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Resumo

A pele tem sido cada vez mais, uma alternativa para administracdo de fdrmacos. A
administracao transcutanea ¢ uma das vias de administragdo cutidnea, que visa a
cedéncia de farmacos para a epiderme ou derme, onde vao exercer o seu efeito a nivel
local ou sistémico. Para que os farmacos exer¢am o seu efeito, nos locais alvo, t€ém que
atravessar o estrato corneo e como tal, t€m que ser vectorizados recorrendo-se assim, a
nanomedicina.

A nanomedicina ¢ a area de investigacdo cientifica, que se dedica a producdo e
caracterizacdo de particulas de tamanho nanométrico para inimeras aplicagdes
biomédicas. Nanoparticulas poliméricas, lipidicas e metalicas, bem como lipossomas e
outros sistemas, tém sido testados como vectores de farmacos, sobretudo na
administracdo de vacinas e em doengas do foro reumatoldgico, como por exemplo na

artrite reumatoide.

A imunizagio transcutinea é uma das aplica¢des das nanoparticulas. E uma alternativa a
imunizagdo por via intramuscular e subcutdnea, uma vez que a pele apresenta
caracteristicas imunoldgicas tUnicas. Para a formulacdo destas vacinas, sdo usados
inimeros tipos de adjuvantes e promotores que ajudam a atravessar o estrato corneo,
permitindo chegar aos locais alvo. A imunizagdo transcutanea € vista entdo como uma
alternativa adequada, uma vez que permite a auto-administragdo, ¢ indolor e ndo ¢

invasiva.

A artrite reumatoide ¢ uma doenga auto-imune, crénica, que leva a degradagdo das
cartilagens e a erosdo ossea. E uma doenga sem cura, e como tal, requer tratamentos
continuos. Existem varias classes de farmacos (anti-inflamatérios ndo esteroides,
farmacos modificadores da evolucdo da doenga reumatismal, corticoesterdides e
farmacos biologicos, do qual fazem parte proteinas complexas) usados para travar a sua
evolucdo. Muitos destes farmacos tém efeitos secundarios sistémicos e para ultrapassar
esta desvantagem, foram desenvolvidas formulagdes nanométricas, de forma a serem

usadas através da administracdo transcutdnea. Assim, consegue-se uma via mais
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comoda para os pacientes, diminuindo os efeitos secundarios, uma vez que actuam

apenas nas membranas inflamadas.

Palavras-chave: Imunizacdo Transcutdnea, Vacinacdo, Nanoparticulas, Artrite

Reumatoide, Anti-inflamatorios ndo esterdides, Farmacos anti-reumatismais.
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Abstract

The skin has been a suitable alternative for drug delivery. Transcutaneous
administration is one of the possible cutaneous routes, aiming at drug delivery to
epidermis or dermis, where the molecules are expected to have their local or systemic
effects. In order to reach their target, drugs are expected to cross the stratum corneum;
thus, being Nanomedicine a suitable approach.

Nanomedicine is the research area focusing on the production and characterization of
particles of nanometer size range, for a wide variety of biomedical applications.
Polymeric, lipidic and metallic nanoparticles, as well as liposomes and other systems,
have been tested as drug delivery systems, in particular for vaccines and for the

treatment of rheumatic disturbances, such as rheumatoid arthritis.

Transcutaneuous immunization is one of the possible applications of nanoparticles. It is
one alternative over intramuscular and subcutaneous immunization, since the skin
gathers unique immunological properties. For the formulation of these vaccines, several
penetration enhancers help to cross stratum corneum and allowing reaching the target.
Transcutaneuous immunization is considered as a suitable alternative since in allows

self-medication, it is neither painful nor invasive.

Rheumatoid arthritis is a chronic and autoimmune disease, characterized by cartilage
degradation and bone erosion. It has no cure and therefore requires non-stop treatment.
Several drugs (non-steroidal anti-inflammatory drugs, disease-modifying antirheumatic
drugs, corticosteroids and other bioactives such as proteins) may be used to delay the
development of the disease. Many of these drugs have systemc adverse side effects and
to overcome this disadvantage, formulations of nanometer size have been developed for
transcutaneous administration. As such, this route demonstrates a higher patient
compliance to the treatment, with reduced side effects since the drugs will only act in

the inflamed membranes.
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I. Introducao

A pele ¢ o maior 6rgdo do nosso corpo. Representa a camada mais externa, que
funciona como barreira fisica entre o corpo e o ambiente envolvente. Protege-nos contra
impactos mecanicos externos, radiacao ultravioleta, desidratacdo € microrganismos. A

pele consiste em trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1).

A epiderme ¢ a camada mais superficial da pele e a sua espessura varia entre 50 a 150
um. A fun¢ao de barreira da pele ¢ assegurada por uma espessura entre os 15-20 pm, o
estrato corneo (EC). Esta camada consiste em células epiteliais rigidas ligadas por
desmossomas, conhecidas como cornedcitos, envoltos numa estrutura lamelar muito
organizada formada por lipideos intercelulares. O arranjo desta camada resulta numa
barreira praticamente impermeavel que reduz a passagem das moléculas, especialmente

moléculas maiores que 500 Da (Bos e Meinardi, 2000).

Debaixo do EC reside a epiderme viavel, onde o principal tipo de células presente sao
os queratindcitos. Contudo, os melandcitos, as células de Merkel e de Langerhans
(Langerhans Cells — LCs), apesar de menos abundantes, apresentam um papel
importante no funcionamento da epiderme. Seguidamente localiza-se a derme, da qual
fazem parte células como os fibroblastos, os mastocitos e as células dendriticas
dérmicas (Dermal Dentritic Cells — dDCs). A derme também contém vasos sanguineos,
vasos linfaticos, nervos e um elevado nimero de fibras, sendo a camada onde ocorre a
maior parte das trocas celulares e fluidas. Depois da derme encontra-se a hipoderme,
tecido gordo subcutaneo, que consiste numa montagem de adipdcitos ligados por fibras
de colagénio. Esta ultima camada funciona como barreira térmica, mas também

armazena energia actuando como “almofada” mecanica para o corpo.

Os apéndices cutaneos, como as glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e foliculos
pilosos, sdo estruturas penetradas na pele com origem na derme ou na hipoderme. Estes

apéndices formam importantes descontinuidades na estrutura da pele (Bal ef al, 2010b)
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Existem duas abordagens na administracdo de farmacos através da pele,
designadamente; (i) a administragdo dérmica, na qual a formulagdo aplicada garante a
localizagao dos farmacos nas camadas dérmicas, e (ii) a administracao transdérmica, na
qual os farmacos chegam a derme através de vectores entrando depois na corrente

sanguinea (Williams, 2003).

/ Glandula

Poro sudoriparo Corpusculo sebacea

Pélo

de Meissner

Camada cérnea

Epiderme (queratinizada)

Terminacgao
nervosa livre

Derme _
Glandula sudoripara

Musculo erector

do pélo

Tecido subcutdneo

Hipoderme (adiposo)

Artéria

Veia Foliculo piloso

Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura da pele (adaptada de http://pt-

br.infomedica.wikia.com/wiki/Arquivo:Camadas_da pele.jpg).

Os recentes avangos no campo da farmacologia ¢ da nanomedicina tém chamado a
atencdo para as nanoparticulas como novos vectores de farmacos. Os vectores de
farmacos permitem a libertacdo controlada de farmaco durante um periodo de tempo

devido a sua capacidade de depdsito, conseguindo assim, atingir um nivel constante de
farmaco no tecido (Hoffman, 2008).
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O termo particula deriva da palavra Latina particula, que significa uma parte pequena.
Uma particula ¢ portanto definida como um pequeno objecto que se comporta como um

7

todo, e no qual em escala nanométrica ¢ geralmente descrito como nanoparticula
(Papakostas ef al, 2011). Para estas particulas, a British Standards Institution (BSI)
estabeleceu 100 nm como limite superior ¢ 1 nm como limite inferior. Particulas com
dimensdes superiores ao limite sdo consideradas microparticulas (Papakostas et al,

2011). (Figura 2)

Nano ‘Uni’
Invasores da pele
50-100 nm ~I pm <30 pm ~0.4 mm
' ”ﬂ e 5
; 9
-
kY 8
% ==
x p g 1: "
e % ":‘ .;J? A\ A
“‘Q&{{C <R ‘j/ VIR
o i 1 LS e
-10 -9 -8 6 -5 4 3 -1 logxm !
e _ ~55 pm ‘\‘ s
A A X —

180 um
~150 pm . 46mm

220nm ¢

pele Vectores de farmacos

Estruturas caracteristicas da 'l

30-140 um 2184 um

Figura 2 — Representacdo logaritmica de invasores da pele (linha superior), de
estruturas caracteristicas da pele (linha intermédia) e vectores de farmacos (linha

inferior) (adaptada de Cevc e Vierl, 2010).
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Tém sido usados diversos materiais, como por exemplo, polimeros, lipideos, metais e

ceramicas, para o desenvolvimento de diferentes tipos de vectores de farmacos.

As particulas podem ser divididas em organicas e inorganicas, ou podem ser
classificadas de acordo com a sua forma, tamanho, carga de superficie, bem como pelas

propriedades fisico-quimicas.

Do ponto de vista da interac¢do entre particulas com superficies bioldgicas e barreiras
como a pele, podera ser util distingui-las entre particulas moles e particulas rigidas. Em
geral, as particulas moles sdo feitas de materiais organicos, como lipideos, proteinas e
polimeros, podendo temporariamente alterar a sua forma por “stress” ou contacto com
superficies. As particulas rigidas sdo feitas de materiais inorganicos ¢ nao deformaveis
(Papakostas ef al, 2011), sao estruturas coloidais de varios materiais como metais (ouro,
prata), oxidos metélicos (6xido ferro) ou cerdmicos (silica). A encapsulacdo de
farmacos no nucleo de nanoparticulas ou a sua adsorcao a superficie permite a cedéncia
e a distribuicdo de varias substancias evitando a metabolizagdo e a degradagdao do

farmaco no tecido (Figura 3).

Os pontos quanticos sao os novos materiais semicondutores nanocristalinos com
caracteristicas unicas de espectroscopia, bem como propriedades Opticas (Zhou et al,
2007) fazendo deles bons candidatos para aplicagdo no diagnostico e na distribui¢do

(Walther et al, 2008).

Através da modificacao da superficie das particulas e da adicdo de ligandos especificos,
como anticorpos monoclonais, pode ser conseguido um alvo activo de uma populagdo
celular especifica (Mohamed e van der Walle, 2006). As nanoparticulas nao sdo apenas
optimos vectores de farmacos. Ha evidéncias cientificas que lhes atribuem propriedades
imunogénicas sendo capazes de influenciar a direccdo da resposta imunoldgica através
das células apresentadoras de antigénio (Antigen Presenting Cells — APCs) (Kanchan e
Panda, 2007). Desde que os nanovectores provaram ser uma mais-valia para a
optimizacdo de formulagdes galénicas, correntes em dermatoterapia, tém sido

investigados nanomateriais ideais para este efeito (Papakostas et a/, 2011).
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Figura 3 — Representacdo esquematica dos tipos de nanoparticulas e possiveis

modifica¢des (adaptada de Papakostas ef al, 2011).

II. Administracio transcutanea

1. Permeacao vs. Penetracio

O EC representa a principal barreira fisica da pele. Entdo para que um farmaco consiga

permear através da pele, a difusdo através do EC torna-se um passo limitante (Prow et

al, 2011).
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A estrutura achatada e anucleada dos cornedcitos ¢ densamente empacotada com uma
matriz lipidica extracelular, que ¢ organizada em bicamadas (Elias ¢ Menon, 1991). A
esta estrutura da-se o nome de “bricks and mortar” (Prow et al, 2011). Os cornedcitos
sao interligados pelos corneodesmossomas, que ajudam a formar uma camada externa
forte pela manuten¢do da forma celular e um armazenamento regular. Uma eventual
degradacao dos corneodesmossomas por enzimas proteoliticas leva a descamagado

(Caubet et al, 2004).

O transporte de substancias através do EC ocorre maioritariamente por difusdo passiva
tendo em conta a sua estrutura “bricks and mortar”. Esta estrutura ¢ interrompida por
anexos cutaneos, e o transporte de substancias pode ocorrer por trés vias possiveis; (1)
via transcelular, (ii) via intercelular e (iii) através dos anexos cutaneos. (Prow et al,

2011) (Figura 4).

Transporte folicular

Transporte intercelular | Transporte transcelular

Estrato
coérneo

Figura 4 — Representacdo esquematica das vias possiveis para o transporte de
substancias através do estrato corneo (adaptada de http://www.intechopen.com/books/
recent-advances-in-novel-drug-carrier-systems/niosomes-as-carrier-in-dermal-drug-

delivery).

Os cornedcitos cobrem a superficie do EC fazendo uma camada fina, irregular e
descontinua, que consiste em secrecdes das glandulas sebaceas e sudoriparas,
juntamente com as bactérias e células mortas da pele. Esta camada ¢ assim considerada

como barreira adicional a permeacao através do EC (Prow ef al, 2011).
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E importante reconhecer que as camadas da pele abaixo do EC podem ter também um
papel importante na penetracdo, bem como na distribui¢ao dos farmacos administrados
topicamente. As camadas mais profundas da pele sdo importantes na distribuicdo de
farmacos lipofilos, de farmacos com alvo na derme ou tecidos mais profundos, ou

farmacos cujo alvo seja a circulagdo sanguinea (Jepps et al, 2013).

A permeacao ao longo das camadas celulares, através da epiderme e da derme, depende
da afinidade das substancias com o ambiente lipidico, com o ambiente interno dos
corneocitos assim como da capacidade que a molécula tem de permear a parede celular

do corneocito (Jepps et al, 2013).

A penetracdo dos farmacos pode ocorrer por duas vias principais, via anexial e via
transepidérmica (Meidan et al, 1998). A via anexial permite a penetragdo de substancias
através de anexos cutaneos (foliculo piloso, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas)
(Marjukka Suhonen et al, 1999). Esta via ¢ preferencial para i10es e moléculas de
elevado peso molecular, assim como para determinados sistemas de veiculagao,
nomeadamente lipossomas e outras particulas coloidais (Lieb et al, 1997;Mura et al,
2007). E uma via que apresenta um papel significativo no inicio da permeacdo de
substancias porque ¢ mais rapida do que a via transepidérmica, uma vez que a superficie
destes anexos cutaneos ¢ mais permeavel .

Os anexos cutaneos ocupam apenas 0,1% da superficie da pele humana, assim sendo a
via transepidérmica € o principal caminho associado a permeagdo de farmacos através

da pele (Lieb et al, 1997;Mura et al, 2007).

A via transepidérmica envolve difusdo de substincias através do EC, das camadas
celulares viaveis da epiderme e através das camadas mais superficiais da derme, até
atingir a circulagdo sanguinea (Marjukka Suhonen et al/, 1999;Takatani-Nakase et al,
2012;Cevc, 2004). Através do EC, existem dois caminhos, o transcelular (através dos
corneocitos e da matriz lipidica) e o intercelular (através dos dominios lipidicos entre os
corneocitos) (Marjukka Suhonen et al, 1999) (Figura 4). Contudo, para os dois
caminhos, a estrutura do EC estabelece que os permeadores t€ém que se difundir através

das camadas intercelulares de lipideos (Marjukka Suhonen ef al, 1999).

Para componentes muito hidréfilos, a via preferida € a via intracelular pois apresenta

um meio mais hidréfilo, uma vez que os corneodcitos sao ricos em queratina. A via
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intercelular ¢ a alternativa a moléculas apolares, pois o cimento intercelular € rico em

lipideos (Marjukka Suhonen et al, 1999).

O transporte ao longo do EC ocorre essencialmente por difusdo passiva,
independentemente de ser via intercelular (através da matriz lipidica) ou via transcelular

(através dos cornedcitos e matriz lipidica) (Jepps et al, 2013).
III. Novas abordagens terapéuticas
1. Vacinacio transcutanea

As doencas infecciosas sdao uma ameaga s€ria para a saude publica em todo o mundo
(Mittal et al, 2013). Ao longo dos ultimos dois séculos, a vacinacdo foi uma das
intervengdes médicas mais bem-sucedidas para reduzir este tipo de doengas (Hilleman,
2000;Ada, 2003), assim como, para melhorar a imunidade para uma doenga especifica.
Viérias doengas como o sarampo, a rubéola, o tétano, a tosse convulsa e a febre-amarela
estdo sob controlo através de muitas vacinas convencionais (Miller e Pisani, 1999).
Dentre todas as estratégias para o combate das infecgdes, apenas a vacinagdo tem a
capacidade de erradicar doengas. Exemplo disso ¢ a erradicacdo da variola confirmada

em 1979 pela Organizagao Mundial de Satde (OMS) (Mittal et al, 2013).

Uma boa vacina ¢ segura ¢ administrada de uma maneira minimamente invasiva, tendo
a capacidade de induzir uma resposta imunologica protectora (Bal ef al, 2010b). As
vacinas actualmente disponiveis podem ser classificadas em trés categorias,
designadamente, vivas-atenuadas, inactivas e sub-unitdrias. Sob o ponto de vista da
segurancga as vacinas sub-unitarias sao preferidas em relagdo as vacinas vivas-atenuadas
ou de patogéneos inactivos. Contudo, os antigénios purificados geralmente sao menos
imunogénicos € requerem a sua formulacdo com adjuvantes (Schijns, 2000;Wilson-

Welder et al, 2009).

A maioria das vacinas administradas por injeccao sdo eficazes, mas os problemas
permanecem uma vez que sdo dolorosas, necessitando de pessoal especializado bem

como de transporte e armazenamento especifico (Li ef al, 2011).

Além de dolorosa, a injec¢ao pode causar stress, especialmente nas criangas o que para
programas de vacinagdo pediatrica faz com que a vacinacao seja incompleta, devido a

falta de cooperacao (Jacobson ef al, 2001). A reutilizacdo das agulhas torna-se também
8



Novos sistemas terapéuticos de administragao transcutanea

um problema, uma vez que causa a morte de pelo menos 1,3 milhdes de pessoas por ano

de hepatite B e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Miller e Pisani, 1999).

A maioria das vacinas sub-unitarias sdo administradas por injec¢ao intramuscular ou
subcutanea, mas vias alternativas como a via nasal (Slutter et al, 2008), transcutanea
(Mikszta e Laurent, 2008), oral (Simerska et al, 2009) e pulmonar (Lu e Hickey, 2007)
tém sido exploradas na pesquisa de vacinas mais eficazes, seguras e sem necessidade de

agulha (Bal et a/, 2010b).
i. Pele como 6rgao imunologico

A via transcutanea € particularmente atractiva, uma vez que a pele ¢ bastante acessivel e

apresenta caracteristicas imunolégicas unicas (Henderson et al, 2008).

Além da funcao de barreira fisica, a pele também funciona como barreira imunoldgica
devido a presenga de células imunocompetentes como as LCs, os queratindcitos, as
dDCs, os macrofagos, os mastocitos e as células-T (Mathers e Larregina, 2006;Nestle e
Nickoloff, 2007). Os queratindcitos correspondem a cerca de 90% da populacao celular
epidérmica e apresentam um papel importante na imunidade inata através da produgdo
de uma vasta gama de citocinas e péptidos antimicrobianos. As LCs na epiderme ¢ as
dDCs desempenham papéis importantes como potentes APCs contra antigénios externos
(Hirobe et al, 2013). Assim, o musculo ¢ o tecido subcutaneo, que contém menor
quantidade de APCs do que o tecido da pele, fazem com que ndo sejam sitios ideais
para a vacinacao (Bal et al, 2010b). Contudo, o EC actua como barreira para a difusao
criando o maior obstaculo para a imunizagdo transcutanea (7ranscutaneous
Immunization - TCI), nomeadamente na vacinacdo com a pele intacta ou pré-tratada

(Bal et al, 2010b).

A pele estd entdo envolvida na imunidade inata e adaptativa. A resposta adaptativa gera
respostas memoria e portanto, torna-se geralmente mais eficaz contra cada encontro
sucessivo com 0 mesmo antigénio, enquanto o mecanismo da resposta imune inata

fornece uma defesa imediata mas de curta duracao contra infecgdes (Bal et a/, 2010b).

Actualmente, os principais desafios para a imunizagdo cutdnea sdo aumentar o
transporte de antigénios pela barreira da pele e melhorar a imunogenicidade das vacinas

sub-unitarias para aplicacao topica (Bal ef al, 2010b). Para as vacinas sub-unitarias ¢
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requerida a co-aplicacdo de adjuvantes juntamente com os antigénios para que haja a
indugdo de uma resposta imune. Esta abordagem também ¢ valida para a TCI, mas para
que haja um transporte com sucesso do antigénio e adjuvantes pela pele, existe uma

maior desafio (Bal et a/, 2010b).

A TCI é um novo método de vacinagao que utiliza a aplicagdo topica do antigénio e de
um adjuvante na pele intacta, de forma a induzir uma resposta imune (Hammond et al,

2000).

A vacina transcutanea, como sistema facil de usar, sem agulha e nao invasivo possibilita
a estimulacdo imunologica segura, uma vez que se evita o contacto directo dos
adjuvantes com a corrente sanguinea (Ponvert e Scheinmann, 2003), apresentando uma
rapida distribuicao, auto-administragdo e maior seguranca (Bal ef al, 2010b;Glenn et al,

1999).
ii. Mecanismo de ac¢ao da imunizacio transcutanea

Na TCI as LCs e as dDCs capturam antigénios/agentes patogénicos, € migram para oS
ganglios linfaticos periféricos que processam e apresentam o antigénio as células-T
imaturas, que por sua vez, vao iniciar as respostas imunes (Hammond et al,

2001;Hirobe et al, 2013) (Figura 5).

A inducdo da resposta imune origina a secre¢ao de citocinas pré-inflamatorios. As
citocinas envolvidas no processo de TCI incluem, receptores para muitos anticorpos,
integrinas e moléculas de adesdo (Schwarzenberger ¢ Udey, 1996). As citocinas tém
como fungdo, a migracdo das LCs desde a pele até aos nodulos linfaticos. Mais
especificamente, as quimiocinas sdo importantes no controlo na migra¢ao direccional
das LCs até aos nodulos linfaticos, posicionando-as na area das células-T. Depois da
apresentacado do antigénio pelas APCs, muitas citocinas podem ser secretadas em
termos de imunidade adaptativa. A interac¢do destas citocinas com LCs e as dDCs
ajudam a manter um balango entre a reactividade e a tolerancia do sistema imunitario

(Wang et al, 1999).
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Figura 5 — Representacdo esquematica do mecanismo de inducdo da resposta imune
através da imunizagao transcutanea. EC — estrato corneo; LC — células de Langerhans;
dDC — células dendriticas dérmicas, APCs — cé¢lulas apresentadoras de antigénio.

(adaptada de Hirobe ef al, 2013).
iii. Adjuvantes da imunizacio transcutianea

Os adjuvantes sdao adicionados as formulacdes de vacinas para aumentar a
imunogenicidade de antigénios pouco imunogénicos, como nas vacinas sub-unitarias,
ou para se obter uma determinada resposta imune. Pelas mesmas razdes, formulagdes de

vacinas particuladas devem ser combinadas com adjuvantes (Mittal et a/, 2013).

H4 que ter em consideragdo o risco de possiveis efeitos secundarios dos adjuvantes, que
tem elevada relevancia para vacinas profilaticas, uma vez que sdo dadas a pessoas

saudaveis e tém que satisfazer fortes critérios de seguranga (Mittal et al, 2013).

Em imunologia, os adjuvantes sdo agentes que estimulam o sistema imunitdrio e
aumentam a resposta a vacinagdo, contudo nao tém nenhuma ac¢do antigénica
especifica. A combinagdo de adjuvantes e vacinas de antigénio-especificas conseguem

acelerar, prolongar ou aperfeigoar as suas respostas (van der Laan, 2005).

11



Novos sistemas terapéuticos de administragao transcutanea

Nem todos os adjuvantes fazem efeito na TCI devido ao seu grande tamanho que nao
permite a penetragdo na pele. Os adjuvantes que demonstram eficacia na TCI podem ser
divididos em exotoxinas bacterianas (em que as subunidades das toxinas sdo
responsaveis pela expressdao de diferentes citocinas) e receptores tipo-toll (7oll-Like
Receptors — TLR) (que sdao moléculas responsaveis pelo reconhecimento do perigo para

as c¢lulas). (Williams, 2000;Seya et al, 2006) (Tabela 1).

Tabela 1 — Tabela representativa dos adjuvantes imunoldgicos usados na
imunizacdo transcutanea APCs — C¢lulas apresentadoras de antigénio; CpG
ODN - CpG oligonucleétidos CT — Vibrio cholerae, toxina da célera; CT-B —
subunidade B da toxina da colera; IFN — interferdo; IL — interleucina; LPS —
lipopolissacarideo; LT — enterotoxina termolabil de Escherichia coli; LT-B —
subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli; TNF — factor de

necrose tumoral. (adaptada de Li ef a/, 2011).

Adjuvantes transcutaneos Tipo/ Fonte Fungéo na TCI Secregdo de citocinas
Aumenta o nimero de LCs
. id ; ind
CT.CT-B Vibrio cholerae, toxina da célera e rr;: e(f)sltae(;?jm;incouz ;15 Produz IL-2, IL-4, IL-5 ¢
’ as suas subunidades P heorp IFN-Y
contra a toxina € os
antigénios administrados.
LT LTB Enterotoxina termolabil e suas  |Molécula com uma estrutura [ Produz IL-2, IL-4,IL-5e
’ subunidades da Escherichia coli e actividade a CT. IFN-Y
Indug@o da migragdo das
L. LCs; aumenta a activagdo Estimula as células
Membrana externa de bactérias A . .
LPS G i das células T; melhora a | hospedeiras a produzir IL
ram-negativas forga e a duragdo das e TNF
respostas imunes.
. .. Produz IFN-Y e citocinas
Promove a imunogenicidade co-inflamatorias:
DNA bacteriano e da vacina, melhorando a p ’
CpG ODN . . . N . promove a
oligodesoxinucleotideos duracdo e afinidade da 5 R
i maturagdo/activagdo das
resposta imune. APCs
. . Indugao da migragdo das
3-(2-Metil 1)-3,5,8- .
Lo . A(. ctilpropil) . LCs; modifica as respostas | Indutor potente de IFN-
Imiquimod triazatriciclo[7.4.0.02,6]tridecal()), | . foit i TNF-0.E IL-1.6.8.10.12
2(&)4.7,10,12-hexaen-7-amina) | Tico €O ClEHos antiz 6 ERE0E HLLOS I,
virais € anti-tumorais.

A. Promotores Fisicos

A ruptura da barreira da pele aumenta a permeacao transcutanea do antigénio, tornando-
o mais rapidamente disponivel para o apresentar as APCs. Além disso, ¢ sabido que a

disrup¢do da barreira da pele consegue activar o sistema imunitario, induzindo a
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secrecdo de citocinas pro-inflamatorias pelos queratindcitos resultando numa activagao
de dDCs (Wood et al, 1992;Cumberbatch et al, 1997). Assim, torna-se atractivo
desenvolver métodos fisicos que permitam atravessar a barreira da pele (Bal et al,

2010b).

Muitos estudos mostraram que apenas a aplicagdo topica da vacina, ndo era capaz de
promover uma resposta imune adequada. Entdo, técnicas fisicas como a iontoforese,
electroporacao e ultrassons t€m sido investigados de forma a melhorar a penetragdao do

antigénio pelo EC (Li et al, 2011).

Verifica-se que muitos factores, como a forca idnica, o pH e a temperatura influenciam

significativamente a permeabilidade transcutanea (Chen et al, 2002).

Jet injector Agulha
intradérmica Nanovectores
Microagulhas (lipossomas
Electroporagao /transferossomas)
’,,\3 r—:.\_":: ‘ f Nano/ Microvectores
Ultrassons |

Figura 6 — Representacdo esquemadtica de vdarios processos fisicos e sistemas,

desenvolvidos para a imunizagao transcutanea (adaptada de Bal et al, 2010b).

a. Ultrassons

Os ultrassons de baixa frequéncia aumentam a permeacdo da pele para moléculas
grandes permitindo a vacinag¢dao transcutanea. A TCI por ultrassons oferece uma

imuniza¢ao sem agulha e sem dor (Dahlan et a/, 2009b).
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Dahlan et al. (Dahlan et al, 2009b) demonstrou que os ultrassons de baixa-frequéncia
aumentam o nivel de anticorpos na TCI. O uso deste tipo de ultrassons pode ser
definido como um potente adjuvante fisico para a TCI, uma vez que ha uma ligeira
activacdo das LCs depois da passagem dos ultrassons mesmo sem presenca de antigénio
(Tezel et al, 2005). A aplicagdo, na pele, dos ultrassons de baixa frequéncia extrai
lipideos, causando a formacdo de defeitos e espagos lacunares, criando regides de
elevada permeabilidade para o transporte na pele. Assim, a aplicacdo de lipossomas na
pele depois do uso de ultrassons, permite o fluxo do complexo lipossoma/antigénio para
a pele e consequentemente leva a TCI. A aplicagdo dos lipossomas repara o dano
causado pelos ultrassons, sugerindo assim que ha um efeito sinérgico entre os
lipossomas e a TCI por ultrassons. Contudo, a vacinagao por ultrassons requer o uso de

equipamento bastante especializado (Dahlan et a/, 2009a) (Figura 10A).

b. Jet injector

O jet injector faz a cedéncia de antigénios em pé (Figura 7) ou em forma liquida (Figura
8) para a pele através de hélio pressurizado (Macklin et al, 1998;Kelly et al, 2008). Este
dispositivo impulsiona particulas micrométricas revestidas com o plasmideo através do

EC onde as particulas se alojam na epiderme e derme (Li et a/, 2011).
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’z.. o.l'o'o e %
‘.z'.o. ‘.:..o.
1ok stest ovys
¥ ... W 3.0070.05'}.

Figura 7 - Representacdo esquemadtica da administracdo transcutdnea através do jet
injector de particulas solidas. (a) ejeccao de particulas através do bocal, (b) particulas
colidem com a superficie da pele, conduzindo a formag¢do de um orificio, (c) penetragao
das particulas no estrato corneo, (d) as particulas sdo distribuidas para camadas mais

profundas da pele (adaptada de Kale e Momin, 2014).
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(a) (b) (© (d)

Figura 8 - Representacdo esquemadtica da administracdo transcutdnea através do jet
injector de formas liquidas. (a) formac¢ao do jacto liquido, (b) formacao de um orificio
na pele devido ao impacto do jacto, (c) avango da injeccdo ao longo das camadas
cutaneas, (d) deposicdo das substancia em camadas mais profunda da pele (adaptada de

Kale e Momin, 2014).

Esta técnica tem sido investigada em diferentes animais contra uma variedade de
doencas, incluindo influenza, hepatite B, marburgo, malaria, ébola e alguns virus
provocadores de encefalites. Huang et al. usou o jet injector de baixa pressdo para fazer
chegar nanoparticulas a pele. Como resultado, as nanoparticulas foram capazes de
transcutaneamente fazer chegar o antigénio até aos locais alvo e induzir uma resposta

com pouca lesao celular (Huang et al, 2009).

A disrupcdo da pele com este sistema causa efeitos secundarios ligeiros como
queimadura no sitio de aplicagdao, mas que se resolve em horas (Drape et a/, 2006;Jones
et al, 2009). E um método com pouca prevaléncia devido a forte dor (Hirobe et al,

2013) (Figura 10C).

c. Electroporacao

E sabido que o maior transporte molecular através da pele é resultante dos rearranjos
estruturais da membrana celular (Weaver, 1995). A electroporagdo ¢ uma perturbagao
estrutural transitoria da bicamada lipidica, incluindo o EC através de pulsos elétricos de

alta voltagem, curtos e controlados, no tecido-alvo (Vanbever et a/, 1994) (Figura 9).
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Comparativamente com a injeccdo intradérmica, a electroporacdo € menos invasiva
devido a disponibilidade de sondas ndo invasivas. O farmaco pré-foto sensibilizador,
acido delta-aminolevulinico, o farmaco anticancerigeno metotrexato e as vacinas
peptidicas desenhadas para prevencdo do cancro e imunoterapia, foram administradas
transcutaneamente através da electroporacdo (Sen et al, 2002). Estes estudos
demonstraram que a electroporacdo aplicada na TCI ¢ promissora para a terapia no
cancro (Li et al, 2011). Assim como a técnica dos ultrassons, a electroporagao também

requer aparelhos especiais (Hirobe ef al, 2013) (Figura 10B).

Membrana celular antes do Membrana celular durante o Membrana celular depois do
pulso eléctrico pulso eléctrico pulso eléctrico (membrana
normalizada)

Figura 9 - Imagem microscopica do rearranjo estrutural da membrana celular pelo
método de electroporacdo (adaptada de http://gmcrops.yolasite.com/methods-of-

genetic-engineering).
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Figura 10 — Representacdo esquematica de aparelhos para vacinagdo (adaptada de

Hirobe et al, 2013).
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d. Microagulhas

Uma nova abordagem para a TCI menos dolorosa ¢ a redu¢do do tamanho das agulhas
para que sejam minimamente perceptiveis. O conceito das microagulhas como vectores
de farmacos, resultou de uma patente registada em 1976 por Gerstel e Place (Alarcon et
al, 2007). Contudo, foi s6 nos anos 90 que esta técnica se tornou vidvel, uma vez que as
técnicas de fabricacdo se tornaram disponiveis para produzir estas microagulhas (Hirobe
et al, 2013). Neste contexto, o termo microagulha refere-se a agulhas menores que 1
mm precisando apena de perfurar 15 a 20 um da espessura do EC antes de chegar a

epiderme viavel (Hirobe et al, 2013).

As propriedades mecanicas e estruturais da pele variam significativamente com a idade,
tipo de pele, nivel de hidratagdo, localizagdo no corpo e entre individuos (Reihsner et al,
1995). De forma a garantir uma perfuracao eficaz e reprodutivel independentemente
destes factores, as microagulhas precisam de ser maiores que 20 um (Widera et al,
2006). Outros parametros, como o didmetro da microagulha, a profundidade da
inser¢ao, o tipo de geometria e a densidade, também influenciam a perfuracao na pele,
bem como a distribuicdo do antigénio (Widera et al, 2006;Martanto et al, 2006). Por
exemplo, as microagulhas muito finas sdo frageis, o que aumenta o risco de fractura na
pele (Davis et al, 2004). Por outro lado, o aumento da densidade das microagulhas pode
aumentar o efeito “cama de unhas” ndo melhorando a distribui¢cdo do antigénio (Widera

et al, 20006).

Muitas estratégias usando as microagulhas foram desenvolvidas para aplicagao dérmica,
incluindo a TCI (Donnelly et al, 2010;Prausnitz et al, 2009). Uma vez que, ¢ um
método facil de usar existem diferentes abordagens (Hirobe ef al, 2013) sumarizadas de

seguida.

Microagulhas solidas

O primeiro método envolve a perfuracao da pele com microagulhas solidas e aplicagao

dos antigénios na superficie da pele (Hirobe et al, 2013) (Figura 11).

Na avalia¢dao da eficacia da TCI, o pré-tratamento da pele usando o mesmo tipo de
microagulhas levou a um aumento de mil vezes o nivel de anticorpos, depois da

aplicacdo do toxoide da difteria em ratos (Ding et al, 2009b). A resposta imune foi
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aumentada pela co-aplicagdo da toxina da colera, mostrando que a adigdo selectiva de
adjuvantes pode diminuir a dose de antigénio necessaria (Ding et al, 2009a). Em geral,
0 pré- ou pos-tratamento com as microagulhas ¢ considerado uma abordagem simples
para a TCI com grande potencial, embora parametros como dose e tempo de aplicacao

devam ser optimizados (Hirobe et a/, 2013).

Microagulhas Antigénio

EC
r ‘- "‘
- “ Epiderme

Derme

Figura 11 — Representagdo esquematica da imunizagdo transcutanea recorrendo a
microagulhas solidas. A distribuicdo do antigénio e feita através das fendas criadas

através das microagulhas. EC — Estrato corneo. (adaptada de Hirobe et a/, 2013).
Microagulhas ocas

Durante o pré-tratamento com microagulhas solidas, a distribuicdo do antigénio ¢
dependente da difusdo passiva através de condutas criadas pelas microagulhas. Apesar
de ser uma abordagem relativamente facil do ponto de vista técnico, € dificil optimizar a
quantidade de antigénio requerida para activar as células imunes na pele, devido ao
limite de transporte pelas condutas. As microagulhas ocas conseguem injectar a vacina
para uma profundidade bem definida na pele, orientando a taxa de fluxo através de uma
seringa ou uma bomba (Hirobe ef al, 2013). Estas microagulhas sao feitas de varios

materiais, como silicone, metal ou vidro (McAllister ef al, 2003) (Figura 12).

-\nnnnnr
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Figura 12 — Representagdo esquematica da imunizagdo transcutanea recorrendo a
microagulhas ocas. O antigénio entra na pele através das microagulhas. EC — Estrato

corneo. (adaptada de Hirobe ef al, 2013).
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Microagulhas revestidas

r

O revestimento ¢ normalmente aplicado através do mergulho das microagulhas na
formulacao da vacina (Gill e Prausnitz, 2007a;Zhu et al, 2009). Outro método utilizado
¢ o revestimento através de um jacto de gas de forma a conseguir um revestimento mais

uniforme (Chen ef al, 2009).

Este tipo de microagulhas pode ndo ser muito atractivo, uma vez que a quantidade de
compostos activos que podem ser revestidos ¢ limitada. Contudo, esta quantidade pode
ser suficiente para que antigénios possam promover uma resposta imune protectora.
Adicionalmente uma das vantagens destas microagulhas € que o antigénio seco adere a
sua superficie melhorando a estabilidade a longo prazo (Gill e Prausnitz, 2007b) (Figura

13).

{  Epiderme

Derme

Figura 13 — Representagdo esquematica da imunizagdo transcutanea recorrendo a
microagulhas revestidas. O antigénio difunde-se na pele através das microagulhas. EC —

Estrato corneo. (adaptada de Hirobe ef al, 2013).

Microagulhas absorviveis

As microagulhas convencionais correm o risco de fractura, o que pode deixar metais
como o aco inoxidavel ou fragmentos de silicone na pele. O uso de materiais
biodegradaveis ou absorviveis contendo componentes de vacinas ¢ uma maneira
elegante de distribuir a vacina, sem a possibilidade de quebra das microagulhas na pele.
Além disso, este tipo de sistemas ndo deixam residuos médicos de risco bioldgico e
removem o risco de infecgdes secundarias devido ao uso de agulhas (Hirobe ef al,

2013).

As primeiras microagulhas foram feitas de maltose (Miyano ef al, 2005) e mais tarde,
desenvolveram-se microagulhas de dextrinas para o transporte de insulina e

eritropoetina (Ito et al, 2006a;lIto et al, 2006b).
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Sullivan et al. mostrou que a imunizagdo com microagulhas absorviveis poliméricas
contendo o virus influenza inactivado, induziu uma resposta antigénica e celular forte

promovendo proteccao contra este virus (Sullivan ef al, 2010) (Figura 14).

EC
== iiis "’L'I'_'>: BLLLLER E:>: TN = ...

Derme

Figura 14 — Representacdo esquematica de microagulhas absorviveis. O antigénio entra
na pele através da dissolucdo das microagulhas. EC — Estrato corneo. (adaptada

de Hirobe et al, 2013).

e. Laser

A aplicagdo de lasers para propositos terapéuticos foi demonstrada como uma
tecnologia promissora para o aperfeigoamento da TCI. O laser pode ser um adjuvante
seguro impulsionando respostas imunes tanto humorais como inatas, com poucos efeitos
secundarios. A iluminacao laser especifica aumenta a mobilidade e a capacidade de

captura das APCs, sem que ocorra inflamacao ou reactividade (Chen et a/, 2010).

O tratamento laser sem nenhum adjuvante ou promotor de penetracdo aumentou

significativamente a produ¢ao de anticorpos no soro cerca de trés vezes (Li ef al, 2011).
iv. Novas Formulacoes

Nao ¢ facil para grandes proteinas e particulas virais penetrarem pelo EC em condigdes
naturais. O maior desafio para a TCI ¢é aperfeicoar a passagem dos antigénios pela
epiderme. E sabido que a disrupgdo da barreira da pele aumenta a permeagio
transcutanea do antigénio tornando-o mais rapidamente pronto para ser apresentada as
APCs. Contudo, tecnologias “sem-agulha”, que sdo capazes de promover a disrupcao da
barreira epidérmica da pele tém sido altamente investigadas, de forma a activar o
sistema imune e induzir a secre¢ao de citocinas pré-inflamatorias pelos queratindcitos

(Li et al, 2011).
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Actualmente tem-se focado a investigacdo em micro/nanovectores de farmacos, como
lipossomas, e nanoparticulas para a formulacdo de vacinas transcutdneas, com o
objectivo de aperfeicoar o transporte transcutaneo, bem como na proteccdo da

degradacao do antigénio (Li et al, 2011).
A. Patch

7

E um dos sistemas mais usados para as vacinas transcutaneas. A vacinagdo em patch
demonstrou a promoc¢do da penetracdo de proteinas antigénicas através do EC e a
inducdo de respostas imunes humorais antigénio-especificas, que neutralizam as

infeccdes virais e toxinas bacterianas de maneira segura (Matsuo et al, 2011).

O mecanismo deste tipo de sistemas ¢ baseado na concentracdo de proteinas antigénicas
na superficie do patch gerando uma maior concentragdo, que consequentemente produz
uma forga acelerando a penetracdo das substancias. Uma resposta imune prolongada e
um efeito intensificador foi induzido, indicando que a memdria imune consegue ser

obtida por este tipo de vacinas (Matsuo et al, 2011).

Foi mostrado por Ding et al. que a TCI baseada em patch consegue induzir respostas

imunes eficazes contra infec¢des virais e bacterianas (Ding et al, 2011).

B. Nanoparticulas

Recentemente, as nanoparticulas mostraram ser vectores promissores para as vacinas
transcutaneas, devido a interac¢ao com os lipideos da pele e a consequente indugdo de
aberturas transitérias e reversiveis no EC (Kohli e Alpar, 2004). Foi provado que a
encapsulacdo dos antigénios em nanoparticulas ¢ eficaz no transporte transcutaneo.
Adicionalmente as vacinas nanoparticuladas também conseguem penetrar pelos
foliculos pilosos e transportar o antigénio as APCs melhorando a resposta imune (Vogt
et al, 2006;Kohli e Alpar, 2004). Recentemente tém sido referenciados varios polimeros

para preparagao de nanoparticulas capazes de carregar antigénios e iniciar uma forte

TCI (Li et al, 2011).
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a. Nanoparticulas poliméricas de Poli (L-acido lactico-co-acido glicélico) e Acido

poli(lactico)

As nanoparticulas de acido poli(lactico) (Poly(lactic acid) — PLA) e Poli (L-acido
lactico-co-acido glicolico) (Poly (lactic-co-glycolic acid) — PLGA) mais comummente
usadas tém sido extensamente estudadas como vectores transcutaneos de antigénios

(Panyam e Labhasetwar, 2003).

George Mattheolabakis ef al. (Mattheolabakis et al, 2010) examinaram o potencial das
particulas de PLA como vectores para a cedéncia de antigénios via transcutanea.
Usando um processo de dupla emulsdo, as nanoparticulas de PLA carregadas com
ovalbumina (Ovalbumin — OVA) demonstraram uma indugdo de citocinas eficiente. A
re-estimulagdo in vitro de culturas de esplenocitos com OV A suscitou maiores niveis de
interferdo gama (Interferon-y — IFN-y) assim como maiores niveis de interleucina-2 (IL-
2) em ratos, em comparagdo com outros imunizados com uma solu¢do de OVA (Li et

al, 2011).

b. Nanoparticulas biodegradaveis de quitosano

O quitosano, pela sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade assim
como pela sua preparacdo ¢ um material biomimético para o desenvolvimento de
vectores de farmacos (Nagpal ef al, 2010;Prego et al, 2010). O quitosano interage com
as cargas negativas da pele, promovendo a difusdo de farmacos para as suas camadas

mais profundas (Taveira et al, 2009).

As propriedades do quitosano e seus derivados sdo promissoras na aplicagao da TCI,
uma vez que as nanoparticulas de quitosano funcionam como promotoras imunitarias na
TCI (Lee et al, 2008). E aceite que a protec¢io da degradagdo do antigénio pela sua
conjugacao com o polimero seja vantajoso para potenciar a resposta imune. Contudo,
ndo se consegue explicar o porqué das nanoparticulas de quitosano levarem a uma
resposta imune maior do que a injecc¢ao intramuscular (IM) (Slutter et a/, 2009). Assim,
as nanoparticulas de quitosano actuam como adjuvantes (Bal ef a/, 2011) funcionando
também como depdsito sendo mais eficientemente apresentadas as células dendriticas

do que os antigénios simples (Bal et a/, 2010c;Bal et al, 2010a).
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c. Nanoparticulas metélicas

As nanoparticulas metalicas de tamanho menor que 10 nm, incluindo pontos quanticos e
nanoparticulas de 6xido de ferro, revelaram ser capazes de penetrar através da pele
intacta devido a sua interac¢dao com os lipideos no espago extracelular. Huang et al.
demonstrou que a co-administragao de proteinas com nanoparticulas de ouro (Gold (Au)
Nanoparticles — Au-NPs) permitiu o transporte percutdneo. As Au-NPs com 5 nm de

tamanho demonstraram ser permeaveis a pele (Huang et a/, 2010).

Utilizando este método, um sistema ndo invasivo de vacinas foi desenvolvido, e as
respostas imunes foram provocadas em animais através da aplicagdo topica e simultanea

de antigénios com Au-NPs (Li ez a/, 2011).

d. Outras nanoparticulas

Madsen et al. projectaram compostos imunoestimulantes (Immune Stimulating
Complexes — ISCOMs) modificados chamados de nanoparticulas Posintro™, e
investigou a interaccdo entre os ISCOMs modificados e os sistemas lipidicos, modelo
do estrato corneo. As nanoparticulas Posintro™ demonstraram ser vantajosas, criando
uma oportunidade para alterar a carga a superficie das particulas, que vai influenciar a
sua afinidade para os locais negativos do antigénio, as membranas celulares e lipideos

da pele (Madsen et al, 2010;Madsen et al, 2009).

Estas caracteristicas sdo uteis na estimulacao da fusdo das nanoparticulas modificadas

com a pele promovendo a sua penetracdo (Li et al, 2011).

C. Nanovectores vesiculares

E sabido que o EC impede a penetragio de moléculas grandes bem como moléculas
hidrofilicas. Os novos sistemas vesiculares de transporte de farmacos chamados
transferossomas s@o compostos por fosfolipideos (Jain et al, 2003) tendo uma estrutura
semelhante as membranas biologicas. Os transferossomas incluem: lipossomas
deformaveis e niossomas que foram formulados para a aplicagdo topica/transdérmica
transportando compostos bioactivos, como antibioticos, proteinas e acidos nucleicos
para a pele. O transporte transcutaneo de proteinas aumenta através de transferossomas

(Paul et al, 1998).
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a. Lipossomas

Os lipossomas sdao vesiculas de lipideos que representam vectores de farmacos e
moléculas biologicamente activas. As vesiculas lipidicas dos lipossomas, especialmente
lipossomas elésticos, podem modificar a cinética de permeagao de bioactivos devido a
debilitacdo da fung¢dao do EC, o que vai ajudar na penetragdo da pele. Os lipossomas
geralmente contém fosfatidilcolina e tensioactivos e apresentam pelo menos um
compartimento aquoso envolto numa bicamada lipidica capaz de carregar uma grande
quantidade de massa lipidica na pele. A sua bicamada flexivel pode mexer com os
lipideos do EC, desordenando a funcdo de barreira e aumentando a disposi¢ao dos
farmacos na pele. Mishra ef al. estudaram que a superficie do antigénio da hepatite B
carregado em lipossomas elasticos era uma maneira eficaz para promover a imunidade
contra o antigénio (Mishra et al, 2006). Wang et al preparou lipossomas cationicos
deformaveis para a TCI, que suscitaram valores comparaveis de anticorpos no soro,
assim como citocinas endégenas com uma imunizacdo de referéncia IM (Koutsonanos

et al,2009).

b. Niossomas

Os niossomas possuem as vantagens de baixo custo, elevada pureza, uniformidade de
conteudo, estabilidade sustentada, assim como facilidade de armazenamento de
tensioactivos nao i6nicos. Estes nanovectores parecem ser semelhantes em termos de
propriedades fisicas aos lipossomas, sendo preparados da mesma maneira € sob uma
variedade de condi¢des formando estruturas unilamelares ou multilamelares (Vyas et al,
2005). Os niossomas tém sido aplicados na TCI nao invasiva (Ding et al, 2008). As
estruturas vesiculares dos niossomas sao observadas em camadas mais profundas do EC
perto da juncdo do estrato corneo-epiderme vidvel depois da aplicagdo nao-oclusiva na

pele (Li et al, 2011).

D. Microemulsoes

As microemulsdes sdo vectores coloidais que oferecem varias vantagens para a
veiculagdo de farmacos, assim como fécil preparagdo, estabilidade a longo-prazo e
elevada capacidade de solubilizagdo para agentes hidrofilos e lipofilos (Heuschkel et al,
2008;Sintov e Botner, 2006). Contudo, ainda ndo foram vastamente investigadas para a

aplicacdo nas vacinas transcutdneas. As microemulsdes especialmente as do tipo
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agua/dleo mostraram um grande potencial na absor¢do e distribuigdo de
macromoléculas soluveis em agua, assim como péptidos (Cui et al, 2003), devido as

suas propriedades de penetragao no EC (Naoui et al, 2011;Cui e Sloat, 2006).

Os sistemas de microemulsdo sdo faceis de preparar e podem facilmente acomodar
varios antigénios e adjuvantes. Estes sistemas também oferecem elevada eficacia de
retencdo com estabilidade optimizada, proporcionando uma protec¢do contra a

degradacao de proteinas carregadas (Cui e Sloat, 2006).

E. Outras formulacoes

Su et al. (Su et al, 2009) estudaram um novo filme multilamelar no qual proteinas e
oligonucle6tidos hidroliticamente degraddveis foram incorporadas para transporte
transcutaneo. Os resultados mostraram que a OV A carregada em filmes LbL (layer-by-
layer) penetraram na pele com disrupgdo, sendo capturadas pelas APCs da pele e
transportadas para os nodulos linfaticos da pele. Outro estudo mostrou uma membrana
nao tecido de nanofibras com o antigénio de protec¢ao. Esta membrana contendo o
antigénio de protec¢do ¢ produzida através do processo de electrospinning. Esta nova

formulacao fornece a base para a vacina transdérmica de antraz (Knockenhauer et al,

2008).

Por aplicacdo de uma nanodispersdo de solidos em o6leo, Tahara et al. alcangaram uma
TCI sem pré-tratamento da pele e sem uso de adjuvantes (Tahara et al, 2010). A

nanodispersdo oleosa de farmacos hidrofilos promoveu a permeagao de proteinas pela

pele (Li et al, 2011).
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2. Doengas do foro reumatolégico
i. Artrite renmatéide

A artrite reumat6ide (AR) ¢ uma desordem auto-imune, cronica, destrutiva, inflamatdria
e sistétmica da membrana sinovial que leva a danos localizados nas cartilagens

articulares, ossos, tenddes e ligamentos, seguido da perda de funcao (Firestein, 2003).

A prevaléncia estimada da AR ¢ maior do que 0,5-1% da populagdo mundial (Lawrence
et al, 1998) aumentando com a idade. Ocorre entre os 40-70 anos de idade, sendo as

mulheres duas a trés vezes mais susceptiveis a AR que os homens (Firestein, 2003).

A AR tem uma importancia socioecondémica consideravel, uma vez que ¢ a maior causa
de incapacidade e limitacdes no trabalho, bem como factor de risco de acidentes
(Centers for Disease e Prevention, 2001). E comummente considerada uma doenca néo
fatal, contudo em adultos ¢ relacionada com complica¢des sérias como doengas
cardiovasculares e infecgoes, levando ao aumento da mortalidade e a redugdo de 5 a 10
anos da esperanca média de vida (Centers for Disease e Prevention, 2001;Wolfe et al,

1994),

Embora a fisiopatologia da AR permane¢a indefinida, nas ultimas décadas tem-se
testemunhado avangos impressionantes na sua compreensao. Na fase inicial, antigénios
externos ou proprios desencadeiam respostas imunes anormais que por sua vez activam
a interaccao entre as c€lulas-B e as células-T produzindo diversos auto-anticorpos como
o factor reumatoéide e o anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico, seguido de activagao
inflamatéria da parte sinovial (Tarner et al, 2005). Nas seguintes etapas, a infiltragao
das células-T CD4+, células-B e macrofagos na parte sinovial, leva ao revestimento
sinovial hipertrofiado, chamado de pannus, com formacdo de novos vasos
(angiogénese) (Koch, 2003). As células-T CD4+ activadas vao produzir IFN-y e outras
citocinas inflamatorias, que inicialmente estimulam os mondcitos, macrofagos e
fibroblastos sinoviais. Consequentemente, os macrofagos activos e os fibroblastos
sinoviais induzem a hiperprodug¢do de citocinas inflamatorias como o factor de necrose
tumoral alfa (Tumor necrosis factor — TNF-a) e interleucinas (IL) IL-1pB, IL-6, IL-15,
IL-18 (Lee et al, 2012). O TNF-a, IL-1p e IL-6 estimulam os osteoclastos, condrocitos,
neutrofilos, e os fibroblastos sinoviais a produzir varias metaloproteinas e enzimas

destruidoras de articulagdes, incluindo a 6xido-nitrico sintetase induzida (iNOS) e a
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ciclooxigenase-2 (COX-2), nas articulagdes inflamadas. Por ultimo, estas enzimas
medeiam a degradacao da cartilagem e a erosdo do osso, resultando em dor e destrui¢ao
da articulacdo. Em pacientes com AR tratada inadequadamente, a destruicao da

articulacdo ¢ irreversivel (Choy e Panayi, 2001;Zwerina et al, 2005).

Em geral, as terapias correntes da AR sdo classificadas em anti-inflamatérios nao
esterdides (AINEs), glucocorticoides, farmacos modificadores da evolucao da doenca
reumatismal  (Disease-modifying antirheumatic drugs - DMARDs) e farmacos
biologicos. Estes farmacos podem ser usados sozinhos ou em combinagdao dependendo
do estado da doenga e da adesdo do paciente. Uma vez que a AR ¢ uma doenca auto-
imune que ndo tem cura, sdo requeridos tratamentos continuos. O tratamento frequente
e a longo prazo pode causar efeitos secundarios sistémicos indesejados e complicacdes

como infec¢des que reduzem a adesdo dos pacientes (Mitragotri € Yoo, 2011).

Para ultrapassar estes problemas, tem-se desenvolvido micro e nanoparticulas para
vectorizacdo das terap€uticas da AR directamente para a parte sinovial inflamada
(Garrood e Pitzalis, 2006). O sucesso das micro e nanoparticulas na terapia da AR,
depende do seu design tendo em conta as propriedades fisico-quimicas e a actividade
farmacologica dos farmacos, assim como da fisiopatologia da AR (Mitragotri € Yoo,

2011).

Uma vez que nao ha cura para a AR, o primeiro objectivo do tratamento ¢ aliviar a dor e
o desconforto minimizando o dano nas articulagdes, deformacdes e a perda da funcao,
para que seja mantida uma vida normal e produtiva. As quatro classes de terapias estdo
actualmente disponiveis e sdo usadas consoante o grau da inflamagao das articulagdes, o

dano articular e o estado da fung¢do articular (Mitragotri e Yoo, 2011) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Tabela representativa das opg¢des de tratamento para a artrite
reumatoide. AINEs — Anti-inflamatorios ndo esterdoides; DMARDs — farmacos
modificadores da evolu¢do da doenca reumatismal. (adaptada de Mitragotri e

Yoo, 2011).

Classe Exemplos de farmacos Modo de ac¢ao Indicagdes Risco e efeitos secundarios
. B o D <t 10Q 1 1 1< A
Aspirina, ibuprofeno, naproxeno Inibigdo das COXs . istlirbios gasfromtestmals ¢ ma
Reduz inflamagao fungdo renal.
AINEs aguda,
Celocoxib Tnibigdo selectiva da COX-2 | diminuindo a dor | Distarbios gastrointestinais menores.
N . N Resisténcia a insulina, diminui¢do da
. - . Prevengdo da libertagdo de .. -
Corticoesterodides Prednisona, dexametasona L. Anti-inflamatorio espessura da pele, osteoporose,
fosfolipidos . N
hipertensdo.
Actividade anti-metabolica . . .
. ~ Cirrose hepatica, pneumonia
Metotrexato e/ou libertagdo extracelular de . .. . ~
. intersticial aguda, mielossupressdo.
adenosina
. . Hipersensibilidade e reacgdes
Sulfassalazina Desconhecido P - ¢
alérgicas.
Alteragéo do
DMARDs Hidroxicloroquina Desconhecido curso da doenga Retinopatia.

Leflunomida

Actividade anti-metabdlica

Sais de ouro

Desconhecido

Cirrose hepatica, mielossupressio.

Reacgdes de hipersensibilidade,
nefrite.

Farmacos Bioldgicos

Etanercept, infliximab,
adalimumab, golimumab

Bloqueio do TNF

Anacinra Bloqueio do receptor IL-1
Tocilizumab Bloqueio do receptor IL-6
Bloqueio da co-estimulagdo
Abat t
atacep das células-T
Rituximab Deplecao das células-B

Alteragdo do
curso da doenga

Infecgdes (tuberculose).

Infecgdes, neutropenia.

Infecgdes, colesterol elevado.

Infecgdes.

Infecgdes.

ii. Tratamento

A. Anti-inflamatorios nao esteroides

Os AINEs tém sido usados para reduzir a dor nos estados iniciais da AR devido ao seu
efeito anti-inflamatorio, mantendo assim a funcao da articulacdo. O mecanismo dos
AINEs consiste no bloqueio das COX-1 e COX-2, que geram as prostaglandinas (PGs),
que por sua vez t€ém um papel chave na indu¢do da dor e inflamacdo. Apesar do seu
efeito no alivio da dor, os AINEs nao alteram a progressao da doenca e o dano articular,

sendo mais usados como farmacos aditivos com outros farmacos anti-reumatismais

como os DMARDs (Mitragotri e Yoo, 2011).
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Contudo, estes farmacos levam a efeitos desfavoraveis no estdmago resultantes da
inibicado das PGs, que tém um papel importante na mucosa gastrica, aquando da
administracao sistémica. A severidade destes efeitos secundarios pode ir desde uma
simples doenca como dispepsia até uma ulcera e hemorragia gastrointestinal. Além
disso, o caracter acidico dos AINEs pode levar a irritacao local e lesdes na mucosa
gastrointestinal. Alguns AINEs sdo por isso administrados por via percutanea ou
transdérmica de forma a atingir efeito local ou sistémico em alternativa a administragao

parenteral ou oral (Hooper et al, 2004).

Na administra¢do dérmica, os farmacos tém que passar o EC para que consigam atingir
outras camadas da pele ou para chegar a corrente sanguinea. Desta forma, a formulagao
apresenta um papel importante para a penetracdo e absor¢ao dos farmacos (Lee e

Maibach, 2006).

As formas farmacé€uticas convencionais usadas para a administragdo dérmica, de forma
a atingir efeito local sdo os geles, cremes e pomadas (Williams, 2003) (Tabela 3).
Novos vectores de farmacos estdo disponiveis para a administracdo transdérmica de
AINEs. Estas novas abordagens incluem, cristais liquidos, nano/micro emulsoes,
lipossomas, nanoparticulas lipidicas e emplastros. Estes sistemas sdo usados para
promover a passagem cutinea de fdrmacos para a circulacdo sistémica e para as

diferentes camadas da pele (El Maghraby et al, 2008;Guy, 2010;Santos et al, 2008).

Diferentes abordagens tém sido realizadas de forma a promover a passagem cutanea dos
farmacos com o objectivo de ultrapassar a baixa permeabilidade da pele (Guy,
2010;Trommer e Neubert, 2006). A abordagem mais usada ¢ incluir promotores de
penetracao nas formulagdes. Além dos promotores de penetracdo ha estudos disponiveis
nos quais meétodos fisicos, como a iontoforese, sdo usados de forma a melhorar a

distribuicao dos farmacos na pele (Guy, 1996;Benson, 2005).
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Tabela 3 — Tabela representativa de formulagdes dérmicas de anti-inflamatorios

ndo esteroides comercializadas (adaptado de Okyar et al, 2012).

AINEs Tipo de Formulagao
Benzidamina Gel, creme
Felbinac Gel
Bufexamac Creme, pomada, logdo, emulgel
Diclofenac epolamina Patch
Diclofenac sodico Gel, gel spray
Diclofenac potassio Gel
Diclofenac dietilamonio Gel, emulgel
Etofenamato Gel, creme
Ibuprofeno Gel, creme
Cetoprofeno Gel
Naproxeno Gel
Nimesulida Gel
Piroxicam Gel
Acido salicilico Creme, pomada, lo¢do

Abordagem geral e classifica¢do dos anti-inflamatorios nao esteroides

Os AINEs sdao usados para condi¢des cronicas de inflamagdo como a AR e a
osteoartrite, condicdes pds-traumaticas (contusdes e distor¢des), para alivio da dor
ligeira a moderada de variadas origens, redu¢dao da febre bem como prevengdao da
inflamacao local como a gota (Hinz e Brune, 2008;Lionberger et al, 2011;Patrono e
Rocca, 2009). Sao empregues tanto sistemicamente como localmente para dores
musculo-esqueléticas e em pacientes com desordens inflamatorias das articulagdes. Tém
efeito antipirético em adi¢do as acgdes analgésicas e anti-inflamatorias (Okyar et al,

2012).

Os AINEs actuam fazendo diminuir as reac¢des inflamatorias que sdo acompanhadas de
dor. E sabido que os derivados das PGs, que sio formados a partir do 4cido

araquidonico, pela enzima COX, tém um papel importante na formagao da inflamagao e
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que os niveis de PGE; e PGE; sdao aumentados no fluido sinovial nos pacientes com AR

(Okyar et al, 2012).

Todos os AINEs inibem a COX e actuam através da reducdo da sintese de
PGE,,PGD,,PGF,,,PGI,, tromboxano A2 e prostaciclinas (Massey et al, 2010). As duas
isoformas da COX (COX-1 e COX-2) s3o o alvo molecular do efeito anti-inflamatorio e
analgésico dos AINEs. A COX-1 ¢ importante na producdo do muco gastrico ¢ na
manuten¢do do fluxo sanguineo renal, por outro lado, a COX-2 ¢ induzida por varias
citocinas, factores de crescimento e endotoxinas, tendo um papel no processo
inflamatério. Os AINEs ndo-selectivos inibem tanto a COX-1 como a COX-2 ¢ a
hipbtese corrente ¢ que a inibigdo da COX-2 ¢ responsavel pelo efeito anti-inflamatorio
dos AINES, enquanto a inibigdo da COX-1 ¢ responsavel por alguns efeitos indesejados
como a toxicidade gastrointestinal. Contudo, a inibi¢ao selectiva da COX-2 pode
prevenir os efeitos gastrointestinais indesejados dos AINEs. Esta accdo ¢ conseguida
através dos inibidores selectivos da COX-2, os COXIBs, que tém actividade anti-
inflamatéria sem os efeitos no estdmago comparativamente aos AINEs tradicionais.
Contudo, estes novos AINEs possuem efeitos secundarios, uma vez que a inibicao da
COX-2 afecta a fung¢do renal e a pressdo arterial, bem como outros pardmetros
fisiologicos (Marnett, 2009;Massey et al, 2010;Patrono e Rocca, 2009;Brune ¢ Hinz,
2004).

Propriedades fisico-quimicas dos anti-inflamatorios ndo esterdides

As propriedades fisico-quimicas dos fadrmacos sdo importantes na administra¢do
dérmica e transdérmica (Kalia ef al, 1998;Potts e Francoeur, 1991;Prausnitz e Langer,
2008). Os farmacos ideais tém as seguintes propriedades: hidrossolubilidade (> 1
mg/ml), lipofilia (log P=1-3), baixo peso molecular (< 500 Dalton) e baixa temperatura

de fusdo (< 200°C) (Guy, 2010).

Devido a estas propriedades fisico-quimicas, os AINEs sdao moléculas ideais para a
administracdo dérmica. Preparagdes dérmicas/transdérmicas da maioria dos AINEs

estao disponiveis nas farmacias (Okyar et al, 2012). (Tabela 3)

Na administragdo dérmica, o acesso dos farmacos a corrente sanguinea ¢ prevenido ou

minimizado. Portanto, os efeitos adversos dos farmacos sao evitados (Guy, 1996).
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Os AINEs administrados por via dérmica ou transdérmica, penetram lentamente na pele
e em pequenas quantidades para a circulagdo sistémica. Estas abordagens previnem
elevados niveis locais dos farmacos, no tracto alimentar bem como a toxicidade directa
dos AINEs, como vomitos e dispepsia. A administragdo sistémica destes fArmacos pode
causar interac¢do entre fArmacos, diminuir a eficacia dos anti-hipertensores e originar
reten¢ao de fluidos. Além disso, as formulacdes dérmicas e transdérmicas t€ém uma
melhor adesdo dos pacientes, uma vez que podem ser os proprios a administrar € nao

sdo invasivos (Guy, 1996;Tanner e Marks, 2008;Heyneman et al, 2000)

Foi descrito que o uso de AINEs dérmicos levaram a uma redu¢do nas dosagens totais
diarias dos AINEs sistémicos (Sift Carter et al, 1997). Finalmente, a aplicagao dérmica
tem um maior perfil de seguranca face as formulagdes orais. Efeitos adversos
secundarios dos AINEs dérmicos ocorrem em aproximadamente 10 a 15 dos pacientes e
sdao de natureza cutinea (rash e prurido no local de aplicagdao) (Heyneman et a/, 2000).
A concentracdo dos AINEs durante a aplicagdo dérmica deve chegar a concentragao
terapéutica no tecido sinovial, fluido sinovial e nos tecidos intra-articulares. (Okyar et

al, 2012).

B. Glucocorticoides

Os glucocorticoides como a dexametasona e a prednisolona sdo muito eficazes no
tratamento da inflamacdo das articulagdes e podem ser usados como farmacos de
primeira linha devido a sua forte actividade anti-inflamatoéria e imuno-reguladora
(Okyar et al, 2012). Contudo, a sua aplicagdo sistémica ¢ restrita, uma vez que 0 uso
repetido ou o uso de longa-duracdo causa uma elevada incidéncia de efeitos secundarios
graves como, resisténcia a insulina, espessamento da pele, osteoporose, hipertensao,

obesidade e inibi¢do da reparagdo de feridas (Saag, 2002).

Aproximadamente 44% a 75% dos pacientes com AR ainda usam glucocorticoides

(Pincus et al, 1992;Solomon et al, 2002).

Inameros estudos sugeriram que uma baixa dose de glucocorticoéides pode ter efeitos
modificadores da AR. Por exemplo, baixa dose de prednisolona quando usada em
combinacdo com outros farmacos anti-reumatismais como o metotrexato, reduz

significativamente a progressao da AR (Svensson et al, 2005;Hafstrom et al, 2009).
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C. Farmacos modificadores da evolu¢cao da doenca reumatismal

O termo DMARD:s foi primeiramente usado nos anos 80, para se referir a agentes que
se acreditava ter actividade anti-reumatismal especifica. Ao contrario dos AINEs e
glucocorticoides, os DMARDs alteram a progressao da AR, reduzindo ou prevenindo a

destruicao da articulacao (Simon, 2000).

Os DMARDs nao tém efeito directo no alivio da dor nem no efeito anti-inflamatorio,
contudo, sdo usados frequentemente com AINEs ou glucocorticoides numa fase inicial

da AR (Mitragotri e Yoo, 2011).

O DMARD mais comummente usado ¢ o metotrexato. Foi considerado o farmaco anti-
reumatismal de primeira-linha nos ultimos 20 anos devido ao seu inicio relativamente
rapido de accdo, elevada eficacia, e baixa toxicidade, bem como facilidade de
administracdo e custo relativamente baixo. O mecanismo anti-reumatismal do
metotrexato continua a ndo ser claro, mas tem uma actividade anti-metabodlica através
da inibicao da sintese de purinas. A libertagdo de adenosina extracelular foi sugerida
como um importante mecanismo para os efeitos anti-reumatismais do metotrexato

(Montesinos et al, 2007).

D. Farmacos biolégicos

Os avangos no conhecimento da fisiopatologia da AR contribuiram para o
desenvolvimento de farmacos biologicos, onde estdo inseridas proteinas complexas
produzidas nas culturas de células eucaridticas e procaridticas por métodos de biologia
molecular (Senolt et al, 2009). Estas proteinas t€ém actividades biologicas predefinidas e
tém citocinas alvo ou moléculas da superficie das células, que fornecem intervengdes
terapéuticas especificas com baixos efeitos imunossupressores (Strand et al, 2007).
Alguns farmacos biologicos sdo categorizados como DMARDs devido aos seus efeitos
modificadores da doenca. Os farmacos biologicos disponiveis podem ser classificados
em cinco categorias dependendo do seu alvo: anti-TNF, antagonista da IL-1 e IL-6,
agentes depletores de células-B e bloqueadores da co-estimulacdo das células-T. Os
agentes anti-TNF aumentam o risco de infecgdes bacterianas graves (Listing et al,
2005;Furst, 2010). Os perfis de risco-beneficio de outros agentes bioldgicos estdo a ser

investigados (Mitragotri € Yoo, 2011).
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iii. Promotores da administracao dérmica

Muitos métodos quimicos e fisicos sdo usados para ultrapassar a propriedade de barreira
da pele na administracdo dérmica e transdérmica dos farmacos. A abordagem mais
utilizada inclui promotores de penetragdo quimica nas formula¢des. Métodos fisicos
como a iontoforese, que promove a penetracao das moléculas de farmacos pela pele, ¢
aplicada (Tao e Desai, 2003;Mitragotri et al, 2000). Além disso, vectores vesiculares,
microemulsdes, vectores lipidicos e poliméricos garantem, a administracdo dérmica de
farmacos através do local dérmico alvo e pela entrada dos farmacos na circulagdo

sanguinea (Benson, 2005;Neubert, 2011).

A. Promotores Quimicos

Os promotores quimicos mudam reversivelmente a estrutura da pele de forma a
melhorar o fluxo de farmacos através da pele. O mecanismo de ac¢do dos promotores de
penetragdo ¢ explicada pela teoria da Particao-Lipido-Proteina (PLP) (Williams e Barry,
2004). De acordo com esta teoria, os promotores de penetragdo: i) rompem a estrutura
intercelular lipidica do EC, ou ii) desnaturam ou mudam a conformagao da queratina no
dominio intracelular, e/ou iii) melhoram a parti¢ao dos farmacos para o EC e criam um

reservatorio de farmaco para actuar (Williams e Barry, 2004;Thong et al, 2007).

Co-solventes como alcoois, alcoois-0leos, propilenoglicéis, dietilenoglicol monoetiléter
(Transcutol®) e compostos como acidos gordos, terpenos, Azone®, dimetilsulfoxido
(DMSO), pirrolidonas, ureia e tensioactivos sdo incluidos frequentemente em
formulagdes dérmicas/transdérmicas como promotores de penetracao (Williams e Barry,

2004).

B. Promotores Fisicos

A iontoforese ¢ o método fisico mais utilizado para melhorar a penetragdao de farmacos.

A penetracdo de moléculas dos farmacos ¢ promovida pela aplicagdo de uma corrente
r . . ’ 2 ~ r . r

eléctrica de baixo nivel (0,5 mA/cm”) que assegura a penetracao dérmica de moléculas

de farmacos polares (Kalia et al, 1998;Sieg e Wascotte, 2009).

Ha estudos que investigam se a iontoforese promove a penetracdo dérmica de AINEs ao

administrar dermicamente um gel comercial contendo piroxicam. Estuda-se também a
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penetracao dérmica do piroxicam usando o método passivo € o método da iontoforese.
Com estes estudos descobriu-se que a aplicacao da baixa corrente eléctrica promoveu a
captacao do piroxicam para o EC. Além disso, uma elevada concentragdo de piroxicam

foi obtida no EC, epiderme e derme. (Curdy et al, 2001).

Mathy e seus investigadores estudaram a penetragao percutdnea do flurbiprofeno em
ratos sem pélo. Investigaram as concentracdes de flurbiprofeno no tecido dérmico e
subcutaneo seguido da administragdo por iontoforese. Os resultados obtidos
demonstraram que a aplicacdo da iontoforese assegurou a cedéncia do flurbiprofeno
numa taxa elevada para a derme e tecidos subjacentes em quantidades significativas,

enquanto mantém baixa exposi¢ao no plasma (Mathy et al, 2005).
iv. Novas formulacoes

As formas cléassicas de AINEs para uso dérmico estdo disponiveis em geles, cremes,
pomadas e lo¢des. Para melhorar a aplicagcdo dérmica e transdérmica desenvolveram-se

novos vectores de AINEs (Okyar et al, 2012). (Figura 15).

vectores lipidicos
nanoestruturados

nanoparticulas de
lipideos solidos

sistemas novos e

convencionais de

entrega dérmica e
transdérmica

niossomas

Figura 15 — Representacdo esquematica dos sistemas convencionais € 0s novos para

transporte de farmacos dérmicos (adaptada de Okyar et al, 2012).
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A. Microemulsoes

As microemulsoes sao dispersdes transparentes liquidas de tamanho de 20 a 200 nm. As
suas formulagdes incluem quatro componentes fundamentais, agua, 6leo, tensioactivos e
co-tensioactivos. As vantagens das microemulsdes incluem, melhor solubilidade de
farmacos, melhor estabilidade termodinamica, facil preparacao e baixo custo (Neubert,
2011). As microemulsdes atrairam atencdo na promog¢do da permeacdo dérmica de
farmacos lipofilos e hidrofilos. Os 06leos e os tensioactivos incluidos na composi¢do de
microemulsdes actuam também como promotores de penetragdao (Kogan e Garti, 2006).
A maior desvantagem das microemulsdes ¢ o risco de irritagdes na pele devido ao
elevado teor de tensioactivos (Okyar et al, 2012). Kantarci et al, prepararam
microemulsdes contendo diclofenac sodico e optimizaram-nos em testes in vitro
(Kantarci et al, 2007). O efeito irritante das formulagdes foi investigada em voluntarios

saudaveis, e a sua seguranca foi demonstrada (Okyar et a/, 2012).

Noutro estudo, microemulsdes de lecitina contendo cetoprofeno foram desenvolvidas
(Paolino ef al, 2002). O estudo realizado em voluntarios sauddveis demonstrou que as
microemulsdes promoveram a permeacao do fArmaco e que t€ém uma boa tolerabilidade

na pele (Amrish e Kumar, 2009).

B. Nanovectores vesiculares

Sistemas vesiculares como lipossomas, niossomas e transferossomas tém sido
desenvolvidos para a optimizagdo da penetragao dérmica dos farmacos. Estes sistemas
tétm a vantagem de controlar a taxa de libertacdo dos farmacos e de garantir a

localizagdo destes nas camadas da pele (Cevc, 2004;Elsayed et al, 2007).

a. Lipossomas

Mezei e Gulasekharam usaram lipossomas como vectores de farmacos tdpicos pela
primeira vez (Mezei e Gulasekharam, 1980). Os lipossomas sdo descritos como
vesiculas que contém agua, colesterol e fosfolipideos. Os lipossomas conseguem
capturar moléculas hidréfilas ou podem conter moléculas lipofilas nas suas membranas.
Alguns lipossomas podem ser absorvidos na superficie da pele ou podem penetrar por
fusdo. A fusdo dos lipossomas com a pele pode aumentar a forgca de arrasto necessaria

para a permeacdo de moléculas e facilitar a penetracdo dérmica do farmaco. Contudo, a
36



Novos sistemas terapéuticos de administragao transcutanea

fusdo dos lipossomas na superficie da pele ndo se aplica para farmacos
macromoleculares. Outro mecanismo ¢ a penetracdo dos lipossomas no EC antes da
fusdo com os lipideos do EC onde vai haver libertacdo do farmaco. Com este
mecanismo, o farmaco contido nos lipossomas sendo administrado topicamente pode

ser localizado em diferentes camadas da pele (El Maghraby et a/, 2008)

Contudo, os lipossomas sao localizados na camada mais superior da pele, o EC, o que ¢
vantajoso em casos onde a reten¢dao do farmaco no EC ¢ desejavel. Nao parece possivel
que com estes sistemas se consiga penetrar o farmaco para camadas mais profundas da
pele nem atingir a circulagdo sanguinea, sendo preferidos para uso cosmético (El

Maghraby et al, 2008).

b. Niossomas

Os niossomas sao lipossomas preparados com tensioactivos ndo-idnicos. A penetragao
dérmica dos niossomas depende: 1) do potencial de penetragdo dos tensioactivos
presentes, i1) penetracdo da vesicula no EC, ii1) acumulagdo das vesiculas na superficie
da pele e/ou aumento da actividade termodinadmica do fairmaco na superficie da pele.
Estes mecanismos dependem das propriedades fisico-quimicas do farmaco, da vesicula

e dos lipideos usados (Choi e Maibach, 2005).

Estes sistemas sdo os vectores vesiculares mais estudados em formulagdes dérmicas e
transdérmicas de AINES, uma vez que, os niossomas previnem a perda de agua
transepidérmica e actuam na estrutura lipidica actuando como tensioactivos de forma a

ultrapassar as caracteristicas de barreira do EC (Okyar et a/, 2012).

Foi observado que a retengdo e penetracdo dérmica dos farmacos era promovida pela
administracao dérmica de uma formulagdo de niossomas de nimesulida. Além disso, foi
determinado que as formulagdes de niossomas t€ém uma actividade anti-inflamatéria
mais rapida do que as formulacdes comerciais (Shahiwala e Misra, 2002). Manosroi et
al, obtiveram um maior fluxo de firmaco no EC e em camadas mais profundas da pele
com formulagdes de niossomas elasticos carregados com diclofenac dietilamonio

(Manosroi et al, 2008).

Vesiculas tipo niossomas constituidas por misturas hidratadas de colesterol e

tensioactivos ndo 16nicos sao definidos como proniossomas (Alsarra et al, 2005;Ammar
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et al, 2011). As formulagdes de proniossomas carregados com tenoxicam apresentam
maior actividade analgésica e anti-inflamatoéria do que os comprimidos disponiveis

comercialmente (Ammar ef al, 2011).

c. Transferossomas

Os transferossomas sdao definidos como vesiculas elasticas que podem ser muito
deformadas. Sao a primeira geragdo de vesiculas elasticas que contém fosfolipideos e

um activador.

Os lipossomas classicos tém um didmetro que varia de 200 a 400 nm, que ¢ muito
grande para passar pelo EC. Contudo, os transferossomas chegam as camadas mais
profundas da pele e mesmo a circulagdo sanguinea com a sua estrutura de elasticidade e
elevada deformabilidade (Benson, 2009). Foi demonstrado que os lipossomas classicos
nao podem ser deformados da mesma maneira, uma vez que numa comparagao in vitro
da permeacdo de transferossomas e lipossomas carregados com meloxicam, os
transferossomas asseguraram uma maior permeabilidade na pele do que os lipossomas.
No mesmo estudo, depois da administragdo dos transferossomas, foi descoberto que a

estrutura dos lipideos do EC foi rompida (Duangjit ef al, 2011).

d. Etossomas

Os etossomas contém fosfolipideos como os lipossomas classicos contudo, contém
elevados niveis de alcool. Foi também demonstrado, através destes vectores vesiculares,
que os farmacos podem atingir camadas mais profundas da pele ou entrar na corrente

sanguinea (Okyar ef al, 2012).

O mecanismo de ac¢do destes vectores no melhoramento da permeagao € explicado pelo
seu conteudo em 4alcool, como promotor de penetracdo, assim como disruptor dos
lipideos intercelulares da estrutura do EC, pelos fosfolipideos no seu contetdo (Godin e
Touitou, 2003). Barupal ef al, prepararam etossomas para investigar a administragao
dérmica de aceclofenac demonstrando, que os etossomas t€ém uma maior capacidade de

armazenamento de farmaco e boa estabilidade (Barupal et a/, 2010).
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C. Nanovectores lipidicos

As nanoparticulas de lipideos soélidos (“Solid lipid nanoparticles” — SLNs) sao
emulsdoes A/O que contém lipideos sélidos na fase oleosa. Sdo preparados de lipideos
solidos ou de misturas destes lipideos. Os vectores lipidicos nanoestruturados
(“Nanostructured lipid carriers” — NLCs) sdo a nova geragdo de particulas lipidicas
que foram desenvolvidas para ultrapassar algumas desvantagens das SLNs, como a
baixa capacidade de armazenamento de farmaco. As NLCs contém misturas de
diferentes lipideos solidos misturados com lipideos liquidos. A vantagem mais
importante destes transportadores ¢ o seu baixo risco de toxicidade. O pequeno tamanho
das particulas garante o contacto com o EC promovendo a penetracdo topica do
farmaco. As nanoparticulas poliméricas sdao preparadas a partir de polimeros
biologicamente degradaveis ou ndo degradaveis. A capacidade destas particulas para
promover a penetracdo dos farmacos na sua aplicacdo dérmica/transdérmica e para
acumulagdo no sitio alvo em diferentes camadas da pele, estdo estudadas. Contudo, a
administracao dérmica e transdérmica das particulas poliméricas foi menos estudada do

que a administracao das particulas lipidicas (Okyar et al, 2012).
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Tabela 4 — Tabela representativa dos estudos sobre o desenvolvimento de
nanotransportadores de anti-inflamatdrios ndo esteréides para melhorar a
permeabilidade da pele. NLC — vectores lipidicos nanoestruturados; SLN —

nanoparticulas de lipideos so6lidos. (adaptada de Okyar et al, 2012).

AINEs Nanotransportadores Resultados

As formulagdes em gel preparadas com
Gel NLC NLC e)fil?iram uma entrada ('10'5 férmacc.)s
mais rapida assim como actividade anti-
inflamatoria até 24h.
Nanoencapsulagdo de acido flufendmico
Nanoparticulas de poli aumentou significativamente o transporte
(lactido-co-glicolido) do farmaco, bem como a sua acumulagdo
na pele.
Formulagdes de flurbiprofeno em NLC
NLC levaram a um aumento da permeagdo do
farmaco relativamente a preparagio
convencional.

Celocoxib

Acido flufenamico

Flurbiprofeno

Dispersoes de SLN e formulagdes em gel
Flurbiprofeno SLN mostraram uma libertagdo sustentada de
farmaco por um periodo de 24h.

Actividade anti-inflamatoria prolongada in

NLC vivo, com hidrogeles de NLC

comparativamente com solugdes aquosas
ou geles hidroalcoolicos.

Indometacina

A distribuigdo transdérmica de
indometacina através de nanocapsulas de
Indometacina Nanocapsulas poli n-butilcianoacrilato foi promovida
relativamente a formulagdo em gel

convencional.

Formulagdes de SLN carregadas com
cetoprofeno, mostraram um efeito anti-
inflamatorio prolongado quando
comparado em forma de soluc@o.

Cetoprofeno SLN

A formulagdo de cetorolac em NLC exibiu
um padrao de libertagdo de farmaco
sustentado, devido a formar um
reservatdrio na pele.

Cetorolac NLC

Nanotransportadores carregados com
nimesulida formulados em geles
hidrofilicos exibiram boas propriedades
fisico-quimicas para a administra¢ao
dérmica.

Nanocépsulas/nanoemulsdes/

Nimesulida
nanoesferas

Apbs a aplicagdo de formulagdes em gel de
nimesulida baseada em nanovectores foi
detectada na epiderme viavel
comparativamente as formulagdes
convencionais em gel.

Nanocépsulas/nanoemulsdes/

Nimesulida
nanoesferas
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3. Tendinites

Os tenddes sdao tecidos especializados que conectam os musculos aos 0ssos,
transmitindo o movimento do musculo para o osso originando os movimentos
articulares. Além disso, os tenddes sdao tecidos vivos que respondem aos esforcos
mecanicos, como as mudancas no metabolismo (Wang, 2006). A tendinite ¢ uma

condic¢do dolorosa de resposta ao trauma directo ou uso repetitivo (Dohnert ef al, 2012).

Foi provado que os tenddes sujeitos ao uso excessivo sofrem uma fase curta de
inflamac¢do. Em casos crénicos, isto ¢, em condigdes dolorosas por uso excessivo do
tenddo, as abordagens terapéuticas comummente adaptadas com o objectivo de modular
a resposta inflamatoria t€ém tido um sucesso limitado. Assim, o termo “tendinopatia”
tem sido muito usado para descrever a variedade das condi¢des resultantes do uso

excessivo (Andres e Murrell, 2008).

As duas citocinas pro-inflamatérias expressas na tendinopatia sdo a IL-1p e o TNF-a. O
TNF-a ¢ a citocina inflamatoria que inicia a cascata de outras citocinas e factores
tropicos (Xu e Murrell, 2008). Um estudo demonstrou que TNF-o ¢ distribuido e
expresso em tendindcitos no processo inflamatorio, e que estas células submetem-se a
elevada apoptose bem como proliferacio na inflamacdo do tenddo. Um aumento
significativo da expressdo destas citocinas inflamatorias nas tendinites leva a
proliferagao dos fibroblastos e consequente degeneracdo do tenddo (Dohnert et al,

2012).

Nino et al e Grewal et al, estudaram a possibilidade de moléculas grandes serem
transportadas por iontoforese € que a estrutura molecular ¢ a chave para o transporte
através da iontoforese, sendo a sequéncia de grupos quimicos na estrutura molecular

também importante (Nino et al, 2010;Grewal et al, 2000).

Recentemente, os nanomateriais, cujas dimensdes se situam entre 1-100 nm, tém sido
usados no desenvolvimento de dispositivos Unicos que possibilitam novas propriedades

funcionais do ponto de vista fisico e quimico (Daniel e Astruc, 2004).

Os nanovectores representam uma nova plataforma para o transporte de agentes
terap€uticos para alvos especificos. Mais especificamente, as Au-NPs tornaram-se

objecto de especial interesse devido as suas propriedades Opticas, eléctricas, de
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oxidagdo-reducao, e cataliticas (Daniel e Astruc, 2004). Sendo hoje em dia vistas como
uma alternativa atractiva, ao transporte de vdarias proteinas, moléculas de farmaco
pequenas, biomoléculas grandes, dcido desoxirribonucleico (ADN) e 4cido ribonucleico
(ARN). Hoje em dia ¢ sabido que a libertagdo destes agentes terapéuticos ¢ uma

condig¢do para o sucesso da terapia (Ghosh et a/, 2008).

Além de serem inertes e nao-toxicas, as Au-NPS sdo faceis de preparar e estaveis em
solucdo. Podem ser preparadas em varios tamanhos e formas (Ghosh ef al, 2008) sendo
capazes de libertar moléculas grandes e ndo apenas moléculas de farmacos pequenas

(Dohnert et al, 2012).

Tsai et al, avaliaram a libertacdo intra-articular das Au-NPs em artrite induzida em
modelo rato e observaram que a técnica inibiu a proliferacdo, bem como a sua migracao
reduzindo a densidade dos microcapilares e macrofagos, assim como os niveis de TNF-

a e IL-1B(Tsai et al, 2007).

Outro estudo, testa a hipotese que as Au-NPs usadas em iontoforese aumentam a
poténcia do farmaco, diclofenac dietilaménio, promovendo o efeito anti-inflamatoério
ideal no tratamento da tendinite de Aquiles em ratos (Dohnert et al, 2012). Neste
mesmo estudo, foram realizados trés grupos de tratamento em tenddes magoados, em
que um grupo foi sujeito a um tratamento com iontoforese juntamente com diclofenac
dietilamonio; o segundo grupo foi sujeito a iontoforese mais gel de Au-NPs e o ultimo
grupo foi tratado com iontoforese, diclofenac dietilamoénio e o gel de Au-NPs. Os
resultados obtidos revelaram uma diminui¢do significativa da expressdo das IL-1P e
TNF-a nos trés grupos de tratamento, quando comparado com grupo controlo (ratos
sem tratamento). Contudo, a expressdo mais baixa da IL-1p foi observada no ultimo
grupo, tratado com iontoforese, diclofenac dietilaménio e Au-NPs, com diferenca
significativa contra os outros grupos de tratamento. Em contraste com a expressao IL-
1B, que nos trés grupos se verificou baixas significativas, uma descida significativa na
expressao de TNF-a foi observada apenas no grupo tratado com iontoforese, diclofenac

dietilamonio e Au-NPs (Dohnert ef al, 2012).

As Au-NPs exercem uma acg¢do anti-inflamatdria e sinérgica pois permitem o transporte
do farmaco usado, promovendo o controlo das citocinas inflamatérias IL-1 e TNF-a,

através da iontoforese, na tendinopatia em modelo animal (Dohnert et al, 2012).

42



Novos sistemas terapéuticos de administragao transcutanea

IV. Conclusoes e perspectivas futuras

O campo dos nanovectores de farmacos, através da pele progrediu na ultima duzia de
anos até um ponto onde hd elementos bem caracterizadas como, as nanoparticulas
lipidicas, com capacidade farmacocinética personalizada. Existem nanoparticulas que
permitem aumentar ou diminuir o fluxo de farmaco, personalizar a localizacdo do
deposito e o tamanho para permear selectivamente o EC. Compreender a interac¢ao das
nanoparticulas com as estruturas da pele como foliculos pilosos, poros, etc., ¢ muito

importante para melhorar o transporte percutaneo de farmacos (Prow et al, 2011).

A pele ¢ um sitio imunologicamente importante que possui uma barreira, contudo tem o
potencial de ser um local para vacinagdo ndo invasiva. A TCI oferece uma vacinagao
eficaz, facil de usar, ndo dolorosa, com poucos efeitos secundarios e manuseamento

mais seguro do que as injec¢des convencionais. (Bal et al, 2010b).

Os principais desafios da TCI sdo garantir a distribuicdo especifica de antigénios até a
epiderme ou derme onde as LCs e DCs existem e efectivamente activar as respostas

imunes especificas (Li et al, 2011).

Os sistemas mais promissores para a TCI combinam a disrup¢ao da barreira, como por
exemplo as microagulhas, com a adi¢do de adjuvantes na formulacdo da vacina. Para
que as formulagdes particuladas tenham sucesso, a disrupg¢do da barreira tem uma

importancia crucial (Bal ef al, 2010b).

A combinagdo de nanovectores com diferentes promotores fisicos conduzem a melhores

resposta imunes, levando a uma TCI bem-sucedida (L1 ef al, 2011).

Nas ultimas duas décadas, a pele foi mostrada como um sitio possivel de distribuigdo de
farmacos. Investigadores tentam ultrapassar efeitos secundarios gastrointestinais dos
AINEs, através da administragdo dérmica ¢ transdérmica. A administragdo dérmica
permite a distribui¢do local do farmaco em tecidos lesados e obtém elevada
concentracdo de farmaco no sitio de aplicagdo. Este tipo de aplicagdo, parece oferecer
uma via alternativa de aplicagdo para prevenir efeitos secunddrios sistémicos dos
AINEs. Contudo, o EC ¢ uma barreira para a absor¢do de farmacos através da pele e os

farmacos podem ndo acumular adequadamente nos tecidos alvo. A estratégia mais
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popular € incluir promotores quimicos nas formulagdes, de forma a promover a

distribuicao do farmaco pela pele (Okyar et al, 2012).

Outra abordagem para melhorar a permeagdo da pele ¢ desenvolver novos sistemas de
transporte de AINEs, em adicdo as formas de dosagem tradicionais. As microemulsdes
e 0s nanovectores sdo os mais frequentemente usados para os AINEs. Estes novos
vectores de farmacos asseguram a permeagdo dos farmacos para camadas mais
profundas da pele e chegam ao fluido sinovial. Estas novas abordagens terapéuticas
diminuem a dose de farmaco necessaria, desviando os farmacos para o tecido alvo, o

que consequentemente aumenta a sua eficacia. (Okyar et al, 2012).

As descobertas parecem ser promissoras € pode ser antecipado que estes novos vectores,
que promovem a localizacdo dos farmacos na epiderme e derme viaveis, podem entrar
no mercado. Assim, pelo emprego destes novos sistemas conseguimos atingir um

grande avanco na administragdo segura de AINEs (Okyar et a/, 2012).
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