber de acordo com a libertagio de CyA da formulagio a
melhor percentagem de surfactante a utilizar na formulagao final. Apos 24 horas de estudo o que
se concluiu foi que, apesar da formulagdo contendo 4% de Tween 80 ter consigo libertar maior
percentagem de CyA, a diferenga libertada ndo foi significativa quando comparada com a
libertagdo de CyA da formulagdo contendo 2% de Tween 80, tendo-se optado por utilizar esta
ultima percentagem de surfactante na formulagdo final. Apds realizada esta escolha, foi analisado
com maior pormenor o perfil de libertagdo da formulaggo final contendo 2% de CyA, tendo-se
verificado que apds as 24 horas de experiéncia apenas uma pequena percentagem de CyA
presente na formulagdo foi capaz de passar a membrana de celulose, cerca de 3,75 + 0,43 %, o
que leva a querer que a CyA se encontra sobressaturada na presente na formulagdo. O perfil de
libertagdo da CyA foi ainda ajustado a diferentes modelos matematicos de libertagcdo de farmacos,
tendo o melhor ajuste sido obtido no caso em que foi usado o modelo de ordem zero. Foi ainda
realizado um estudo de libertagdo para uma formulagdo contendo 0,2% de CyA. Apesar da
percentagem de CyA que se libertou neste ultimo estudo de libertagdo, apds as 24 horas, ainda ter
permanecido baixa, cerca de 14,9 = 1,5 %, verificou-se um aumento de cerca de 4 vezes da
percentagem de CyA libertada, em comparagdo com a libertagdo de CyA na formulagdo contendo
2% de CyA.

A permeagdo da CyA através da pele ndo tem sido facilmente alcangada devido a
natureza fisico-quimica altamente desfavoravel que esta molécula possui e que dificulta a sua
penetracdo na CC. Com o intuito de se ultrapassar este problema recorreu-se a utilizagdo do
método ativo da LaserLeap Technologies®, que visa facilitar a entrega de moléculas e farmacos
na pele através da destabilizagdo transitoria da estrutura da CC, por meio da produgdo de ondas
fotoacusticas geradas pela expansdo termoelastica de materiais e pela conversao eficiente da luz
em pressdo. Neste estudo a tecnologia foi usada durante 5 minutos utilizando duas fluéncias
distintas, uma fluéncia de 69 mJ/cm? e uma fluéncia menor de 48 mJ/cm?. Apesar de ndo ter sido
possivel identificar a CyA nos cromatogramas correspondentes as amostras de pele devido a
complexidade destes, foi feita a identificacdo e posterior quantificagdo da CyA que se encontrava
presente no liquido recetor apos os estudos que tiveram a duragdo de 0,5 horas. O que se verificou
foi que no caso do método passivo a quantidade de CyA que foi entregue transdermicamente foi
insignificante. Pelo contrario, apds as 0,5 horas de permeacdo com o método ativo Piezoporagao,
cerca de 5,7 £ 2,6 ng/cm? e 1,42 £ 0,68 pg/cm? de CyA foi quantificada no recetor quando se
utilizou uma fluéncia de 69 mJ/cm? e 48 mJ/cm?, respetivamente. Assim, verificou-se que quando
utilizada a tecnologia da LaserLeap houve um aumento da quantidade de CyA que atravessou a
pele e chegou ao liquido recetor, para ambas as fluéncias, o que permite verificar a eficacia da
utilizagdo da Piezeporagdo na entrega transdérmica de CyA para o tratamento de diversas
doengas, tais como a DA. Por sua vez, este aumento foi maior no caso da experiéncia de
permeagdo em que foi utilizada a fluéncia de 69 mJ/cm?, cerca de 4 vezes quando comparada com

a permeagdo em que foi utilizada uma fluéncia de 48 mJ/cm?, como seria de esperar. Por outro
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lado, quando a tecnologia utilizada no presente estudo foi comparada a outras técnicas fisicas, no
contexto da DA, concluiu-se que esta aparenta ser mais vantajosa para os pacientes com DA, uma
vez que € técnica indolor e ndo invasiva, que permite que a pele recupere totalmente a sua funcdo

de barreira poucos minutos ap6s os estimulos.
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6. Anexos

Neste anexo encontram-se apresentados os cromatogramas provenientes da CLAE para
cada amostra, bem como a informag¢ao auxiliar necessaria para a interpretacdo de cada um. Para a
obtencao dos cromatogramas foi usado um sistema de CLAE de fase reversa, composto por uma
coluna C18 Gemini® com um comprimento de 15 cm e um didmetro interno de 4,6 cm. Como
fase movel foi utilizada uma mistura de solventes composta por ACN/H,O (65/35) (%, v/v), cuja
composi¢ado foi constante ao longo do tempo. O fluxo foi de I mL/min, o volume de injecao de 50

pL e a temperatura de 60°C.
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1. Curvas de Calibracao
Com o intuito de se obter uma curva de calibragao final, foram preparadas oito curvas de
calibragdo com uma gama de concentragdes de 0 a 30 pug/mL. Cada curva de calibragdo foi
realizada a partir de uma solugdo stock de 30 pg/mL, para a qual foi pesada uma quantidade de
0,003 g de CyA que foi dissolvida em 100 mL de PBS/EtOH (70/30), (%, v/v). A partir dessa
solucdo stock foram preparadas as varias solugdes padrdo, utilizando o método de dilui¢des
sucessivas. As solugdes preparadas correspondentes a cada concentragdo foram analisadas por

CLAE, tendo sido obtidos os cromatogramas que se encontram abaixo apresentados.

300
—0 pg/mL
250
— 1,88 ug/ml
— 2,81 pg/mL
3 200
< 3,75 pg/mL
E
o — 5,63 pug/mL
S 150
‘g —7,5 ug/mL
o
@ — 11,25 pg/mL
< 100
—15pug/mL
— 18,75 mL
55 ug/
—22,5ug/mL
0 — 26,25 pg/mL
12 13 14 15 16 17 18 =30 pug/mL

Tempo (min)

Figura 1. Cromatogramas dos padrdoes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 1.
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Figura 2. Cromatogramas dos padrdes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 2.
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Figura 3. Cromatogramas dos padrdes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 3.
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Figura 4. Cromatogramas dos padroes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 4.
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Figura 5. Cromatogramas dos padroes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 5.
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Figura 6. Cromatogramas dos padrdes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 6.
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Figura 7. Cromatogramas dos padrdoes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 7.
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Figura 8. Cromatogramas dos padroes de CyA usados para preparar a curva de calibragdo

designada por 8.
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2. Estudos de estabilidade
Os estudos de estabilidade tiveram como objetivo avaliar a estabilidade da formulagdo de
CyA, durante o periodo de armazenamento de 1 més a temperatura de 4°C. A formulagdo foi
assim analisada em termos da quantidade de CyA que se encontrava presente na formulagdo ao
fim de 15 dias e 1 més de permanéncia no frio. As amostras recolhidas foram analisadas por
CLAE. De seguida, encontram-se apresentados os cromatogramas obtidos através da CLAE das

aliquotas retiradas da formulagdo em estudo ao fim de 15 dias e 1 més de armazenamento.

500
450
400
350
300
250
200

Absorvancia (mAu)

150
100
50

12 13 14 15 16 17 18

Tempo (min)

- 15 dias 1 més

Figura 9. Cromatogramas obtidos para as amostras de estudo da estabilidade retiradas da

formulacdo em estudo ao fim de 15 dias e 1 més de armazenamento a temperatura de 4°C.
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3. Estudos in vitro de libertacio

Os estudos de libertagdo realizados tiveram como objetivo avaliar o perfil de liberacao de
quatro formulagdes de CyA desenvolvidas contendo diferentes percentagens de Tween 80 (4; 2; 1
e 0,5). Estes estudos foram realizados utilizando um sistema de células de difusdo de Franz
verticais, composto por nove células individuais. Em cada uma das células de difusdo foi
colocada uma quantidade de 200 pL de formulagdo de CyA ou formulagdo controlo. O
compartimento recetor foi preenchido com 12 mL de PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). Em intervalos
de tempo pré-determinados (0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12 ¢ 24 horas) foram retiradas aliquotas de
500 uL do compartimento recetor que foram analisadas por CLAE. De seguida, encontram-se
apresentados o0s cromatogramas obtidos através da CLAE das aliquotas retiradas do

compartimento recetor em cada tempo para cada célula de difusdo de Franz.

3.1. Formulagio contendo 4% de Tween 80

120

100
—0,5h
——1h
__ 80
2 2h
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E 3h
0
2 60 ———4h
<
s 6h
2
— 8h
< 40
——10h
—12h
20 ——24h
A Padrdo 1,88 pg/mL PBS:EtOH (70:30)
0 ———
12 13 14 15 16 17 18
Tempo (min)

Figura 10. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FCI, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 4% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solu¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

106

Estudos ex vivo de permeagao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



120

100
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—38h
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Padrdo 1,88 pg/mL PBS:EtOH (70:30)

Tempo (min)

Figura 11. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC2, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 4% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solu¢do padrio de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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— //\ ~
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Figura 12. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC3, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 4% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 13. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC4, na
qual foi colocada a formulagdo controlo contendo 4% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

3.2. Formulagio contendo 2% de Tween 80

140
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——0,5h

—1h

8

—2h

3h

80
——4h

——6h
60
—38h

Absorvancia (mAu)

—10h
40

—12h
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Figura 14. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC5, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrido de CyA de concentragao 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 15. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados FC6, na qual
foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugéo padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 16. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC7, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solu¢do padrio de CyA de concentragdo
1,88ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 17. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados FC8, na qual
foi colocada a formulacdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 18. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC9, na
qual foi colocada a formulag@o controlo contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma soluc¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 19. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FCI, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 20. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC2, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 21. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC3, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solu¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 22. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC4, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma soluc¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 23. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados FC5, na qual
foi colocada a formulacdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugéo padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 24. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC6, na
qual foi colocada a formulacdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma soluc¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 25. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC7, na
qual foi colocada a formulacdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 26. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC8, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solu¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 27. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC9, na
qual foi colocada a formulacdo contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugdo padrdo de CyA de concentracdo 1,88 ug/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

3.3.Formulacio contendo 1% de Tween 80
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Figura 28. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC1, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 1% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 29. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC2, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 1% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrido de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 30. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC3, na
qual foi colocada a formulacdo de CyA contendo 1% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de concentragdo 1,88
pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

116

Estudos ex vivo de permeagao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



120

100
—0,5h

——1h

80
-2h

=
<
E 3h
o
e 60 ——4h
<
o ——o6h
2 h
—_—
< 40
= 10h
—12h
20 —24h
& Padréo 1,88 pg/mL PBS:EtOH (70:30)
l——— S
0
12 13 14 15 16 17 18
Tempo (min)

Figura 31. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC4, na
qual foi colocada a formula¢do controlo contendo 1% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

3.4. Formulag¢io contendo 0,5% de Tween 80
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Figura 32. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FCS5, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 0,5% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 33. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC6, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 0,5% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 34. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC7, na
qual foi colocada a formulagdo de CyA contendo 0,5% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de concentracdo 1,88
pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).

118

Estudos ex vivo de permeagao de Ciclosporina A em pele usando ondas fotoacusticas



120

100
—0,5h
——1h
80
——2h
3h
—4h

——6h

Absorvancia (mAu)

—8h

——10h
—12h
—24h

Padrédo 1,88 pg/mL PBS:EtOH (70:30)

17 18

Tempo (min)

Figura 35. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC8, na
qual foi colocada a formulacdo de CyA contendo 0,5% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 36. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC9, na
qual foi colocada a formulag@o controlo contendo 0,5% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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3.5. Formulagio contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80

Foram ainda realizados estudos de libertagdo para uma formulagdo contendo 0,2% de
CyA e 2% de Tween 80 utilizando igualmente, como nos estudos anteriores, um sistema de
células de difusdo de Franz verticais, composto por nove células individuais. Em cada uma das
células de difusdo foi colocada uma quantidade de 200 uL de formulagao de CyA ou formulagao
controlo. O compartimento recetor foi preenchido com 12 mL de PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). Em
intervalos de tempo pré-determinados (1; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12 e 24 horas) foram retiradas aliquotas
de 500 uL do compartimento recetor que foram analisadas por CLAE. De seguida, encontram-se
apresentados os cromatogramas obtidas através da CLAE das aliquotas retiradas do

compartimento recetor em cada tempo para cada célula de difusdo de Franz.
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Figura 37. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC5, na
qual foi colocada a formulacdo contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-
se também representado o cromatograma para uma solu¢do padrdo de CyA de concentragdo 1,88
ug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 38. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC6, na
qual foi colocada a formulagao contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-
se também representado o cromatograma para uma solugdo padrdo de CyA de concentragdo 1,88
pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 39. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC7, na
qual foi colocada a formulacdo contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solu¢do padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 40. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FCS8, na
qual foi colocada a formula¢do contendo 0,2% de CyA e 2% de Tween 80. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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Figura 41. Cromatograma obtido para as amostras retiradas nos tempos assinalados da FC9, na
qual foi colocada a formulac¢do controlo contendo 2% de Tween 80. Nesta Figura encontra-se
também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de concentragdo 1,88
pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v).
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3.6. Estudo do solvente de extracio

Com o objetivo de determinar qual o melhor solvente para extrair a CyA das amostras de
pele (epiderme viavel + derme), antes da realizacdo dos estudos de permeagdo, procedeu-se ao
estudo do solvente de extracdo. Para tal, injetou-se uma quantidade conhecida de CyA em pele
dermatomizada e ndo dermatomizada. Apos 24 horas, a CyA foi colocada a extrair das amostras
de pele, utilizando dois solventes de extragdo distintos, uma solu¢do de MeOH e uma mistura de
solventes contendo PBS/EtOH(70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v). Apds a extragdo as amostras
resultantes foram quantificadas por CLAE, com o intuito de quantificar a CyA que foi extraida

por cada solvente. De seguida, encontram-se apresentados os cromatogramas obtidos.

3.6.1. Extracio da CyA em pele nio dermatomizada com MeOH
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Figura 42. Cromatograma obtido para as amostras resultantes da extracdo da CyA em pele ndo

dermatomizada com MeOH.
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3.6.2. Extracgio da CyA em pele nio dermatomizada com PBS/EtOH (70/30) / MeOH
(50/50) (%, v/v)
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Figura 43. Cromatograma obtido para as amostras resultantes da extracdo da CyA em pele ndo
dermatomizada com PBS/EtOH(70/30)/MeOH (50/50) (%, v/v).
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3.6.3. Extragio da CyA em pele dermatomizada com MeOH
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Figura 44. Cromatograma obtido para as amostras resultantes da extracdo da CyA em pele

dermatomizada com MeOH.
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3.6.4. Extracio da CyA em pele dermatomizada com PBS/EtOH (70/30) / MeOH
(50/50) (%, v/v)
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Figura 45. Cromatograma obtido para as amostras resultantes da extracdo da CyA em pele
dermatomizada com PBS/EtOH (70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v).
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3.7. Estudos ex vivo de permeacgio
Os estudos de permeagdo ex vivo da CyA foram realizados sob condigdes ativas e
passivas. No caso da permeacdo sob condigdes ativas o filme piezofotonico foi irradiado durante
5 minutos por estimulos de um laser com duas fluéncias distintas, uma fluéncia de 69 mJ/cm? e
uma fluéncia de 48 mJ/cm?.

Para ambas as condigdes ativas e passivas foram utilizas membranas biologicas (pele de
porco) num sistema de células de difusdo de Framz verticais, composto por nove células
individuais. Em cada uma das células de difusdo foi colocada uma quantidade de 300 pL de
formulagdo de CyA ou formulagdo controlo. O compartimento recetor foi preenchido com 12 mL
de PBS/EtOH (70/30) (%, v/v). Num tempo pré-determinado (0,5 horas) foram retiradas aliquotas
de 500 uL do compartimento recetor de cada célula de difusdo que foram analisadas por CLAE.
Ao fim de 0,5 horas de experiéncia foi também recolhida a pele que se encontrava em cada célula
de difusdo. Apos o procedimento descrito na sec¢do dos materiais ¢ métodos para limpar a CyA
da pele, esta foi colocada a extrair em 3 mL de PBS/EtOH (70/30) / MeOH (50/50) (%, v/v). As
amostras de pele foram quantificadas por CLAE, com o intuito de quantificar a CyA que ficou
retidas nas camadas mais profundas da pele. De seguida, encontram-se apresentados os
cromatogramas obtidos através da CLAE das aliquotas retiradas do compartimento recetor no

tempo 0,5 horas para cada célula de difusdo de Franz e das amostras da pele.
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3.7.1. Permeagio sob condi¢des ativas com um laser com fluéncia de 69 mJ/cm? para o

caso das amostras proveniente do compartimento recetor
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Figura 46. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC1, na qual foi colocada a formula¢do de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FCS5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma soluc@o padrao de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 47. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC2, na qual foi colocada a formulacao de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também

representado o cromatograma para uma solug@o padrao de CyA de concentracdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 48. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC3, na qual foi colocada a formulacao de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 49. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC4, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solug@o padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.2. Permeacio sob condicdes passivas para o caso das amostras proveniente do

compartimento recetor
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Figura 50. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC6, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também PBS/EtOH
(70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 51. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC7, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solug@o padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 52. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC8, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugéo padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.3. Permeacio sob condi¢des ativas com um laser com fluéncia de 69 mJ/cm? para o

caso das amostras de pele
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Figura 53. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC1, na qual foi colocada a
formulacdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 54. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC2, na qual foi colocada a
formulacao de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 55. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC3, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentracao 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 56. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC4, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solu¢do padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.4. Permeacio sob condi¢des passivas para o caso das amostras de pele
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Figura 57. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC6, na qual foi colocada a
formulagao de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentracdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 58. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada FC7, na qual foi colocada a
formulacao de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 59. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC8, na qual foi colocada a
formulacdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.5. Permeagio sob condi¢des ativas com um laser com fluéncia de 48 mJ/cm? para o

caso das amostras proveniente do compartimento recetor
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Figura 60. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC1, na qual foi colocada a formulacdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FCS5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88 pug/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 61. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC2, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentragao 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 62. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC3, na qual foi colocada a formulacdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solu¢ao padrdo de CyA de concentracao 1,88 ug/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 63. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC4, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC5. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugéo padrdo de CyA de concentragdo 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.6. Permeacio sob condi¢des passivas para o caso das amostras proveniente do

compartimento recetor
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Figura 64. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC6, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solugdo padrao de CyA de concentragdo 1,88 pug/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 65. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC7, na qual foi colocada a formulacdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi
retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentragao 1,88 pg/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 66. Cromatograma obtido para a amostra retirada as 0,5 h do compartimento recetor da
FC8, na qual foi colocada a formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (vermelho) que
foi retirado as 0,5 h do compartimento recetor da FC9. Nesta Figura encontra-se também
representado o cromatograma para uma solucdo padrdo de CyA de concentracao 1,88 ug/mL em
PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3.7.7. Permeagio sob condi¢des ativas com um laser com fluéncia de 48 mJ/cm? para o

caso das amostras de pele
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Figura 67. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC1, na qual foi colocada a
formulacdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FCS. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 68. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC2, na qual foi colocada a
formulacao de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de
concentracdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 69. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC3, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FCS5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de
concentracdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 70. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC4, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (azul), e do respetivo controlo (laranja) que foi retirado da FC5. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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3. Permeacio sob condi¢des passivas para o caso das amostras de pele
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Figura 71. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC6, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solugdo padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 72. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC7, na qual foi colocada a
formulagdo de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solu¢do padrio de CyA de
concentragdo 1,88 pg/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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Figura 73. Cromatograma obtido para a amostra de pele retirada da FC8, na qual foi colocada a
formulacao de CyA (verde), e do respetivo controlo (roxo) que foi retirado da FC9. Nesta Figura
encontra-se também representado o cromatograma para uma solucdo padrio de CyA de
concentracdo 1,88 pug/mL em PBS/EtOH (70/30) (%, v/v) (cinzento).
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4. Teste de Grubbs

A presenga de possiveis outliers foi avaliada com o teste de Grubbs com um intervalo de

confianga de 95%. Na Tabela 1 encontram-se apresentados os valores criticos do Teste de

Grubbs.

Tabela 1. Valores criticos do teste de Grubbs para um nimero n de amostras a um nivel de

significancia de 5%.

n G (0.05) n G (0.05) n G (0.05)
3 1,154 15 2,548 80 3,306
4 1,481 16 2,586 90 3,348
5 1,715 17 2,62 100 3,384
6 1,887 18 2,652 120 3,445
7 2,02 19 2,681 140 3,495
8 2,127 20 2,708 160 3,537
9 2,215 25 2,822 180 3,574
10 2,29 30 2,909 200 3,606
11 2,355 40 3,036 300 3,724
12 2412 50 3,128 400 3,803
13 2,462 60 32 500 3,863
14 2,507 70 3,258 600 3,911
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