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RESUMO

Resumo

A utilizacdo de técnicas de fluorescéncia tem aumentado como uma ferramenta de
diagndstico ndo invasiva, sendo o exemplo com maior impacto a imagiologia de
fluorescéncia. Apesar da utilidade desta técnica ainda ndo temos disponivel metodologias
que permitam estudos farmacodindmicos in vivo. Em muitas circunstancias a quantificacao
ou quantificacéo relativa de um fluoréforo ao penetrar na pele poderia ser empregue com
vantagem neste tipo de estudos. Para esta finalidade podem ser utilizadas fibras dpticas
especialmente conectadas para excitar e recolher fluorescéncia, permitindo medidas nao

invasivas.

O presente estudo tem como objectivo optimizar o método de fluorescéncia usando fibras
Opticas e fontes de luz LED para recolher a fluorescéncia na pele produzida pela permeacéo

de um fluoroforo.

Este estudo iniciou-se com a preparacdo de géis de rodamina B e posterior medicdo da
permeacdo do fluoréforo na pele de porco ex vivo. A fluorescéncia sera medida e o
resultado comparado com outros métodos invasivos para de forma a valida-lo. Os métodos
comparativos foram bidpsia e extracdo para quantificacdo e células de Franz, que nos ddo
informacdes sobre a quantidade de composto activo que permeia a pele. Também se avaliou

a profundidade de penetracdo pelo método de microscopia de fluorescéncia.

Durante este estudo, definiu-se o comprimento de onda de excitacéo do fluor6foro de modo
a que a luz de excitagdo néo interfira com a luz de emisséo de fluorescéncia, de modo a
obter uma banda bem definida. Estabeleceu-se uma correlagéo de quantificagdo entre a
extracdo, a fluorescéncia na pele e as células de Franz. Este método revelou-se muito
promissor para quantificar a permeacdo de formulacGes em estudos com outras moléculas,

que possam ser utilizadas em estudos de farmacocinética in vivo.
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ABSTRACT

Abstract

The use of fluorescence techniques has increased as a honinvasive diagnostic tool, with the
sample having the largest impact fluorescence imaging. Despite the usefulness of this
technique we have still not available methodologies for pharmacodynamic studies in vivo.
In many instances the quantification or relative quantification of a fluorophore to penetrate
the skin could be advantageously employed in such studies. For this purpose optical fibers
may be used especially connected to excite and collect fluorescence, allowing noninvasive

measures.

This study is aimed to optimize the fluorescence method using optical fiber and LED light

sources to collect the fluorescence in the skin produced by the permeation of a fluorophore.

This study began with the preparation of rhodamine B gels and subsequent measurement
of the fluorophore permeation in ex vivo pig skin. The fluorescence is measured and the
results compared to other invasive methods in order to validate it. The comparative
methods were biopsy and extraction for quantification and Franz cells, which give us
information about the amount of active compound which permeates the skin. It also

assessed the depth of penetration by fluorescence microscopy method.

During this study, was defined the excitation wavelength of the fluorophore so that the
excitation light does not interfere with the fluorescence emission light in order to obtain a
well-defined band. Would also establish a correlation of quantification between the
extraction, fluorescence in skin and Franz cells. This method proved to be very promising
to quantify the permeation formulations, studies with other molecules that can be used in

pharmacokinetic studies in vivo.
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ABREVIATURAS

Abreviaturas

e A-Azone

e API - Active Pharmaceutical Ingredients

e RhB-Rodamina B

e SC — Stratum corneum ou camada cornea

e TEA — Trietanolamina

e ¢ — Rendimento Quantico de Fluorescéncia
e )ex — Comprimento de onda de excitagéo

e )em — Comprimento de onda de emissao
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INTRODUCAO

1. Pele e a sua estrutura

A pele é um 6rgéo vital, pois garante o equilibrio com o0 meio externo através de relacGes
homeostaticas de trocas de substancias fundamentais para o corpo humano [1]. E o maior
6rgédo do corpo humano, tendo um peso total estimado de 5 kg, e uma superficie de cerca
de 2 m? para seres humanos adultos [2].

Muitas das funcBes da pele permitem clarificar a sua importancia como essencial para a
sobrevivéncia dos mamiferos, em particular dos seres humanos, num ambiente
relativamente hostil.

A pele presente no corpo humano funciona como um revestimento externo do corpo e
exerce variadas e importantes funcdes tais como a funcdo protectora, que se baseia na sua
propriedade de barreira, que permite a sobrevivéncia dos seres humanos num ambiente de
temperatura e teor de agua varidveis, assim como na presenca de bactérias, fungos e
radiacdo; por outro lado, a pele é também responséavel pela manutencdo do calor corporal
(accao termorreguladora), da pressdo arterial e das funcdes excretoras, sendo por isso
considerado o principal agente homeopatico. Por Gltimo, a pele € o maior 6rgédo sensorial,
responsavel pela recepcéo de estimulos exteriores, tais como tacteis, dolorosos e térmicos.
Para garantir que todas estas fungdes séo executadas a pele necessita de ser robusta e ao
mesmo tempo flexivel. Sendo a pele uma barreira por exceléncia, ndo é contudo um érgéo
isolado, e encontra-se associada a muitos sistemas de 6rgaos, nomeadamente o sistema
musculo-esquelético, neurologico, circulatorio, enddcrino e imunitario [3].

A anatomia da pele é bastante complexa, tendo como principais camadas a epiderme, a
derme e a hipoderme (camada subcutanea de gordura) [4]. Para além disso, existem
diversos apéndices associados a estas camadas, tais como foliculos pilosos, unhas,
glandulas sebaceas e sudoriparas, como esta representado na figura 1.

A propriedade de barreira da pele consiste na resisténcia, até certo ponto, a passagem de
microorganismos, substancias quimicas e agentes fisicos nocivos para o interior do
organismo, assim como contraria as perdas excessivas de liquidos e outras substancias do
corpo e ajuda igualmente na manutencdo do meio interno. Esta funcdo barreira, exercida
pelo SC (stratum corneum ou camada cornea) € proporcionada tanto pela constituicdo das
diferentes camadas cutaneas como pelo manto gordo que reveste a sua superficie,
essencialmente formado pelas secre¢Ges produzidas pelas glandulas sudoriparas e sebaceas

situadas na profundidade da pele. A primeira barreira corresponde precisamente a esta
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INTRODUCAO

membrana gorda que, por um lado, impede a passagem da agua e, por outro lado, exerce
um efeito anti-séptico que dificulta a aglomeracdo de microorganismos. Néo obstante, a
superficie da pele é permanentemente habitada por milhdes de micrébios por centimetro
quadrado, sobretudo bactérias e fungos microscopicos que encontram na superficie da pele
condicdes favoraveis para se alimentarem e sobreviverem. Contudo, em condigdes
normais, sdo microorganismos ndo patogenicos, ou seja, a sua existéncia acaba por ser
benéfica, ja que impedem a unido e aglomeracdo de outros microorganismos perigosos. Ja
a derme é responsavel pela nutricdo sanguinea da epiderme e funciona como segunda linha
de proteccdo contra invasdes de microorganismos. A regulacdo homeostatica, isto é, o
ajuste do equilibrio do corpo de modo a manter 0 ambiente interno constante, é assegurada
pela camada subcutanea de gordura (hipoderme) [3]. Considera-se que um organismo esta

em homeostasia quando, por exemplo, a temperatura é estavel.

] Camada comea

Epiderme | §

Glandula sebacea
Derme

Vaso linfatico

Hipoderme

Foliculo piloso Tecido adiposo

Glandula sudoripara

Figura 1. Representacdo esquematica de um corte transversal através da pele humana, exibindo as
diferentes camadas de células. Adaptado de [5].
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INTRODUCAO

1.1. Ediperme

A epiderme é um epitélio pavimentoso estratificado, ndo vascularizado sobre uma
membrana basal, que pode ser subdividida em quatro camadas celulares distintas: a camada
cornea; camada granulosa; camada espinhosa e camada basal [6]. E uma camada em
continua renovacéo, estratificada e cornificada que se situa na zona de contacto com o
exterior. Tipicamente a sua espessura varia entre 50-100 um [7].

A epiderme é constituida por varias camadas de células em diferentes niveis de
diferenciacéo [8] (Figura 2). Estas células da epiderme resultam da diferenciacdo de uma
camada de células mitdticas que se encontram na camada basal. Nesta camada encontram-
se melandcitos — responsaveis pela producdo de melanina, células de Langerhans — células
dendriticas que possuem um papel fundamental na funcdo imunitaria, células de Merkel —
receptores mecanicos tacteis que se unem aos querationdcitos atraves dos desmossomas e
queratinocitos - células estaminais, metabolicamente activas que tém capacidade de se
dividir e produzir novas células, atingindo o estagio final na camada cérnea [3]. Na camada
basal as células encontram-se pouco diferenciadas e apresentam forma cubica,
multiplicando-se incessantemente. A camada espinhosa é constituida por células mais
achatadas, mais queratinizadas que na camada basal. Esta camada estd localizada no
seguimento da camada basal com queratinécitos com nucleo, que ndo se dividem, apenas
produzem queratina. As células da camada granulosa sdo morfologicamente mais planas
gue as suas percussoras, podendo ainda verificar-se a presenca de nucleo. Estas células
produzem alto teor em queratina, assim como polissacarideos, glicoproteinas e lipidos [9].
A camada cdrnea é a camada mais externa da epiderme, constituida por células mortas,
sem nucleo e com enorme quantidade de filamentos, nomeadamente de uma proteina
altamente insolUvel, a queratina.

A medida que se avanca até a superficie da pele, o processo de diferenciacio nas camadas
da epiderme resulta na transformacdo das células em cornedcitos. As mudancas celulares
decorrentes incluem extrusdo de corpos lamelares, perca de ndcleo e aumento de queratina

até se obter a camada cérnea totalmente formada [10].
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INTRODUCAO

— | Camada cérnea

: Camada granulosa
Queratindcitos

Células de Langerhans

Camada espinhosa

Célula de Merkel
Melandcito

Camada basal

Figura 2. Esquematizacdo do processo de diferenciacdo que ocorre na epiderme, iniciando-se na
camada basal e terminando na camada cornea. Adaptado de [9].

A epiderme encontra-se diferenciada por duas zonas, a epiderme viavel, constituida pelas
camadas epidérmicas inferiores e a epiderme invidvel, composta pelas células do SC [11].
A camada cornea, também designada por estrato corneo, é a camada mais externa da
epiderme, apresentando uma espessura média de 10-20 um. Normalmente esta camada é
constituida por 15 a 25 camadas de queratindcitos, podendo atingir as 100 camadas na
palma das maos e dos pés [12]. Estas células (queratindcitos) encontram-se envoltas num
meio extracelular rico em lipidos, e nesta camada sdo designadas de cornedcitos, devido a
sua composicdo interna ser maioritariamente queratina e lipidos. Possuem forma achatada
e encontram-se sobrepostos alternadamente.

A matriz extracelular assegura a coesdo e adesdo entre 0s cornedcitos. Os lipidos desta
regido sdo sintetizados nas camadas superiores da epiderme viavel e representam o Unico
caminho continuo para moléculas de reduzida baixa molecular, desde a superficie da pele
até a base do SC. Enquanto as membranas bioldgicas tipicas sdo maioritariamente
constituidas por fosfolipidos, os lipidos presentes no SC sdo compostos na sua maioria por
ceramidas, acidos gordos e colesterol. Estes lipidos encontram-se organizados em
bicamadas multilamelares, o que sugere existir uma via de difusdo na pele de elevada
lipofilicidade, que podera explicar amenor permeabilidade desta membrana a agua, quando
comparando com outras membranas biologicas [13].

Nestas estruturas multilamelares, ha alternancia entre os dominios hidrofilicos e lipofilicos,

dificultando a passagem de farmacos por esta camada. No entanto os compostos lipofilicos
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INTRODUCAO

atravessam mais facilmente o SC quando comparando com os compostos hidrofilicos, em
que a via folicular pode constituir uma alternativa [14].

A camada basal localiza-se entre a epiderme e a derme, e é antecedida pela membrana
basal, formada basicamente por colagénio, € semipermeavel permitindo a passagem de

metabolitos e oxigénio entre as duas camadas da pele [15].

1.2. Derme

A derme € a segunda camada da pele, um tecido conjuntivo que sustenta a epiderme e esta
ligada pela membrana basal. Esta camada dérmica apresenta uma espessura variavel entre
1 a4 mm, sendo a camada mais densa da pele [11]. As poucas células que estdo presentes
nesta camada sdo os fibroblastos, células chave da sintese de fibras proteicas, como o
colagénio e elastina, principal responsavel pela elasticidade da pele, componentes
maioritarios da derme. Estes dois constituintes formam uma matriz que rodeia as células e
as estruturas dérmicas [3]. Na derme encontram-se ainda 0s vasos sanguineos —
responsaveis pelo transporte de nutrientes e pela termorregulacdo corporal, assim como
pela absorcao de substancias que ultrapassam o SC; os vasos linfaticos — indispensaveis na
absorcdo transdérmica de sistemas coloidais e as terminacdes nervosas — apresentam
apenas funcbes de integracdo e coordenacdo do 6rgdo sensorial. A derme, para além de dar
auxilio ao sistema imunoldgico da epiderme, também desempenha um importante papel na
regulacao da temperatura, pressao e dor.

A derme é formada por duas camadas de limites pouco visiveis: camada papilar e camada
reticular. Na camada papilar estdo presentes fibras de colagénio que tém como principal
funcdo unir e fortalecer os tecidos, proporcionando o suporte que a pele necessita, isto para
além de facilitarem a nutricdo das células da epiderme, através dos vasos sanguineos
presentes na camada reticular da derme. A camada reticular, assim como a camada papilar,
possuem fibras do sistema elastico, responsaveis, em parte, pela elasticidade da pele. Nesta
camada encontram-se ainda, como ja referido, vasos sanguineos, nervos, foliculos pilosos,

glandulas sebéaceas e glandulas sudoriparas [16].
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1.3. Hipoderme

Sob a derme reticular encontra-se a hipoderme — tecido adiposo subcutaneo, a camada mais
profunda da pele, que pode ter uma espessura até varios milimetros [11]. Esta camada é
constituida por uma rede de células de gordura (possivelmente 50% da gordura corporal)
organizadas em l6bulos e conectada & derme através de fibras de colagénio e de elastina.
Também fazem parte da sua constitui¢do fibroblastos e macréfagos. Uma das principais
funcbes da hipoderme é transportar os sistemas nervoso e vascular através da pele. No
entanto esta camada da pele tem ainda como fungdes o armazenamento de energia, e 0

encargo da ligacao entre a pele as estruturas subjacentes, tais como o0 musculo e 0 0sso [3].

2. Difusao de farmacos

A difusdo de um farmaco através de uma estrutura biol6égica, como por exemplo uma
membrana bioldgica, € um fendmeno complexo. Esta complexidade deve-se a trés factores,
sendo eles a natureza ndo homogénea da membrana lipidica; a taxa de difusdo e a
solubilidade dos farmacos, uma vez que a solubilidade é fortemente dependente do local
de passagem através da membrana. Estes problemas sdo particularmente agravados em
estruturas com uma espessura consideravel, como é o caso da pele humana, em que a
grande heterogeneidade provoca o transporte atraves de diferentes vias simultaneas [17].
Os farmacos aplicados na superficie da pele podem permeé-la através da camada superior
da epiderme, o SC, ou através de apéndices, como os foliculos pilosos e as glandulas
sudoriparas [11]. Sendo assim, a difusdo de farmacos e outros solutos pela pele pode-se
processar por trés vias: transfolicular, transcelular e intercelular — figura 3.

A permeacdo através do SC faz-se essencialmente por difusdo passiva (a favor do gradiente
de concentracdo), tanto por via intercelular — via restrita a matriz lipidica, como por via
transcelular — através tanto dos corne6citos como dos lipidos da matriz. A permeagao ao
longo dessas duas vias é portanto dependente da afinidade de um farmaco com ambientes
lipidicos, com o ambiente interno do cornedcitos e com sua a capacidade de permear a
parede celular dos cornedcitos [11]. A permeacao por via folicular ocorre pelos apéndices
da pele, mas, no entanto, estes ocupam apenas 0,1% da superficie da pele, o que representa

uma diminuta contribuicéo para a difusdo de farmacos [19].
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Intercelular Folicular Transcelular

Camada cormea _
(10-20 pm) L

Epiderme vidvel
(50-100 pm)

Derme
(1-4 mm)

Figura 3. Esquema das trés possiveis vias de difusdo de farmacos na pele. Adaptado de [18].

A difusdo de farmacos através da pele favorece a via intercelular, em vez da via
transcelular, uma vez que esta ultima é altamente inacessivel a grande parte das moléculas
devido ao preenchimento dos cornedcitos com queratina. No entanto o movimento de
farmacos de maiores dimens@es é limitado, uma vez que 0s espacos livres na estrutura
lipidica s&o inferiores a 50 A [19].

Deste modo, conclui-se que as trés vias garantem a absorcao de farmacos na pele, mas esta
é condicionada pela funcéo barreira do SC, pelas propriedades morfoldgicas da pele e pelas
caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, tais como peso molecular, solubilidade e

capacidade de criarem ligagdes de hidrogénio.

3. Entrega transdérmica

A entrega transdérmica de farmacos tem dado um importante contributo & medicina, mas,
no entanto, ainda é necessario explorar todo o seu potencial para poder competir com as
tipicas vias de administracdo, a administracdo oral de farmacos e as injecgdes hipodérmicas
[20].

A administragdo transdérmica de farmacos é um fendmeno bastante dificultado, devido a
complexidade estrutural da pele. Por um lado, o SC ¢ altamente lipofilico e impermeavel

para a maioria dos farmacos, representando uma eficaz barreira percutanea, por outro lado
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a epiderme viavel é predominantemente constituida por um meio aquoso através do qual a
permeacdo dos farmacos é relativamente facilitada [21].

A via transdérmica consiste na aplicacdo de uma forma farmacéutica sobre a pele com a
consequente libertacdo do farmaco contido nessa forma. Apds a permeacdo cutanea este
farmaco pode atingir regides mais profundas, os tecidos subjacentes ou mesmo a corrente
sanguinea para uma accao sistémica [22].

A absorcdo transdérmica corresponde a entrega de um farmaco na pele e o seu transporte
através da corrente sanguinea. Este é um processo que pode ser resumido em trés passos:
inicialmente ocorre libertacdo do farmaco a partir da formulacdo seguida de difusdo através
do SC; o segundo passo consiste na fragmentacdo do farmaco a partir do SC até a epiderme
viavel; por ultimo, ocorre difusdo através da epiderme viavel e consequente entrada no

sistema circulatorio [17].

3.1. Vantagens e Desvantagens

A entrega de farmacos para o sistema circulatdrio através da pele oferece vantagens em
relacdo a outros tipos de administracdo, uma vez que pode aumentar os beneficios clinicos
assim como melhorar a aceitacéo pelo paciente [23]. A pele representa assim uma area de
superficie para absorcdo de farmacos prontamente acessivel com determinadas
caracteristicas: minimiza o primeiro impacto do metabolismo enzimatico no figado; evita
dificuldades provocadas pelo pH gastrointestinal, atividade enzimaética, interacGes
medicamentosas e alimentares, bebidas e medicamentos administrados por via oral;
proporciona uma absor¢do continua durante longos periodos de tempo; permite a reducéo
dos efeitos secundarios nocivos devido a menor dose administrada; permite uma rapida
interrupcao da terapéutica, com a sua remocao [24].

No entanto, aadministracdo de farmacos através de entrega transdérmica apresenta também
desvantagens, que, em comparacdo com as suas vantagens, sdo muito reduzidas, o que
torna este sistema bastante vidvel: a via transdérmica é inadequada para farmacos que
provocam irritagdo ou sensibilizacéo da pele; as doengas cutaneas podem afectar os perfis
de distribuicdo dos farmacos comparativamente com o0s outros métodos de administracéo
de farmacos, a entrega transdérmica provoca um atraso no inicio da ac¢do; a difuséo através

da pele é limitada para moléculas com massa molecular superior a 500 Da; a taxa de
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permeacdo dos farmacos difere consoante o sitio a aplicacdo assim como do género e da

idade de quem a recebe [22].

4. Primeira lei de difusdo de Fick

Quando uma formulacdo topica € aplicada na superficie da pele, o principio activo
(farmaco) migra para a camada mais interna através do SC e ao longo da epiderme [25]. A
permeacao do farmaco obedece a primeira lei de Fick (equacdo 1), onde o fluxo de estado
estacionario (J) se relaciona com o coeficiente de difusdo do farmaco na camada (D), com
a concentracdo de farmaco contida na formulacdo que se assume constante (Co), com 0
coeficiente de particdo do farmaco entre a formulacdo e a camada cornea (P) e com a
espessura do caminho de difusdo na pele (h):

] = DCoP (equacéo 1)
h

Este modelo permite calcular o fluxo de massa (J) através da pele. Esse valor é dado pelo
declive da recta que representa a quantidade de composto permeado versus o tempo, e é
expresso em pg/cm?/h, habitualmente.

Tendo em conta a equacdo anterior, o fArmaco deve possuir determinadas caracteristicas
de modo a que a difusdo seja facilitada: diminuta massa molecular (<500 Da) de modo a
que o coeficiente de difusdo seja elevado, uma vez que quanto menor € a massa, maior € a
mobilidade; solubilidade intermédia em agua e 6leo para que haja elevada permeacéo (SC
oleoso, epiderme viavel aquosa); ponto de ebulicdo baixo de modo a garantir solubilidade

na formulacéo [26].

Um dos factores limitantes desta lei da difusdo relaciona-se com o coeficiente de parti¢éo
(P), sendo que a sua maximizacao pressupde que a concentracdo inicial de composto que
permeou 0 SC seja elevada. No entanto, se o farmaco apresentar um coeficiente de parti¢éo
baixo (aproximadamente zero) a tendéncia serd permanecer na formulag&o, visto a pele ser

predominantemente lipofilica. Neste caso o farmaco dificilmente podera ser utilizado em
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aplicacdes transdérmicas com uso em humanos, a ndo ser que se apliquem métodos que

perturbem a funcéo barreira da pele [27].

5. Estudos de difusdo em pele

No que respeita a libertacdo de farmacos e a sua penetracdo nas camadas da pele apos a
aplicacdo topica, é necessario realizar estudos que caracterizem o processo de difusdo e
permeacao de farmacos ap0s a aplicacéo topica [28].

A difusdo é, por definicdo, 0 movimento aleatério das moléculas através de um dominio
impulsionado por um gradiente de concentracao, de elevada para baixa concentracao [29].
A difusdo in vivo de um permeador € geralmente passiva, partindo de um veiculo no
compartimento dador através de uma membrana artificial ou bioldgica para um
compartimento receptor. O permeador é definido como as espécies moleculares que se
deslocam através do tecido/membrana. O termo permeacdo descreve primeiramente o
movimento do permeador através da membrana que compreende a saida para a membrana,
seguidamente da difusdo através da membrana. A penetracdo compreende a entrada de
composto numa determinada camada [30].

Designa-se por fluxo a quantidade de farmaco que permeia uma membrana por unidade de
area e por unidade de tempo [31]. A acumulacdo do farmaco determina a quantidade do
permeador que atravessa uma membrana num determinado periodo de tempo, expresso em
unidades de massa/area. A propriedade do permeador que calcula a facilidade com que este
permeia uma membrana é expressa em unidades de area/hora, e é designada como
difusividade [30].

Qualquer farmaco aplicado num tecido ou numa membrana artificial apresenta um tempo
de laténcia (lag time), isto é, uma diferenca de tempo entre o inicio da sua aplicagdo e o
momento em que o seu efeito se torna perceptivel. Durante este tempo a taxa de permeacédo
através da membrana encontra-se a aumentar. E atingido o equilibrio quando ha um
movimento inalteravel e constante do permeador através da membrana. O tempo necessario
para atingir esse estado de equilibrio depende de varios factores, tais como: as propriedades
fisico-quimicas do farmaco; permeabilidade da membrana ou do tecido em estudo; o fluxo

do farmaco [32].
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Adicionalmente, a funcdo barreira da pele ndo permite correlacionar directamente a
permeabilidade do farmaco com a espessura do tecido, uma vez que ha varios factores
implicados, tais como a variabilidade da espessura da pele ao longo do corpo e o
género/raca. Deste modo, 0 mesmo composto pode ter fluxos e quantidades acumuladas

diferentes consoante a regido do corpo [30].

5.1. Células de Franz

Os estudos de difusdo em pele exigem a avaliacdo dos fendmenos que ocorrem entre a
aplicacdo da formulacao tdpica e a difusdo do farmaco através do tecido. O método usado
para estes testes recorre a utilizacéo de células de difusdo de Franz, cuja maior vantagem é

a aplicabilidade da primeira lei de difusdo de Fick [33].

A célula vertical de Franz é composta por um compartimento dador e outro receptor, que é
preenchido com uma solucdo receptora. Entre estes dois compartimentos é colocada a
membrana, que pode ser de acetato de celulose ou bioldgica, como pele humana ou pele de
porco. Esta célula encontra-se representada na figura 4. O sistema de linhas de Franz
utilizado é composto por seis células individuais ligadas a um banho termostatizado a
37+0,1°C, que se encontra sob agitacdo magnética constante durante um periodo de 7 horas
para um perfil cinético de libertacdo, no que diz respeito as membranas e de 24 horas para

um perfil cinético de permeacdo no caso da pele [28].

Compartimento dador -

Formulagdo em estudo wpp~

Membrana/Pele wp

—_— Recolha
Entrada e saida de égula\ - \ [: / / ‘

N == Compartimento receptor

X L
Circulagdo de agua "<.\ #=r= Agitador magnético
-

- b~
\

Figura 4. Esquema de uma célula de difusdo de Franz. Adaptado de [28].
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As células de Franz permitem avaliar a absor¢cdo do composto numa membrana, a sua
permeabilidade e, consequentemente, o fluxo através dessa membrana e a quantidade que

se acumulou ap6s um determinado periodo de tempo [30].

5.2.  Meio Receptor

A selecgdo de uma solucéo receptora depende da natureza do farmaco e do tipo de célula
de difusdo usada. A solubilidade do farmaco dever ser tomada em consideracao, de modo
a se encontrar na forma requerida na formulacéo topica colocada no compartimento dador,

assim como deve ser entregue uma determinada quantidade no compartimento receptor.

Sao comuns receptores aquosos quando os permeadores sdéo moderadamente hidrofilicos e
lipofilicos, e, de acordo com o tipo de permeador, variam 0s tipos de receptor. Visto isto,
para um permeador ionizavel deve ser utilizado um tampéo fosfato salino (PBS, pH 7,4),
enquanto que para um permeador ndo ionizavel deve-se adicionar um solubilizante ao meio
receptor de modo a permitir uma posterior quantificacdo. Para permeadores mais lipofilicos
ou com baixa solubilidade aquosa o0s agentes solubilizantes que se adicionam podem ser
agentes tensioactivos, proteinas, como albumina bovina e sistemas de solventes organicos,
tal como etanol/agua. Estes solubilizantes podem provocar danos na barreira ou alteragdes
no tecido quando ocorre a penetracdo do farmaco, podendo alterar os resultados de
permeabilidade [30].

5.3. Calculo do fluxo

O fluxo (J) é a quantidade permeada a atravessar a membrana por unidade de tempo. Esta
guantidade é dada em unidades de massa/area/hora. Se o permeador for aplicado numa

dose finita, o fluxo pode ser calculado através da seguinte equagé&o:

o

] = (equacéo 2)

=
*
-+
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onde Q corresponde a quantidade de composto que atravessa a membrana durante um
determinado tempo t; A diz respeito a area de membrana exposta (em cm?). O fluxo é dado
em quantidade/cm?/hora [30].

6. Formulagdes topicas

Sistemas de entrega transdérmica de farmacos sao uma fonte de interesse constante devido
as vantagens que proporcionam em superar muitos inconvenientes associados a outros
modos de administragdo de farmaco, isto €, via oral ou intravenosa [34].

Os sistemas tradicionais de entrega de farmacos atraves da pele consistem na utilizacéo de
cremes, géis ou logdes para tratar desordens de pele ou sintomas de dor local. O seu sucesso
relaciona-se principalmente com a sua capacidade de promover a entrega localmente.

A constituicdo destas formulacfes pode conter multiplos excipientes ou sistemas mono ou
multifasicos de forma a obter uma mistura final homogénea. Excipientes, anteriormente
vistos como meras substancias capazes de facilitar a administracdo e proteger o farmaco,
sdo considerados, nos dias atuais, como constituintes essenciais, que garantem o
desempenho do medicamento e otimizam a obtencéo do efeito terapéutico. A natureza dos
excipientes determina o comportamento da formulacdo e a sua modulagéo, respeitando a
lipofilicidade ou hidrofilicidade, deve ser realizada de modo a maximizar o fluxo da difuséo
passiva.

Géis sdo sistemas semi-solidos que compreendem pequenas quantidades de sélido
dispersas em quantidades relativamente grandes de liquido. S&o descritos como redes
tridimensionais de polimeros lineares que podem absorver grandes quantidades de agua,
permanecendo insollveis e mantendo a sua estrutura tridimensional. Esta insolubilidade da
rede polimérica deve-se a presenca de ligacGes entre as cadeias de polimero [35].

Os excipientes das formulaces dos géis utilizados em entrega transdérmica englobam,

entre outros, um polimero, um promotor e um agente neutralizante.
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6.1. Rodamina B

A rodamina B (Rh B) apresenta forma molecular C2sH31N203Cl e peso molecular 479,02

g/mol [36]. A estrutura quimica desta molécula pode ser vista na figura 5.

=
Cl

R .
~_-M Oz N~
T

COOH

Figura 5. Estrutura quimica da rodamina B [36].

A rodamina B foi a molécula escolhida para integrar nas formulagdes como composto
activo. Ao longo desta dissertacdo poderei chamé-la de APl (Active Pharmaceutical
Ingredients) mas, no entanto, este deve ser considerado um modelo de API.

O API utilizado nas formulacdes usadas em entrega transdérmica tem de deter
determinadas caracteristicas, tais como solubilidade entre 1 e 5%, log P entre 1 e 3, baixa

massa molecular e ndo deve conter cargas.

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica intrinseca dos farmacos e representa uma
das caracteristicas fundamentais que é preciso considerar [37]. Uma substancia é
considerada como muito soltvel se obtiver valores de solubilidade menores do que 1 ml/g;
muito soltvel se tiver valores de 1 a 10 ml/g; pouco soluvel se esses valores estiverem entre
100 e 1000 ml/g, por exemplo [38].

O coeficiente de particdo 6leo-agua (P) é definido como a relacdo das concentracbes da
substancia em Oleo e em 4agua, isto &€ a concentracdo da substdncia na fase
organica/concentracao da substancia na fase aquosa. Os valores normalmente séo tabelados
como log P. Sendo assim, se log P de uma substéncia for 0, entdo P = 1 e, portanto, tem
igual afinidade por ambas as fases. Se log P <0 entdo P < 1 e a tendéncia é da substancia
se dissolver preferencialmente na fase aquosa e, portanto, quanto menor o log P, mais
hidrofilica é. Por outro lado, se log P > 0, entdo P > 1 e a afinidade da substancia & maior
pela faze orgénica e, entdo, quanto maior for o log P, mais hidrofobica € [39]. Para um

farmaco, o ideal é o log P estar compreendido entre 1 e 3 de modo a manter a
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lipossolubilidade méxima, isto é, a facilidade com que o farmaco permeia uma membrana
bioldgica [40]. E o coeficiente de particdo que permite avaliar a lipossolubilidade do
farmaco (assim como a hidrossolubilidade) que, quanto maior, maior € o seu coeficiente
de particdo e mais rapida serd a sua difusdo. O log P ideal deve estar compreendido entre
1 e 3 uma vez que um coeficiente de particdo muito elevado ou muito baixo pode constituir

um obstéculo a difusdo do farmaco [40]. A Rh B apresenta log P = 2,74 [41].

A massa molecular do farmaco deve ser inferior a 500g/mol, uma vez que baixa MM

facilita a passagem da molécula através da pele.

Outra caracteristica ligada ao farmaco que pode afectar a absorcdo do farmaco € a carga
eléctrica, pois moléculas com carga eléctrica tendem a permear mais dificilmente, seja por
atracgdo ou repulsdo com a carga existente na membrana. Assim, o ideal € que o farmaco
ndo possua carga eléctrica no momento da sua absorcdo [42] e, de facto, a rodamina B é

um composto que apresenta carga total zero.

Para além destas caracteristicas, a molécula escolhida devera ter comprimento de onda de
emissdo a partir de cerca de 600nm, uma vez que a penetracdo da luz a partir desse
comprimento de onda é muito maior que antes desse valor [43], como se pode verificar na
figura 6. Uma questdo importante a ter na escolha do API € o seu espectro de absorcéo, isto
porque a banda mais intensa tem de se localizar a 50nm de distancia do comprimento de
onda do LED, de modo a n&o haver influéncia da luz do LED na recolha de fluorescéncia.
No entanto, como s6 ha quatro LEDs disponiveis no nosso laboratério, de 415nm, 470nm,
505 nm e 650nm, a escolha do API tornou-se mais limitada.

Entre os candidatos estavam os fluor6foros a tiacarbocianina, a fluoresceina, a rodamina B
e a oxazina 1. A tiacarbocianina tem a desvantagem de apresentar um rendimento quantico
de fluorescéncia extremamente baixo (¢r =5 %) [45]. A fluoresceina, apesar de ter um bom
rendimento quantico de fluorescéncia e massa molecular inferior a 500 Da, apresenta uma
banda de absor¢do a cerca de 500nm [46], ndo havendo por isso um LED no nosso
laborat6rio que possa ser utilizado, devido ao motivo explicado em cima. A oxazina 1 tem
como principal impedimento, assim como a tiacarbocianina, um rendimento quantico de

fluorescéncia extremamente baixo (¢r = 11 %) [47].
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==
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Figura 6. Esquema da profundidade de penetracdo da luz na pele por comprimento de onda em
cada camada [44].

Optou-se entdo pela rodamina B, pois é o fluoréforo que retine as melhores caracteristicas,

de acordo com as caracteristicas de um API ideal.

A rodamina B apresenta 0 seu maximo de absorcdo a cerca de 550nm, como se pode
observar na figura 7, e, sendo assim, utilizou-se o LED de 505nm.

Relativamente a escolha do solvente, foi feita entre a agua e o etanol, pois a Rh B é muito
solivel em ambos [48].A escolha baseou-se entdo na comparacdo dos rendimentos
quanticos de fluorescéncia. A Rh B em etanol apresenta ¢r que varia entre 49% e 68%][36]
enquanto que em agua, ¢r = 31%[49]. Com base neste resultado concluiu-se que o solvente

mais adequado a ser utilizado neste estudo seria o etanol.
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Figura 7. Gréficos da rodamina B em etanol: a preto o de absor¢éo; a vermelho o de fluorescéncia,
com tempo de integragdo de 200ms e utilizando um LED de 505nm

6.2. Promotor de absorcéo

Os critérios a considerar num procedimento de entrega transdérmica de um farmaco passam
pelo criterioso balanco entre as propriedades fisico-quimicas do SC e desse farmaco. Como
0 SC ¢ a principal barreira a difusdo do farmaco pela pele, é necessario promover a
permeacao de farmacos através da pele, alterando reversivelmente a sua barreira.
Promotores de absor¢do sdo compostos quimicos farmacologicamente inactivos, mas que
podem permear ou interagir com os constituintes do SC, quando incorporados numa
formulacéo tdpica, diminuindo a resisténcia da pele a difusdo do farmaco.

Um promotor de absor¢do deve incrementar a actividade termodindmica do farmaco,
resultando dai um aumento do seu fluxo. A ac¢do dos promotores incide nos espagos
intercelulares das bicamadas lipidicas do SC, que, ao se intercalarem nestes, impulsionam
a formacdo de microcavidades e, por conseguinte, aumentam o espaco disponivel a
permeacdo de fA&rmacos. No entanto, esta acgdo é reversivel. A diminui¢cdo da compactacao
dos lipidos resulta no incremento da fluidez da membrana. A figura 8 ilustra os possiveis
mecanismos de ac¢do dos promotores de absor¢cdo no dominio lipidico intercelular do SC
[50].
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Figura 8. Acgdo dos promotores de absor¢do no dominio lipidico intercelular bem organizado do

SC. Adaptado de [51].

A utilizacdo de promotores de absorcdo representa um dos métodos passivos mais

utilizados, uma vez que existem inimeras moléculas projectadas para este fim.

O promotor ideal sera aquele que apresenta as seguintes caracteristicas: ndo-toxico; de

accdo imediata; ndo-irritante; ndo-alérgico; quimica e fisicamente compativel com o

farmaco e excipientes; ap0s a sua acgao, o SC deve recuperar integralmente a sua barreira;

aceitavel cosmeticamente; inodoro; incolor; acessivel; com boas propriedades solventes

[50].

A escolha do promotor de absor¢cdo para este estudo recaiu sobre a sua utilizacdo

preferencial actual na cosmética.

6.2.1. Azone

A azone (A) foi a primeira molécula a ser desenvolvida especificamente como promotor

de absorcdo. Quimicamente é considerada uma amida ciclica. A figura 9 ilustra a estrutura
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quimica desta molécula [53]. E um composto sollvel na maior parte dos solventes
organicos e apresenta baixa irritagdo, assim como muito baixa toxicidade. Estas

propriedades tornam a azone num promotor de absorc¢ao desejado.

8]

{
R e VT

Figura 9. Estrutura quimica da azone [52].

Tal como acontece com outros promotores de absorcdo, a eficacia da azone € fortemente
dependente da concentracdo. Surpreendentemente a azone é mais eficaz em baixas
concentragdes, sendo empregue geralmente entre 1% e 3% [52]. Possui ainda um log P =
6,60 [53]. As caracteristicas estruturais da molécula de azone permitem que ela interaja
directamente com o dominio lipidico do SC, produzindo um ambiente mais fluido,

resultando numa maior penetracao na pele [53].

6.3. Polimero gelificante

Um gel € descrito como uma rede tridimensional de polimeros lineares que podem absorver
grandes quantidades de agua, enquanto permanecem insollveis e mantém a sua estrutura
tridimensional [54]. Esta insolubilidade da rede polimérica deve-se a presenca de ligacGes

cruzadas entre as cadeias de polimero [55].

Os polimeros sdo macromoléculas de elevado peso molecular que possuem uma estrutura
em rede de cadeiras muito ou pouco densa, consoante a sua natureza. O tipo de polimero
utilizado na formulacdo pode influenciar a estabilidade fisica do produto, assim como o

seu comportamento sobre a pele [56].
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6.3.1. Carbopol

O carbopol representa uma classe de polimeros derivados do &cido acrilico com uma massa
molecular elevada. Tém sido amplamente usados na preparacdo de formulacdes solidas e
semi-sélidas, como géis, desempenhando o papel de agentes gelificantes. Estes polimeros,
em particular, dispersam em &gua, resultando no seu inchamento até 1000 vezes
comparativamente ao volume inicial e na neutralizacdo do sistema [57]. Este processo
permite a ionizacdo dos grupos carboxilicos e, consequentemente, a formacéo de um gel

muito viscoso [58].

Os polimeros de carbopol devem ser neutralizados de forma a atingir o maximo de
viscosidade possivel. Polimeros ndo neutralizados tém um gama de pH entre 2.5 — 3.5,
enguanto que quando se adiciona um agente neutralizante alcanca-se um pH entre 6.5 —
7.0. A viscosidade dos polimeros comeca a diminuir a partir de pH 9 devido a repulsdes

electrostaticas causadas pelo excesso de eletrolitos.

O Carbopol 940, o utilizado neste estudo, € um polimero, que no seu estado normal se
apresenta na forma de pé branco. Devido a sua solubilidade e a ndo reactividade com o0s
restantes componentes da formulacdo, € muito utilizado na industria cosmética e

farmacéutica.

A maioria dos polimeros de carbopol tém solubilidade limitada em &gua, pelo que é
necessario deixar hidratar algumas horas. No entanto, quando no meio ha muita dgua e
etanol, no qual os carbdmeros sdo muito mais sollveis, ndo sdo necessarias 24h de

hidratacao.

6.3.2. Agente neutralizante

O carbopol é um polimero anionico acidico que quando disperso em agua apresenta uma
estrutura enrolada. Assim, para obter o seu efeito gelificante € necessario converté-lo num

sal através da adi¢do de um agente neutralizante.
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A trietanolamina (TEA) é uma base comum, exemplo de um agente neutralizante que pode
ser utilizado para provocar o desenrolamento do polimero devido a expansdo das suas
caudas. A sua estrutura esta representada na figura 10.

Existe uma relacdo apropriada para utilizar os varios agentes neutralizantes com 0s
polimeros de carbopol. E uma relacio aplicavel a todos os polimeros de carbopol uma vez
que todos eles ttm massa molecular equivalente (76g/mol * 4). Para a obtencdo de um gel
utiliza-se o carbémero e TEA na proporgéo de 1/1,5 [59].

N
HO/\/ \/'\OH
Figura 10 — Estrutura quimica da TEA [60].

7. Remocao do gel na pele

O estudo da fluorescéncia em pele requer uma limpeza total da sua superficie, isto porque
apos a aplicacdo de um gel este ndo permeia totalmente a pele, pois parte dele persiste na
sua superficie. E entfo necessario remover esse gel que ndo permeou a pele, e para isso
existem varios métodos. Nesta dissertacdo foram estudados trés: remocdo por tape striping;

remocao com algodao embebido em etanol; remocéo com algoddo embebido em agua.

7.1. Tape striping

O método de tape striping, também designado por dermatofarmacocinético (DPK) é uma
técnica que tem sido considerada Util em investigacdes dermatoldgicas por ser uma técnica

selectiva para remover o SC, apesar de por vezes ser exaustiva [61].

Neste método é aplicada fita-cola na pele, na area que se quer remover, esfrega-se
suavemente para assegurar que ha adesdo, e depois puxa-se hum movimento rapido e
continuo [62]. A fita cola utilizada é de polipropileno, uma vez que € mais eficiente que a

de celofane [61]. Sucessivos tape stripings removem camadas de cornedcitos, e estudos
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efectuados concluiram que s@o necessarios 30 tape stripings para remover todo o SC
[62].Para além de um método de limpeza, o tape striping da também a informacéo se um
determinado composto permeou a pele para além do SC.

7.2. Algodéo e etanol

A remocdo do excesso de gel com algoddo embebido em etanol puro é um método eficaz

de limpeza. No entanto tem a desvantagem do etanol ser um promotor de absorcao,

podendo esta limpeza promover indesejadamente o farmaco para o interior da pele.

7.3. Algodéao e agua

A utilizacdo de algodao embebido em &gua desionizada para limpar a superficie da pele é

uma técnica muito eficiente e que ndo apresenta desvantagens.
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MATERIAL, METODOS E TECNICAS INSTRUMENTAIS

1. Material

1.1. Reagentes

e Agua Mili-Q

e Azone (Sigma Aldrich®)

e Carbopol 940 (Sigma Aldrich®)

e Etanol (99%) (Panreac®)

e Pastilhas PBS (pH=7,4) (Sigma Aldrich®)
e Rodamina B (Sigma Aldrich®)

e Trietanolamina (Panreac®)

e Membranas de Celulose (Spectrum®)

1.2. Equipamentos

e Espectrofotometro de UV-Visivel Shimadzu UV-2100, usando uma
célula de 1cm de percurso 6ptico;

e Aparelho portatil para medir fluorescéncia: Avantes sensline AvaSpec-
ULS-TEC; Fibra Avantes FCR-UV 200/600-2-IND; LED Avantes
Avalight-LED-505nm;

e Criostato Leica CM3050 S;

e Leitor de microplacas Biotek Synergy HT;

e Células de difusdo de Franz verticais, com 12 mL de capacidade no
compartimento receptor e 1,77cm? de area de contacto (PermeGear®);

e Banho de 4gua termostatizado Bandelin Sonorex, TK 52;

e Microscopio de fluorescéncia Olympus CKX41;

e Centrifugadora Selecta centro8-B

e Trituradora Ystral® D-79282 Ballrechten-Dottingen
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2.  Métodos

2.1. Preparacdo das formulacdes de rodamina B

Foram desenvolvidas trés formulagfes com a mesma constituicdo, onde apenas varia a
percentagem de APl modelo (composto activo, a rodamina B) e, consequentemente, varia
também a percentagem de agua e etanol aumentando ou diminuindo sempre na mesma
proporcao (tabela 1), de forma a poder comparar a influéncia da concentracédo de API na
permeacao na pele.

A preparacdo das formulacdes realizou-se em dois passos. Primeiramente comegou-se por
pesar a rodamina B, cujo frasco se encontra protegido com papel de prata, para evitar a
degradacdo do composto por parte da luz. De seguida transferiu-se a rodamina B
cuidadosamente para o frasco. Pesou-se o etanol directamente no frasco, utilizando uma
micropipeta. Agitou-se continuamente o frasco de forma a dissolver toda a rodamina B.
Para isso, levou-se ao ultra sons durante 30 segundos para garantir a total dissolucéo do
composto activo. Em segundo lugar comecou-se por colocar a quantidade de agua
desionizada pretendida num frasco. Pesou-se o carbopol directamente no frasco e agitou-
se. Com a ajuda de uma micropipeta, pipetou-se o agente neutralizante (TEA) para o
interior do frasco e mexeu-se intensivamente com uma espatula, até a mistura ficar

homogénea e, mais tarde, juntou-se ao produto desenvolvido no primeiro passo.

Tabela 1 - Constituicdo dos géis de rodamina B desenvolvidos.

Composigéo do gel (%m/m)
Gel 1 Gel 2 Gel 3

API 1,00% 0,50% 1,50%
Etanol 12,25%| 12,50%| 12,00%
Agua desionizada 82,25%| 82,50%| 82,00%
Promotor 2,00% 2,00% 2,00%
Polimero 1,00% 1,00% 1,00%
Agente neutralizante| 1,50% 1,50% 1,50%
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De forma a obter valores reais, todas as medidas foram efectuadas por pesagem, excepto a
agua. Sendo assim, para 3g, 0 gel 1 vai conter 0.030g de rodamina B, 0.367g de etanol,
2467 ul de agua, 0.060g de azone, 0.030g de carbopol e 0.045g de TEA; o gel 2 0.015g de
rodamina B, 0.375g de etanol, 2475 ul de agua, 0.060g de azone, 0.030g de carbopol e
0.045g de TEA,; o gel 3 0.045¢g de rodamina B, 0.360g de etanol, 2460 ul de agua, 0.060g
de azone, 0.030g de carbopol e 0.045g de TEA.

No final, para evitar a degradacdo do polimero, os géis sdo mantidos a 4°C.

2.2. Preparacao da pele de leitéo

A pele para os ensaios foi obtida a partir de um leit&o.

Para os ensaios que envolveram a medicdo de fluorescéncia e a biopsia, a pele que se
encontrava congelada deixou-se a temperatura ambiente durante duas horas antes de se
comecar a utilizar. Apds esse tempo, com o0 auxilio de uma tesoura cortaram-se os pélos o
maximo possivel, uma vez que estes espalham a luz na deteccdo da fluorescéncia.
Terminada esta tarefa seguiu-se o corte da pele em pequenos quadrados com espessura de
cerca 3mm. Seguidamente, cada um desses quadrados foi marcado com fita isoladora de
forma a limitar a area da pele que estaria em contacto com o gel, cerca de 4cm?. Por tltimo,
foram aplicados os géis sobre essa superficie marcada, de uma forma uniforme, e,

posteriormente, mediu-se a intensidade de fluorescéncia e fez-se a bidpsia.

2.3.  Solucdes padrao

Foram preparadas duas solu¢des padrdo distintas: a primeira para ser usada na andlise de
resultados obtidos na extracdo; a segunda para a anélise dos resultados obtidos a partir das
celulas de Franz em membranas de celulose.

As solucdes padrdo de rodamina B utilizadas para a analise dos resultados da extragéo
foram obtidas a partir da diluicdo com etanol da solugdo mae com concentracdo 1E-6 M,

até uma concentracao de 1E-7 M, num total de 5 diluicGes.
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Para a analise dos resultados obtidos nas celulas de Franz as solugdes padrdo de rodamina
B foram obtidas a partir da diluicdo com PBS da solugdo mae com concentracdo 9E-6 M
até 7E-7 M, num total de 10 diluigdes.

2.4. Preparacdo das laminas de pele

A pele de porco tem de ser trabalhada antes de ser utilizada na microscopia de
fluorescéncia. Para isso, inicialmente colocou-se a formulacdo na area limitada da pele e
deixou-se permear de acordo com o tempo de incubacdo pré-definido. De seguida,
removeu-se 0 excesso que permanece a superficie, de acordo com o que foi definido antes,
de modo a ndo comprometer a precisdo e a exactidao.

A fase seguinte consistiu em fazer uma bidpsia na zona central onde a formulacdo esteve
em contacto com a pele. A bidpsia foi efectuada com um instrumento chamado puncédo que
foi aplicado na pele e exercida pressdo para baixo, num movimento rotatério para que o
instrumento penetre na pele. Apds isso, o instrumento foi retirado e a amostra
cuidadosamente puxada e cortada com uma tesoura na base. Foi necessario ter cuidado para
que o tecido ndo se deformasse nem a base se separasse. Isto deu origem a uma amostra
cilindrica com um didmetro de 4 mm, de acordo com o didmetro do instrumento utilizado.
A etapa seguinte foi executada no criostato que se encontra na Faculdade de Medicina. O
cridstato consiste num equipamento preparado para cortes de tecidos congelados, que
podem estar impregnados em diferentes meios, com avango automatico e regulavel do
bloco de acordo com a espessura desejada, e faca imovel. Apés o ajuste de determinadas
funcdes do criostato, como a temperatura (-20°C para amostras de pele suina) e orientacdo
do local onde vai estar a pele, colocou-se a cola (resina solivel em agua que forma um
polimero solido quando congelado) no suporte apropriado para a amostra que existe no
interior do criostato. Apds isto, e com ajuda de uma pinca, colocou-se a amostra de tecido
previamente cortada na superficie da cola que se colocou no suporte apropriado. O tecido
tem de ficar colocado numa posicao que permita a superficie da pele fique de lado, de modo
a que a pele seja cortada numa posi¢cdo em que se consiga ver todas as camadas. Para
finalizar, colocou-se novamente cola de modo a que toda a pele se encontre totalmente
coberta. O suporte é depois colocado dentro do criostato, que deverd manter uma
temperatura de -20°C, congelando quase imediatamente a cola e o tecido.
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Quando se encontraram congelados, fatiou-se cuidadosamente a pele e, com a ajuda de um
pincel, colocou-se a amostra obtida na Iamina que, como se encontrava a temperatura
ambiente (quente em relacdo ao interior do criostato) a cola derreteu e aderiu
imediatamente a lamina. Procedeu-se de igual forma até a lamina estar cheia, o que
equivale a cerca de 8 amostras de tecido.

Para terminar, e estando a lamina cheia com as amostras, colocou-se um meio de montagem
para a fluorescéncia nos espacos vazios da lamina, e colocou-se uma nova lamina por cima,
de forma a conservar as amostras para serem posteriormente estudadas no microscopio de
fluorescéncia.

Estas amostras, até ao seu estudo, encontram-se congeladas de modo a preservar as

mesmas.

2.5. Extraccao

A extraccéo foi antecedida por uma nova bidpsia, que ja foi descrita anteriormente. Sendo
assim, e a partir do momento em que se tem a amostra de tecido proveniente da biopsia,
cortou-se essa amostra em 4 partes iguais. Para iniciar a extracdo, colocaram-se esses
pedacos num eppendorf no qual se adicionou 1 ml de etanol. Com o auxilio da trituradora
triturou-se tudo durante 3 minutos. Apds esse tempo transferiu-se o contetdo do eppendorf
para um tubo de falcon e adicionaram-se 2 ml de etanol. Levou-se ao ultrasons durante 30
minutos. Passado esse tempo os pedacos de pele encontravam-se totalmente desfeitos.
Entdo, nessa altura, centrifugou-se o contetido do tubo de falcon durante 3 minutos numa
rotacdo de 150 mil rpm. A inevitalidade de levar a amostra a centrifuga baseia-se na
necessidade de separar as diferentes fases (sélida e liquida) da amostra. No entanto, para
se fazer essa separacdo € imperativo colocar na centrifuga dois tubos de ensaio com peso
idéntico em posicOes opostas para contrabalancar o peso. Por ultimo, e de modo a obter
valores quantitativos da quantidade de API que permeou a pele, com o auxilio de uma
micropipeta pipetaram-se 200 pl para uma placa de 96 pogos, que posteriormente foram

medidos no leitor de microplacas.
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2.6. Estudos de Difusao in Vitro

Os estudos in vitro foram efectuados ao longo de um periodo de 6 horas, em células de
Franz verticais, com uma area de difusdo de 1,77 cm?, um compartimento receptor de 12
mL preenchido com solugdo de PBS (pH = 7,4) e mantidas a 37°C £ 0,1, com agitacédo
constante a 600 rpm.

A aplicacdo do gel consiste em depositar 0,2 mL da formulagédo com uma seringa em cada
compartimento dador e de seguida isolar com parafilme de modo a ndo haver evaporacao.
Utilizaram-se membranas de celulose com um diametro de 33 mm, que, antes de serem
colocadas entre o compartimento dador e o compartimento receptor sdo colocadas em agua
durante meia hora de modo a obterem equilibrio.

Em tempos pré definidos (Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h) retiram-se 300 puL do compartimento
receptor com uma pipeta de Pasteur previamente marcada, que sdo imediatamente
substituidos com 300 pL de uma solucdo de PBS, igualmente através de uma pipeta de
Pasteur.

Apbs efectuadas todas as recolhas, as amostras sdo armazenadas no frigorifico e

posteriormente analisadas por fluorescéncia no leitor de microplacas.

2.7. Quantificacdo da rodamina B
Para determinar a quantidade de rodamina B foi utilizado um método, a extrac¢do e duas

condigdes, pele de porco e membrana de celulose.

2.8. Analise dos dados dos estudos de permeacao

O calculo do fluxo da rodamina B (J, pg/cm?/h) retira-se a partir do declive da porgéo linear
do grafico da quantidade cumulativa de farmaco permeada em funcdo do tempo.
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3. Técnicas instrumentais

Varias foram as técnicas utilizadas ao longo deste estudo.

3.1. Espectroscopia de absorcéo

Os espectros de absorcdo foram registados por um espectrofotometro de UV-Visivel
Shimadzu UV-2100, usando uma célula de 1cm de percurso dptico em comprimentos de
onda entre 400 e 700 nm.

3.2.  Fluorescéncia

A fluorescéncia foi registada por um aparelho portatil composto por: um detector que
consiste em fotodiodos de varios comprimentos de onda que geram um sinal eléctrico
qguando recebem luz; pela fibra Optica através da qual € emitida a luz de excitacdo e
recolhida a intensidade de fluorescéncia; por um LED de 505 nm, compativel com a
fluorescéncia da Rh B que emite a cerca de 550 nm. Este aparelho portatil encontra-se na
figura 11.

Nesta técnica, uma luz de excitacdo é emitida pela mesma fibra onde a intensidade de
fluorescéncia € recolhida. Apds isso, obtém-se um espectro da intensidade de fluorescéncia
pelo comprimento de onda.

Todas as experiéncias que envolveram a medicdo de fluorescéncia recorrendo a este
método foram efectuadas de igual forma, isto €, numa sala escura sem luz natural ou
artificial, de forma a ndo haver interferéncia de outra fonte luminosa capaz de alterar os

resultados.
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AVANTES

Figura 11 — Aparelho portatil de mediar a fluorescéncia composto pelo detector, LED de 505 nm
e a fibra optica.

3.3.  Microscopia de fluorescéncia

Atraveés da microscopia de fluorescéncia conseguiu-se visualizar a quantidade de API que
permeou no interior da pele. Esta observacdo foi feita através do microscopio de
fluorescéncia Olympus CKX41, em que se fez incidir uma fonte luminosa entre 480 e 550
nm sob as laminas onde se encontravam as amostras de pele (preparadas segundo descrito

anteriormente), num tempo de integracdo de 500 ms.

3.4. Leitor de microplacas

As amostras obtidas apds a bidpsia e posterior extracdo foram medidas no leitor de
microplacas. Aqui foram lidas as amostras num Aex=508nm e Aem=590nm, a uma
temperatura de 28°C, num tempo de integracdo de 35 ms. Esta técnica revelou informagéo
acerca da intensidade de fluorescéncia da rodamina B que permeou a pele.

32|Pagina



Capitulo 11

Resultados e Discussao



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Definicdo do gel

A constituicdo dos géis utilizados neste estudo, isto é, a percentagem de cada componente
na mistura, baseou-se na constituicdo dos géis desenvolvidos no projecto do ano passado,
onde foram estudados e elaborados varios géis de modo a obter um gel optimizado. No
entanto, uma vez que a rodamina B possui um rendimento quantico de fluorescéncia muito
elevado, comparando com o composto activo utilizado anteriormente, a sua percentagem
no gel € menor, variando de 0,5 a 1,5% (anteriormente 5%), reajustando-se a percentagem
total aumentando a percentagem de agua e etanol. O promotor, assim como o polimero,
foram elegidos por actualmente serem os mais utilizados em cosméticos, sendo portanto
aprovando o seu uso em humanos. Contudo, verificou-se que este novo polimero, o
carbopol, ndo concedia consisténcia ao gel, que se mantinha liquido e heterogéneo. Foi
entdo necessario adicionar um agente neutralizante, TEA, obtendo-se entdo um gel viscoso

e homogéneo.

2. Estudo exploratorio do gel e do aparelho

De modo a compreender o comportamento do gel a nivel de fluorescéncia, espalhou-se um
pouco do mesmo numa lamina de vidro e mediu-se a intensidade de fluorescéncia ao longo
de varios tempos de integracdo diferentes, utilizando para tal o aparelho portéatil de medir
a fluorescéncia e o LED de 505nm. Este estudo foi feito para o gel que apresenta 1,5% de
concentracdo de rodamina B, o gel mais concentrado, escolhido aleatoriamente. Os
resultados obtidos encontram-se no grafico da figura 12.

Como se verifica através da observacdo do grafico presente na figura 12, e como era
espectavel, a medida que o tempo de integracdo aumenta, aumenta também a intensidade

de fluorescéncia, até se obter saturacao para um tempo de integracéo de 7s.
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Figura 12— Grafico da intensidade de fluorescéncia do gel de 1,5% de rodamina B em funcéo de
varios tempos de integracdo (300ms a 7s). Este estudo foi feito numa lamina de vidro utilizando
um LED de 505nm.

3. Optimizagdo do método

Foi necessario optimizar determinados parametros antes de se iniciarem os testes em pele
de porco, de modo a obter melhores resultados. O primeiro parametro a optimizar foi o
tempo de exposicdo do gel na pele, ou seja, definiu-se 0 melhor tempo para o qual o gel
estd em contacto com a pele, de forma a proporcionar maxima permeacdo. Estando este
parametro definido, optimizou-se 0 método de remocao do excesso de gel, isto é, o gel que
ndo permeou a pele. Por fim, optimizou-se o tempo de integracéo, isto é, o tempo que
demora a recolha de fluorescéncia do composto, isto porque a intensidade de fluorescéncia
e o proprio sinal obtido, variam com este parametro.

Definido o tempo de exposicao do gel na pele, 0 método de remocéo do excesso de gel na

pele e o tempo de integracdo, seguem-se os testes com as trés formulacGes desenvolvidas.

3.1. Optimizagdo do tempo de exposicao do gel na pele

De modo a optimizar o tempo de exposi¢do do gel na pele, também designado tempo de
incubacéo, exp06s-se cada um dos geis em pele de porco previamente preparada, em tempos

de incubacdo de 15, 30 e 60 minutos. Passado esse tempo de exposicéo, a superficie da pele
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foi limpa com uma espatula e, recorrendo ao aparelho portéatil, mediu-se a fluorescéncia de
cada um dos nove pedacos de pele, variando o tempo de integracdo de modo a observar a
influéncia do mesmo na intensidade da fluorescéncia. Essa variagéo foi feita entre 100 e
350ms (numa variacao de 50 ms). Os resultados obtidos para cada gel nos trés tempos de
incubacdo estdo representados nos graficos da figura 13, num tempo de integracdo de
200ms. Foi este o tempo de integracdo escolhido para esta optimizagéo (escolha feita entre
0s seis tempos de integracdo usados), visto ser um tempo intermédio. No entanto, esta
escolha néo é relevante, uma vez que neste ponto o que se pretende comparar sdo 0s tempos

de incubacédo do gel na pele.
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Figura 13. Gréficos da intensidade de fluorescéncia dos trés géis de rodamina B em trés tempos de
exposicao em pele de leitdo, 15, 30 ¢ 60 minutos: a) e a’) gel de 0,5%; b) e b*) gel de 1%; c) e c’)
gel de 1,5%. Os valores foram obtidos num tempo de integracdo de 200ms e, nos graficos da direita,
com A=603nm.

Analisando os gréaficos a), b) e c), da figura 13, conclui-se que o melhor tempo de
exposicdo, isto €, aquele que garante maxima intensidade de fluorescéncia na maioria dos
casos sdo 60 minutos. Sendo assim, as proximas etapas serdo efectuadas usando tempo de

incubacdo do gel na pele de 60 minutos.

Relativamente a observagao do grafico a’) da figura 13, que representa a intensidade de
fluorescéncia do gel menos concentrado (0,5% de rodamina B) em fungdo do tempo de
exposicao do gel na pele (e a A=603nm), verifica-se que a medida que se aumenta o tempo
de exposicdo aumenta também a intensidade de fluorescéncia de forma linear, o que era
espectavel. No entanto, no grafico b’) (1% de rodamina B) e no grafico ¢’) (1,5% de
rodamina B) o aumento do tempo de exposicdo deixa de implicar um aumento linear de
intensidade de fluorescéncia para o mesmo comprimento de onda, A=603nm. E possivel
que isto aconteca devido ao efeito de filtro interno, que consiste na atenuacao da radiacdo

devido a um excesso de concentracdo do fluor6foro (rodamina B).
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3.2.  Optimizacdo do método de remocéo do excesso de gel na pele

Para optimizar este pardmetro foram testados trés métodos de remogdo do excesso de gel
na pele. Para isso, prepararam-se seis pedacos de pele, dois para cada método de remocao,
de forma a poder comparar dois pedacos de pele limpos da mesma forma. Colocou-se entédo
o0 gel na pele, que, apds contacto com a pele durante o tempo de incubacédo pré definido, se
limpou. Para optimizar este ponto utilizou-se apenas o gel de 1%. Bastava um gel para
efectuar estas experiéncias e nesse caso optou-se pelo gel de concentracdo intermédia.
Inicialmente retirou-se o excesso de gel com uma espatula de forma a ndo haver muito
espalhamento. Apos isto, limparam-se os dois primeiros pedacos de pele através da técnica
de tape striping, os dois seguintes com um algoddo embebido em &gua e os ultimos dois

com algodao embebido em etanol.

E de salientar que até este ponto, em todos os testes efectuados a pele foi limpa apenas com

uma espatula, visto a limpeza ainda ndo ter sido optimizada.

A limpeza com etanol, assim como a limpeza com agua, foi feita repetidamente até que o
algoddo deixou de apresentar coloracéo, isto porque a medida que se remove o gel da pele,
que apresenta coloracdo cor-de-rosa devido a presenca de rodamina B, o algodao fica
tingido com essa cor. A limpeza utilizando o método de tape striping terminou quando a
fita cola deixou de apresentar essa mesma coloracdo. Para isso foram necessérias cerca de

40 repeticdes. Os resultados obtidos encontram-se representados nas figuras 14, 15 e 16.

4x10° 4 4x10°
a) b)

Remocgao com a espatula
Remocgao por tape striping

Remocao com a espatula

3x10* A .
Remocgao por tape striping

3x10°

s
2x10* A 2x10*

1x10° -

Intensidade de fluorescéncia
Intensidade de fluorescéncia

1x10*

f\

T T T T T 1 T T T T T —
550 575 600 625 650 675 700 550 575 600 625 650 675 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 14. Graficos da intensidade de fluorescéncia do gel de 1%, num tempo de incubacao
de 60 minutos: a) corresponde & primeira medicdo do primeiro pedaco de pele; b)
corresponde a segunda repeticéo, isto €, ao segundo bocado nas mesmas condi¢fes. As
medidas apresentadas foram realizadas com um tempo de integragdo de 200ms. A banda
representada a 550nm diz respeito a luz de excitacdo, um LED de 505nm. Estes dados s&o
relativos & remoc&o do gel recorrendo ao método de tape striping.
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Figura 15. Graficos da intensidade de fluorescéncia do gel de 1%, num tempo de incubagao
de 60 minutos: a) corresponde a primeira medicdo do primeiro pedaco de pele; b)
corresponde a segunda repeticdo, isto é, ao segundo bocado nas mesmas condi¢des. As
medidas apresentadas foram realizadas com um tempo de integracdo de 200ms. A banda
representada a 550nm diz respeito a luz de excitacdo, um LED de 505nm. Estes dados sdo
relativos a remocao do gel com algoddo embebido em agua.
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Figura 16. Graficos da intensidade de fluorescéncia do gel de 1%, num tempo de incubagédo
de 60 minutos: a) corresponde a primeira medicdo do primeiro pedaco de pele; b)
corresponde a segunda repeticdo, isto é, ao segundo bocado nas mesmas condi¢des. As
medidas apresentadas foram realizadas com um tempo de integracdo de 200ms. A banda
representada a 550nm diz respeito a luz de excitacdo, um LED de 505nm. Estes dados sdo
relativos a remocao do gel com algoddo embebido em etanol.

Apos andlise dos resultados anteriores e de dados observados durante a experiéncia, a
escolha do método de remocéo do excesso de gel da pele baseia-se em quatro critérios. O
primeiro critério consiste na observagdo feita no decorrer da experiéncia - olhando para a
pele apds limpeza com &gua e etanol, a pele apresenta a sua cor original, encontrando-se

perfeitamente limpa. Apos sucessivas remogdes com tape striping a pele na zona dos poros
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mantém-se cor-de-rosa, devido ao gel ndo ter sido removido na sua totalidade. Daqui
concluo que o tape striping ndo € um bom método de limpeza. O segundo critério tem como
suporte a andlise dos gréaficos de fluorescéncia anteriores. Relativamente aos dados da
remocao com agua e etanol sdo os esperados, havendo pouca fluorescéncia. No entanto, 0s
gréficos da agua sdo mais concordantes que os do etanol, uma vez que 0 comportamento
das curvas nas duas experiéncias se comportam de maneira semelhante. Relativamente ao
tape striping os dados ndo séo conclusivos, uma vez que o comportamento das curvas nas
duas experiéncias € totalmente distinto, concluindo assim que este método ndo é
reprodutivel. O terceiro critério assenta na convicgéo de que a limpeza ndo pode afectar o
fluxo natural de permeacdo do farmaco na pele. Sendo assim, sabe-se que o etanol é um
promotor de absor¢édo, podendo provocar um aumento da permeagdo por iSSO mesmo.
Relativamente a agua e ao tape striping ndo ha informagdo que possam aumentar a
permeacdo. O quarto e ultimo critério baseou-se no resultado quantitativo obtido pela
andlise de fluorescéncia no leitor de microplacas, de acordo com o que ja foi descrito
anteriormente. Esses resultados podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2 — Intensidade de fluorescéncia medida a partir da bidpsia e extracéo de cada um dos trés
métodos.

Tape Striping Agua Etanol
Amostra 1 151 43 202
Amostra 2 48 47 233

Sendo assim, concluiu-se que os resultados do tape striping s&o muito discordantes, néo
sendo conclusivos, enquanto que os da remocao com etanol e &gua sdo mais concordantes.

No entanto, os valores do etanol sdo muito elevados, comparando com os restantes.

Os critérios anteriores usados na escolha do melhor método de remocdo do excesso de gel

da pele encontram-se resumidos na tabela 3.
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Tabela 3 — Critérios para a escolha do melhor método de remocao do excesso de gel na pele.

Tape Striping Agua Etanol
loraca Sim em rodor o .
Co.o agao Nao Nao
persistente dos poros
x Pouca Pouca
A . Dados ndo . .
Fluorescéncia . fluorescéncia e fluorescéncia e
conclusivos
dados concordantes | dados concordantes
Favorecedor x N .
. Nao Nao Sim
da permeacao
- Resultados
Analise . Resultados Resultados
o muito elevados e
guantitativa concordantes concordantes

discordantes

Desta forma concluiu-se que o melhor método para remogédo do excesso de gel que nao

permeia a pele é com algoddo embebido em &gua.

3.3. Optimizagdo do tempo de integracao

Em todas as experiéncias efectuadas até este ponto foram usados tempos de integracdo

aleatdrios, uma vez que os estudos em causa ndo dependiam directamente deste factor.

De modo a optimizar o tempo de integracao, aplicou-se cada uma das trés formulagdes num

pedaco de pele previamente preparado. Variou-se o tempo de integracdo entre 100 a 350

ms, em intervalos de 50ms. Os resultados obtidos encontram-se nos graficos da figura 17.
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Figura 17. Graficos da intensidade de fluorescéncia em funcao da concentracdo dos trés
géis: a) gel 0,5%; b) gel 1%; c) gel 1,5%.

Observando os trés graficos anteriores, verifica-se que a fluorescéncia € visivel para todos
os tempos de integracdo, aumentando com o aumento do tempo de integracdo, como era de
esperar. No entanto ainda ndo é percetivel qual o melhor tempo de integracao, aquele em
que se obtém melhor sinal. Visto isto, desenvolveram-se trés graficos onde se pode ver a
intensidade de fluorescéncia de cada gel num determinado tempo de integracdo: 100ms,
200ms e 350ms (o menor tempo de integracdo, um intermédio e o maior, respectivamente).

Os graficos estdo representados na figura 18.
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Figura 18 - Gréficos da intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo de integracéo
dos trés géis: a) tempo de integracdo de 100ms; b) tempo de integracdo de 200ms; ) tempo
de integracédo de 350ms.

Analisando os graficos da figura 18 concluiu-se, como era esperado, que o espalhamento é
0 mesmo para 0 mesmo tempo de integracdo. Esta informagdo é retirada do inicio do
gréfico, pois as trés curvas de cada um iniciam-se sensivelmente no mesmo ponto.

Relativamente a intensidade de fluorescéncia, era espectavel que aumentasse com 0
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aumento da concentracdo do gel, o que ndo acontece. Como ja foi referido anteriormente
esta ndo linearidade pode depender do efeito de filtro interno causado pela elevada
concentracdo de rodamina B, visivel principalmente no gel de 1,5% (o mais concentrado)
pois devia apresentar maior intensidade de fluorescéncia o que de facto ndo acontece.
Sendo assim decidiu-se optar pelo tempo de 200ms (grafico b)), uma vez este tempo
engloba trés factores importantes: bom sinal, rapidez na medicéo e menor espalhamento.
Isto é, apresenta um bom sinal de fluorescéncia com uma banda bem definida, é um sinal
que se mede mais rapidamente comparando com os valores que o sucedem (250 — 350ms)
e, por ultimo, neste tempo de integracdo ha menor espalhamento comparando com 0s
tempos que o sucedem. Este espalhamento acontece devido a luz de excitacdo (LED de 505
nm) que, com o aumento do tempo de integracdo, aumenta o espalhamento da luz, podendo

interferir na fluorescéncia.

De modo a perceber mais facilmente o comportamento de cada um dos trés géis num tempo
de integracdo de 200 ms, elaborou-se o grafico representado na figura 19, que relaciona a

intensidade de fluorescéncia de cada um trés géis com a sua concentracdo em rodamina B.
3,0x10* -
2,5x10°*
2,0x10°*

1,5x10*

1,0x10*

Intensidade de Fluorescéncia

5,0x10° T . . .
0,5 1,0 1,5

Concentragao de rodamina B no gel

Figura 19. Grafico da intensidade de fluorescéncia pela concentracdo de rodamina B em cada um
dos trés géis num comprimento de onda de 600 nm, num tempo de integracdo de 200 ms.

De acordo com a visualizacdo deste grafico, assim como dos anteriores, observa-se que

este método apresenta limitagOes para grandes concentracdes de API.
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4. Determinacao da quantidade que permeou

Este estudo iniciou-se com a coloca¢do de cada uma das formulacdes em trés pedagos de
pele, deixou-se permear durante 60 minutos. Apds esse tempo limpou-se o excesso de gel
que ndo permeou a pele com algoddo embebido em agua e mediu-se a fluorescéncia num
tempo de integracdo de 200ms. O processo foi repetido para os restantes géis e os resultados

obtidos encontram-se nos graficos da figura 20.
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— Gel 1%

.
5x10 —— Gel 1,5%

4x10* -

3x10°

2x10* 4

Intensidade de fluorescéncia

1x10°

T T T T T T T T T
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Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Graficos da média da intensidade de fluorescéncia das trés repeticfes de cada
um dos trés géis. Tempo de integracdo de 200ms e LED de 505 nm.

Como para cada gel foram feitas trés repeticdes, foi necessario determinar o erro para cada
um. Esse resultado pode ser visivel na figura 21. De acordo com este grafico, verifica-se
gue ha um erro muito elevado para o gel mais concentrado, o de 1,5% de rodamina B. Este

resultado pode ser explicado com o efeito de filtro interno, ja referido anteriormente.
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Figura 21. Gréafico da média da intensidade de fluorescéncia das trés repeti¢des de cada um dos

trés géis com erro. A = 585nm.

Seguidamente, e de modo a determinar a concentracdo de rodamina B que permeou a pele
foi necessario fazer uma bidpsia seguida de extracdo, experiéncias efectuadas segundo o
ponto 2.5. Para cada pedaco de pele efectuou-se uma bidpsia, num total de 9. Os resultados
foram lidos no leitor de microplacas, e, em simultaneo, leram-se também os valores de
intensidade de fluorescéncia da curva de calibracdo, uma vez que foi necessario obter o
valor do declive e da ordenada na origem da curva de calibracdo para determinar a
concentracéo de rodamina b que permeou a pele. Essa curva encontra-se na figura 22, assim

como os valores obtidos para o declive e a ordenada na origem.
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Figura 22 — Curva de calibracéo e respectiva tabela. Nesta tabela encontram-se os valores
obtidos para o declive e para a origem.
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Definidos os valores do declive e da ordenada na origem, segue-se a determinacdo da
concentracdo de rodamina B que permeou a pele. Esse valor pode ser obtido a partir da
equacéo da recta — equacdo (3) e, mais directamente pela equacéo (4).

Y=mx+b Equacéo (3)

& Intensidade de fluorescéncia = Declive * [Rodamina B] + Origem

Sendo assim,

. Intensidade de fluorescéncia—Origem
[Rodamina B] = g

Equacao (4)

Declive

De acordo com os dados obtidos anteriormente (declive e valor na origem), e utilizando as
equacdes (3) e (4) obtém-se o valor da concentracdo da rodamina que permeou a pele para
cada gel. Através da concentracao calculou-se a quantidade de Rh B que permeou a pele.

Esses resultados e os respectivos erros das trés repeti¢cbes encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. Valores obtidos pela média das trés repeticfes de cada gel: a intensidade de
fluorescéncia da extraccao; a concentracdo de rodamina B obtida através da extrac¢do em
etanol; quantidade de rodamina B que permeou a pele (pg/cm?).

) Quantidade de
Intensidade de ] )
. [Rodamina B] rodamina B
Fluorescéncia
(nglcm?)

Gel 0,5% x = 355,166 + 31,139 x =1,030E-7M + 9,316E-9 0,0785 + 0,007

Gel 1% X = 465,333 + 23,531 X =2,929E-7M + 2,052E-8 0,2231 + 0,016

Gel 1,5% | x=470,833+63,219 x = 3,714E-TM + 1,882E-8 0,2833 + 0,014
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A puncédo com a qual se efectuou a biopsia originou pedacos de pele com area de 0,1256
cm?. Sendo assim, e recorrendo aos valores da concentragdo de rodamina B da tabela 4,
obtém-se o valor da quantidade de rodamina B que permeou a pele, em pg/cm?, como se

pode verificar também na tabela 4.

De modo a poder comparar os dados da tabela 4, intensidade de fluorescéncia da extrac¢do
vs. concentragéo de rodamina B e intensidade de fluorescéncia vs. quantidade de rodamina
B, tracaram-se os graficos que se encontram nas figuras 23 e 24, onde cada ponto

corresponde a um gel, iniciando no de 0,5% e terminando no de 1,5%.

520
480
440
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360

Intensidade de fluorescéncia

320 4

T T T 1
1,0x107 2,0x107 3,0x107 4,0x10”
[Rodamina b]

Figura 23 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia em funcéo da concentracdo da rodamina
B. Cada ponto representa um gel, iniciando-se no gel de 0,5% e terminando no de 1,5%.
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Figura 24 - Gréfico da intensidade de fluorescéncia em funcéo da quantidade de rodamina
B que permeou a pele. Cada ponto representa um gel, iniciando-se no gel de 0,5% e
terminando no de 1,5% com respectivos erros.
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De acordo com a figura 23, e como era espectavel, a medida que aumenta a concentragdo
de rodamina B no gel, aumenta também a intensidade de fluorescéncia, e,
consequentemente aumenta a quantidade de rodamina B (figura 24) que permeou a pele.
Através da figura 24 consegue-se concluir isso mesmo. No entanto, no caso da intensidade
de fluorescéncia este aumento nao € linear, como se verifica quando se passa do gel de 1%
de API para 1,5% esse aumento é muito menor que o anterior (0,5% para 1%). Deste
resultado conclui-se que a concentragdo de rodamina B no gel saturou, isto é, por muito
que se continue a concentrar o API no gel, a intensidade de fluorescéncia nao vai aumentar,
como ja foi visto anteriormente. Relativamente a quantidade de rodamina B que permeou

a pele h&d uma linearidade no seu aumento.

Comparando os resultados obtidos pelo aparelho portéatil de fluorescéncia (figura 13), com
o0s obtidos na extracdo (tabela 4), conseguimos perceber que a intensidade de fluorescéncia
é menor para o0 gel menos concentrado (0,5%), como era de esperar. Relativamente aos
resultados obtidos para os dois géis mais concentrados é de notar que ndo h4 uma diferenca
muito grande nos valores de intensidade de fluorescéncia, o que pode ser justificado com

o0 que foi dito no paragrafo anterior.

5. Células de Franz

Os estudos de difusdo tém como objectivo calcular a quantidade de farmaco (Rh B) que se
liberta da formulacdo de entrega. Desta forma € possivel estimar a biodisponibilidade da
rodamina B e, através de modelacdo matematica, determinar o mecanismo do perfil de
libertacdo do farmaco.

Os métodos in vitro, com membranas de celulose, por exemplo, sdo bastante utilizados nas
fases iniciais dos estudos de difusdo, devido ao baixo custo, tempo e reprodutibilidade.
Estes métodos precedem os estudos clinicos convencionais e ddo um importante contributo
para a caracterizacdo das formulagdes topicas, uma vez que recorrem a técnicas analiticas
modernas que ndo implicam gastos economicos elevados. No entanto, estes métodos néo
reproduzem extactamente a difuséo in vivo, mas, no entanto, s&o uma alternativa para
quando se pretende optimizar a composicdo da formulacdo e estudar as interacgdes entre

0S excipientes.
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5.1. Membranas de celulose

Neste estudo foram analisados os perfis de libertacdo da rodamina B das formulagdes
contendo diferentes concentracdes de farmaco (0,5%, 1% e 1,5%) num total de 6 horas. Os

resultados obtidos encontram-se na figura 25.
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Figura 25 — Gréfico representativo do perfil de libertagdo da rodamina B para a membrana de
celulose de cada um dos trés géis com diferentes concentracdes de APl durante 6 horas.

Observando o grafico da figura anterior, verifica-se que os trés géis apresentam um
comportamento semelhante, uma vez que ha uma libertacdo inicial rapida de Rh B na
primeira hora, até que esse aumento vai sendo progressivamente menor. O efeito de
libertacdo répida pode ser produzido por diversos efeitos, como por exemplo pelo
inchamento rapido das membranas de celulose em contacto com o meio de libertagéo,
assim como se pode dever a presenca de uma elevada concentracdo de farmaco na
superficie da membrana.

No entanto, como era espectavel, quanto maior a concentracdo de APl no gel, maior sera a
quantidade libertada na membrana.

Atraveés deste grafico pode-se determinar o fluxo de rodamina B atraves da membrana de
celulose. De acordo com a equacéo 2, o fluxo (J) é determinado pelo declive da recta. No

entanto, como a libertagdo inicial € mais rapida, concluiu-se que existem, para cada gel,
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duas velocidades de fluxo, dependendo do tempo. Esses valores sdo apresentados na tabela
5.

Tabela 5. Valores de fluxo obtidos através das células de Franz, segundo a equacdo do
fluxo.

Fluxo (ng/cm?/h) | Fluxo (ng/cm?/h)
Tempo 1 Tempo 2
Gel 0.5% 0,54 0,23
Gel 1% 0,68 0.17
Gel 1,5% 0.86 0,10

De acordo com a tabela 5 verifica-se que inicialmente (Tempo 1:das Oh as 2h de libertacao)
a libertacdo é bastante rapida, reflectindo-se no valor do fluxo. Apds esse tempo (Tempo

2: das 2h as 6h) a libertacdo é mais lenta, reflectindo-se igualmente no valor do fluxo.

Verifica-se que inicialmente (Tempo 1) o fluxo aumenta com a concentragdo de rodamina
B no gel, no entanto, para 0 Tempo 2 isso ja ndo acontece. Conclui-se entdo que 0 aumento
do fluxo ndo é proporcional com o aumento da concentracéo de rodamina B no gel, o pode
acontecer devido a velocidade do Tempo 1 ser muito elevada, provocando uma lotagdo nos
espacos disponiveis na membrana, e uma consequente diminuicdo na velocidade seguinte

(Tempo 2) por esse mesmo motivo, 0s espacos ja se encontrarem todos preenchidos.

De modo a comparar os dois métodos pelos quais se efectuou uma anélise quantitativa,
desenvolveu-se o grafico 25, onde é visivel a quantidade de APl que permeou a pele (obtida
pela extraccdo) e a quantidade libertada (nas células de Franz) de acordo com cada gel ao

fim de 60 minutos.
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Figura 26 — Gréfico da quantidade de rodamina B que permeou a pele (no caso da extracdo) e da
libertacdo nas membranas de celulose (no caso das células de Franz) para cada gel com respectivos
erros. Os dados séo relativos a 1h de permeagédo (libertagao).

Conclui-se entdo que para ambos 0s casos, um aumento da percentagem de Rh B no gel,
provoca um aumento da quantidade permeada/libertada na pele/membrana. No entanto, a
quantidade libertada na membrana é muito superior a que permeia a pele, uma vez que a
pele € uma estrutura muito complexa no que diz respeito a permeacéo, inclusive o facto de

ndo ser uma estrutura homogénea.

6. Microscopia de fluorescéncia

Através da microscopia de fluorescéncia analisaram-se as ldminas que foram elaboradas
no criostato, como ja foi referido anteriormente.

Apbs a andlise de varias amostras de pele, foram escolhidas as melhores imagens, isto €,
as imagens em que devido ao corte é facilmente visivel a permeacdo da rodamina B na

pele. Essas imagens encontram-se na figura 27.
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Figura 27 — Imagens obtidas através do microscopio de fluorescéncia. A primeira coluna diz
respeito ao gel de 0,5%, a segunda ao de 1% e a terceira e ultima ao de 1,5%. A primeira fila
corresponde a imagem morfoldgica, a segunda a fluorescéncia e a terceira é uma mistura das duas
anteriores.

Para cada gel foram obtidas trés imagens: a morfoldgica que esta representada na primeira
linha da figura 27; a de fluorescéncia que foi obtida com uma excitacao entre 480-550nm
num tempo de integragdo de 500ms, que se encontra na segunda linha; uma mistura das
duas imagens anteriores encontra-se na ultima linha.

Através do uso do programa ImageJ, programa usado para o tratamento destas imagens,
conseguiu-se determinar a intensidade de fluorescéncia de cada imagem. Para isso
selecionou-se uma area de cerca de 0,4cm? da zona laranja das figuras da segunda fila
(correspondentes as de fluorescéncia) e determinou-se essa mesma intensidade. Para cada
imagem (para cada gel) foram feitas trés repeti¢des. Os resultados estéo visiveis na figura

28, assim como 0s respectivos erros.
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Figura 28. Grafico da intensidade de fluorescéncia para cada um dos géis de acordo com
0s resultados obtidos na microscopia de fluorescéncia com respectivos erros.

Analisando assim as imagens gque se encontram na figura 27, concluimos que a rodamina
B permeou a pele e que se encontra no SC, uma vez que o SC tem uma espessura média de
10-20um como ja foi referido anteriormente e, segundo a escala da figura esta ¢ uma
conclusdo que pode ser retirada. De acordo com a figura 28, ha linearidade entre a
fluorescéncia obtida pelo microscopio e a concentracdo, isto €, a intensidade de

fluorescéncia aumenta com o aumento da concentracéo do gel.

7. Comparacdo entre os trés métodos em pele

De modo a comparar mais facilmente os trés métodos onde se fez um estudo em pele,
intensidade de fluorescéncia pelo método ndo invasivo, extraccdo e microscopia de

fluorescéncia, desenvolveu-se o grafico presente na figura 29.
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Figura 29. Gréfico da intensidade de fluorescéncia do método nédo invasivo, da quantidade
de rodamina B que permeou a pele e da intensidade de fluorescéncia medida através da
microscopia de fluorescéncia para cada gel.

De acordo com este grafico pode-se concluir que, como era espectavel, a medida que se
aumenta a percentagem de Rh B no gel, aumenta também a quantidade permeada na pele
e a intensidade de fluorescéncia. No entanto, e como ja se viu anteriormente, no caso do

método ndo invasivo existe um grande erro associado a grandes concentragdes.

8. Determinacao dos limites da técnica

De modo a definir os limites desta técnica desenvolveu-se um gel semelhante aos anteriores
mas apenas com 0,1% de API (5 vezes menos concentrado que o gel como menos
concentracéo). O estudo baseou-se na colocacéo de 0,2ml de gel em seis pedacos de pele
de leitdo e deixou-se permear durante varios tempos. O resultado estd presente na figura
30.
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Figura 30. Gréafico da intensidade de fluorescéncia do gel de 0,1%, num tempo de
integracdo de 200ms para diferentes tempos de incubagéo. Para este estudo foi utilizado
um LED de 505nm.

De acordo com a andlise do grafico anterior conclui-se que ha permeacdo do gel a partir
dos 10 minutos, uma vez que para esse tempo de incubacgdo a curva do grafico anterior
apresenta-se bem definida e com um comportamento ligeiramente diferente das anteriores.
Comparando por exemplo com a curva do minuto 5 consegue-se perceber a diferenca, visto
esta curva ndo apresentar sinais de permeacdo. De modo a perceber o aumento da
intensidade de fluorescéncia com o tempo de incubacdo, desenvolveu-se o grafico que se

encontra na figura 31.
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Figura 31. Grafico da intensidade de fluorescéncia do gel de 0,1% pelo tempo de
incubacdo, num tempo de integracédo de 200ms. Dados relativos ao comprimento de onda
de 578nm. Para este estudo foi utilizado um LED de 505nm.
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Concluiu-se assim que a quantidade de rodamina B que permeia a pele é detectada (atraves
desta técnica) a partir de um tempo de incubagdo de 10 minutos para um gel que apresenta
uma concentracdo de rodamina B de 0,1%. Este foi o tempo escolhido com base no gréafico
que se encontra na figura 30. No geral, verifica-se que ha permeacdo de um gel na pele
quando a correspondente curva de fluorescéncia possui uma banda onde € suposto haver
fluorescéncia, num determinado comprimento de onda. Neste caso, a cerca de 590nm
(comprimento de onda onde ha fluorescéncia) ndo ha variagdo nas curvas até 8 minutos.
Comparativamente, a 30 minutos ha uma curva bem definida, com uma banda a cerca de
590nm, sindénimo de permeacdo de gel na pele. Relativamente a curva dos 10 minutos
verifica-se uma mudanca de comportamento comparando com 0s minutos anteriores, visto

haver o surgimento de uma pequena banda neste comprimento de onda.

Conclui-se assim que € a partir deste tempo de incubacdo que a permeacdo da rodamina B

na pele é detectada.

57|Pagina



Capitulo IV

Conclusao



CONCLUSAO

1. Conclusao

Seré possivel utilizar uma metodologia totalmente ndo invasiva baseada na deteccédo de
fluorescéncia para determinar pelo menos semi-quantitativamente (determinagdo de
quantidades absolutas ou de quantidades relativas) a quantidade de uma substéncia activa

entregue na pele?

Para verificar se tal seria possivel desenvolveu-se um gel com uma substancia activa
modelo fluorescente. Escolheu-se a rodamina B porque é fluorescente e tem massa e
propriedades de polaridade parecidas a substancias activas relevantes. Esta metodologia foi
também desenvolvida com o proposito de ser usada como método para testar in vivo, ndo
invasivamente e de forma rapida, as potencialidades de entrega de uma dada formulacéo.
Poder-se-ia usar apenas uma pequena concentracdo de rodamina B e testar vérias
formulagBes, para ver a que libertava melhor. E claro que isto pressupde que resultados
com a utilizacdo de um elemento activo (rodamina B) sdo transponiveis para um outro (algo

gue € controverso).

Fez-se um gel (com distintas concentracdes de rodamina B). Optimizou-se alguns
parametros da metodologia (remocgéao do gel, tempo de exposi¢édo, tempo de recolha, etc).
Ultrapassou-se problemas como o do filtro interno.

Utilizou-se técnicas complementares para determinar a quantidade de elemento activo que
foi entregue (extraccao e determinacdo da quantidade de rodamina B). Isto para comparar
com o0s resultados obtidos pelo método ndo invasivo. Adicionalmente utilizou-se

microscopia de fluorescéncia e células de Franz (com membranas de celulose).

Nos estudos efectuados com a intencdo de optimizar o método de fluorescéncia verificou-
se que o tempo de exposi¢cdo do gel na pele que garantia uma maior permeacdo e
consequente um maior sinal de fluorescéncia é em 60 minutos. Resultados demonstraram
que o melhor método para limpar o excesso de gel da superficie da pele é um pedaco de
algoddo embebido em agua, uma vez que apos a limpeza a pele perde a coloracdo cor-de-
rosa tipica do gel de rodamina B, o que indica que a superficie da pele se encontra
perfeitamente limpa; as duas repeticOes que se fizeram mostram resultados concordantes
no que diz respeito a fluorescéncia medida; a agua nao é um promotor de absorcdo; a

analise quantitativa que se fez mostrou resultados concordantes e aceitaveis. Relativamente
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a escolha do tempo de integracdo de medicdo da fluorescéncia concluiu-se que 200ms é o

tempo adequado, uma vez que se obtém bons resultados para esse tempo.

Nas experiéncias levadas a cabo com a finalidade de determinar a quantidade de rodamina
B que permeou a pele, verificou-se que a concentracdo de API presente no gel é
proporcional a quantidade de composto que permeia a pele, aumentando de modo néo
linear, isto porque a concentracdo de rodamina B no gel acaba por saturar para elevadas
concentragdes. O gel 0,5% apresenta uma quantidade permeada de 0,0786 pg/cm?; o gel
1% apresenta 0,2231 pg/cm? o gel 1,5% apresenta 0,2833 pg/cm?. No entanto, 0s
resultados obtidos pelo aparelho portatil de fluorescéncia ndo aumentam linearidade, sendo
355 para o0 gel menos concentrado, 465 para o gel que apresenta concentracdo intermédia
e 471 para o gel mais concentrado. Este resultado pode estar relacionado com o efeito de

filtro interno, provocado por concentragdes muito elevadas da rodamina B.

De acordo com os resultados obtidos nas células de Franz em membrana de celulose, e
como era espectavel, quanto maior a concentracdo de API no gel, maior serd a sua
quantidade libertada na membrana. No entanto, o fluxo de cada gel apresenta duas
velocidades: das Oh as 2h a libertacdo € mais rapida, o fluxo é maior, havendo uma
velocidade de libertacdo maior (aumenta com o aumento da concentracao de Rh B no gel);
das 2h as 6h a libertagdo é mais lenta, o fluxo diminui e a velocidade de libertagéo é menor
(o fluxo diminui com o aumento da concentracdo do API no gel). Isto pode acontecer

devido a lotacdo inicial da membrana.

Os resultados qualitativos obtidos através da microscopia de fluorescéncia demonstram que
o fluoréforo permeou o estrato corneo. Consegue-se observar este resultado através das
imagens obtidas e comparando a escala das mesmas com o facto de o SC apresentar uma
espessura variavel entre 10 a 20 um. Conclui-se ainda que a intensidade de fluorescéncia

foi proporcional ao aumento da concentracdo: 81,89 e 91.

No que diz respeito ao teste de limite de fluorescéncia concluiu-se que esse limite se
encontra para um gel de 0,1% de rodamina b num tempo de incubacdo de 10 minutos, uma

vez que sé a partir desse tempo ha fluorescéncia a cerca de 590nm.

Relativamente ao método nédo invasivo, e como conclusao geral deste projecto, concluiu-
se que é uma técnica que pode ser utilizada para quantificacdo relativa e que vale a pena
ser explorada num outro estudo. No entanto, a reprodutibilidade pode ser um problema (no

entanto pode ser minimizada fazendo vérias repetigdes).
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1.1. Perspectivas Futuras

No futuro seria interessante desenvolver varios géis com o mesmo API (fluor6foro) na
mesma concentracdo em todos os géis. Esses géis apenas iriam variar nos seus excipientes,
e seria assim estudado o veiculo por fluorescéncia, de modo a definir qual o que possuia
melhores caracteristicas. No futuro, quando alguém pretendesse estudar um API (ndo
fluorescente), escolhia-se um fluoréforo que possuisse as mesmas caracteristicas (MM, log
P, entre outras) que esse API que se pretendia estudar e desenvolvia-se um gel com esse
APl (o tal gel que foi considerado com melhores caracteristicas). O objectivo era

generalizar o método.
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