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Abstract

The pleiotropic activities of gallic acid have triggered the interest of researchers in the improvement of its poor
bioavailability, such that this phenolic compound can be used for prophylactic and therapeutic purposes. At the same
time, transfersomes have been reported to be valuable nanodelivery systems to boost the transdermal delivery of bioactive
compounds. Thus, this study aims at optimizing a transfersomal formulation for the transdermal delivery of gallic acid
using a Box-Behnken factorial design. This experimental design was successfully implemented and validated, yielding an
optimized formulation with the desirable properties in terms of size, polydispersity index and loading capacity. Overall,
this study opens up the possibility of efficiently delivering gallic acid to the deeper layers of skin in pharmaceutical and
cosmetic formulations.
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Resumo

As atividades pleiotropicas do acido galico tém despertado o interesse dos investigadores no sentido de melhorar a sua
baixa biodisponibilidade, de modo que este composto fendlico possa ser usado para fins profilaticos e terapéuticos.
Simultaneamente, tem sido demonstrado que os transferossomas sdo nanossistemas valiosos para melhorar a veiculagdo
transdérmica de compostos bioativos. Assim, este estudo tem como objetivo otimizar uma formulagao transferossomal
para a veiculagdo transdérmica de acido galico utilizando um desenho fatorial do tipo Box-Behnken. Este desenho
experimental foi implementado e validado com sucesso, dando origem a uma formulacao otimizada com as propriedades
desejaveis em termos de tamanho, indice de polidispersao e capacidade de carga. No geral, este estudo podera ser o
primeiro passo quanto a veiculagdo eficiente de acido galico até as camadas mais profundas da pele em formulagoes
farmacéuticas e cosméticas.
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Introduction

Transfersomes are ultraflexible vesicles made
of phospholipids and an edge activator (EA) for
transdermal delivery of hydrophobic and hydrophilic
molecules (1,2). The presence of the edge activators in
the phospholipid bilayer results in a higher curvature
radius, increasing the deformability of the vesicle
(2). In contrast to other vesicular systems, namely
liposomes and niosomes, transfersomes are able to
reach deeper skin layers by squeezing through channels
of the stratum corneum (2,3). Both surfactants and bile
salts have been successfully used as edge activators up
to 25% (w/w) without disrupting the vesicles (2, 4-7).
Transfersomes also seem to be more advantageous as
nanodelivery systems than liposomes and niosomes,
as they exhibit better colloidal stability, improving
the shelf-life of products (2). In the last 30 years of
transfersomal research, these vesicular systems have
been studied for the dermal/transdermal delivery of
anti-diabetic, anti-inflammatory, anti-hypertensive,
immunologic, anti-cancer, anti-depressive compounds
(3). In fact, one transfersomal product was previously
commercialized in Switzerland for the treatment of
osteoarthritis (Diractin® from IDEA AG), but it was later
withdrawn from the market, and the company withdrew
its marketing authorization application submitted to the
European Medicines Agency in 2008 (8). The principal
reason underlying this withdrawal was its lack of
efficacy compared with placebo in reducing pain levels
in osteoarthritic patients. Thus, research in this field
has continued in effort to efficiently improve such
transdermal therapy.

From the beginning of the 2I1% century, the
pharmaceutical development of medicines has been
improved in terms of quality and reduced costs by
the implementation of quality-by-design (QbD). This
concept consists of identifying the critical quality
attributes, the critical material attributes, and the
critical process parameters to control the development
process in various steps to ultimately obtain a product
with predefined specifications (2,9). This approach
is highly advantageous to reduce the number of
experiments needed to develop a medicine, reducing
the manufacturing costs, which is particularly relevant
for nanomedicines due to their complex production
methods and material prices (2). In this sense, the
implementation of QbD may improve the probability of
innovative nanoformulations, including transfersomes,
to reach the market in the upcoming years.

210

Introducao

Os transferossomas sd3o vesiculas ultraflexiveis
constituidas por fosfolipidos e um ativador de superficie
(EA) desenvolvidos para veiculagdo transdérmica
de compostos hidrofobicos e hidrofilicos (1,2). A
presenca dos ativadores de superficie na bicamada
fosfolipidica resulta num raio de curvatura mais
elevado, aumentando a deformabilidade da vesicula
(2). Ao contrario de outros sistemas vesiculares, como
os lipossomas e os niossomas, os transferossomas sao
capazes de atingir camadas mais profundas da pele ao
penetrarem através dos canais do estrato corneo (2,
3). Tanto surfactantes, quanto sais biliares tém sido
utilizados com sucesso como ativadores de superficie
até 25% (m/m) sem destruir as vesiculas (2,4-7).
Outra vantagem dos transferossomas em relacdo aos
lipossomas e aos niossomas ¢ o facto de apresentarem
melhor estabilidade coloidal, prolongando o prazo
de validade dos produtos (2). Nos ultimos 30 anos,
os transferossomas tém vindo a ser estudados para a
administracdo dérmica e transdérmica de compostos
antidiabéticos, anti-inflamatorios, anti-hipertensivos,
imunologicos, anticancerigenos ¢ antidepressivos
(3). De facto, uma formulagdo transferossomal ja foi
comercializadana Suiga para o tratamento da osteoartrite
(Diractin® da IDEA AG), mas esta foi, entretanto,
retirada do mercado, assim como foi retirado o pedido
de autorizacdo de introdugdo no mercado, anteriormente
apresentado a Agéncia Europeia do Medicamento, em
2008 (8). A principal razao subjacente a esta retirada foi
a sua falta de eficacia em comparagao com o placebo na
reducdo dos niveis de dor em pacientes com osteoartrite.
Assim, a investigacdo nesta area continuou no sentido
de melhorar de forma eficiente a terapia transdérmica.

Desde o inicio do século XXI, o desenvolvimento
farmacéutico de medicamentos tem sido aprimorado
em termos de qualidade e reducao de custos com a
implementacdo do Quality-by-Design (QbD). Este
conceito consiste em identificar os atributos criticos
de qualidade, os atributos criticos de materiais e
os parametros criticos de processo para controlar o
processo de desenvolvimento em vdrias etapas para,
em ultima instancia, se obter um produto com as
especificagdes predefinidas (2,9). Essa abordagem
¢ altamente vantajosa para reduzir o numero de
experiéncias necessarias para o desenvolvimento de um
medicamento, diminuindo os custos de fabrico, o que ¢
particularmente relevante para nanossistemas devido aos
seus métodos de producdo complexos e aos pregos dos
materiais (2). Neste sentido, a implementacao do QbD
pode aumentar a probabilidade de nanoformulagdes



Gallic acid is an abundant phenolic acid in various plants
with potent free radical scavenging and antioxidant
activity, and as such, gallic acid and derivatives are
useful in the food industry as preservative agents (10).
In fact, gallic acid has been shown to display pleiotropic
activities, ranging from cell protection from oxidative
stress to neuroprotective, cardioprotective, antidiabetic,
anticarcinogenic, anti-inflammatory and antimicrobial
effects (10, 11). Thus, this phytochemical is an excellent
candidate for both pharmacological and cosmetic
applications (11, 12). The main drawbacks of gallic
acid administration are its poor water solubility and low
systemic bioavailability (12), which has triggered the
scientific community to make use of nanotechnology to
improve the bioavailability of gallic acid (13-17).

In this context, this work aims at optimizing a gallic
acid-loaded transfersomal formulation for transdermal
applications. A QbD approach was considered to
optimize the formulation, making use of a Box-
Behnken factorial design (BBD). BBD is a multivariate
optimization strategy that allows the simultaneous
evaluation of the effect of the selected factors and their
interactions on the selected responses (18). Among
response surface designs, BBD was shown to be one
of the most efficient designs, requiring a low number
of experiments, allowing the reduction of reagent
consumption, and avoiding the time-consuming
testing of univariate optimization strategies (18, 19).
In this study, a BBD was successfully implemented to
optimize a gallic acid-loaded vesicular delivery system
for transdermal applications.

Materials and Methods

Materials

Gallic acid monohydrate, potassium chloride, potassium
phosphate monobasic, and Tween® 80 were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Lecithin
of soya was purchased from VWR International bvba
(Leuven, Belgium). Disodium hydrogen phosphate
dihydrate and chloroform were obtained from Scharlab
S.L. (Sentmenat, Spain). Sodium chloride was obtained
from José M. Vaz Pereira S.A. (Benavente, Portugal).
Sephadex™ G-25 medium was purchased from GE
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inovadoras, incluindo transferossomas, chegarem ao
mercado nos proximos anos.

O acido galico ¢ um acido fendlico abundante em
varias plantas com uma potente atividade antioxidante,
pelo que o acido galico e seus derivados sdo uteis na
indGstria dos alimentos como agentes conservantes
(10). De facto, o acido galico é um agente pleiotropico,
variando a sua atividade desde a protecdo celular
em resposta ao stress oxidativo aos seus efeitos
neuroprotetores,  cardioprotetores,  antidiabéticos,
anticarcerigenos, anti-inflamatérios e antimicrobianos
(10, 11). Assim, este fitoquimico é um excelente
candidato para aplicagdes farmacoldogicas e cosméticas
(11, 12). As principais desvantagens da administra¢ao
do acido galico sdo a baixa solubilidade aquosa e
a sua baixa biodisponibilidade sistémica (12), pelo
que a comunidade cientifica tem vindo a recorrer a
nanotecnologia para melhorar a biodisponibilidade do
acido galico (13-17).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo
a otimizacdo de uma formulacdo transferossomal
para veicular o acido galico por via transdérmica. A
otimiza¢do da formulagdo foi baseada numa estratégia
de QbD, utilizando um desenho fatorial do tipo Box-
Behnken (BBD). O BBD é uma estratégia de otimizagao
multivariada que permite a avaliacdo simultdnea do
efeito dos fatores selecionados e das suas interagoes
nas respostas selecionadas (18). Entre os desenhos de
superficie de resposta, o BBD mostrou-se um dos mais
eficientes, exigindo um baixo nimero de experiéncias,
permitindo assim a redu¢dao do consumo de reagentes
e evitando a duracdo prolongada das estratégias de
otimizacdo univariadas (18, 19). Neste estudo, um
BBD foi implementado com sucesso para otimizar um
sistema transferossomal para veicular o acido galico
por via transdérmica.

Material e Métodos

Materiais

O acido galico mono-hidratado, o cloreto de potassio,
o fosfato de potassio monobasico ¢ Tween® 80 foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).
A lecitina de soja foi adquirida na VWR International
bvba (Leuven, Bélgica). O hidrogenofosfato dissodio
di-hidratado e o cloroférmio foram obtidos na Scharlab
S.L. (Sentmenat, Espanha). O cloreto de sodio foi
obtido de José M. Vaz Pereira S.A. (Benavente,
Portugal). O Sephadex™ G-25 médio foi adquirido

211



Catarina Pereira-Leite & Carolina Ventura

Healthcare Bio-sciences AB (Uppsala, Sweden).
Methanol was obtained from Carlo Erba Reagenti SpA
(Rodano, Italy). All reagents were used without further
purification.

Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) was prepared
by dissolving sodium chloride (137 mM), potassium
chloride (2.7 mM), disodium hydrogen phosphate
dihydrate (10 mM) and potassium phosphate monobasic
(1.8 mM) in distilled water. The pH was adjusted with
NaOH or HCI solutions (1 M).

Preparation of transfersomes

Transfersomes were produced by the thin-film hydration
method followed by sonication. Briefly, lecithin and
Tween® 80 were dissolved in chloroform:methanol
(3:1, v/v). EA:lipid films were produced by evaporating
the organic solvents in a rotary evaporator at 40 °C for
45 min and leaving under vacuum to remove traces of
organic solvents. The films were hydrated with a gallic
acid (0.75% w/v) PBS buffered solution, vigorously
vortexed, and sonicated at 50% amplitude using a
Q125 Sonicator from QSonica Sonicators (Newtown,
CT, USA).

Experimental design

The optimization of the gallic acid-loaded transfersomal
formulation was based on a 15-run, 3-factor, 3-level
Box-Behnken factorial design (BBD). The lipid
concentration (X,), the EA:lipid ratio (X)) and the
sonication time (X,) were defined as independent
variables, also called factors, and three levels of each
independent variable were tested (Table 1), according
to preliminary results and literature research. The size
(Y,), the polydispersity index (Y,) and the loading
capacity (Y,) were defined as dependent variables,
also called responses, and the corresponding desirable
criteria were defined for each dependent variable (Table
1). Data were analyzed in STATISTICA software
(Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA), as previously reported
(20, 21), providing the optimum values of the factors
based on the desirable criteria for the responses. To
validate the experimental design, three replicates of the
optimized formulation were produced and characterized
to compare the obtained values for the dependent
variables with the theoretical values predicted by the
BBD.
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da GE Healthcare Bio-sciences AB (Uppsala, Suécia).
O metanol foi obtido da Carlo Erba Reagenti SpA
(Rodano, Italia). Todos os reagentes foram utilizados
sem purificagdo adicional.

O tampao fosfato (PBS, pH 7,4) foi preparado através
da dissolugao do cloreto de sodio (137 mM), do cloreto
de potassio (2,7 mM), do hidrogenofosfato dissodico di-
hidratado (10 mM) e do fosfato de potassio monobasico
(1,8 mM) em agua destilada. O pH foi ajustado com
uma solug¢do de NaOH ou HCI (1 M).

Preparagdo dos transferossomas

Os transferossomas foram produzidos pelo método
de hidratacdo do filme lipidico seguido de sonicagao.
A lecitina e o Tween® 80 foram dissolvidos em
cloroformio:metanol (3:1, v/v). Os filmes de EA:lipido
foram produzidos através da evaporagao dos solventes
organicos num evaporador rotativo a 40 °C durante
45 min. Os vestigios de solventes organicos foram
removidos sob vacuo. De seguida, os filmes foram
hidratados com uma solucdo tamponada de Aacido
galico (0,75% m/v), sendo vigorosamente agitados e
posteriormente sonicados a 50% de amplitude usando
o sonicador Q125 da QSonica Sonicators (Newtown,
CT, EUA).

Desenho experimental

A otimizagdo da formulagdo transferossomal para
veicular acido galico foi baseada num desenho fatorial
do tipo Box-Behnken (BBD) considerando 15 séries,
trés fatores e trés niveis. A concentragao lipidica (X,), a
razdo EA:lipido (X,) € o tempo de sonicagdo (X,) foram
definidos como varidveis independentes, também
denominadas fatores. Foram testados trés niveis de
cada variavel independente (Tabela 1), tendo em conta
os resultados preliminares e a literatura. O tamanho
(Y,), o indice de polidispersdao (Y,) € a capacidade
de carga (Y,) foram definidos como variaveis
dependentes, também denominadas de respostas, € os
critérios desejaveis foram definidos para cada varidvel
dependente (Tabela 1). Os dados foram analisados
no software STATISTICA (Statsoft, Inc., Tulsa, OK,
EUA), conforme relatado anteriormente (20, 21),
de forma a se obterem os valores 6timos dos fatores
com base nos critérios desejaveis para as respostas.
Para validar o desenho experimental, trés réplicas da
formulacdo otimizada foram produzidas e caraterizadas
para comparar os valores obtidos quanto as varidveis
dependentes com os valores tedricos previstos pelo
BBD.



Characterization of transfersomes

The produced transfersomes were characterized in
terms of size and polydispersity index (PDI) using
Delsa™ Nano C from Beckman Coulter, Inc. (Brea,
CA, USA). Triplicates were analyzed at 23 + 2 °C after
diluting the samples (20-25x) with distilled water.

Loading capacity (LC) was determined after separating
the non-loaded fraction of gallic acid by size exclusion
chromatography, using Sephadex™ G-25 medium as
stationary phase and PBS buffer as mobile phase in
the dark. An aliquot of the transfersomal formulation
(500 ul) was eluted to separate the gallic acid-loaded
fraction (peak at ~12 min) from the non-loaded fraction
(peak at ~45 min), which were efficiently separated by
an interval of at least 15 min. After visually ensuring
that the gallic acid-loaded fraction was eluted, the
non-loaded fraction of gallic acid was pooled and
the calibration curve method at 259 nm was used to
determine the phytochemical concentration using UV
spectrophotometry (Evolution® 300 spectrophotometer,
Thermo Scientific, Hertfordshire, England)). The same
calibration curve method was used to determine the
total concentration of gallic acid added to produce
transfersomes. Finally, LC was calculated as follows:

CT B CNLF
Cy

LC = Eq. 1

where C, stands for the total concentration added of
gallic acid, C, for the gallic acid concentration in the
non-loaded fraction and C, for the total concentration
of lipid, calculated from the amount initially weighed
to produce transfersomes.

Results

The optimization of the gallic acid-loaded transfersomal
formulation was based ona 15-run, 3-factor, 3-level Box-
Behnken factorial design (BBD). Fifteen formulations
were suggested by the STATISTICA software according
to the levels chosen for the independent variables
(Table 1). It is noteworthy that the independent
variables were chosen based on previous data reported
in the literature (4,5), particularly in the case of the
levels of the chosen lipid (soy lecithin) and edge
activator (Tween® 80), which have been widely used to
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Caraterizagdo dos transferossomas

Os transferomas produzidos foram caraterizados em
termos de tamanho e indice de polidispersdo (PDI)
usando o equipamento Delsa™ Nano C da Beckman
Coulter, Inc. (Brea, CA, EUA). Cada formulagdo foi
analisada em triplicado a 23 £ 2 °C apds diluicdo com
agua destilada (20-25x).

A capacidade de carga (LC) foi determinada apos
a separagdo da fragdo livre de acido galico da fragdo
encapsulada por cromatografia de exclusao por
tamanho, usando o Sephadex™ G-25 como fase
estaciondria e o tampao PBS como fase moével no
escuro. Uma aliquota da formulacao transferossomal
(500 pl) foi eluida para separar a fracdo encapsulada de
acido galico (pico aos ~ 12 min) da fragdo livre (pico
aos ~ 45 min), que foram eficientemente separadas por
um intervalo minimo de pelo menos 15 minutos. Depois
de se garantir visualmente que a fragdo encapsulada de
acido galico tinha sido eluida, a fracdo livre de acido
galico foi recolhida em conjunto e o método da curva
de calibracdo a 259 nm foi usado para determinar a
concentracao deste fitoquimico por espectrofotometria
UV (espectrofotometro Evolution® 300, Thermo
Scientific, Hertfordshire, Inglaterra)). O mesmo método
da curva de calibragdo foi utilizado para determinar
a concentragdo total de acido galico adicionado
inicialmente para produzir os transferossomas.
Finalmente, a LC foi calculada da seguinte forma:

CT B CNLF
Cy

onde C, representa a concentragdo total de acido galico
adicionada, C . a concentragdo nao-encapsulada
de acido galico ¢ C, a concentragdo total de lipido,
calculada a partir da quantidade pesada para produzir
os transferossomas.

Resultados

A otimizagdo da formulagdo transferossomal para
encapsular acido gélico foi baseada num desenho fatorial
do tipo Box-Behnken (BBD) de 15 séries, trés fatores
e trés niveis. Foram sugeridas quinze formulacdes
pelo software STATISTICA de acordo com os niveis
escolhidos para as varidaveis independentes (Tabela 1).
E importante ressaltar que as variaveis independentes
foram escolhidas com base em dados anteriores
reportados na literatura (4,5), particularmente quanto
aos niveis de lipido (lecitina de soja) e ativador de
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Table 1 - Independent and dependent variables of the Box-Behnken factorial design and the corresponding
tested levels and defined desirable criteria (respectively).
Tabela 1 — Variaveis independentes e dependentes do desenho fatorial Box-Behnken com indicacdo dos

niveis testados e dos critérios desejaveis definidos (respetivamente).

Levels / Niveis

Independent variables / Variaveis independentes -1 0

X, = Lipid concentration (% w/v) / concentracao de lipido (% m/v) 1 1.5 2

X,=EA/lipid ratio(w/w) / razdo EA/lipido (m/m) 5:95 10:90 15:85

X;= Sonication time (min) / tempo de sonica¢do (min) 5 10 15
Desirability / Desejabilidade

Dependent variables / Variaveis dependentes High / Elevada Medium / Média Low / Baixa

Y, = Size (nm) / tamanho (nm) 100 110 125

Y, = PDI (polydispersity index / indice de polidispersio) 0.1 0.2 0.3

Y; = LC (loading capacity / capacidade de carga) 1 0.50 0.35

produce transfersomes in the last decades (2). On the
other hand, the levels of sonication time were selected
according to preliminary data showing that 5 to 15 min
of sonication were sufficient to obtain vesicles with the
desirable specifications (around 100 nm size and 0.2
PDI). The fifteen formulations were then produced
and characterized in terms of the selected responses of
size, PDI and LC. The results obtained are detailed in
Table 2. The responses varied between 92 nm and 123
nm for size (X)); 0.13 and 0.28 for PDI (X,); and 0.35
and 0.77 for LC (X,), indicating that the levels chosen
for the factors were appropriate to obtain the desirable
responses.

Among the three fitting models available (no
interaction, two-way interactions (linear-linear) and
two-way interactions (linear x quadratic), the model
which best fit to correlate the experimental results
and the predicted values was selected based on the
obtained R? values. The two-way interactions (linear x
quadratic) model was chosen to perform the regression
analysis, considering a 95% confidence level, as it
yielded the highest R? values considering the three
responses analyzed (0.7475 for size (Y,); 0.9949 for
PDI (Y,) and 0.9874 for LD (Y,)). According to the R*
values obtained, a reasonably good correlation between
experimental and theoretical values was obtained,
showing that the complexity of the factors-induced
effects on responses justifies the necessity of using
a cubic model for fitting the experimental data and
predicting the desired formulation.

The coefficients and p-values obtained with the
performed regression analyses are presented in Table
3. No significant effects (linear or quadratic) of any
independent variable were observed for size (Y)), in
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superficie (Tween® 80) escolhidos, sendo que estes tém
sido amplamente usados para produzir transferossomas
nas ultimas décadas (2). Por outro lado, os niveis de
tempo de sonicag@o foram selecionados de acordo com
dados preliminares obtidos que indicaram que 5 a 15 min
de sonicacdo eram suficientes para se obter vesiculas
com as especificacdes desejaveis (cerca de 100 nm
de tamanho e 0,2 PDI). As quinze formulagdes foram
entdo produzidas e caraterizadas quanto as respostas
selecionadas de tamanho, PDI e LC. Os resultados
obtidos estdo detalhados na Tabela 2. As respostas
variaram entre 92 nm e 123 nm para o tamanho (X));
0,13 ¢ 0,28 para o PDI (X,); € 0,35 € 0,77 para a LC
(X,), mostrando que os niveis escolhidos para os fatores
foram adequados para obter as respostas desejaveis.

Entre os trés modelos de ajuste disponiveis (sem
interacdo, interagdes bidirecionais (linear-linear) e
interacdes bidirecionais (linear x quadratica), o modelo
que apresentou o melhor ajuste para correlacionar os
resultados experimentais e os valores previstos foi
selecionado com base nos valores de R* obtidos. O
modelo de interagdes bidirecionais (linear x quadratico)
foi selecionado para realizar a andlise de regressdo
considerando um nivel de confianga de 95%, pois foi
este modelo de ajuste que originou os valores de R?
superiores para as trés respostas analisadas (0,7475
para tamanho (Y); 0,9949 para PDI (Y,) e 0,9874 para
LD (Y,)). De acordo com os valores de R* obtidos,
verificou-se uma correlagdo razoavelmente boa entre
os valores experimentais e teoricos, mostrando que a
complexidade dos efeitos induzidos pelos fatores nas
respostas justifica a necessidade de utilizar um modelo
cubico para ajustar os dados experimentais e prever a
formulacdo desejavel.
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Table 2 - Detailed description of the formulations produced for Box-Behnken factorial design for gallic acid
and the corresponding physicochemical characterization of the formulations.

Tabela 2 — Descri¢do detalhada das formulagdes produzidas de acordo com o desenho fatorial Box-Behnken
e a correspondente caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes.

Sample / Factors / Fatores Responses / Respostas

Amostra X, X, X3 Y, Y, Y,
1 1 5 10 112 0.28 0.76
2 2 5 10 112 0.14 0.35
3 1 15 10 92 0.13 0.71
4 2 15 10 112 0.20 0.41
5 1 10 5 119 0.24 0.77
6 2 10 5 120 0.26 0.41
7 1 10 15 120 0.22 0.76
8 2 10 15 117 0.20 0.39
9 L5 5 5 111 0.21 0.49
10 1.5 15 5 123 0.28 0.50
11 1.5 5 15 106 0.14 0.47
12 1.5 15 15 107 0.26 0.50
13 1.5 10 10 115 0.15 0.55
14 1.5 10 10 98 0.17 0.48
15 1.5 10 10 120 0.15 0.55

X, lipid concentration (% w/v); X,, EA/lipid ratio (w/w); X, tempo de sonicagio (min);

Y, size (nm); Y,, polydispersity index; Y, loading capacity (%)

X, concentragdo de lipido (% m/v); X,, razdo EA/lipido (m/m); X, tempo de sonicagdo (min);
Y, tamanho (nm); Y,, indice de polidispersdo; Y, capacidade de carga (%)

Table 3 - Regression analyses for the selected responses (Y, Y, and Y,) using the two-way interaction model
(linear x quadratic) considering the effects of the selected factors (X, X,, and X,). Statistically significant
parameters are highlighted in bold (p < 0.05).

Tabela 3 — Andlises de regressdo para as respostas selecionadas (Y, Y,, € Y,) com base no modelo de
interagdo bidirecional (linear x quadratico) considerando os efeitos dos fatores selecionados (X, X, € X,). Os
parametros estatisticamente significativos estio realgados a negrito (p < 0,05).

Factor / Y, Y, Y;
Fator Coef. P Coef. p Coef. P
Intercept 112.494 0.001 0.214 0.000 0.544 0.001
X, 3.217 0.529 -0.014 0.065 -0.179 0.008
X2 -0.883 0.795 -0.011 0.054 -0.030 0.113
X -2.236 0.652 -0.002 0.673 0.004 0.823
X2 2.754 0.452 -0.007 0.127 0.015 0.315
X3 -2.025 0.681 -0.021 0.030 -0.007 0.683
X2 -3.167 0.399 -0.027 0.009 0.003 0.791
XX, 4.792 0.490 0.051 0.010 0.025 0.356
X, X,? -2.937 0.543 0.009 0.120 -0.004 0.828
X2X, 4.183 0.409 0.034 0.011 0.004 0.807
X X5 -0.950 0.883 -0.011 0.168 -0.003 0.917
X2X; -2.313 0.625 -0.001 0.729 0.002 0.891
X,X; -2.558 0.698 0.013 0.131 0.004 0.863

X, lipid concentration (% w/v); X,, EA/lipid ratio (w/w); X,, sonication time (min);

Y, size (nm); Y,, polydispersity index; Y, loading capacity (%); Coef, coefficient; p, p-value.

X, concentragdo de lipido (% m/v); X, razdo EA/lipido (m/m); X, tempo de sonicagdo (min);

Y, tamanho (nm); Y,, indice de polidispersdo; Y, capacidade de carga (%); Coef, coeficiente; p, valor-p.
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line with the small variation obtained for this parameter
with all 15 formulations (92-123 nm). In contrast, a
significant, negative, linear and quadratic effect of
the sonication time (X,) was observed for PDI (Y,),
meaning that an increase in the level of the sonication
time leads to a decrease in the value of PDI (antagonistic
effect). On the other hand, the interaction effects of
lipid concentration (X,) and EA:lipid ratio (X)), in
a linear (X X)) and quadratic manner (X,’X,), were
significant and synergistic for PDI (Y,), meaning that
an increase in X X, or X *X_ values leads to an increase
in the value of PDI. Finally, the loading capacity (Y,)
was significantly and negatively affected by the lipid
concentration (X, ), showing that a decrease in the lipid
concentration increases the loading capacity of the
produced transfersomes.

From the regression analyses, the corresponding
response surface analyses in three dimensions were
determined to show the relationship and interaction
effects of two factors on each response, by maintaining
the third factor constant at level 0. These representations
provide a more clear visualization of the effect of
multifactorial variations on each dependent variable
(Figure 1). The lowest values of size (Y,) and PDI
(Y,) were predicted to be obtained for values greater
than 14:96 of EA:lipid ratio (X,) when low lipid
concentrations (X)) are used and for 1.4-1.8% (w/v) of
lipid concentration (X,) when the sonication time (X,)
is around 10 min. Regarding the loading capacity (Y,),
the highest values were predicted to be obtained with
the lowest lipid concentration (X,), and no significant
effects of the EA:lipid ratio (X)) or the sonication time
(X,) were observed in the response surface analyses.

From the results of the regression analyses and
response surface analyses, the STATISTICA software

Os coeficientes e valores-p obtidos com as analises
de regressdo realizadas sdo apresentados na Tabela 3.
Nao foram observados efeitos significativos (lineares
ou quadraticos) de nenhuma variavel independente
para o tamanho (Y ), em linha com a pequena variagao
observada para este pardmetro com todas as 15
formulagdes (92-123 nm). Em contraste, foi observado
um efeito significativo, negativo, linear e quadratico do
tempo de sonicagdo (X,) para o PDI (Y,), significando
que um aumento do tempo de sonicacdo leva a uma
diminui¢do no valor de PDI (efeito antagdnico). Por
outro lado, os efeitos de interacdo da concentragdo
lipidica (X,) e da razdo EA:lipido (X)), de forma linear
(X,X,) e quadritica (X °X,), foram significativos e
sinérgicos paraa PDI(Y ), significando que um aumento
nos valores X X, ou X *X leva a um aumento no valor
do PDIL Finalmente, a capacidade de carga (Y,) foi
significativa e negativamente afetada pela concentrag@o
lipidica (X,), mostrando que uma diminui¢do na
concentracgdo lipidica aumenta a capacidade de carga
dos transferossomas produzidos.

A vpartir das analises de regressdo, as analises de
superficie de resposta correspondentes, em trés
dimensdes, foram determinadas para demonstrar a
relacdo e os efeitos de interagdo de dois fatores em cada
resposta, mantendo o terceiro fator constante no nivel
0. Essas representagdes fornecem uma visualizagdo
mais clara dos efeitos de varia¢cdes multifatoriais
em cada variavel dependente (Figura 1). Prevé-se
que os menores valores de tamanho (Y,) ¢ PDI (Y,)
sejam obtidos para valores superiores a 14:96 da
razdo EA:lipido (X,) quando baixas concentragdes de
lipidos (X)) sdo utilizadas e para 1,4-1,8% (w/v) da
concentragdo lipidica (X,) quando o tempo de sonicagdo
(X,) € de cerca de 10 min. Em relagdo a capacidade de
carga (Y,), prevé-se que os valores mais elevados sejam

Table 4 - Optimum levels of the selected factors for the optimized formulation and experimental and theoretical

values obtained for the selected responses.

Tabela 4 - Niveis 6timos dos fatores selecionados para obten¢ao da formulagao otimizada e dados experimentais

e tedricos obtidos quanto as respostas selecionadas.

Optimized
formulation / Response / Experimental data/  Theoretical data -95%  +95%
Formulacao Resposta Dados experimentais / Dados tedricos CI CI
otimizada
L:15/85: 10 Y, 1079 92.0 42.8 141.2
’ ) Y, 0.20£0.04 0.13 0.09 0.18
(X Xy X3)
Y, 0.732+0.002 0.71 0.53 0.89

X, lipid concentration (% w/v); X,, EA/lipid ratio (w/w); X, sonication time;

Y, size; Y,, polydispersity index; Y, loading capacity; CI, confidence interval

X, concentragdo de lipido (% m/v); X,, razdo EA/lipido (m/m); X, tempo de sonicagdo (min);

Y, tamanho (nm); Y,, indice de polidispersdo; Y, capacidade de carga (%); CI, intervalo de confianga.
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Figure 1 — Response surface plots in three dimensions for each dependent variable according to the
response degree (light green — lowest response level and dark red — highest response level). X, lipid
concentration (% w/v); X,, EA/lipid ratio (w/w); X, sonication time; Y, size; Y,, polydispersity
index; Y, loading capacity.

Figura 1 — Graficos de superficie de resposta em trés dimensdes para cada variavel dependente em
funcdo do nivel de resposta (verde claro — nivel de resposta mais baixo e vermelho escuro — nivel de
resposta mais elevado). X, concentragdo de lipido (% m/v); X, razdo EA/lipido (m/m); X, tempo
de sonicagdo (min); Y, tamanho (nm); Y, indice de polidispersdo; Y, capacidade de carga (%).
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calculated the optimum values of the factors to produce
the desirable formulation in terms of the selected
responses (Table 4). To validate the optimization
procedure and the prediction ability of the theoretical
model, three independent replicates of the optimized
formulation were produced and characterized (Table
4). The experimental results were in good agreement
with the theoretical prediction, validating the use of this
experimental design for the optimization of gallic acid-
loaded transfersomes.

Discussion

In this work, a gallic acid-loaded transfersomal
formulation was optimized through a quality-by-design
approach, namely BBD. This strategy was found to be
an efficient, time- and reagent-saving way of optimizing
nanodelivery systems, as previously reported (4, 20-
23), in terms of size, PDI, and LC. Concerning vesicle
size, all produced formulations yielded similar results
with hydrodynamic diameters around 100 nm. In fact,
increasing evidence suggests that transfersomes smaller
than 300 nm are suitable to penetrate the stratum
corneum after cutaneous applications (2). Moreover, it
was previously reported that the lower the vesicle size,
the greater their skin penetration (24), one justification
for the optimization of the formulations to minimize the
vesicle size. Among other transfersomal formulations
optimized by BBD, the vesicular system optimized
herein presented a smaller PDI value than the apigenin-
loaded transfersomal formulation prepared by a similar
method (4), showing a better homogeneity of size
distribution. Moreover, the encapsulation efficiency
of the optimized formulation, herein presented as LC,
was superior to that reported for apigenin, sodium
stibogluconate, and raloxifene hydrochloride in other
transfersomal systems (4,22,23). Altogether, these data
suggest that this experimental design was successfully
implemented to optimize the gallic acid-loaded
vesicular system.

To our knowledge, this is the first report of the
development of a transfersomal formulation for the
transdermal delivery of gallic acid. Nonetheless, various
nanotechnological approaches have been explored for
the nanodelivery of this phytochemical to overcome its
bioavailability issues. For example, gallic acid has been
encapsulated in polymeric nanoparticles (14,16,25),
reverse micelles (26), and dendrimers (27). However,
considering the cutaneous administration of gallic acid,
vesicular systems have been more extensively studied
with the development of various liposomal, niosomal,
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obtidos com a menor concentragdo lipidica (X, ), sem se
verificar efeitos significativos da razdo EA:lipido (X,)
ou do tempo de sonicagdo (X,) na analise de superficie
de resposta.

A partir dos resultados das analises de regressdao e
de superficie de resposta, o software STATISTICA
calculou os valores 6timos dos fatores para produzir
a formulacdo desejavel em termos das respostas
selecionadas (Tabela 4). Para validar o procedimento
de otimizagdo e a capacidade de predigao deste modelo
teorico, foram produzidas e caraterizadas trés réplicas
independentes da formulagdo otimizada (Tabela 4).
Os resultados experimentais foram concordantes com
a previsdo teorica, validando o uso deste desenho
experimental para a otimizagdo de transferossomas
para a veiculag@o de acido galico.

Discussao

Neste trabalho, uma formulagdo transferossomal
para veicular acido galico foi otimizada através de
uma abordagem de quality-by-design, a saber BBD.
Verificou-se que esta estratégia ¢é efetivamente
uma estratégia eficiente e¢ econdémica de otimizar
nanossistemas de veiculagdo, conforme reportado
anteriormente (4, 20-23), em termos de tamanho, PDI
e LC. Em relacdo ao tamanho das vesiculas, todas
as formulagdes produzidas apresentaram resultados
semelhantes com didmetros hidrodindmicos em
torno de 100 nm. De facto, evidéncias crescentes
sugerem que transferossomas menores que 300 nm
sdo adequados para penetrar no estrato corneo apos
aplicagdes cutaneas (2). Além disso, foi anteriormente
reportado que quanto menor o tamanho da vesicula,
maior sua penetragdo na pele (24), motivo pelo qual
as formulagdes foram otimizadas para minimizar
o tamanho da vesicula. Entre outras formulacdes
transferossomais otimizadas por BBD, o sistema
vesicular otimizado neste trabalho apresentou um valor
de PDI menor que uma formulagdo transferossomal
desenvolvida para veicular a apigenina e preparada por
um método semelhante (4), demostrando uma melhor
homogeneidade da distribuicao de tamanho. Além disso,
a eficiéncia de encapsulacdo da formula¢do otimizada,
aqui apresentada como LC, foi superior a relatada para
a apigenina, o estibogluconato de sodio e cloridrato de
raloxifeno noutros sistemas transferossomais (4,22,
23). Em suma, esses dados sugerem que este desenho
experimental foi implementado com sucesso para
otimizar o sistema vesicular para encapsular o acido
galico.



and glycerosomal formulations (17,28-32). Since
transfersomes display better skin penetration properties
than liposomes and niosomes, as well as an improved
shelf-life (2), it is expected that the formulation
optimized herein will be more advantageous in terms of
efficacy and stability than the others developed so far.
Further studies are awaited to further characterize the
physicochemical properties of the gallic acid-loaded
transfersomes, as well as their antioxidant efficacy, skin
permeation efficiency, and cellular toxicity using in
vitro approaches.

Conclusion

The successful optimization of an innovative gallic
acid-loaded transfersomal formulation for transdermal
delivery is reported herein. Moreover, BBD was shown
to be an efficient experimental design to optimize
vesicular systems for the gallic acid delivery. This
study opens up the possibility of making use of the
pleiotropic properties of gallic acid for the prophylaxis
and treatment of cutaneous conditions by efficiently
achieving a transdermal delivery. Following the
preliminary data presented herein, further investigations
are awaited to confirm the efficacy, safety, and stability
of the optimized transfersomal formulation.
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Segundo temos conhecimento, este € o primeiro trabalho
reportado quantoaodesenvolvimentodeuma formulacao
transferossomal para a veiculagdo transdérmica de acido
galico. No entanto, varias abordagens nanotecnologicas
tém vindo a ser exploradas para a nanoformulacio
desse fitoquimico, a fim de superar os seus problemas
de biodisponibilidade. Por exemplo, o acido galico
foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas (14,
16, 25), micelas reversas (26) e dendrimeros (27). No
entanto, considerando a administrag¢do cutanea de acido
galico, os sistemas vesiculares tém sido estudados
mais extensivamente com o desenvolvimento de varias
formulagdes lipossomais, niossomais e glicerossomais
(17,28-32). Como os transferossomas exibem melhores
propriedades de penetragdo na pele do que os lipossomas
e 0s niossomas, bem como uma estabilidade coloidal
superior (2), espera-se que a formulacdo otimizada
neste trabalho seja mais vantajosa em termos de eficacia
e estabilidade do que as outras desenvolvidas até ao
momento. Estudos adicionais serdo necessarios para
caraterizar outras propriedades fisico-quimicas destes
transferossomas, bem como a sua eficacia antioxidante,
a sua eficiéncia quanto a permeagdo cutanea e a sua
toxicidade celular usando abordagens in vitro.

Conclusoes

Neste trabalho, a otimizacdo de uma formulagao
transferossomal inovadora de 4cido galico para
veiculacdo transdérmica foi realizada com sucesso.
Além disso, o BBD demonstrou ser um desenho
experimental eficiente para otimizar sistemas
vesiculares para a administracdo de acido galico.
Este estudo abre caminho quanto a possibilidade de
aproveitar as acdes pleiotropicas do acido galico na
profilaxia e no tratamento de doengas cutineas, pela
eventual melhoria da sua veiculagdo transdérmica. Apos
os dados preliminares aqui apresentados, investigacdes
adicionais serdo necessarias para confirmar a eficacia,
a seguranca e a estabilidade desta formulagdo
transferossomal de acido galico.
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