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Keep your eyes on the stars, and your feet on the

ground.

Theodore Roosevelt
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Resumo

A industria farmacéutica tem desenvolvido novos sistemas de veiculacao eficientes,
para fazer face a problemas como a baixa solubilidade aquosa, permeacao e dificuldades na
incorporagdo de alguns ativos em sistemas de veiculagdo de farmacos.

Neste ambito, tém sido estudadas alternativas, como a utilizagdo de liquidos i6nicos
(LI) como solventes promotores da solubilidade de alguns farmacos e até como estabilizadores
das formulacdes desenvolvidas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar se os trés LI estudados poderiam
aumentar a solubilidade aquosa do acido cafeico, um composto fendlico com baixa
solubilidade, e posteriormente incorpora-lo numa formulagdo de gel aquosa, na presenga de
cada um dos LI. Os LI estudados foram os derivados de colina, (2-hidroxietil)-trimetilamonio-
L-fenilalaninato [Cho][Phe], (2-hidroxietil)-trimetilamonio-L-glutamato [Cho][Glu] e
(2-hidroxietil)-trimetilaménio-glicinato [Cho][Gly].

Os resultados obtidos permitiram concluir que a presenca dos LI aumenta a
solubilidade do 4cido cafeico, sendo o [Cho][Gly] o que teve maior impacto e permitindo um
aumento quatro vezes superior.

Relativamente aos géis, as formulagdes desenvolvidas quer na presenga ou auséncia
do ativo e/ou do LI [Cho][Gly], demonstraram ser estaveis nos estudos de estabilidade
preliminar e os resultados demonstraram que o LI aumenta a viscosidade da formulacdo e

permite a incorporagao de maior quantidade de ativo no sistema desenvolvido.

Palavra-Chave: Liquidos i6nicos; Acido cafeico; Aumento da solubilidade;

Excipiente funcional.
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Abstract

The Pharmaceutical Industry has been developing efficient delivery systems to
overcome some problems, such as the low water solubility, permeability, and incorporation of
poorly soluble drugs.

In this context, some alternatives have been studied, namely the use of ionic liquids
(IL), as solubility promoters for some drugs and, even, as stabilizers of the developed
formulations.

Thus, the present work aimed at evaluating if the three ILs under study increase the
aqueous solubility of caffeic acid, a poorly water-soluble phenolic compound and then
incorporate it in aqueous gel formulations, in the presence of each IL. The studied ILs were the
choline derivatives, (2-hydroxyethyl)-trimethylammonium-L-phenylalaninate [Cho][Phe],
(2-hydroxyethyl)-trimethylammonium-L-glutamate =~ [Cho][Glu] and (2-hydroxyethyl)-
trimethylammonium-glycinate [Cho][Gly].

The obtained results showed that the studied ILs allowed to enhance the solubility of
the caffeic acid, with [Cho][Gly] having the greatest impact allowing a solubility of the active
four times superior.

Regarding gels, all formulations developed in the presence or absence of the active
substance and / or the IL [Cho][Gly], demonstrated to be stable in the stability studies and the
results also showed that the IL enhances the viscosity of the formulations and allows the

incorporation of a higher amount of active in the developed system.

Keywords: Ionic liquids; Caffeic acid; Solubility enhancement; Functional excipient.
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Lista de abreviaturas, siglas e acronimos

[Cimim][(CH30)2P02]: Dimetilimidazélio-dimetilfosfato
[Cho][Glu]: (2-hidroxietil)-trimetilamdnio-L-glutamato
[Cho][Gly]: (2-hidroxietil)-trimetilamdnio- glicinato
[Cho][Phe]: (2-hidroxietil)-trimetilamonio-L-fenilalaninato
[EtNH3][NOs]: Nitrato de etilamoénio

CAGE: Liquido i6nico de colina e geranato

LI: Liquido i6nico

ME: Micro-emulsdes

mPa: MiliPascal

n: Nimero de amostras
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1.1. Introducio geral

O desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo eficientes e inovadores tem sido
uma das maiores preocupagdes da Industria Farmacéutica, com o objetivo de ultrapassar
algumas problematicas, como a baixa solubilidade aquosa, permeacao e incorporagao de muitos
ativos nestes sistemas de veicula¢do. Outro desafio que ¢ fundamental considerar est4 associado
ao facto de muitos solventes utilizados nesse desenvolvimento, serem considerados
inapropriados e prejudiciais ao meio ambiente e a saude, tornando-se essencial encontrar novas
alternativas (Welton, 1999). Tudo isto resulta numa menor eficiéncia terapéutica e
biodisponibilidade, levando a necessidade de incorporar doses superiores de farmaco para
atingir o efeito terapéutico (Julio et al., 2018; Egorova, Gordeev, & Ananikov, 2017; Ferraz,
Branco, Prudéncio, Noronha, & Petrovski, 2011). Assim, a Industria Farmacéutica tem vindo a
desenvolver novos conceitos e abordagens, no sentido de aumentar a eficiéncia e solubilidade
de muitos farmacos, e encontrar novos métodos para a sua formulacdo (Adawiyah,
Moniruzzaman, Hawatulaila, & Goto, 2016).

Atualmente, e com base em diversos estudos realizados, chegou-se a conclusao de que
os liquidos i6nicos (LI) podem ser muito vantajosos na area farmacéutica, apresentando
inameras aplicagdes, nomeadamente como solventes ou como catalisadores na sintese de ativos
e, consequentemente, o interesse na sua aplicagdo nesta area tem aumentado consideravelmente.
Relativamente a este interesse, os LI podem ainda ser adaptados para alcangar as propriedades
fisicas e quimicas desejaveis a sua aplicagdo (Julio et al., 2018; Santos de Almeida, Julio, Mota,
Rijo, & Reis, 2017; Ghandi, 2014). Neste sentido, os LI tém sido uma estratégia muito estudada
para colmatar alguns destes desafios, devido as suas caracteristicas e estruturas particulares

(Julio et al., 2018; Welton, 2018; Adawiyah et al., 2016).

1.2. Liquidos ionicos

Os LI tém sido definidos como sais com pontos de fusdo inferiores a 100 °C, sendo o
primeiro LI, o nitrato de etilamonio - [EtNH3][NOs], que possui uma temperatura de fusao de

12 °C, e foi descrito em 1914 (MacFarlane, Kar, & Pringle, 2017; Bicak, 2004; Welton, 1999).
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Estes sais sdo constituidos por catides, de grande volume e assimétricos, € anioes,
desestabilizadores da estrutura dos cristais, que podem ser de origem organica ou inorganica.
Alguns deles constituem uma alternativa verde aos solventes organicos, podendo ser usados em
diversas rea¢des quimicas. Adicionalmente, apesar de serem inumeras as combinagdes
possiveis destes anides e catides, existem alguns ides que sdo mais comumente usados na sua

preparagao (Figura 1) (Egorova et al., 2017; X. Chen, Liu, & Wang, 2010).
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Figura 1 - Catides e anides mais comumente usados nos Liquidos Ionicos (Egorova et al., 2017).

1.2.1. Classificagiio e sintese de liquidos iénicos

No que diz respeito a sua classifica¢do, tém sido divididos em LI proticos (LI de
Bronsted) ou aproticos. A diferenga entre ambos reside na sua forma de obtencdo e na sua
estrutura quimica (Javed, Ullah, Zakaria, & Akil, 2018; Ghandi, 2014; Austen Angell, Ansari,
& Zhao, 2012).

O primeiro caso diz respeito a LI obtidos por sintese quando ocorre a transferéncia de
protdes de um acido de Bronsted para uma base de Bronsted, ou seja, quando sdao obtidos a
partir de reacdes de neutralizagdo entre acidos e bases de Bronsted (Greaves & Drummond,
2015, 2008). As caracteristicas que apresentam, nomeadamente a ionicidade e baixa pressdo de

vapor, dependem fortemente da relacdo de forcas entre o acido e a base que determinam a
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extensdo da transferéncia de protdes (MacFarlane, Kar, et al., 2017; Greaves & Drummond,
2015, 2008; Ghandi, 2014).

Por outro lado, os LI denominados de aproticos, sdo assim denominados quando estes
sdo obtidos a partir de outras reagdes, que ndo as acido-base utilizadas para a obtengdo dos LI
préticos (Santos de Almeida, Julio, Mota, et al., 2017; Ghandi, 2014; Franco-Vega, Palou,
Ramirez-Corona, & Lopez-Malo, 2014). Estes LI caracterizam-se por serem constituidos por
catides ndo protonados e anides que se caraterizam por apresentarem uma baixa pressao de
vapor, dada a sua ionicidade. Os LI apresentam duas fases de sintese: a formagao do catido ¢ a
reacdo de troca ionica (Castillo Borja, 2015; Freemantle, 2010). A sintese destes LI inicia-se
com a formag¢do de um catido por meio de uma reagdo de quaternizagdo, seguida de uma reagao
de troca idnica que ocorre por metatese - uma reagao de troca de ides em dissolu¢ao contendo
dois pares de ides, com o objetivo de obter um par de ides com maior estabilidade térmica. Esta
etapa também pode ocorrer por reagdo com um acido de Lewis (Singh & Savoy, 2020; Castillo
Borja, 2015; ; Ratti, 2014; Freemantle, 2010).

No que diz respeito a estas classificagdes e mais especificamente a estas duas vertentes
de sintese para a obten¢ao de LI, o nimero de estudos sobre os LI proticos tém aumentado ao
longo dos anos (Greaves & Drummond, 2015, 2008, Freemantle, 2010) uma vez que de um
modo geral estes apresentam uma sintese mais simples, com menos custos de produgdo,
apresentando um melhor perfil toxicoldogico e melhor biodegradabilidade (Castillo Borja,
2015).

Relativamente a sintese dos LI, esta pode ser descritas em dois métodos (Singh &

Savoy, 2020; Ratti, 2014):

(1) Formacio do catido: A formagdo do catido que posteriormente ira constituir o LI pode

ser por protonacdo com um acido ou por reacdo de quaternizacdo de uma amina com um
haloalcano. Esta etapa apresenta vantagens, como o facto de existir um elevado nlimero de
haloalcanos a baixo custo, e o facto de as reagdes ocorrem a temperaturas baixas (Singh &

Savoy, 2020; Ratti, 2014).

(2) Reacdes de troca ionica: Estas podem ser divididas em dois tipos, nomeadamente as

que dizem respeito ao tratamento dos sais de halogeneto com acidos de Lewis ou as reagdes de

metatese i0nica. O primeiro caso, o tratamento com acidos de Lewis, ¢ a via mais comum. Estes
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levam a formagdo de mais um anido, que consoante as proporcoes usadas de halogeneto
quaternario, originam LI 4cidos, neutros ou basicos. As reagdes de metatese, sao um método de
sintese para obtenc¢do de LI estaveis ao ar. Consiste na troca do anido da reacdo de quaternizagao
por outro, de maior interesse, com o uso de diferentes sais. E um método mais eficiente para a
sintese de LI misciveis com a agua, no entanto, apresenta elevados custos e forma uma
quantidade substancial de produto secundario, o que limita a sua utilizagdo (Singh & Savoy,
2020; Ratti, 2014).

Deste modo, sdo diversos os LI que se podem obter por sintese € no que diz respeito a
funcionalidade, tém sido varias as propriedades descritas dos LI, sendo estes sais denominados
de ‘designer solvents’, uma vez que algumas das suas propriedades, como por exemplo a
viscosidade, polaridade e a hidrofobicidade, entre outras, podem ser modificadas, aquando da
sua sintese, de acordo com uma aplicacao especifica (Balk, Holzgrabe, & Meinel, 2015; X.
Chen et al., 2010; Sowmiah, Srinivasadesikan, Tseng, & Chu, 2009).

Em consequéncia, a potencial utilidade dos LI deve-se a algumas destas valiosas e
manipulaveis propriedades (Singh & Savoy, 2020; Welton, 1999), nomeadamente o facto de

estes sais apresentarem:

estabilidade quimica e térmica;
baixa pressao de vapor;
elevada solubilidade em diversos solventes;

incorporagdo em diferentes tipos de solugdes;

A e

facilidade de serem alterados estruturalmente de acordo com a aplicagdo

pretendida.

Como resultado das inimeras combinagdes possiveis de i0es, obtidos por sintese,
existe uma grande variedade de possiveis liquidos i6nicos que se podem preparar, sendo que ja
foi descrito que o possivel numero de diferentes combinagdes se aproxima de 10'® (Egorova et
al., 2017). Desta forma, sdo também intimeras as propriedades valiosas que poderdo ser
consideradas aquando do desenvolvimento destes sais e que poderdo ser fundamentais no que
diz respeito a sua aplicagdo na 4rea farmacéutica. Nomeadamente, os LI tém sido estudados na
sintese quimica, com a vantagem de permitir que se atinjam rendimentos mais elevados

(Cannalire, Tiecco, Cecchetti, Germani, & Manfroni, 2018), na extracdo de compostos



Nadia Aiaz Amiraly Remtula Impacto de liquidos i6nicos na solubilidade do acido cafeico e na sua

incorporacdo em géis

farmacéuticos em solugdes aquosas (Julio et al., 2018; Alvarez, Esperanca, Deive, Sanroman,
& Rodriguez, 2015; Marrucho, Branco, & Rebelo, 2014), como solventes e catalisadores de
reacdes quimicas para a obtengdo de compostos ativos (Julio et al., 2018; Santos de Almeida,
Julio, Saraiva, et al., 2017; Marrucho et al., 2014; Shamshina, Barber, & Rogers, 2013), como
surfactantes em emulsdes e microemulsoes (Julio et al., 2018; Dobler, Schmidts, Klingenhofer,
& Runkel, 2012; Zech et al., 2009) e ainda como excipientes funcionais em sistemas de

veiculacdo, para melhorar a sua performance.

1.2.2. Aplicacio de liquidos ionicos em sistemas de veiculacio

Nos ultimos anos, os liquidos i6nicos tém atraido uma maior aten¢do na area
farmacéutica, nomeadamente pelas suas propriedades bioldgicas e pela sua capacidade de
poderem funcionar como excipientes funcionais em formulag¢des farmacéuticas. Neste ambito,
diversos estudos tém mostrado a sua eficiéncia, nomeadamente, para promover a solubilidade
e a permeac¢do de farmacos pouco soluveis e na estabilizagao dos mesmos (Julio et al., 2019;
Egorova et al., 2017; Jain, Patel, & Lin, 2014; Savjani, Gajjar, & Savjani, 2012) e dos sistemas
de veiculagdo em que estes sdo incorporados (Julio et al., 2019; Egorova et al., 2017). Para
permitir a incorporacdo destes sais em diferentes sistemas de veiculacdo, a sua modificagdo
estrutural, de modo a permitir que estes sejam incorporados em diferentes tipos de solugdes -
aquosas, oleosas ou hidroalcoodlicas - pode ser uma caracteristica determinante e
consequentemente, tém sido cada vez mais estudados como excipientes em diversas
formulagdes farmacéuticas (Caparica, Julio, Araujo, et al., 2020; Caparica, Julio, et al., 2018;
Alves et al., 2017; Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017; Castillo Borja, 2015; Goindi,
Kaur, & Kaur, 2015; Zhou, Luo, & Fu, 2014; W. Tang et al., 2013).

E também de referir que a agdo terapéutica de um ativo, implica a sua dissolu¢io no
organismo, o que significa que quanto menor a sua solubilidade, menor sdo as taxas de
dissolucgdo e absorcao (Jain et al., 2014; Savjani et al., 2012), o que representa um problema no
que diz respeito a sua aplicabilidade farmacéutica e a sua formulacao (Egorova et al., 2017).
Ou seja, a baixa solubilidade em 4agua bem como a baixa taxa de dissolugdo no trato
gastrointestinal sdo fatores limitantes da biodisponibilidade do ativo (Adawiyah et al., 2016).

Outra problematica no desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo € o facto de as formas
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solidas poderem ser afectadas pelo polimorfismo, ou seja, a ocorréncia de cristalizagdo em mais
do que uma forma, ira influenciar a eficiéncia do ativo. Diferentes polimorfos poderao possuir
diferencas de solubilidade, absor¢ao e outras diferencas na suas propriedades fisicas e quimicas
(Adawiyah et al., 2016).

Para contornar alguns destes problemas, como a baixa solubilidade e o polimorfismo
de alguns ativos, tém sido aplicadas varias estratégias, tais como a formacao de sais e derivados
— pro-farmacos (Adawiyah et al., 2016; Huttunen, Raunio, & Rautio, 2011), a cristalizacao
controlada para aumentar a probabilidade de descobrir cocristais com potencial atividade
(Adawiyah et al., 2016; Dean, Turanjanin, Yoshizawa-Fujita, MacFarlane, & Scott, 2009;
Childs et al., 2004), e a trituracdo para diminuir o tamanho da particula e consequentemente
aumentar a taxa de solubilidade e dissolu¢do pela expansdo da area de superficie (Adawiyah et
al., 2016; Savjani et al., 2012; Serajuddin, 2007; Berge, Bighley, & Monkhouse, 1997). Como
referido anteriormente, os liquidos i6nicos tém sido outra estratégia para colmatar algumas
destas problematicas na sequéncia da sua possivel aplicabilidade como excipientes funcionais.

Assim, os liquidos i6nicos t€m sido utilizados como co solventes, emulsificantes, co
polimeros e solventes para a sintese e purificagdo de compostos farmacéuticos (Adawiyah et
al., 2016; Marrucho et al., 2014). Adicionalmente, € uma vez que os LI podem ser aplicados
em soluc¢des hidrofilicas ou lipofilicas (Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017; Q. Zhao
& Anderson, 2012) estes podem ser vantajosos como materiais a incorporar em diferentes
sistemas de veiculagdo. E de referir que é necessario ter em atengo as suas concentragdes, para
garantir a utilizagdo de concentragdes ndo toxicas (Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al.,
2017).

Para além disso, os catides e anides que constituem o LI influenciam a solubilidade do
principio ativo, sendo que os farmacos hidrofilicos demonstram ter melhor solubilidade nos LI
hidrofilicos (Egorova et al., 2017; Mizuuchi, Jaitely, Murdan, & Florence, 2008), enquanto os
farmacos hidrofobicos demonstram-no nos solventes hidrofobicos (Egorova et al., 2017;
Mizuuchi et al., 2008). Esta propriedade faz com que os LI sejam excelentes candidatos para
aumentar a solubilidade e a incorporagdo de ativos menos soluveis em sistemas de veiculagao.

Nesse sentido, t€m sido realizados diversos estudos considerando diferentes tipos de
formulagdes como géis, nanoparticulas, emulsdes e microemulsdes, de modo a avaliar a
aplicabilidade dos LI para facilitar a incorporagdo de farmacos pouco soluveis em agua e

melhorar a performance dos sistemas desenvolvidos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Exemplos de algumas formas farmacéuticas contendo liquidos idnicos como excipientes
funcionais e respetivos ativos estudados.

Tipo de Principio
LI Funcao do LI Referéncias
formulacio ativo
(Peng, Shi,
) Promotor de .
Patches de gel Insulina CAGE LaBarbiera, &
absorc¢do
Mitragotri, 2020)
Promotor de
Nanoparticulas ~ Sorafenibe CAGE absorgdo e (Shi et al., 2020)
solubilidade
Acido [Cho][Phe] Promotores de (Caparica, Julio, et
feralico [Cho][Glu] solubilidade al., 2018)
. [Cho][Phe] Promotores de (Caparica, Julio, et
Rutina
[Cho][Glu] solubilidade al., 2018)
(Santos de Almeida,
Emulsdes [Cho][Phe] Promotores de
Cafeina Julio, Saraiva, et al.,
[Cho][Gly] solubilidade
2017)
.. (Santos de Almeida,
Acido [Cho][Phe] Promotores de
Julio, Saraiva, et al.,
salicilico [Cho][Glu] solubilidade
2017)
(Santos de Almeida,
[Cho][Phe] Promotores de ) ]
Cafeina - Julio, Saraiva, et al.,
[Cho][Glu] solubilidade
2017)
Géis
. (Santos de Almeida,
Acido [Cho][Phe] Promotores de ) )
o . Julio, Saraiva, et al.,
salicilico [Cho][Glu] solubilidade
2017)
(Moniruzzaman,
o Promotor de Tahara, Tamura,
Microemulsdes  Aciclovir  [Cimim][(CH30),PO;]

permeabilidade

Kamiya, & Goto,
2010)

Neste ambito, um estudo realizado por Peng et al., utilizou o liquido i6nico de colina

e geranato (CAGE) como promotor da absor¢do de insulina num patch de gel. Neste estudo,

demonstrou-se que a administracdo conjunta de insulina com CAGE, reduz a concentragao de
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acgucar no sangue, dada a capacidade do LI em quebrar as jun¢des do epitélio permitindo a
passagem de farmaco. Relativamente a sua atividade na absorc¢ao intestinal, esta atividade
depende da concentragdo de farmaco. Assim, foram estudados os patches muco-adesivos
incorporados com CAGE, de modo a compreender o desafio de encapsulagdo do LI num gel
polimérico, com uma libertagdo controlada de farmaco e LI no intestino delgado. Os resultados
permitiram concluir que os CAGE-adesivos apresentam potencial aplicabilidade na veiculagao
de farmacos (Peng et al., 2020).

Um outro estudo demonstrou novamente as vantagens da utilizagdo do CAGE, neste
caso na administragdo oral de um inibidor multiquinase que apresenta baixa biodisponibilidade
oral, que ¢ atribuida a sua baixa solubilidade em agua. Concluiu-se que hd uma melhoria da
solubilidade de sorafenibe, o que aumenta os seus perfis de absor¢ao. Assim, melhora o tempo
de semivida, as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do mesmo (Shi et al., 2020).
A administragdo de farmacos em nanoparticulas ¢ também vantajosa na protecao da molécula,
e permite também o ajuste da sua bio distribui¢cdo no organismo, o que ¢ vantajoso na redug¢ao
dos efeitos adversos e para atingir os efeitos terapéuticos desejados (Julio et al., 2019).

Os sistemas de administragdo topica podem apresentar vantagens comparativamente a
administracdo oral e parenteral, nomeadamente pela capacidade de evitar o metabolismo
sistémico, reduzindo as doses diarias necessarias, o que leva a uma melhor adesao a terapéutica
pelo paciente, pelo que também tem havido um aumento consideravel no nimero de estudos
que consideram este tipo de administragdo. Neste ambito, varias estratégias tém sido usadas
para aumentar a administragdo de fArmacos por esta via, como por exemplo os ultrassons, como
promotor fisico, os terpenos, glicdis, sulfoxidos, entre outros, como promotores quimicos e
ainda no que diz respeito a sistemas de veiculacdo, os lipossomas, as microemulsdes, 0s
tranferossomas e as nanoparticulas lipidicas solidas, t€ém também sido usadas neste ambito. No
entanto, encontra-se descrito que estas taticas poderao ndo ser adequadas para aplicagao diaria
(Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017; Moniruzzaman, Tamura, Tahara, Kamiya, &
Goto, 2010).

Nos ultimos anos, a aplicagao dos liquidos 16nicos nesta area, tem sido outra estratégia
considerada, nomeadamente para a incorporacao de ativos pouco soluveis em sistemas de
administragdo topica. Os LI de colina tém sido bastante estudados como promotores de
solubilidade de véarias substancias pouco soliveis em dgua a concentragdes ndo toxicas

(Caparica, Julio, Araujo, et al., 2020).
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Um estudo recente, considerou o acido ferulico e a rutina, ambos ativos com interesse
farmacéutico e cosmético, mas com baixa solubilidade em 4gua, o que se apresenta como fator
limitante na sua aplica¢do farmacéutica. Apesar dessas limitagdes, o referido estudo considerou
a aplicacdo destas substancias em formulagdes topicas. Para esse efeito, foram desenvolvidas
emulsdes 6leo/adgua na presenca e auséncia dos LI [Cho][Glu] e [Cho][Phe]. Os resultados
permitiram concluir que os LI estudados permitiram aumentar a solubilidade dos dois farmacos,
as temperaturas de 25 °C e 32 °C, e em consequéncia, permitiram incorporar maiores
quantidades de farmaco nos sistemas desenvolvidos (Caparica, Julio, et al., 2018).

Adicionalmente, um outro estudo considerou a incorporagdo de cafeina que ¢
hidrofilica e do &cido salicilico, de natureza lipofilica, em emulsdes 6leo/dgua e num gel, na
presenca dos mesmos LI a concentragdes ndo toxicas. Os resultados demonstraram que os LI
de colina sdo eficientes como promotores de solubilidade de ambos os ativos, sendo que este
efeito foi mais pronunciado para a cafeina (Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017).

Para além da analise de LI como promotores de solubilidade, outro estudo avaliou a
sua capacidade como promotores de permeabilidade na pele, na presenca de aciclovir. O
aciclovir ¢ um farmaco antiviral, que atua no tratamento do Herpes simplex tipo 1 e 2, Herpes
zoster e virus Epstein-Barr, também ele pouco solivel em 4gua e em solventes organicos
comuns. Este pode ser administrado por via topica, em comprimidos e por via intravenosa.
Apresenta pouca biodisponibilidade oral e a administracdo injetavel leva a crises de panico, o
que pode levar a efeitos secundarios indesejaveis. Esta molécula pode ser dissolvida em
condig¢des acidicas (4cido cloridrico) ou basicas (cloreto de so6dio). No que diz respeito ao
estudo que considera a aplicagdo de LI, este mostrou que o LI [Cimim][(CH30)2PO:] permite
aumentar a permeabilidade da pele por via transdérmica. Assim, o estudo demonstrou aplicagao
da incorporacao de LI numa microemulsdo para a veiculagdo do aciclovir por via transdérmica
(Moniruzzaman, Tahara, et al., 2010).

O facto de os LI apresentarem diversas aplicagdes, sendo que a maioria dos estudos
realizados se focam na utilizacdo destes como promotores de solubilidade, absor¢cdo e
permeabilidade de ativos pouco ou moderadamente insoliveis em agua, pode representar
inimeras vantagens em diferentes vias de administracdo de farmacos, permitindo contribuir
para um aumento da eficacia terapéutica.

E fundamental salientar que as propriedades promissoras destes sais sdo largamente

dependentes da sua estrutura e esta deve ser sempre um factor considerado aquando da sua
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aplicacdo. No que diz respeito a estrutura dos LI, bem como as suas propriedades quimicas, os
LI tém sido descritos em quatro geragoes diferentes.

A primeira gera¢do refere-se a combinacdo de catides dialquilmidazolio ou
alquilpiridinio com anides de iodetos metalicos, que chamou a atencdo devido as suas
propriedades fisicas, nomeadamente baixa pressdo de vapor e elevada estabilidade térmica,
sendo aplicados como solventes (Egorova et al., 2017; Frizzo, P. et al., 2013).

Na segunda geracgdo, os catides mais usados sao os dialquilmidazolio, alquilpiridinio,
amonio, fosfonio e os anides mais usados sdo halogenetos, tetrafluoroborato e
hexafluorofosfato (Egorova et al., 2017). Esta geracdo demonstrou-se interessante devido as
suas propriedades fisicas e quimicas (Egorova et al., 2017; Frizzo, P. et al., 2013), sendo que
se foca no ajuste das carateristicas e adaptacdo das suas propriedades a aplicagdes especificas
como meio reacional, catalisadores, lubirificantes (Balk et al., 2015; Bermudez, Jiménez,
Sanes, & Carrion, 2009) e em processos de separagdo e extragdo (Egorova et al., 2017; Balk et
al., 2015; B. Tang, Bi, Tian, & Row, 2012). Assim, esta geracdo apresenta uma potencial
utilizacdo em materiais energéticos, lubrificantes, e agentes complexantes de ides metalicos
(Balk et al., 2015; Bermudez et al., 2009) e também em processos de separagdo e extracao
(Egorova et al., 2017; Balk et al., 2015; B. Tang et al., 2012).

A terceira geragao ¢ composta por ides naturais e biodegradaveis, como por exemplo
os aminoacidos e a colina, ou ides com atividade bioldgica conhecida. Nesta categoria,
encontram-se os LI de colina, que tém sido descritos como os que possuem menor toxicidade.
Parte do interesse nesta ultima geragdo deve-se a sua possivel aplicacao nos campos da biologia
e ecologia (Egorova et al., 2017; Balk et al., 2015).

Finalmente, no que diz respeito a quarta geracgao, esta diz respeito a liquidos i6nicos
com propriedades Unicas, quando em solu¢do ou em misturas com liquidos 16nicos moleculares.
As suas propriedades Unicas, nomeadamente atividade antimicrobiana e energia livre negativa
que € vantajosa a nivel de solubilidade/miscibilidade, dependem do equilibrio na interagao entre
os i0es e o solvente (Gomes, Silva, & Reis, 2019; MacFarlane, Chong, et al., 2017).

Apesar de estes sais apresentarem inumeras vantagens e propriedades valiosas,
resultantes das suas estruturas, estes também apresentam algumas desvantagens que devem
sempre que ser igualmente ponderadas em qualquer aplicacdo, nomeadamente no

devenvolvimento de novos sistemas de veiculagao.
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1.2.3. Vantagens e desvantagens dos liquidos ionicos

Tal como referido anteriormente, os liquidos i6nicos dividem-se em quatro geracdes.

Cada geracdo apresenta vantagens e desvantagens, tal como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens dos liquidos i6énicos (Caparica, Julio, Mota, Rosado, & Santos de
Almeida, 2018; Tavares, Rodriguez, & Macedo, 2013).

Vantagens Desvantagens

Elevada estabilidade térmica - Sensibilidade ao ar ¢ & dgua
Geracio 1 - Toxicidade derivada dos catides e

- Baixa volatilidade n :
anides que os constituem

- Elevada toxicidade
Geracao 2 - Estabilidade ao ar e a 4gua - Baixa biodegradabilidade
- Custo elevado

- Baixa toxicidade - Liquidos i6nicos biologicamente
Geracao 3 - Elevada biodegradabilidade ativos sdo menos apropriados como
- Baixo custo solventes
Geracio 4 - Abordagem inovadora para a quimica - Custo elevado em comparagdo com
¢ sustentavel os solventes organicos

Em relagdo a primeira geracdo, os LI apresentam sensibilidade ao ar e a 4gua, que ¢
uma desvantagem, pois a sua reatividade e toxicidade na presenga de dgua, ndo permite que
sejam usados em certas reagdes quimicas a nivel bioldgico. Também ¢ de referir que o facto
desta geracdo ser constituida por anides cloro-aluminato e catides dialquilmidazdlio e
alquilpiridinio, leva a problemas de toxicidade nesta geracdo (Santos de Almeida, Caparica,
Julio, & Reis, 2020; Tavares et al., 2013).

A segunda geracdo €, ao contrario da primeira, estavel ao ar e a agua, o que significa
que estes LI podem ser usados em areas como a catalise enzimatica, que se refere a utilizagdo
de enzimas para catalisar reagdes quimicas. No entanto, a sua elevada toxicidade ¢ desvantajosa,
uma vez que nos diferentes sistemas de veiculagdo, poderd representar um risco para o
organismo e consequentemente para a saude. Também a sua baixa biodegradabilidade ¢ uma
desvantagem, uma vez que ao ndo sofrer rapida decomposicdo estes LI apresentam um risco
para 0 ambiente, sendo poluentes e nio ecologicos. E ainda de referir outra desvantagem que

apresentam, nomeadamente o custo elevado, derivado da utilizacdo de fluorinatos e exigéncia
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de purificagao dos mesmos (Caparica, Julio, et al., 2018; Tavares et al., 2013; J. Gorke, Srienc,
& Kazlauskas, 2010).

A terceira geragdo apresenta elevada biodegradabilidade e baixa toxicidade. Neste
sentido, os LI sdo ecoldgicos e quando usados em concentragdes seguras, ndo se apresentam
como um risco para satde. E de referir também os baixos custos, em relagio a geragdo anterior
(Santos de Almeida et al., 2020; Tavares et al., 2013).

A quarta e mais recente geragdo, apresenta-se como uma inova¢do no campo da
quimica sustentavel. O seu elevado custo em relagdo as geracdes anteriores ¢ uma desvantagem,
no entanto, a capacidade de reciclagem ¢ um argumento muito usado para contrapor os seus
pontos menos favoraveis (Gomes et al., 2019; MacFarlane, Chong, et al., 2017).

No que diz respeito as possiveis desvantagens da aplicacdo destes sais, nomeadamente
na area da saude, a sua toxicidade ¢ sem duvida uma das carateristicas que deve ser considerada,
uma vez que alguns LI podem apresentar elevada toxicidade (Gomes et al., 2019; Santos de
Almeida, Julio, Mota, et al., 2017; Adawiyah et al., 2016; Gouveia et al., 2014).

Por mais relevante que o outcome clinico possa ser, se o sistema de administracao
produzido se revelar toxico, limita ou mesmo elimina um possivel uso terapéutico. Assim, €
necessario a realizacdo de mais estudos que se debrucem sobre a toxicidade deste tipo de
compostos e dos sistemas em que eles sdo incluidos.

No entanto, no que diz respeito a toxicidade dos LI, esta pode ser diminuida ao efetuar
a escolha apropriada da combinagdo catido/anido (Adawiyah et al., 2016; Gouveia et al., 2014;
Pernak et al., 2011), visto que esta toxicidade, bem como a biodegradabilidade dos LI, ¢
altamente determinada pela sua estrutura (Adawiyah et al., 2016; Amde, Liu, & Pang, 2015;
Frade & Afonso, 2010; Morrissey et al., 2009).

Por exemplo, tem sido descrito que, no que diz respeito aos catides, a presenca de uma
cadeia lateral de alquilo curta representa uma menor toxicidade mas, no entanto, esses LI
apresentam baixa biodegradabilidade enquanto que na presenca de cadeias laterais alquilo mais
longas, nomeadamente com um nimero de carbonos superior a 6, os LI apresentam melhor
biodegradabilidade (Adawiyah et al., 2016).

Em relacao aos anides, os LI de cadeia linear mais curta, nimero de carbonos inferior
a 3, ndo se degradam facilmente, ao contrario dos de cadeia linear superior, que apresentam
biodegradagio total. E ainda de referir que os anides organicos baseados em grupos acetato,

sulfato e fosfato sao facilmente biodegradaveis (Adawiyah et al., 2016).
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Neste ambito, alguns estudos tém indicado que os LI a base de colina e aminoacido
sa0 menos toxicos (Caparica, Julio, et al., 2018; Julio et al., 2018; Adawiyah et al., 2016) e por
isso poderdo ser mais indicados para uma aplicacdo na area da saude, pelo que no presente
trabalho foi estudada a aplicagdo destes LI.

Neste ambito alguns estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram a aplicagdo de LI
a base de colina, como promotores da solubilidade de compostos fendlicos com baixa
solubilidade aquosa, como a rutina ¢ o acido fertlico. Apesar destes e outros compostos
fenolicos poderem ter potencial do ponto de vista da sua aplicacdo na area da satude, a baixa
solubilidade de muitos destes ativos limita grandemente a sua aplicagao.

Neste sentido, € necessario encontrar estratégias para colmatar esta limitacao.

1.3.Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo presentes em plantas e sdo metabolitos secundarios,
caraterizando-se como um grupo complexo e largo de substancias orgéanicas. Atuam como
agentes de defesa em resposta ao stress, conferindo adstringéncia, cor, aroma e sabor. Estes
estdo associados a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares, cancro entre outros
(Magnani, Isaac, Correa, & Salgado, 2014; De Oliveira & Bastos, 2011).

Podem classificar-se em dois grupos: os polifendis, no qual se inclui os taninos, os
flavonoides e os compostos fenolicos simples, do qual fazem parte os acidos fenolicos e as
cumarinas (Caparica, Julio, Baby, de Almeida, & Costa, 2020; Arnoso, Da Costa, & Schmidt,
2019; Magnani et al., 2014; De Oliveira & Bastos, 2011). No ambito do presente trabalho sera
estudado o acido cafeico, outro acido fendlico com baixa solubilidade aquosa como o acido

feralico.
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1.3.1. Acido Cafeico

O 4cido cafeico pertence ao grupo dos compostos fendlicos simples, sendo também
designado de acido 3,4-dihidrohidroxicindmico (Cizmarova, Hubkova, Bolerazska, Marekova,
& Birkova, 2020; Li et al., 2020; Magnani et al., 2014). O acido cafeico ¢ constituido por um
anel aromatico 3,4-hidroxilado ligado a um &cido carboxilico por um frans-etileno (Monteiro

Espindola et al., 2019).
o]

HO RN o

HO

Figura 2 — Estrutura quimica do acido cafeico.

A biossintese do acido cafeico ocorre pela via endogena do xiquimato, sendo este
obtido por extragdo de solvente com metanol e acetato de etilo a temperaturas elevadas
(Haslinger & Prather, 2020; Monteiro Espindola et al., 2019; Lin & Yan, 2012). Este composto
¢ produzido a partir do metabolismo secundario dos vegetais, nomeadamente azeitonas, graos
de café, fruta e cenouras (Monteiro Espindola et al., 2019). Constitui o principal acido
hidroxicinamico encontrado na dieta humana, estando presente na alimentacdao em frutas como
a ameixa, a maga, o kiwi, a pera e em outros elementos como o vinho, plantas, sementes de
girassol, nozes, café, chd e em elevada concentracdo na casca da batata (Catauro et al., 2020;
Monteiro Espindola et al., 2019; Yilmaz, 2019; Giil¢in, 2006; Manach, Scalbert, Morand,
Rémeésy, & Jiménez, 2004; J. H. Chen & Ho, 1997).

Sendo um 4cido fenodlico muito abundante, representa 75-100 % do contetdo total de
acidos hidroxicinamicos na fruta (Monteiro Espindola et al., 2019; Manach et al., 2004). Este
composto fendlico, ¢ encontrado na forma de mondémero como éster de 4cidos gordos e
acucares, amido e glicosideos ou em formas mais complexas como dimeros, trimeros e
derivados dos flavonoides, encontrando-se ainda ligados a proteinas e outros polimeros na
parede da célula vegetal (Catauro et al., 2020; Monteiro Espindola et al., 2019).

Para além de este acido fendlico estar presente na alimentagdo tém sido varios os

estudos que tém demonstrado que este composto pode ter relevancia farmacéutica.
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1.3.1.1 Interesse farmacéutico

O é4cido cafeico ¢ um composto fendlico para o qual t€m sido descritas diferentes

atividades (Tabela 3).

Tabela 3 - Algumas atividades do 4cido cafeico descritas na literatura.

Atividades Referéncias

(Ani, Varadaraj, & Naidu, 2006)
(Almajano, Carb6, Delgado, & Gordon, 2007)
(Magnani et al., 2014)
(Genaro-Mattos, Mauricio, Rettori, Alonso, & Hermes-Lima, 2015)
(Monteiro Espindola et al., 2019)
(Yilmaz, 2019)
(Monteiro Espindola et al., 2019)

Antimicrobiana

Anticancerigena (Haslinger & Prather, 2020)
(Teng, Wang, Liao, & Lan, 2020)
(J. H. Chen & Ho, 1997)
(Giilgin, 2006)
(Magnani et al., 2014)
(Monteiro Espindola et al., 2019)
(Asif & Imran, 2019)
(Teng et al., 2020)
(Ikeda et al., 2011)
(Monteiro Espindola et al., 2019)
(Haslinger & Prather, 2020)
(Teng et al., 2020)
(Un, Lee, Yong, Jeon, & Choi, 2006)
(Monteiro Espindola et al., 2019)
(Agunloye et al., 2019)
(Monteiro Espindola et al., 2019)

Antioxidante

Antiviral

Antidiabética

Cardioprotetora
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Mais concretamente, este composto apresenta capacidade de inibir o crescimento de
bactérias patogénicas, nomeadamente Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, e leveduras.

Existem também vérios estudos que se concentram na utilizacdo do acido cafeico no
tratamento de doencas da pele (Santos, Spagnol, Guillot, Melero, & Corréa, 2019; Magnani et
al., 2014).

No que diz respeito a atividade anticancerigena, estudos tém referido que a ingestao
de alimentos ricos em dacido cafeico pode prevenir o aparecimento de cancro, através do
bloqueio da formagao de nitrosaminas, conhecidos como indutores desta patologia. A atividade
anticancerigena deste composto, apresenta também associacdo com a sua atividade
antioxidante. Neste sentido, o acido cafeico atua inibindo a formagao de espécies reativas de
oxigénio ¢ a indugdo da oxidacdo do DNA de células cancerigenas (Haslinger & Prather, 2020;
Teng et al., 2020; Asif & Imran, 2019; Monteiro Espindola et al., 2019; Magnani et al., 2014;
Giilgin, 2006; J. H. Chen & Ho, 1997).

Outra das atividades atribuidas a este acido fendlico € a antiviral, que se prende com o
facto deste composto ter a capacidade de inibir a multiplicagdo do virus Herpes simplex
(HSV-1), apesar de ndo o inativar (efeito virucida). Assim, o acido cafeico interfere antes de o
DNA viral completar o ciclo de replicagdo, tendo a capacidade de se ligar a algumas enzimas e
inibir as proteinas necessarias para a interacdo virus-hospedeiro (Teng et al., 2020; Haslinger
& Prather, 2020; Monteiro Espindola et al., 2019; Ikeda et al., 2011).

A sua capacidade de aumentar a secrec¢ao de insulina e diminuir a produgao de glicose
hepatica, levando a um efeito supressor na progressao de Diabetes mellitus tipo 2, confere-lhe
atividade antidiabética. E também vantajoso no combate ao stress oxidativo, retardando ou
prevenindo o aparecimento de Diabetes e respetivas complicagdes (Monteiro Espindola et al.,
2019; Un et al., 2006).

Adicionalmente, tem também sido descrita atividade cardioprotetora, justificada pelo
fato deste ativo ter a capacidade de baixar os valores de pressdo arterial, e reduzir a atividade
de enzimas envolvidas na hipertensdo (enzima conversora de angiotensina, colinesterase,
arginase), possuindo assim uma capacidade anti-hipertensiva mais eficiente (Agunloye et al.,
2019; Monteiro Espindola et al., 2019). Tem ainda a capacidade de prevenir as células contra

danos oxidativos (Agunloye et al., 2019; Monteiro Espindola et al., 2019).
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Assim, fica claro a potencial aplicacao deste ativo na area da saude, justificando a

relevancia de continuar a estudar as possiveis aplicagdes deste composto nesta area.

1.3.1.2 Problematica

Tal como referido anteriormente, um dos desafios que a Industria Farmacéutica
enfrenta relaciona-se com as limitagdes apresentadas por alguns compostos
farmacologicamente ativos, que apesar de poderem ter potencial interesse farmacéutico,
apresentam algumas problematicas como a baixa solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade, que sdo cruciais para a aplicacdo destes compostos.

A Dbiodisponibilidade engloba véarios processos, nomeadamente libertagdo da
substancia, absor¢ao pelo organismo, distribui¢ao, metabolismo e excre¢do (Cizmarova et al.,
2020; Z. Zhao & Moghadasian, 2010; Manach et al., 2004). Estudos sugerem que os polifenois
podem ser absorvidos no trato gastrointestinal e metabolizados no limen intestinal, mucosa
intestinal, figado e rim (Cizmarova et al., 2020; Z. Zhao & Moghadasian, 2010; Manach et al.,
2004). A familia dos polifendis apresenta baixa absor¢do no trato gastrointestinal, o que implica
que estes ndo permane¢am um longo periodo no organismo, o que reduz a sua atividade
terapéutica (Arnoso et al., 2019; De Oliveira & Bastos, 2011).

A solubilidade dos compostos fendlicos esta relacionada com alguns fatores,
nomeadamente a polaridade do solvente, o grau de polimerizagdo, a composi¢ao do solvente, e
a relagdo solvente: amostra. E também de referir que os estudos existentes se focam na
solubilidade em 4gua de alguns compostos fendlicos, nomeadamente os acidos
hidroxibenzoicos, o acido trans-cinamico e o acido ferulico (Mira, Barros, Schiocchet, Noldin,
& Lanfer-Marquez, 2008; Mota, Queimada, Pinho, & Macedo, 2008). Estes estudos referem
que os acidos hidroxibenzoicos apresentam uma solubilidade mais elevada em 4gua, quando
comparados com os 4cidos trans-cinamico, fertlico e cafeico, cuja solubilidade ¢ baixa. Neste
sentido, a solubilidade do acido cafeico apresenta valores na ordem dos 0,98 + 0,02 mg/mL a
temperatura de 25 °C (Mota et al., 2008).

Assim, apesar do acido cafeico possuir diversas atividades com interesse farmacéutico,
apresenta algumas limitagdes, devido a sua baixa solubilidade em 4gua que limita a sua

aplicagdo.
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Tendo em conta o referido, o acido cafeico apresenta um conjunto de propriedades,
entre as quais a sua atividade antimicrobiana, que permitem a sua utilizacao no tratamento de
doengas da pele.

Estudos referem a sua utilizagdo no tratamento do acne, uma doenca de pele que surge
devido a inflamacdo causada pela bactéria Propioniumbacterium acnes (Santos et al., 2019;
Magnani et al., 2014) e também na protecdo da pele contra a radiagdo UV, que € responsavel
pelo aparecimento do eritema e pela destruigao das células da pele (Chiang et al., 2015; Han,
Ming, & He, 2011; He et al., 2003).

Em consequéncia, no ambito deste trabalho, pretendeu-se estudar o impacto de trés
liquidos 16nicos, derivados de colina, na solubilidade do acido cafeico. Considerando o possivel
interesse na sua aplicacao topica, foram ainda efetuados estudos relativamente a incorporagao

do acido cafeico em géis aquosos na presenga e auséncia de LI.
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2. Material e Métodos
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2.1.Reagentes

Na realizacdo do trabalho experimental, foram utilizados trés liquidos idnicos
derivados de colina, mais especificamente o (2-hidroxietil)-trimetilamonio-L-fenilalaninato
[Cho][Phe], o (2-hidroxietil)-trimetilaménio-L-glutamato [Cho][Glu] e o (2-hidroxietil)-
trimetilamoénio-glicinato [Cho][Gly], previamente sintetizados pelo nosso grupo (Caparica,
Julio, et al., 2018; Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017). Como ativo em estudo, foi
utilizado 4cido cafeico proveniente de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos da
América (EUA)).

Para além destes reagentes, no desenvolvimento do gel foi ainda usado Carbopol® 940
(Jos¢ Vaz Pereira, Benavente, Portugal), propilenoglicol (Fragron, Barcelona, Espanha),
trietanolamina (Jos¢ Vaz Pereira, Benavente, Portugal) e concentrado de parabenos, preparado
segundo a Farmacopeia Portuguesa VIII com metilparabeno e propilparabeno da Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.2. Estudos de solubilidade

Os estudos de solubilidade foram realizados de acordo com o descrito na literatura
(Caparica, Julio, et al., 2018; Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017). Resumidamente,
foram preparadas solucdes saturadas de 4cido cafeico em dgua e em misturas agua:LI1(99,8:0,2)
para cada um dos LI em estudo, [Cho][Phe], [Cho][Glu] e [Cho][Gly]. Todas as solu¢des foram
preparadas em triplicado.

De seguida, as solugdes foram misturadas no agitador horizontal (IKA VIBRAX
VXR®, LTF Labortechnik GmbH & Co., Bodensee, Alemanha) durante um periodo de 72 h, a
uma temperatura de 25 £ 2 °C. As solugdes foram filtradas, de seguida. Por fim, foram
analisadas no espectrofotometro UV-visivel (Evolution® 300, Thermo Scientific,

Hertfordshire, Inglaterra), no comprimento de onda de absor¢dao méaxima (313 nm).
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2.3. Desenvolvimento do gel aquoso

Foram preparadas formulagdes em gel de base aquosa, na presenga e na auséncia do
LI [Cho][Gly], e com e sem ativo, o acido cafeico (Tabela 4). Todas as matérias-primas foram
pesadas previamente. Colocou-se a dgua destilada e o LI num copo de precipitacdo. De seguida,
o acido cafeico foi dissolvido sob agitagdo. Apos o ativo estar completamente dissolvido, foi
adicionado a mistura o concentrado de parabenos e o propilenoglicol. Por fim, sob agitacdo
vigorosa ¢ em modo chuveiro, adicionou-se o Carbopol® 940, até se atingir uma formulagao

homogénea.

Tabela 4 - Composicdo qualitativa e quantitativa dos géis preparados, % m/m, com e sem o LI,
[Cho][Gly], e com e sem o ativo, acido cafeico.

Controlo Com ativo e
Componentes Com ativo Com LI
(sem ativo e sem LI) com LI
Carbopol® 940 0,5 0,5 0,5 0,5
Propilenoglicol 5 5 5 5
Concentrado de
1 1 1 1

parabenos

[Cho][Gly] - - 0,2 0,2
Acido Cafeico - 0,05 - 0,2
Trietanolamina q.b.p.pH=5
Agua destilada g.b.p. 100

2.4. Estudos de estabilidade preliminar

Para a realizagdao destes estudos, as formulacdes foram submetidas a um teste de
aquecimento gradual ou stress térmico e teste de centrifugacdo. Apds estes ensaios foi
observada a existéncia ou inexisténcia de fendmenos de instabilidade, mais concretamente de
separacdo de fases. Também neste estudo, as caracteristicas organoléticas, pH e viscosidade de

todas as formulag¢des foram analisadas no tempo zero.
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2.4.1. Teste de aquecimento gradual ou stress térmico

Para cada formulagao foram pesados 5,0 g, que de seguida foram colocados num banho
termostatizado, partindo de uma temperatura inicial de 40 °C até a temperatura final de 80 °C,
sendo que a cada 30 minutos realizou-se um incremento de 10 °C. As amostras foram todas

preparadas em triplicado.

2.4.2. Teste de centrifugacao

Com recurso a um triplicado de amostras, 5 gramas de cada formulagdo foram

centrifugadas, de seguida, durante 30 minutos a 7200 xg, a 25 °C.

2.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi executada utilizando o GraphPad Prism 5® by GraphPad
Software (San Diego, MO, EUA), através da anélise de varidncia a um fator, ANOVA, seguida
pelo teste de comparagao multipla de Tukey das diferengas nos valores médios dos resultados.
Os valores encontram-se apresentados no formato de média + desvio padrdo. As diferengas

entre as médias individuais foram significativas com * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.
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3. Resultados e Discussao
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Neste trabalho pretendeu-se avaliar o impacto de trés LI derivados de colina,
[Cho][Phe], [Cho][Glu] e [Cho][Gly], na solubilidade aquosa do acido cafeico. Igualmente,
pretendeu-se desenvolver uma formulagdo de administragdo topica, nomeadamente um gel, na
presenca e auséncia de LI e avaliar o impacto deste sal na incorporagdo do ativo estudado e na

estabilidade das formulag¢des desenvolvidas.

3.1. Estudos de solubilidade

Por forma a compreender a influéncia dos LI na solubilidade do 4cido cafeico, foram
realizados estudos de solubilidade em agua e em diferentes misturas de 4gua:L.I com o objetivo
de avaliar se os LI estudados teriam impacto na solubilidade do ativo. Adicionalmente, e uma
vez que se pretende uma aplicagdo tdpica, este estudo considerou resultados de toxicidade dos
LI estudados, utilizando uma percentagem dos mesmos onde ¢ mantida a viabilidade celular
em cé¢lulas HaCaT, ou seja, queratindcitos humanos. Estes resultados foram obtidos no &mbito
de estudos anteriores publicados pelo nosso grupo (Santos de Almeida, Julio, Saraiva, et al.,
2017) e de estudos no ambito de um projeto de doutoramento a decorrer atualmente no nosso
grupo de investigacdo. Assim, em virtude desses resultados, todos os LI foram incluidos nas
misturas numa percentagem de 0,2 % (v/v), garantindo que foi considerada uma aplica¢do
destes LI a percentagens nao toxicas em cé¢lulas HaCaT.

No que diz respeito aos resultados de solubilidade nas diferentes misturas estudadas,
estes demonstraram que a solubilidade do 4cido cafeico em 4gua, determinada
experimentalmente a 25 °C, foi de 0,50 = 0,01 mg/mL (Figura 3). Este resultado est4 de acordo
com o que se encontra descrito na literatura que descreve que a solubilidade aquosa do 4cido

cafeico apresenta um valor inferior a 1 mg/mL (Pubchem, 2020).

25



Nadia Aiaz Amiraly Remtula Impacto de liquidos i6nicos na solubilidade do acido cafeico e na sua

incorporacdo em géis

| *kk l
2-5- : Hedkdk :
E 201 '
a dokeke dedkek
E 1 5" —— _I—
O]
®
g 1.0
=
=)
© 0.51
n
OC L] ) L) ]
\)rb < \\“)\ \\x‘\
L % N
o ® o
&9 ©
\)@- ‘ Q?‘b q\)fb
9 v L

Figura 3 - Solubilidade do acido cafeico em agua ou misturas de dgua:LI (99,8:0,2, %v/v) a 25 £2 °C.
n=3, média = DP, *** p<0,001 (ANOVA, teste de Tukey). LI estudados [Cho][Phe], [Cho][Glu] ¢
[Cho][ Gly].

Ja no que diz respeito, a solubilidade do 4cido cafeico nas misturas contendo LI, os
resultados demonstraram um aumento da solubilidade do ativo na presenca de todos os LI
estudados, sendo o [Cho][Gly] aquele que permitiu um aumento mais acentuado.
Concretamente, nas misturas de agua:[Cho][Phe] e dgua:[Cho][Glu] as solubilidades obtidas
foram de 1,38 £0,07 mg/mL e 1,42 + 0,11 mg/mL, respetivamente (Figura 3). Estes resultados
representam um aumento de cerca de trés vezes na solubilidade do &cido cafeico em
comparac¢do com os resultados obtidos em agua (Figura 3). Ambos os resultados tém diferencas
estatisticamente significativas em relacdao a solubilidade em agua. No que diz respeito aos
resultados obtidos com estes dois LI ndo foram observadas diferengas estatisticas entre eles
(Figura 3). De referir ainda que, outro estudo realizado com o 4cido fertlico, também ele um
acido hidroxicindmico com baixa solubilidade em meio aquoso (0,64 mg/mL, 25 °C), permitiu
concluir que na presenca dos LI [Cho][Phe] e [Cho][Glu] foi igualmente possivel obter valores
de solubilidade superiores, nomeadamente 1,30 mg/mL na presenga do LI de fenilalalinato e
1,20 mg/mL para o LI de glicinato (Caparica, Julio, et al., 2018). Assim, os nossos resultados
reforcam o facto que os LI a base de colina, podem ser vantajosos como promotores de

solubilidade de acidos fendlicos.
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Finalmente, em relagdo a mistura de agua:[Cho][Gly], o resultado obtido para a
solubilidade do ativo estudado na presenca deste ultimo LI, foi de 2,0 = 0,11 mg/mL
(Figura 3). Este resultado ¢ ainda mais promissor, uma vez que demonstra um valor de
solubilidade 4x superior ao valor obtido em agua.

De salientar ainda que este resultado apresenta uma diferenca estatisticamente
significativa, ndo so relativamente aos resultados obtidos em dgua, mas também relativamente
aos resultados obtidos com os outros dois LI estudados.

Desta forma, este estudo permitiu concluir, ndo s6 que todos os LI estudados permitem
aumentar a solubilidade do 4cido cafeico, mas também distinguir o LI que tem um maior
impacto no aumento da solubilidade do ativo em estudo.

Eventualmente, este resultado pode dever-se a uma maior afinidade entre o ativo € o
LI a base de glicinato, contribuindo para o maior aumento na solubilidade observada.

Na sequéncia deste resultado e considerando que o acido cafeico tem sido descrito
como um composto com potencial aplicacdo topica (Santos et al., 2019; Chiang et al., 2015;
Magnani et al., 2014; Han et al., 2011; He et al., 2003) , pretendeu-se desenvolver formulagdes
em gel, na presenca do LI que conduziu a um maior aumento na solubilidade do 4cido cafeico
([Cho][Gly]), com o intuito de avaliar se este sal também teria impacto na incorporacao do

acido cafeico em estudo e na estabilidade das formulacdes desenvolvidas.

3.2. Desenvolvimento das formulacdes gel

Para o desenvolvimento das formula¢des em gel, o acido cafeico foi incorporado no
gel, na presenga e auséncia do LI [Cho][Gly]. O ativo foi incorporado nas formulagdes a
concentracdo maxima que este € solivel em agua ou na mistura agua:[Cho][Gly] (99,8:0,2), ou
seja, 0,50 £ 0,01 mg/mL e 2,0 = 0,11 mg/mL, respetivamente, de acordo com os resultados
obtidos nos estudos de solubilidade.

Para este estudo foram preparadas varias formulagdes, tal como descrito na Tabela 4,
nomeadamente: um gel controlo, que ndo contém LI, nem ativo; um gel com ativo e sem o LI;
um gel com o LI e sem o ativo; e um gel com o LI e o ativo.

Apb6s a producdo das formulacdes, observou-se a olho nu as caracteristicas

organoléticas dos géis (Tabela S), sendo possivel perceber que no gel controlo, ou seja, sem
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ativo e sem LI e no gel com ativo, também sem LI, as formulagdes apresentam-se com um
aspeto muito fluido e translucido, pelo que se deduz que apresentarao um valor de viscosidade
baixo. Isto indica que na presenca de acido cafeico, o gel parece ndo apresentar grandes
variagoes em relacdo ao controlo, esperando-se assim que o ativo ndo influencie grandemente
a viscosidade da formulacao.

Ja no gel preparado na presenga de LI [Cho][Gly], foi possivel verificar que este se
encontra mais viscoso, uma vez que apresenta uma menor fluidez (Tabela 5). Por fim, quando
o gel é incorporado com ativo e o LI é possivel verificar igualmente uma formulagdo com menor
fluidez.

Estes resultados parecem indicar macroscopicamente que a presenca do LI contribui
para um aumento da viscosidade do gel. No que diz respeito a coloracdo, a formula¢do com LI
e ativo, apresenta uma cor visivelmente mais esbranquicada (Tabela 5), que podia ser
expectavel uma vez que na presenca do LI foi possivel incorporar uma quantidade 4 vezes

superior de ativo.

Tabela 5 — Imagens macroscopicas das formulagdes em gel, na auséncia ou presenga de ativo € ou do
LI [Cho][Gly].

Controlo Com ativo e Sem ativo e Com ativo e

(sem ativo e sem LI) sem LI com LI com LI

Para além das carateristicas organoléticas, também foram realizados estudos de
estabilidade preliminar com o intuito de avaliar se a incorporacdo do LI nas formulagdes
interfere com a estabilidade das mesmas. Estes estudos sdo relevantes, uma vez que a
formulacao € sujeita, num curto periodo, a condi¢des preliminares extremas, permitindo revelar
a estabilidade e o comportamento das formulacdes sob estas condigdes, do ponto de vista

quimico, fisico e organolético. Assim, permitem prever possiveis alteracdes que podem ocorrer
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apos a comercializagdo do cosmético (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
2004).

Neste sentido, as formulacdes foram sujeitas a condigdes extremas, através do teste de
aquecimento gradual ou de stress térmico e do teste de centrifugacao.

Todas as formulagdes se mostraram termicamente estaveis no teste de aquecimento
gradual e fisicamente estaveis no teste de centrifugacdo (Tabela 6). Assim, estes resultados
indicam que a introducao do LI, como promotor de solubilidade e da incorporagao do acido
cafeico, ndo interfere com a estabilidade imediata do gel preparado. Em estudos anteriores,
também referentes a formulagdes topicas contendo LI, mas considerando emulsdes O/A e na
presenca de acido feralico, demonstrou-se que a presenga de LI ndo afetou a estabilidade das
formulagdes e contribuiu para uma maior incorporacdo de farmaco (Caparica, Julio, et al.,

2018).

Tabela 6 - Resultados obtidos nos testes de estabilidade preliminar (aquecimento gradual e

centrifugacao).
Teste de estabilidade Controlo Com ativo ComLI  Com ativo
preliminar (sem ativoesem LI) esem LI esem ativo ecom LI
Aquecimento gradual Estavel Estavel Estavel Estavel
Centrifugagao Estavel Estavel Estavel Estavel

Ainda considerando a avaliagdo das propriedades dos géis desenvolvidos, a interacao
entre a superficie da pele e as formulagdes € um fator que deve ser ponderado quando se
desenvolvem formulagdes topicas. Neste sentido, € uma vez que as propriedades fisicas e
quimicas de uma formulagdo tém impacto na superficie da pele, ¢ relevante realizar estudos
reologicos, a nivel da textura e a nivel sensorial, como por exemplo avaliar a viscosidade e a
consisténcia. Assim, foram também avaliadas as viscosidades dos géis, procurando comprovar
o que foi observado macroscopicamente e que indicou que a presenca de LI deverd aumentar
consideravelmente a viscosidade das formulacoes.

A viscosidade ¢ uma caracteristica reoldgica, que descreve a fluidez de um liquido,

nomeadamente, a resisténcia que um fluido possui ao escoamento. Ou seja, uma viscosidade
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mais elevada, indica uma elevada resisténcia ao escoamento, logo quanto maior a viscosidade,
menor a velocidade com que o liquido se movimenta (Quinones & Ghaly, 2008; Corréa, Junior,
Ignacio, & Leonardi, 2005). Este parametro pode ser alterado de forma a tornar uma formulacao
mais apelativa para o consumidor, utilizando diferentes componentes para este efeito como
surfactantes e estabilizadores da formulagdo, pois estes atuam como fatores tixotrdpicos
(Calixto, Infante, & Campos, 2018).

No caso concreto das formulagdes em gel desenvolvidas, a viscosidade reflete a sua
consisténcia, tal como observado na Tabela 5 (Dantas et al., 2016; Shinde, Pokharkar, &
Modani, 2012). Mais concretamente, os resultados obtidos indicam que a formulagdo controlo
—sem ativo e sem LI — apresenta uma viscosidade semelhante a da formulagdo com ativo e sem
LI (sem diferengas estatisticas entre eles), quando comparadas com as formulagdes contendo o
LI (Tabela 7). De facto, no que diz respeito aos géis na presenga do LI [Cho][Gly], a
viscosidade aumenta consideravelmente relativamente aos géis na auséncia deste sal
(Tabela 7). Estes dados estdo de acordo com os resultados observados macroscopicamente
(Tabela 5), onde ¢ claramente visivel que os géis na presenca do LI apresentam uma aparéncia

mais viscosa.

Tabela 7 - Resultados de viscosidade (mPas) apresentada pelo gel sem ativo e sem LI, quando
incorporado ativo, o LI [Cho][Gly] e ambos.

Controlo
Com ativo Com LI Com ativo e com
(sem ativo e
e sem LI e sem ativo LI
sem LI)
Viscosidade
1692,0 +£ 23,1 1100,7 + 58,5 14880,0 + 256,4 11086,7 + 81,4
(mPas)

Finalmente, torna-se fundamental salientar que na presenca do LI foi possivel
incorporar uma maior quantidade de acido cafeico, comparativamente com a formulagdo sem
LI, devido a maior solubilidade deste ativo na presenca deste sal. Mais uma vez, este estudo
demonstra a capacidade dos LI a base de colina para aumentar a incorporagao de ativos pouco
soliveis em formulagdes tdpicas, tal como tem sido descrito para outro tipo de formulagdes,

como emulsdoes e microemulsdes e considerando outros ativos como, acido feralico
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(Caparica, Julio, et al., 2018), rutina (Caparica, Julio, et al., 2018) 4cido salicilico (Santos de
Almeida, Julio, Saraiva, et al., 2017), e o aciclovir (Moniruzzaman, Tahara, et al., 2010).
Deste modo, este estudo permitiu mais uma vez demonstrar que os LI a base de colina,
a concentragdes nao toxicas, podem funcionar como excipientes funcionais em sistemas de
veiculagdo, nomeadamente, na aplicagdo de acido cafeico em formulacdes topicas, como géis,
permitindo ndo s6 aumentar a solubilidade e a incorporagdo de ativos pouco soluveis nestas
formulacdes, mas podendo ainda ter impacto em parametros fisico-quimicos dos sistemas,

como a viscosidade.

31



Nadia Aiaz Amiraly Remtula Impacto de liquidos i6nicos na solubilidade do acido cafeico e na sua

incorporacdo em géis
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O trabalho experimental realizado teve como objetivo avaliar o impacto de trés
liquidos i6nicos a base colina, [Cho][Phe], [Cho][Glu] e [Cho][Gly], na solubilidade do 4cido
cafeico a 25 °C, um ativo com possivel aplicabilidade farmacéutica, mas com baixa solubilidade
aquosa. Os estudos de solubilidade foram efetuados em dgua e em misturas agua:LI1, utilizando
estes sais a percentagens nao citotoxicas. De seguida, foram também desenvolvidas
formulacdes em gel na presenga e auséncia do ativo estudado e na presenca e auséncia de LI.

Relativamente aos estudos de solubilidade, os resultados permitiram concluir que a
solubilidade do ativo aumenta na presenga de todos os LI em estudo, mas apresenta um aumento
mais significativo na presen¢a de [Cho][Gly]. Considerando este resultado, as formulagdes em
gel foram desenvolvidas na presencga deste LI

Todos os géis preparados apresentaram estabilidade, nomeadamente na auséncia de
ativo e de LI (controlo), na presenca de ativo e sem LI, bem como na presencga do LI e sem o
ativo e na presenga de ativo e de LI. Estes resultados demonstraram que o LI ndo afetou a
estabilidade das formulacdes desenvolvidas.

A quantidade de acido cafeico incorporada foi sempre a quantidade méaxima desse
ativo que ¢ solivel em agua ou na mistura agua:LI [Cho][Gly] (99,8:0,2). Deste modo, foi
possivel verificar que na presenca de LI foi possivel incorporar uma maior quantidade de acido
cafeico nas formulagdes, devido a sua maior solubilidade na presenca do LI.

Adicionalmente, verificou-se ainda que os géis desenvolvidos na presenca do LI
demonstraram possuir uma maior viscosidade. Este resultado indica que o LI estudado tem
impacto neste parametro, fator que poderd futuramente ser considerado no processo de
formulagdo e possivelmente representar uma nova funcionalidade destes sais.

Assim, este estudo demonstra que os LI estudados podem ser tteis como excipientes
funcionais, em formulagdes contendo acido cafeico, mais concretamente como promotores da
sua solubilidade. Finalmente, o LI [Cho][Gly] demonstrou ser o que permitiu um maior
aumento na solubilidade do acido cafeico estudado, permitindo de seguida a incorporagao de
uma quantidade 4 vezes superior deste ativo e permitindo obter formulacdes estaveis na sua

presencga.
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