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Resumo 

A lysyl oxidase (LOX) e as lysyl oxidase like (LOXL), são enzimas participantes no processo 

de regeneração cutânea. A nanotecnologia permite formular sistemas de veiculação eficientes 

para aplicação tópica como os transportadores lipídicos nanoestruturados (NLCs). O presente 

estudo teve como objetivo explorar a aplicação de compostos moduladores das enzimas 

LOXL2 para o controlo da regeneração cutânea. 

 Para tal, foi avaliado o impacto de compostos inibidores da LOXL2 identificados pelo grupo 

CBIOS (8α,9α-epoxycoleon-U-quinone - EPCU e Pimarane 7, 15-isopimaradien-19-ol – PN1) 

na viabilidade de queratinócitos humanos. Foi testado o impacto de PN1, EPCU e BAPN na 

viabilidade de queratinócitos humanos (células HaCaT), recorrendo ao método de Cristal 

Violeta. O IC50 de inibição da LOXL2 de EPCU é de 58,3 uM, e no presente estudo os 

queratinócitos submetidos a concentração de 50 nM sofreram uma redução significativa da 

sua viabilidade. Relativamente ao PN1, o seu IC50 de inibição da LOXL2 é de 104,4 uM, e a 

partir dos resultados obtidos neste estudo com a concentração máxima de 200 nM, o 

composto não impactua a viabilidade celular, sendo este promissor para estudos futuros. 

Adicionalmente, foi verificada a possibilidade de veiculação um composto inibidor das LOXL2 

comercialmente disponível, o β-aminopropionitrilo (BAPN) através de NLCs. Relativamente à 

caracterização das NLCs com e sem BAPN, o diâmetro hidrodinâmico (Dh) das NLCs sem 

BAPN foram menores do que das NLCs com ativo, o seu índice de polidispersão (PDI) não 

ultrapassou 0,3 em ambos os casos, e o potencial zeta situou-se entre -18 e -22 mV. As NLCs 

com BAPN apresentaram um valor de pH mais alto em relação às sem BAPN. Os testes de 

avaliação da estabilidade demonstraram que as formulações se mantiveram inalteradas. A 

segurança e eficácia das NLCs sem BAPN foi testada num grupo de voluntários humanos. No 

que diz respeito às medições de parâmetros cutâneos após aplicação tópica, os parâmetros 

perda transépidermica de água (PTEA), eritema e hidratação revelaram que as NLCs têm boa 

compatibilidade, mas o aumento da hidratação foi pequeno. O trabalho permitiu concluir que 

as concentrações máximas dos inibidores testados que não induzem alterações na viabilidade 

das células são respetivamente: 500 nM para BAPN, 20 nM para EPCU e 200 nM para PN1. 

O BAPN foi incorporado em NLC, mas por ser ionizado reduziu o seu potencial zeta que 

poderá condicionar a estabilidade ao longo do tempo. As NLCs podem ser consideradas 

compatíveis com a pele. Estes dados evidenciam o potencial destes compostos como 

possíveis moduladores do processo de cicatrização, que poderão ser veiculados por NLCs. 

Palavras-chave: células HaCat, BAPN, viabilidade celular, NLC, regeneração cutânea
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Abstract 

Lysyl oxidase (LOX) and lysyl oxidase like (LOXL) are enzymes involved in the skin 

regeneration process. Nanotechnology makes it possible to formulate efficient delivery 

systems for topical application such as nanostructured lipid carriers (NLC). The present study 

aimed to explore the application of compounds that modulate LOXL2 enzymes to control skin 

regeneration. For this purpose, the impact of LOXL2 inhibitor compounds identified by the 

CBIOS group (8α,9α-epoxycoleon-U-quinone - EPCU and Pimarane 7, 15-isopimaradien-19-

ol - PN1) on the viability of human keratinocytes was evaluated. The impact of PN1, EPCU 

and BAPN on the viability of human keratinocytes (HaCaT cells) was tested using the Crystal 

Violet method. The IC50 of LOXL2 inhibition of EPCU is 58.3 uM, and in the present study, 

keratinocytes subjected to a concentration of 50 nM suffered a significant reduction in their 

viability. Regarding PN1, its LOXL2 inhibition IC50 is 104.4 uM, and from the results obtained 

in this study, with a maximum concentration of 200 nM, the compound does not impact cell 

viability, which is promising for future studies. In addition, the carrier compatibility of a 

commercially available LOXL2 inhibitor compound, β-aminopropionitrile (BAPN) was verified 

by NLC. Regarding the characterization of nanoparticles (NPs) with and without BAPN, the 

hydrodynamic diameter (Dh) indicates that the NPs without BAPN were smaller, their 

polydispersion index (PDI) did not exceed 0.3 in both, and the zeta potential was situated 

between -18 and -22 mV. NPs with BAPN have a higher pH value compared to NPs without 

BAPN, and this value slightly increased with storage time. Stability evaluation tests 

demonstrated that the formulations remained unchanged. The safety and efficacy of NPs 

without BAPN was tested in a group of human volunteers. With regard to the measurements 

of skin parameters after topical application, the parameters transepidermal water loss (TEWL), 

erythema and hydration revealed that the NPs have good compatibility, but the increase in 

hydration was small. The work led to the conclusion that the maximum concentrations of the 

tested inhibitors that do not induce changes in cell viability are respectively: 500 nM for BAPN, 

20 nM for EPCU and 200 nM for PN1. BAPN was successfully incorporated in NLC formulation, 

but because it is ionized it reduces its zeta potential, which may have an impact in stability 

over time. NPs can be considered compatible with the skin. These data show the potential of 

these compounds as possible modulators of the healing process, which may be conveyed by 

NPs. 

Keywords: HaCat cells, BAPN, cell viability, NLC, skin regeneration 
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1 A pele  
 

A pele é uma evidência da evolução humana em milhares de anos. A melanina é o 

fator significativo para a variação de cor da pele, toda via, outros fatores externos também são 

responsáveis pela sua produção como a incidência de raios ultravioleta (UV) (Juzeniene et 

al., 2010; Naik & Farrukh, 2022). As pessoas que residem perto da linha do equador têm 

tendência a ter pele de cor escura, pois assim o organismo tem uma defesa natural contra as 

radiações UV, enquanto que indivíduos residentes em zonas mais distantes da linha do 

equador possuem pele mais clara, para que não interfira na produção de vitamina D (Brenner 

& Hearing, 2008; Hart et al., 2011). 

O desenvolvimento da autoestima do ser humano é adquirido em conjunto com o 

desenvolvimento da sua personalidade. Neste contexto, os distúrbios dermatológicos crónicos 

podem afetar a aparência física, prejudicar a autoestima do indivíduo e consequentemente 

alteração da sua personalidade. As doenças dermatológicas mais comuns são acne, psoríase 

e eczema com início normalmente na infância e adolescência (Charalambos Costeris, Maria 

Petridou, 2021; Urpe et al., 2005). Um estudo realizado em Singapura na população asiática  

teve como objetivo avaliar a carga psicossocial de distúrbios dermatológicos. Os resultados 

apresentados demonstraram que os participantes com este tipo de patologias apresentaram 

maior probabilidade de desenvolver sintomas depressivos, isolamento social e menor 

qualidade de vida (Yew YW, Kuan AHY, Ge L, Yap CW & BH, 2020). 

Uma pele saudável reflete qualidade de vida, autoapreciação, saúde mental, e 

essencialmente, representa o perfil de uma pessoa. Um bom perfil pode influenciar em 

acontecimentos da sua vida como aquando de uma entrevista de emprego para um novo 

cargo ou iniciar uma relação afetiva (Humphrey et al., 2021; Rhodes, 2006). O médico 

dermatologista pode desempenhar um importante papel nas situações em que a saúde da 

pele esta afetada fornecendo um tratamento. Consequentemente, leva a melhoras dos sinais 

físicos e sintomas psicológicos, podendo fornecer uma possibilidade de melhor qualidade de 

vida (Tuckman, 2017). 

 

1.1 Caracterização estrutural e funcional da pele 

 

A pele possui uma extensa área, com cerca de 2 m2 e uma massa de 15% do peso 

corporal humano, e por essa razão é considerada o maior órgão do corpo (Dąbrowska et al., 

2018). A sua principal função é barreira, representando a primeira linha de defesa contra os 

xenobióticos presentes no meio ambiente (Chambers & Vukmanovic‐Stejic, 2020; Juliet M. 
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Pullar, Anitra C. Carr, 2017). Paralelamente a pele também desempenha outras funções 

importantes, como participar em processos metabólicos como a síntese de vitamina D, 

protege contra os diversos tipos de radiação, participa na autorregulação do organismo, evita 

a perda de água e eletrólitos essenciais ao seu bom funcionamento, protege contra 

traumatismos e tem poder de perceção de estímulos sensoriais (Chambers & Vukmanovic‐

Stejic, 2020; Roger et al., 2019). É colonizada por diferentes espécies de bactérias, fungos e 

vírus que em conjunto formam um ecossistema, que também ajudam na defesa (Byrd et al., 

2018). Em predominância no ecossistema encontram-se as bactérias da família 

Staphylococcus e Cutibacterium, porém, existe uma grande variação na sua distribuição de 

acordo com a região anatómica. Por exemplo, a espécie de Staphylococcus epidermidis 

predomina em regiões de maior humidade, enquanto a espécie de Cutibacterium Acnes, é 

facilmente encontrada em zonas com maior abundância de glândulas sebáceas. Estudos 

indicam que uma desregulação do ecossistema da pele combinada com um menor 

desempenho protetor do sistema imunitário pode ocasionar proliferação das infeções 

oportunistas (Ahle et al., 2022). 

A espessura da pele varia consoante a região anatómica e a quantidade de camadas 

subjacentes. A estrutura da pele é complexa, mas de modo simplificado pode ser dividida em 

epiderme e derme (Figura 1) (Boer et al., 2016). A epiderme é a camada mais externa da pele, 

sendo constituída por tecido estratificado pavimentoso queratinizado, e organizada em 

estratos que são designadamente os Stratum Basalis (camada celular basal), Stratum 

Spinosum (camada celular espinhosa), Stratum granulosum (camada celular granular), 

Stratum Lucidum, Stratum Corneum (SC) (camada celular de queratina) (Figura 2). Neles 

estão distribuídas as células presentes na epiderme como os queratinócitos, melanócitos, 

células de Langerhans e células de Merkel (Hani Yousef; Mandy Alhajj; Sandeep Sharma, 

2020; Rodrigues et al., 2019; Roger et al., 2019). Na epiderme são de destacar os 

queratinócitos, que exercem função estrutural e passam por processos de diferenciação, 

cornificação e descamação em ciclos de 28 dias (Piipponen et al., 2020; Rikken et al., 2020; 

Wickett & Visscher, 2006). 
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As células presentes no SC em maior quantidade são os corneócito, sendo estas 

células o produto final dos queratinócitos basais que sofreram maturação. A maturação é um 

processo em que os queratinócitos se diferenciam e migram desde a camada basal até a 

camada mais externa. É uma etapa importante, pois confere resistência mecânica e a função 

barreira do SC (Évora et al., 2021). A maturação inicia-se no Stratum Basalis, onde os 

queratinócitos apresentam um núcleo e permanecem em constante processo de mitose. É um 

processo controlado, pois depende de outras células como as proteases, o pH do meio, e a 

hidratação regulada (Évora et al., 2021; Hani Yousef; Mandy Alhajj; Sandeep Sharma, 2020). 

No Stratum Spinosum, os queratinócitos assumem a forma poliédrica e a presença de 

desmossomas promove a junção celular. Desta forma conferem resistência quando aplicado 

um stress mecânico (Garrod & Chidgey, 2008; Roger et al., 2019). Ao migrarem para o 

Stratum Granulosum as células apresentam grânulos constituídos por querato-hialina e 

anucleados. Os grânulos são insolúveis em água e a principal função é reticular os filamentos 

de queratina, sendo este processo chamado de queratinização (Freeman SC, 2022; Roger et 

al., 2019). O Stratum Lucidum está presente apenas em regiões do corpo onde a pele não 

contem folículos pilosos como, por exemplo, a pele da palma das mãos (Hani Yousef; Mandy 

Alhajj; Sandeep Sharma, 2020).  

O SC é a camada celular que tem como principal função regular a perda 

transépidermica de água. É a última etapa da maturação dos queratinócitos, agora com a 

designação de corneócitos, apresentando-se anucleados e com maior permeabilidade na 

membrana celular, facilitando a entrada de cálcio. A filagrina é uma proteína resultante desta 

etapa e tem como função agregar a queratina dos corneócitos, sendo depois degradada em 

aminoácidos que ficam na superfície da pele promovendo a hidratação cutânea, e também 

originando péptidos com ação antimicrobiana. Os corneodesmossomas são estruturas 

intermoleculares que unem os corneócitos entre si (Goleva et al., 2019; Johansen, 2017; 

Figura 1 - Estrutura da pele e seus anexos. Adaptado de  (Seeley, Rod R. Stephens D., Trent, 
2005) 
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Murphrey MB, Miao JH, 2021; Nunes et al., 2018). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A derme é a camada subjacente à epiderme, sendo constituída pelas zonas papilar e 

reticular. A zona papilar está localizada na junção com a epiderme e contém terminações 

nervosas e vasos sanguíneos. 

A camada reticular é composta por tecido conjuntivo onde as células estão inseridas 

na própria matriz extracelular. Esta é composta de fibras de colagéneo e elastina e 

macromoléculas como o ácido hialurónico. Também existe vasculatura e mecanorrecetores, 

assim os nutrientes chegam ao tecido e há receção dos estímulos externos. A principal função 

da derme é conferir elasticidade e forma à pele além de nela também estarem inseridas as 

glândulas sudoríparas e folículos pilosos (Hani Yousef; Mandy Alhajj; Sandeep Sharma., 

2020; Rippa et al., 2019; Rodrigues et al., 2019). 

 

1.1.1 Processo de cicatrização de feridas e o papel das enzimas LOX 

 

Como explicado anteriormente, a pele exerce função barreira contra agentes 

agressores físicos, químicos e radiações. Quando a sua integridade se encontra afetada, 

esses agressores externos podem atravessar a barreira, e desta forma comprometem a saúde 

do organismo. A pele tem mecanismos reparadores para sua proteção. Os mecanismos 

podem ter a sua eficácia influenciada por fatores como a idade e patologias agudas ou 

crónicas (Wilkinson & Hardman, 2020). Com o passar do tempo a matriz dérmica torna-se 

mais fina, perde alguma quantidade de colagéneo e a sua rigidez aumenta. (Blair et al., 2020). 

No caso de indivíduos com uma patologia crónica, como por exemplo diabetes, a recuperação 

das feridas é lenta, e quando não devidamente tratadas podem evoluir. Em casos mais 

Figura 2 - Estratos da epiderme e papila dérmica. Adaptada de (Seeley, Rod R. 
Stephens D., Trent, 2005) 
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extremos, a resolução do problema pode passar pela amputação do membro, aumentando a 

probabilidade de morte (Rodrigues et al., 2019).  

A cicatrização de feridas depende de vários aspetos, como a sua localização, 

profundidade, tamanho, contaminação microbiana, a genética e epigenética do indivíduo. 

Adicionalmente, a ferida pode ou não deixar cicatriz (Sorg et al., 2017; Woodley, 2017). A 

recuperação de uma lesão na pele é um processo complexo, depende da atividade de várias 

células presentes na matriz extracelular e pertencentes ao sistema imunitário, níveis de 

oxigénio, quimiocinas, e a síntese de fatores de crescimento que estão diretamente 

relacionados com a ativação celular (Rodrigues et al., 2019). Existem células responsáveis 

por restaurar a estrutura da pele, sendo os fibroblastos, queratinócitos e outras responsáveis 

por mediar a fibrose. Estes participam no desencadeamento da cadeia inflamatória, síntese 

da matriz extracelular e no recrutamento de células imunológicas. Neste processo são 

também necessários iões metálicos como cálcio, zinco e magnésio. O cálcio tem capacidades 

de modular a proliferação, diferenciação e maturação dos queratinócitos (Subramaniam et al., 

2021). 

O processo de cicatrização da pele pode ser dividido nas fases de hemostase, 

inflamação, proliferação e remodelação, que ocorrem em sequência (Rippa et al., 2019; P.-H. 

Wang et al., 2018). Na fase de hemostase há formação de coágulo. Primeiramente forma-se 

o tampão plaquetário a partir do endotélio vascular. Após o dano, o fator de Von Willibrand 

com o platelet-derived growth factor (PDGF), o transforming growth factor (TGF), fibroblast 

growth factor (FGF) e vascular endothelial growth factor (VEGF) são libertados para a corrente 

sanguínea pelas células endoteliais e megacariócitos, aumentando assim a afinidade entre as 

plaquetas e proporcionando a agregação plaquetária. Desta forma, dá-se o início das vias 

extrínseca e intrínseca para estabilizar o coágulo (Moretti et al., 2022; Reinke & Sorg, 2012). 

O ião cálcio demonstrou ser um fator importante na formação do coágulo nesta fase, sendo 

uma espécie sinalizadora extracelular e segundo mensageiro intracelular dos queratinócitos 

e fibroblastos (Magee et al., 1987; Subramaniam et al., 2021). 

A fase de inflamação inicia-se após 2 horas da lesão e pode perdurar até 2 semanas 

ou mais e resume-se na migração de leucócitos. Há secreção de enzimas, citocinas pró-

inflamatórias das plaquetas e células do sistema imune residentes no tecido resultantes nos 

sinais típicos da inflamação: dor, inchaço, calor e vermelhidão. Os vasos e capilares 

sanguíneos aumentam a sua permeabilidade para promover a passagem de células do 

sistema imunitário para o local da ferida, nomeadamente os neutrófilos, macrófagos e 

linfócitos T (Moretti et al., 2022; Wallace HA, Basehore BM, 2020; P.-H. Wang et al., 2018). 

As feridas superficiais, de pequenas dimensões e não contaminadas por 

microrganismos, são associadas a curta duração na fase de hemostase de inflamação. Devido 
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à produção de coágulos sanguíneos, o processo de cicatrização é mais rápido. Feridas 

profundas, de grande dimensão e infetadas necessitam de mais tempo para cicatrizar. Nestas, 

a fase de hemostase leva mais tempo para ocorrer devido à necessidade de remover os 

xenobióticos antes do início da formação do novo tecido (Sorg et al., 2017). 

A fase de proliferação resume-se à migração dos fibroblastos para o local da ferida 

onde vão exercer a sua função de sintetizar proteínas estruturais perdidas no ato da lesão. 

Nesta altura, estão presentes na matriz dérmica, proteoglicanos, mediadores inflamatórios, 

colagéneo dentre outras células estruturais. Os queratinócitos movem-se desde o Stratum 

Basal até a matriz provisória e proliferam-se para a reepitelização (Reinke & Sorg, 2012). 

Inicia-se a angiogénese para substituir os vasos lesados e a migração de células da periferia 

para o local da ferida visando estabilizar a ferida (Guo & DiPietro, 2010; Moretti et al., 2022). 

Por último, a fase de remodelagem ou maturação é um processo que começa por volta 

da terceira semana e pode durar até doze meses e não acontece nas pequenas feridas 

dérmicas. Neste passo há a degradação do excesso de proteínas produzidas pelos 

fibroblastos, e a formação de ligações cruzadas. Este processo varia consoante a idade do 

indivíduo (Guo & DiPietro, 2010; Moretti et al., 2022; Wallace HA, Basehore BM, 2020). 

A LOX e as quatro LOX-like 1, 2, 3 e 4 (LOXL 1-4) estão localizadas na derme, mas 

também na placenta, diafragma, rim e pavimento pélvico, e ainda com menor expressão no 

cérebro e fígado (Cai et al., 2017; W. Wang et al., 2022). São enzimas que participam 

diretamente na síntese de fibras de colagéneo e elastina. Mais detalhadamente, as LOX e 

LOXL são catalisadoras de ligações cruzadas, especificamente as reações de desaminação 

oxidativa que ocorrem na terminação amino dos resíduos lisil das células de colagéneo e 

elastina e no resido de hidroxilisil no colagéneo. Desta forma, auxiliam na estabilização dos 

componentes estruturais da matriz extracelular (Dreaden et al., 2012; KOBAYASHI et al., 

1994; Noblesse et al., 2004).  

A atividade deste conjunto de enzimas confere resistência biomecânica e integridade 

estrutural à matriz extracelular. Estas enzimas, também estão fisiologicamente relacionadas 

na supressão tumoral, motilidade celular, regulação da transcrição gênica, na transdução de 

sinal e adesão tumoral (Cox et al., 2016; Kim et al., 2011; Ramos et al., 2022; Siddikuzzaman 

et al., 2011; Teppo et al., 2013). A primeira vez que se observou atividade direta das enzimas 

LOX no processo de cicatrização de feridas foi em 1974 (Chvapil et al., 1974). No organismo 

humano, o colagéneo tipo I é o componente da matriz extracelular dérmica que existe em 

maior quantidade, e os restantes tipos de colagéneo estão representados em pequenas 

porções. Aquando de uma lesão, este cenário inverte-se: o colagéneo tipo I diminui e o 

colagéneo tipo III aumenta significativamente, assim como a expressão da enzima LOX (Cai 

et al., 2017; Li et al., 2007). Alterações extracelulares como hipoxia ou hiperglicemia também 
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podem induzir o aumento ou diminuição da expressão das LOX (N. Yang et al., 2020). O 

aumento da expressão gera patologias como aterosclerose e esclerodermia e a diminuição 

leva a evolução de patologias como queratose (Barker et al., 2012). 

Atualmente o papel das enzimas LOX e LOXL tem sido explorada para auxiliar na 

terapia de reparação de tecidos. As enzimas LOX e LOXL são um grupo de enzimas 

promissoras para estudos futuros, pois são um alvo com potencial na terapêutica de 

patologias como doença coronária, terapia contra vários géneros de cancro e processos de 

cicatrização (Ferreira et al., 2021; Laczko & Csiszar, 2020; Xiao & Ge, 2012). 

 

1.2 Compostos moduladores da enzima LOXL2 

 

Entre os vários estudos publicados sobre a enzima LOXL2, surgiram estudos sobre os 

compostos inibitórios da mesma. As pesquisas científicas em contextos de inibição testam 

maneiras de acelerar o processo de cicatrização, inibir a progressão de um cancro, impedir 

progressão de doenças inflamatórias, dentre outros (Ferreira et al., 2021; Ribeiro et al., 2014). 

Os compostos inibitórios podem ser classificados como quelantes de ião cobre, 

nomeadamente, tetratiomolibdato ou a D-penicilamina, que são exemplos desta classe. O 

mecanismo é fixar o ião de cobre, dessa maneira diminui a possibilidade de ser utilizado pelas 

LOX e a LOXL-2 e consequentemente diminui a expressão das mesmas (Chopra et al., 2020). 

No entanto, a utilização sistemática destes compostos pode interferir com outros processos 

biológicos que dependem do ião cobre (Cox et al., 2016; Ferreira et al., 2021; Niu et al., 2020). 

Outra classe de compostos inibitórios existente são os inibidores seletivos da LOX e LOXL2. 

Estes compostos ligam-se as enzimas e têm capacidade de alterar a sua estrutura podendo 

inibi-las (Chang et al., 2017). Compostos pertencentes a esta classe são PXS-S1A, PXS-S2A, 

PAT-1251, entre outros (Chang et al., 2017; Setargew et al., 2021). O  Simtuzumab, um 

anticorpo também pode inibir as enzimas de forma não competitiva, principalmente a LOXL-2 

(Ikenaga et al., 2017). O anticorpo pode conter variações (Ferreira et al., 2021; Umscheid et 

al., 2011). Por fim , os inibidores duplos de LOX/LOXL, são moléculas inovadoras, cujo 

mecanismo é uma inibição de forma irreversível para as LOXL2 e LOXL3, o que se apresenta 

como uma vantagem, pois inibe dois sítios alvos em simultâneo (Ferreira et al., 2021; Schilter 

et al., 2019). 

 

1.3 Bioatividade dos compostos inibidores das enzimas LOXL2  

 

Num estudo foi testada a bioatividade de três compostos inibitórios das enzimas 

LOXL2, nomeadamente o BAPN (beta-aminopropionitrile fumarate - Acros Organics [New 
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Jersey, USA]) (Sherif, 2010), EPCU e PN1 (Pimarane 7, 15-isopimaradien-19-ol) (compostos 

não divulgados). O BAPN é um composto presente em plantas do género Lathyrus, 

nomeadamente em maior quantidade nas sementes. O mecanismo de ação passa por inibir 

de forma irreversível a enzima LOX e da LOXL  (1-4) , consequentemente interfere na síntese 

de colagéneo e elastina (Hajdú et al., 2018; Nelson et al., 1988; Plumlee, 2004). Atualmente 

o BAPN é estudado em contexto de prevenção de patologias como, por exemplo, aneurisma 

aórtico abdominal, fibrose, e outras patologias em que há produção exagerada dos 

componentes da matriz extracelular (Cullen et al., 2019) (Plumlee, 2004)(Giampuzzi et al., 

2000). 

 Os compostos EPCU e PN1 pertencem à classe dos diterpenos tricíclicos, ou seja, 

são compostos que possuem em torno de 20 carbonos na sua constituição química. São 

obtidos em várias plantas, mas principalmente nas famílias Lamiaceae e Asteraceae. São 

considerados compostos bioativos que exercem atividades variadas como anti-inflamatória, 

analgésica, anticancerígena e ação antibacteriana (Isca et al., 2020).  

Para verificar a toxicidade dos compostos foi utilizado um modelo in vitro. 

 

1.4 Modelo de estudo da estrutura dérmica  

 

As fases dos estudos de um novo fármaco são divididas em pré-clínicos e clínicos, em 

que na fase pré-clínica se fazem estudos in sílico, in vitro e/ou modelos animais, e a fase 

clínica está subdividida de I a IV e envolve estudos em humanos (Infarmed, 2023). Para 

estudos da estrutura dérmica, nenhum modelo in vitro se assemelha exatamente à pele 

humana, devido aos processos de cicatrização serem complexos e ocorrerem em simultâneo. 

No entanto, o modelo comummente utilizado para estes estudos, é a pele de porco (Harunari 

et al., 2006; Simon & Maibach, 2000). A utilização de um modelo in vitro permite obter 

resultados sobre poucos componentes de cada vez, em comparação com o modelo in vivo 

(Mathes et al., 2014). Contudo, os estudos in vitro implementam o ideal dos “4R”, 

nomeadamente Reduction, Replacement, Refinement e Rehabilitation (Redução, 

Substituição, Refinamento e Reabilitação), especialmente para a determinação da segurança 

de um composto, sendo uma alternativa aos modelos animais, que são modelos dispendiosos 

e envolvem questões éticas e morais na sua utilização (Jaroch et al., 2018; Ud-Din & Bayat, 

2017). 

1.5 Estratégias nanotecnológicas aplicadas a formulações tópicas 

 

A palavra nanotecnologia tem prefixo “nano” que no latim significa “anão”, e baseia-se 

no uso de matérias numa escala numérica de 10-9 m (Bayda et al., 2019). Um dos primeiros 
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vestígios de nanotecnologia é proveniente do século IV, o artefacto designado por Taça de 

Lycurgus que atualmente se encontra no Museu Britânico. A taça foi fabricada com 

nanomatériais, nomeadamente partículas de ouro coloidal, que ao interagirem com a luz 

resultam num fenómeno físico denominado de contenção do plasmão superficial. Assim, 

visualmente a taça muda de cor consoante o ângulo da luz que a incide (Karmakar, 2016). 

Em 1959 o físico americano Richard Feynman introduziu o conceito de nanotecnologia 

durante uma palestra. Nesta apresentação ele questiona: “Por que não podemos escrever os 

24 volumes da Enciclopédia Britânica na cabeça de um alfinete?”. Esta palestra gerou novos 

modos de pensar, proporcionando infinitas possibilidades de aplicação da nanotecnologia. 

Por este motivo, Richard Feynman é considerado por muitos o pai da nanotecnologia moderna 

(Bayda et al., 2019). 

 Algumas décadas depois a nanociência tornou-se fundamental em diversas áreas 

importantes da sociedade, como a Medicina, Física, Ciência dos materiais, Engenharias, 

Matemática, Ciências Computacionais, Indústrias de Alimentação, de Produção de Têxteis, 

Indústrias Farmacêuticas, entre outras.  

No âmbito da indústria alimentícia a nanotecnologia tem desenvolvido novos 

nanomateriais para melhorar a qualidade e a segurança dos alimentos, como por exemplo o 

potencial de tornar os alimentos mais saborosos, torná-los mais saudáveis reduzindo o teor 

de gordura ou torná-los mais nutritivos ao encapsular vitaminas e proporcionar boas 

condições de armazenamento (Bayda et al., 2019; Thiruvengadam et al., 2018). Na indústria 

de produção de têxteis, encontramos uma busca pelas roupas duráveis e funcionais, numa 

produção sustentável. A inclusão de nanomateriais no fabrico destas peças ajuda esta causa. 

Por exemplo, a utilização de nanomoieties podem prevenir a ocorrência de nódoas e vincos, 

e eliminar a eletricidade estática (Yetisen et al., 2016).  

Na área da saúde, a nanotecnologia tem vindo a ser utilizada em medicamentos e 

dispositivos médicos fundamentais para a prevenção, diagnóstico e tratamento de doenças 

como diabete mellitus, síndrome da imunodeficiência adquirida, cancro, etc. (Dessale et al., 

2022; Mamo et al., 2010; Sakamoto et al., 2010). Relatos recentes demonstram a importância 

da utilização da nanotecnologia numa crise de saúde mundial, já que cientistas do mundo 

inteiro trabalharam em prol da vacina contra o vírus SARS-CoV-2 baseada em nanopartículas 

(Anjum et al., 2021; Hasanzadeh et al., 2021). 

O avanço da nanotecnologia também permitiu desenvolver novos sistemas de 

veiculação eficientes. Comumente utilizados para a aplicação cutânea podemos encontrar as 

nanoformulações baseadas em lípidos como os lipossomas, etossomas, transferossomas, 

nanopartículas (NP) lipídicas sólidas, transportadores lipídicos nanoestruturados, 

cubossomas entre outros (Sguizzato et al., 2021).  
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1.5.1 Vantagens e desvantagens da veiculação tópica 

 

A via de administração tópica é considerada uma via de administração simples e não 

invasiva, permite veicular uma quantidade de substância ativa ideal para o local de ação,  

melhora a adesão e limita os efeitos secundários comparativamente à via de administração 

sistémica (Calderon-Jacinto et al., 2022). A veiculação tópica possui outras vantagens e 

desvantagens, como exposto na seguinte tabela: 

 

 Tabela 1 - Vantagens e desvantagens da veiculação tópica. Adaptado de (Archer et al., 2004; Bos & 

Meinardi, 2000; Brown et al., 2006; Frei et al., 2003; Gavhane & Yadav, 2012; Larsen et al., 2003; 

Murphy & Carmichael, 2000; Steinsträsser & Merkle, 1995; S.-I. Yang et al., 2004) 

Vantagens  Desvantagens 

 

Evitar o metabolismo de primeira 

passagem e outras questões relacionadas 

com o sistema digestório  

A massa molecular das partículas necessita 

ser inferior a 500 Da para melhor penetração 

através do SC  

Diminui as reações adversas da 

substância ativa e as variações de 

concentração da mesma na corrente 

sanguínea 

Inter-variabilidade associada a permeabilidade 

cutânea  

Maior adesão à terapêutica pelo fato de 

ser conveniente, não invasiva e indolor  

Enzimas que podem metabolizar a substância 

ativa e inativá-la  

Fácil de interromper a terapêutica em caso 

de toxicidade ou reação adversa 

Reação de hipersensibilidade a resposta 

excessiva do sistema imunológico resultando 

em eritema cutâneo  

Diminuição de despesas no setor de 

saúde de um país devido à boa adesão ao 

tratamento por parte dos utentes  

Fabrico em grande escala dispendioso. 

 

1.5.2 Características físico-químicas para formular um sistema de veiculação tópica 

 

A pele restringe a penetração de agentes químicos, físicos e biológicos. Para realizar 

a permeação de forma passiva através da pele e chegar ao sítio alvo, uma NP necessita de 

ter determinadas propriedades físico-químicas. A dimensão é um fator determinante para o 

direcionamento da partícula. Na pele normalmente utiliza-se NPs com dimensões entre 10 e 
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300 nm. Esta gama de dimensões impede que as NPs bloqueiem os vasos sanguíneos ou  

que sejam facilmente eliminadas (Letchford & Burt, 2007) (Souto et al., 2022). O pH do estrato 

córneo varia entre 4,5 e 5,5, enquanto que na interface entre o estrato granuloso e córneo 

pode variar entre 6,8 e 7,0. Consoante o direcionamento da NP, é necessário considerar estas 

gamas de valores, como também definir se as partículas estarão ionizadas ou não ionizadas 

(Souto et al., 2022). O equilíbrio hidrofílico-lipofílico (HLB) adequado à fisiologia e anatomia 

da pele humana, influencia uma maior biodisponibilidade da partícula (Souto et al., 2022). Por 

fim, o potencial zeta é uma medida do potencial eletrostático na dupla camada elétrica ao 

redor da NP em solução. As NPs são consideradas com carga neutra quando o potencial zeta 

tem valores entre -10 e +10 mV, enquanto se forem maiores de +30 e menores de -30 mV 

são denominadas de catiónicas ou aniónicas, respetivamente. As NPs catiónicas são 

geralmente tóxicas para as paredes celulares e as aniónicas têm maior facilidade de permear 

a membrana celular (Clogston & Patri, 2011).  

 

1.5.3 Tipos de sistemas de veiculação que envolvem nanopartículas 

 

As NPs podem ser classificadas consoante a sua morfologia, tamanho e propriedades 

físico-químicas. As NP à base de carbono são de interesse devido a sua condutividade 

elétrica, alta resistência e afinidade eletrónica (Astefanei et al., 2015; Khan et al., 2019).  

Os nanotubos de carbono são estruturas alongadas com 1 a 2 nm de diâmetro, a sua 

estrutura tem paredes simples, duplas ou múltiplas que se entrelaçam entre si (Saeed & Khan, 

2014). Existem também NPs de origem metálica, em que os seus precursores são metais 

alcalinos ou nobres como, por exemplo, cobre, prata e ouro. Este género de NP tem 

propriedades optoelétricas (Dreaden et al., 2012).  

As NPs de cerâmica são sólidas e inorgânicas, não metálicas, obtidas por calor e 

refrigeração de forma excessiva. A estrutura pode variar entre amorfas, policristalinas, 

densas, porosas ou ocas (Khan et al., 2019; Sigmund et al., 2006).     

As NPs semicondutoras possuem propriedades de metais e não metais. São 

importantes em processos de foto-catálise e foto-óptica (Sun et al., 2000). As NPs poliméricas 

podem diferenciar-se em nanoeferas e nanocápsulas. As nanoesferas têm uma matriz sólida 

e as outras moléculas são adsorvidas na sua superfície esférica. As nanocápsulas têm um 

invólucro polimérico a rodear uma matriz interna que pode ser sólida ou líquida (Khan et al., 

2019; Rao & Geckeler, 2011). 

As NPs lipídicas, contêm lípidos sólidos, lípidos líquidos ou os dois em simultâneo. 

Normalmente o diâmetro destas NPs está na ordem dos 10 a 1000 nm. O núcleo contém uma 

matéria sólida e os surfactantes estabilizam a suspensão. Esta classe destina-se 
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principalmente à veiculação de fármacos em terapias especializadas, como por exemplo no 

tratamento de cancro (Khan et al., 2019; Rawat et al., 2011).  

 

1.5.4 Transportadores Lipídicos Nanoestruturados  

 

Os Transportadores Lipídicos Nanoestruturados (NLCs) são sistemas de veiculação 

lipídicos, com as mesmas vantagens das NPs lipídicas coloidais e das NPs de matrizes sólidas 

(Sguizzato et al., 2021). Na sua composição estão presentes lípidos sólidos, líquidos e 

surfactantes, estando as partículas suspensas em meio aquoso. A utilização de lípidos sólidos 

nas NLCs permite que à temperatura ambiente e à temperatura corporal a matriz da NP 

permaneça sólida. O surfactante tem a função de evitar o agrupamento e o depósito das 

partículas. Os lípidos líquidos são utilizados para impedir o fenómeno de recristalização 

quando armazenados e permitem um sistema termodinamicamente estável (Souto et al., 

2020). A inclusão de lípidos líquidos em lípidos sólidos resulta em falhas na rede cristalina 

das NPs, o que aumenta a sua capacidade de carregar a substância a veicular e permite uma 

libertação controlada da substância (Sguizzato et al., 2021). 

A utilização de NPs lipídicas, especificamente, as NLCs, permite maior adesão ao 

estrato córneo e consequentemente facilita a penetração do conteúdo da NP (Lademann et 

al., 2011; Sguizzato et al., 2021). Os nanossistemas baseados em lípidos são caracterizados 

pelas propriedades oclusivas na pele, assim, potencializam a penetração da substância a 

veicular, diminuem a perda transépidermica da água e aumentam a hidratação no estrato 

córneo (Araujo et al., 2021). Na literatura, encontram-se muitos estudos realizados com NLCs 

como sistemas de veiculação para diversas classes de medicamentos, como antifúngicos, 

anti-inflamatórios não esteróides, glucocorticóides, anti-hipertensivos, anti-histamínicos 

(Neubert, 2011; Sguizzato et al., 2021). 

Para a formulação deste tipo de sistema de veiculação, é necessário ter em 

consideração que as NLCs devem ser biocompatíveis com o organismo humano e 

biodegradáveis, e que o seu fabrico deve ser o mais sustentável possível (Iqbal et al., 2012; 

Lakhani et al., 2018; Mofazzal Jahromi et al., 2018). 

Atualmente existem muitas técnicas de obtenção de NLC, sendo a homogeneização 

de alta pressão, o principal método utilizado. As vantagens desta técnica são a obtenção de 

NPs num curto período, permite uma produção em escala laboratorial e em grande escala, e 

evita a utilização de solventes orgânicos. No entanto, é necessário grande fornecimento de 

energia, havendo consequentemente, um aumento de temperatura no produto (Ganesan & 

Narayanasamy, 2017; Souto et al., 2020). Além desta, a técnica de microemulsão também 

permite obtenção de NLC, sendo baseada na agitação suave, e obtenção de NLC a 
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temperatura inferior a 0 ºC por precipitação. Este método é considerado simples e 

reprodutível, no entanto o passo limitante desta técnica é a grande quantidade de água 

utilizada no processo, sendo necessário o passo de liofilização para obtenção da 

concentração desejada de NLC (Duong et al., 2020; Muchow et al., 2008; Souto et al., 2020). 

A técnica de difusão e emulsificação do solvente é uma técnica baseada na miscibilidade 

entre a água e a mistura de lípidos. O processo é realizado a partir da agitação contínua e 

resulta numa troca de fases, sendo necessário retirar o excesso de solvente da mistura por 

evaporação com pressão reduzida (Quintanar-Guerrero et al., 2005; Souto et al., 2020; Trotta 

et al., 2003).  Na emulsificação com evaporação do solvente, a matriz lipídica é envolvida por 

um solvente miscível orgânico emulsificado pela fase aquosa. Antes da obtenção da NLC, o 

solvente é evaporado por pressão reduzida, desta forma não há utilização de fontes de calor. 

(Duong et al., 2020; Souto et al., 2020; Trotta et al., 2003). A técnica de injeção de solvente 

(ou deslocamento de solvente), consiste em utilizar um solvente orgânico miscível em água e 

injetar rapidamente com uma agulha a mistura de lípidos na solução aquosa com surfactante. 

É uma técnica fácil e versátil, no entanto, também utiliza solventes orgânicos (Schubert, 2003; 

Souto et al., 2020). A inversão de fases, é uma técnica que não utiliza solventes orgânicos, 

mas necessita de agitação magnética e ciclos de temperaturas específicas por um curto tempo 

para atingir a inversão e fases, seguida da aplicação de choque térmico e, por fim, da diluição 

da mistura em água destilada. É um processo moroso, com várias etapas, e a estabilidade 

das NLCs obtidas é baixa (Duong et al., 2020; Heurtault et al., 2002; Souto et al., 2020). O 

membrane contactor technique é um método utilizado em produções de grande escala. A 

mistura é pressurizada através de uma membrana porosa, no entanto, o passo limitante desta 

técnica é o possível entupimento dos poros da membrana, interferindo na uniformidade de 

diâmetro das NLCs (Duong et al., 2020; Gordillo-Galeano & Mora-Huertas, 2018; Souto et al., 

2020). A sonicação é um método que permite reprodução a um nível laboratorial. Consiste na 

fusão da fase oleosa e da substância a veicular numa temperatura ligeiramente acima do 

ponto de fusão da substância, seguido da dispersão em fase aquosa com surfactante na 

mesma temperatura. Por fim, a mistura é posta em agitação de alta intensidade para 

emulsificar. Após a sonicação a mistura tem de regressar à temperatura ambiente para evitar 

depósitos (Duong et al., 2020; Silva et al., 2011). 

 

1.6. Objetivo  

O presente estudo teve como objetivo explorar a aplicação de compostos moduladores 

da enzima LOXL2 para o controlo da regeneração cutânea- PN1, EPCU, BAPN. Foi avaliado 

o impacto dos compostos BAPN, PN1 e EPCU na viabilidade de queratinócitos humanos. 

Seguidamente, foram preparadas NPs (NLC) para veicular BAPN. Adicionalmente, foi 
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verificada a segurança e eficácia da aplicação das NLC sobre a pele humana. 
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Neste estudo foi testado o impacto de diferentes concentrações de compostos, 

(nomeadamente PN1 a 50, 100, 150, 200 nM, BAPN a 200 e 500 nM, e EPCU a 5, 10, 20, 50 

nM) na viabilidade de queratinócitos humanos para definição de concentrações não 

citotóxicas a utilizar em ensaios futuros de análise do impacto destes compostos na migração 

celular e em outros processos relacionados com a cicatrização. Num ensaio bioquímico o 

EPCU apresentou IC50 de inibição da LOXL2 de 58,33 µM e o PN1 apresentou 104,4 µM 

(Centro de Investigação em Biociências e Tecnologias da Saúde, 2023) (dados não 

publicados) .  

 

2.1 Cultura de células HaCat 

 

Para este estudo foi utilizado um modelo in vitro de queratinócitos humanos, as células 

HaCaT. As células HaCaT são morfogénicas, ou seja, têm a capacidade de diferenciação e 

expressam os mesmos marcadores que se encontram a superfície de queratinócitos. Para o 

seu crescimento não é necessário fornecer fatores de crescimento, apenas o meio e nutrientes 

adequados. O cálcio é um ião presente na camada basal da epiderme e influencia a 

diferenciação do queratinócito presente na camada basal para a camada granular. Assim, na 

cultura destas células utiliza-se o cálcio para a diferenciação das células (Colombo et al., 

2017; Wilson, 2013). Para o presente estudo utilizaram-se células HaCaT cultivadas em meio 

de cultura composto por: Gibco Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM [Biowest]) com 

10% de soro fetal bovino (FBS [Biowest]) e uma mistura de pen/strip (Biowest). As células 

foram mantidas a 37 ºC numa atmosfera húmida e com 5% de CO2.   

Neste estudo as células HaCat foram cultivadas em placas de 96 poços. No dia do 

ensaio, confirmou-se a confluência e a ausência de contaminação. Não havendo 

contaminação, e se a confluência fosse a desejada, foi removido o meio e de seguida 

procedeu-se a tripsinização. A tripsinização é o processo no qual é adicionado ao meio de 

cultura a enzima proteolítica tripsina, que é responsável por gerar quebra nas ligações 

intercelulares e entre o substrato (Kaur & Singh, 2022). Após tripsinização foi adicionado o 

meio de cultura, e por fim as células foram contadas através da câmara de contagem de 

Neubauer (Zhang et al., 2020). Para cada condição foram preparados 4 poços (Figura 16). 

Uma diluição à suspensão de células foi aplicada para obter a quantidade de 2x104 de células 

HaCaT por poço em 200 μL de meio de cultura.  As células permaneceram em estufa a 37º C 

durante 3 dias para terem uma confluência de aproximadamente 30% no dia do ensaio.  



 
 

28 
 

 

Figura 3. Placa de 96 poços com compostos a testar e os controlos positivo e negativo 

 

2.2 Método de Avaliação da viabilidade celular com o Cristal Violeta 
 

 As células HaCaT quando cultivadas em placas têm a capacidade de aderir à 

superfície da mesma, mas as células mortas não aderem. O método de avaliação da 

viabilidade celular por coloração das células aderentes com Cristal Violeta utiliza esta 

característica de aderência das células. Com o auxílio de um Synergy HTX Multi-Mode 

Microplate Reader (BioTek Instruments), a leitura de absorvância permite determinar a 

quantidade de cristal violeta em cada poço, sendo esta proporcional ao número de células 

aderidas ao poço. Portanto, quanto menor a intensidade de cor medida pelo aparelho, menor 

será a viabilidade celular (Feoktistova et al., 2016).   

 Neste estudo foram realizados dois ensaios independentes para visualizar o impacto 

dos compostos na viabilidade celular, nos dois ensaios foi testada a viabilidade celular às 24 

e às 48 horas após a adição dos compostos ao meio de cultura das células. Foi confirmado a 

presença e a confluência adequada das células no dia da adição dos compostos com recurso 

a um microscópio invertido Olympus CKX41SF. Para cada condição, foram adicionados 10 

μL de compostos com as respetivas concentrações iniciais: dimethyl sulfoxide (DMSO) a 

100% (composto de indução de toxicidade), DMSO 10% (veículo de EPCU e PN1 - controlo 

negativo), tampão fosfato-salino (PBS) (veículo do BAPN), BAPN as concentrações de 200 e 

500 nM, PN1 as concentrações de 50, 100, 150, 200 nM e EPCU as concentrações de 5, 10, 

20, 50 nM. Após a aplicação dos compostos e controlos, a concentração final dos poços com 

controlos foi alterada para as seguintes: DMSO 5% (composto de indução de toxicidade) e 

DMSO 0,5% (veículo de EPCU e PN1 – controlo negativo). Após 24 h a aplicação dos 

compostos foi removido o meio da placa. De seguida esta foi lavada com 10 μL de uma 

solução de PBS. A cada poço foram adicionados 100 μL de uma solução composta por Cristal 

Violeta à 1% e etanol a 90% e a placa permaneceu em incubação por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Os poços foram lavados com água e por fim, foram adicionados 200 

μL de uma solução de Acido Acético (Biowest) à 0,1%. A absorvância foi lida a 595 nm. O 

ensaio de 48 h foi realizado com os mesmos procedimentos após a aplicação dos compostos 
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e controlos. 

Para o tratamento de resultados foi realizada a subtração do valor de absorvância 

referente ao branco a todos os resultados obtidos. De seguida, foi calculada a média dos 

valores de veículo. Após a obtenção do valor da média, esta foi dividida por cada valor de 

absorvância e multiplicada por 100 para obter os valores em percentagem de viabilidade 

celular. Para cada quatro condições foi calculada a média e o desvio padrão. A análise 

estatística dos dados foi feita com recurso ao software graphpad (PRISM). O teste usado foi 

o teste t de Student.  

 

2.3 Processo de produção de NLC e veiculação de BAPN 

 

Foi desenvolvido um sistema de veiculação para o composto de interesse para este 

estudo (BAPN) baseado em NLC. Foram formuladas três réplicas de NLC com BAPN e três 

sem o composto, com intuito de avaliar a estabilidade das mesmas ao longo do tempo e 

quando sujeitadas ao stress térmico e mecânico.  

As substâncias necessárias para a formulação de NLC foram Gelucire 43/01 

(Gattefossé, Saint-Priest, França), Labrafac PG (Gattefossé, Saint-Priest, França), Tween-80 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), água e o BAPN. O Gelucire 43/01 é um lípido sólido, e 

o Labrafac PG é um lípido líquido, e estes em conjunto formam a fase interna. A água foi 

utilizada como fase externa e, para impedir depósito e garantir a suspensão das partículas foi 

utilizado o Tween-80 como surfactante. 

Foram pesadas as seguintes quantidades dos componentes: 

 

Tabela 2 – Composição quantitativa dos componentes da NLC  

Gelucire 43/01 Labrafac PG Tween-80 Água Bidestilada BAPN 

416,7 mg 83,3 mg 300 mg 10 ml  10 mg 

 

 Após pesagem, a mistura dos lípidos e surfactante foi aquecida a 60 ºC em banho de 

aquecimento, foi acrescentada água bidestilada à fase lipídica e de seguida, o preparado foi 

sonicado com amplitude de 70% durante 5 minutos no sonicador Q125 (QSonica Sonicators, 

Newtown, CT, USA). A mistura permaneceu em repouso até atingir a temperatura ambiente. 

 

2.4 Caracterização da NLC 

2.4.1 Características organoléticas e determinação do pH  

 

A análise das características organoléticas foi realizada, com base na avaliação da 
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cor, cheiro e o aspeto do produto obtido. A medição de pH foi realizada com um potenciómetro 

744 pH Meter (Metrohm, São Paulo, Brasil). 

 

2.4.2 Determinação do Dh, PDI e Potencial Zeta 

 

Para a caracterização das NPs com e sem BAPN foram utilizados os parâmetros 

diâmetro hidrodinâmico (Dh) e índice de Polidispersão (PDI), ambos medidos no aparelho 

DelsaTM Nano C (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Para realizar as medições foi utilizada 

uma diluição de 1:50 da formulação original com água destilada. Cada medição de Dh e PDI 

foi realizada três vezes. Esta caracterização foi realizada aos dias 0, 7, 15, 30, sendo o dia 0 

correspondente ao dia que as NLC foram produzidas. O potencial zeta foi determinado 

recorrendo ao NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, USA), sendo os 

valores de referência entre -30 mV e +30 mV. A caracterização do potencial zeta foi realizada 

em dois momentos no dia 0 e após 7 dias. 

 

2.4.3 Testes de estabilidade das NLC 

 

Teste de stress mecânico: Neste teste o objetivo foi verificar a estabilidade da NLC 

com e sem BAPN quando submetidas a stress mecânico, ou seja, centrifugação. As NLCs 

foram colocadas em eppendorf’s e posteriormente numa centrífuga Hermle Z 32 HK (Hermle 

LaborTechnik). Após centrifugação, durante 30 min a 3000 rpm, foi medido o Dh, PDI e o pH. 

Teste de stress térmico: Neste teste o objetivo foi determinar a estabilidade das NLC 

sem BAPN quando submetidas a elevadas temperaturas. Inicialmente as NLCs foram levadas 

a banho aquecido com uma temperatura inicial de 40 ºC, e a cada 5 minutos a temperatura 

foi elevada 10 º C até chegar aos 80 ºC. Após aplicação do teste foi realizada nova leitura dos 

parâmetros Dh, PDI, e pH das 3 réplicas.  

 

2.5 Avaliação do impacto da aplicação de NLC na pele 

 

Idealmente, quando se formula um sistema de veiculação, este não deve causar 

qualquer reação de hipersensibilidade, e não deve comprometer a integridade da barreira 

cutânea (Brown et al., 2006). Para verificar estes aspetos são medidos parâmetros, como o 

eritema, hidratação e perda transépidermica de água. O eritema avalia o surgimento de 

vermelhidão na pele, tendo sido usado aparelho Chromameter CR-300 (Minolta, Osaka, 

Japão). A análise dos resultados passa por utilizar o sistema CIE L *  a *  b *, em que: L * 

corresponde a luminosidade e varia entre 0 (preto absoluto) e 100 (branco absoluto); a * 
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representa variações de cores entre verde - vermelho, numericamente variando de -100 a 

+100 respetivamente; b * representa variações de cores entre azul e amarelo, numericamente 

variando de -100 a +100 (Clarys et al., 2000). Para avaliar hidratação foi usado o Corneometer 

CM280 (C+K electronics, Colónia, Alemanha), que contém dois sensores capazes de medir a 

capacitância do SC em unidades arbitrárias. Um elevado valor reflete uma pele mais hidratada 

(Westermann et al., 2020). A barreira cutânea impede a passagem de agentes de fora para 

dentro, e vice-versa. Para avaliar a integridade desta barreira foi usado o aparelho Tewameter 

TM300 (C+K electronics, Colónia, Alemanha) que é composto de dois sensores capazes de 

medir a PTEA através do gradiente de evaporação de água. Quanto maior o valor mensurado, 

maior o comprometimento da barreira cutânea (Alanen et al., 2004).  

 

2.5.1 Avaliação de segurança da NLC  

 

 Com um intuito de comprovar a segurança e eficácia da NLC, o presente estudo testou 

a compatibilidade cutânea das NLC num grupo de 15 voluntários saudáveis de ambos os 

sexos, com média de idades de 23,27 + 3,63 anos. O ensaio decorreu de acordo com os 

princípios da Declaração de Helsínquia e emendas posteriores. 

Para a avaliação da segurança foi utlizado o Patch Test (Lazzarini et al., 2013). Duas 

zonas foram selecionadas no antebraço de cada um dos voluntários: sítio controlo, com 

aplicação de água destilada, sítio destinado à aplicação de NLC. Foram determinados a 

hidratação, PTEA e eritema basais com o equipamento descrito anteriormente. Foram depois 

usados adesivos (Finn Chambers® on Scanpor, Epitest Ltd Oy, Finlândia) para a aplicação da 

água ou NLC durante 24 h. Após esse tempo, mediram-se novamente os três parâmetros 

cutâneos.  

 

2.5.2 Avaliação de eficácia da NLC 

 

A avaliação da eficácia da NLC foi realizada no mesmo grupo de voluntários, tendo 

sido utilizada a metodologia Tape Stripping. Nesta avaliação, o objetivo é observar a alteração 

da barreira cutânea após remoção superficial de células do SC (Dickel et al., 2010). No 

antebraço de cada um dos voluntários foram delineadas duas zonas, uma zona de controlo, 

não tratada, e outra zona destinada à aplicação da nanoformulação composta por NLCs. O 

protocolo foi dividido em 2 dias, em que no primeiro foi feita a leitura basal nos dois sítios dos 

parâmetros hidratação, PTEA e eritema em cada um dos indivíduos com os equipamentos 

descritos acima e de seguida foi realizada a remoção do estrato córneo com o auxílio de fita 

adesiva de forma repetitiva (20 vezes). O voluntário repousou por 5 minutos, realizando-se 
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depois novas medições dos mesmos parâmetros. Por fim, foi aplicado um penso oclusivo com 

200 mL de NLC por 24 horas. No segundo dia os indivíduos permanecem em repouso por 10 

minutos para a ambientação da temperatura da sala de medições, após o qual todas leituras 

foram repetidas. 
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3.1 Avaliação do Impacto na Viabilidade celular com o Cristal Violeta nos compostos 

inibitórios das LOX 

 

O presente estudo teve como objetivo explorar a aplicação de compostos moduladores 

da enzima LOXL2 para o controlo da regeneração cutânea. Para esse fim, foi verificado o 

efeito dos compostos inibidores da LOXL2 quando aplicados em queratinócitos humanos.  

Dado que o BAPN é um inibidor das LOXL2 já validado, este foi utilizado como 

controlo. Para avaliar o impacto do BAPN na viabilidade celular das células HaCaT, foram 

testadas duas concentrações diferentes deste composto, e foi aplicado durante dois períodos 

de incubação diferentes com as células. Face ao PBS (controlo negativo) as duas 

concentrações de BAPN demonstraram após 24h de encubação que a viabilidade celular foi 

mantida acima de 100%, bem como após 48 h (Figura 4), ou seja, os queratinócitos não 

perderam viabilidade após incubação em nenhuma das condições. Um ligeiro aumento da 

viabilidade foi observado, possivelmente devido a um aumento da proliferação ou da 

capacidade de aderência das células ao plástico. De qualquer forma o ensaio foi apenas 

realizado uma vez, pelo que o significado estatístico não pode ser avaliado. 

 

 

 

Figura 4 – Impacto do BAPN na viabilidade de células HaCaT. As células HaCaT foram cultivadas 

durante 24 e 48 horas na presença de diferentes concentrações de BAPN. A viabilidade celular foi 

avaliada por meio de um ensaio de CV. No gráfico estão representados os valores correspondentes à 

média dos valores de três poços. O ensaio foi realizado apenas uma vez. 

 

Miana et al, realizaram um estudo referente a utilização de BAPN para inibir a LOX e 

evitar os distúrbios metabólicos associados a obesidade. Para tal foi utilizado células de pré-

adipócitos murinos 3T3-L1 que foram tratadas com 200 µM de BAPN e TNFα. O ensaio 2,3-

bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida) (XTT) de viabilidade celular 

demonstrou que não houve citotoxicidade celular (Miana et al., 2015). 

V
ia

b
ili

d
ad

e 
C

el
u

la
r 

(%
 d

e 
ve

íc
u

lo
) 

nM 

nM 



 
 

35 
 

No presente estudo, o BAPN obteve resultados relativos à integridade dos 

queratinócitos, as células HaCaT demonstraram resultados acima de 100% de viabilidade 

celular. Portanto nestas condições de estudo é um composto seguro para aplicação das 

células, sendo um composto de interesse, como também serviu de controle para comparar os 

resultados obtidos do EPCU e PN1. 

A classe dos diterpenos tem sido explorada devido o efeito anticancerígeno, sendo um 

dos alvos terapêuticos a inibição da LOXL2 (Hasan et al., 2022). 

O composto EPCU, é inibidor da LOXL2. Neste ensaio foi utilizado para avaliar o 

impacto na viabilidade celular das células HaCaT, foram testadas quatro concentrações 

diferentes do composto, e foi aplicado dois períodos de incubação diferentes com as células. 

Face ao veículo (controlo negativo de DMSO 10%) as concentrações de 5 e 10 nM 

demonstraram resultados acima de 100% de viabilidade celular (Figura 5), em contrapartida, 

a concentração de 20 nM não permitiu atingir 100% de viabilidade celular e a concentração 

de 50 nM levou uma redução significativa da viabilidade celular de cerca de 75%, muito 

semelhante ao obtido para o DMSO 100%. Assim sendo, apenas os queratinócitos incubados 

com EPCU a concentrações de 5 e 10 nM não perderam viabilidade após incubação.  

 

Figura 5 – Impacto do EPCU na viabilidade de células HaCaT. As células HaCaT foram cultivadas 

durante 24 e 48 horas na presença de diferentes concentrações de EPCU. A viabilidade celular foi 

avaliada por meio de um ensaio CV. No gráfico estão representados os valores correspondentes à 

média e o respetivo desvio padrão dos valores de dois ensaios independentes. A analise estatística foi 

realizada com recurso a um teste t de Student. *** p< 0,0001 por comparação com o veículo (DMSO 

10%). 

 

As concentrações que o composto EPCU apresentou resultados de viabilidade celular 

semelhantes ao BAPN foi 5 e 10 nM. A concentração considerada ideal para a inibição de 

50% da atividade da LOXL2 é 58,33 uM, e o presente estudo demonstra que a concentração 
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de 50 nM o composto apresenta toxicidade em células HaCaT, sendo assim, o EPCU não 

demonstrou potencial de ser um composto de regeneração cutânea. 

O composto PN1, como os compostos anteriores, também é inibidor das enzimas 

LOXL2. Neste ensaio foi utilizado para avaliar o impacto na viabilidade celular das células 

HaCaT, foram testadas quatro concentrações diferentes do composto, e foi aplicado dois 

períodos de incubação diferentes com as células. Face ao veículo, as quatro concentrações 

de PN1 demonstraram após 24 h e 48 h de incubação uma viabilidade celular acima de 100% 

(Figura 6). Nenhuma alteração significativa da viabilidade celular foi verificada com a gama 

de concentrações testada. Este estudo sugere que a gama de concentrações citotóxicas deste 

composto, estão acima os 200 nM.  

 

Figura. 6 – Impacto do PN1 na viabilidade de células HaCaT. As células HaCaT foram cultivadas 

durante 24 e 48 horas na presença de diferentes concentrações de PN1. A viabilidade celular foi 

avaliada por meio de um ensaio de CV. No gráfico estão representados os valores correspondentes à 

média e o respetivo desvio padrão dos valores de dois ensaios independentes. A análise estatística foi 

realizada com recurso a um teste t de Student. ***p<0,0001 por comparação com células tratadas com 

veículo (DMSO 10%). 

 

O composto PN1 apresentou viabilidade celular igual ou superior a 100% em 

semelhança ao BAPN com todas as concentrações apresentadas no estudo. Relativamente 

a concentração de PN1 necessária para inibir 50% da atividade da LOXL2 é 104,4 uM, 

portanto, a partir dos resultados obtidos, o PN1 é um composto promissor para estudos futuros 

para a regeneração cutânea. Com base nos resultados apresentados no estudo, estes 

sugerem que o PN1 é um candidato promissor para estudos futuros de inibição da LOXL2, 

nomeadamente em estudos de proliferação, migração e diferenciação celular com células 

HaCaT. No entanto, os resultados também são sugestivos de um novo ensaio de viabilidade 
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celular com maiores concentrações de PN1. A D-penicilina é um composto inibidor da LOXL2, 

pertencente a classe dos quelantes do ião cobre. Kandanapitiye et al, realizaram um estudo 

de biocompatibilidade do composto D-penicilina conjugada com nanopartículas de ouro, 

visando os iões de cobre intracelular livres para desintoxicação. Para verificar a citotoxicidade 

de diferentes concentrações de D-penicilina, realizaram um ensaio de viabilidade celular 

utilizando o método brometo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) durante 24 horas de incubação em células humanas HeLa. A concentração de D-

penicilina correspondente a 80 por cento de viabilidade celular é de 600 µM, a partir dessa 

concentração as células diminuíam a percentagem de viabilidade celular (Kandanapitiye et 

al., 2015). Barker et al, estudaram o efeito inibidor da D-penicilina no post-translational 

modifications of recombinant human lysyl oxidase-like 2 (rhLOXL2), e definiram que a 

concentração necessária para inibir drasticamente a atividade é 10 µM (Barker et al., 2011; 

Ferreira et al., 2021). 

Comparativamente, concentrações superiores à 600 µM a D-penicilina apresentaria 

toxicidade celular, assim como EPCU. A D-penicilina inibe o rhLOXL numa concentração não 

tóxica, relativamente a concentração necessária para o EPCU poder inibir IC50 da LOXL-2. 

No entanto, para uma comparação linear é de interesse verificar a viabilidade celular da D-

penicilina em queratinócitos humanos, como também realizar um ensaio bioquímico para 

determinar o IC50 para inibir a LOXL2. 

 

3.2 Avaliação das características organoléticas, Dh, PDI, pH e Potencial Zeta 

 

As NLCs são um sistema de veiculação em que a matriz apresenta imperfeições, 

permitindo carregar uma substância ativa e proporcionar libertação controlada. São 

normalmente NPs estáveis ao longo do tempo e à temperatura ambiente (Sguizzato et al., 

2021; Souto et al., 2020). A utilização de NLC pode proporcionar maior tempo de adesão ao 

estrato córneo, diminuir a PTEA, ou seja, melhorar a barreira cutânea, e aumentar a 

hidratação cutânea (Araujo et al., 2021). 

Relativamente às características organoléticas, durante os 30 dias do estudo as NLC´s 

não apresentaram separação de fase ou alteração de odor, tendo coloração branca com 

aspeto leitoso à temperatura ambiente (25 º C). 

Em relação ao diâmetro hidrodinâmico, as NLCs apresentaram resultados inferiores a 

300 nm (Figura 7), tendo as NPs com BAPN dimensões ligeiramente menores. Foi notado um 

ligeiro aumento de diâmetro com o evoluir do tempo nas NLCs sem BAPN, enquanto nas 

NLCs com BAPN o diâmetro manteve-se estável ao longo do tempo. Assim, as NPs 

mantiveram-se com dimensões estáveis ao longo do tempo do estudo e a incorporação de 
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BAPN em NLC não provocou alterações significativas nesta propriedade das NPs. 

Um trabalho de Ghasemiyeh et al, pretendeu definir o efeito do tamanho das NLCs na 

sua permeação através do estrato córneo. Determinaram que o tamanho igual ou inferior a 

650 nm permite penetrar o estrato córneo de forma passiva, permitindo também à NP  

atravessar através da via folicular (Ghasemiyeh et al., 2019). No presente estudo verifica-se 

que o Dh obtido parece estar dentro das dimensões adequadas para assegurar uma boa 

permeação. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 7 – Evolução do Dh das NLCs ao longo do tempo. A caracterização foi realizada num período 

de 30 dias nas NLCs com e sem BAPN (n=3, média + DP). 

 

A adição de surfactantes influencia a dispersão das nanopartículas, 

consequentemente o PDI. Danaei et al, investigaram o comportamento das nanopartículas 

com a adição de diferentes concentrações de surfactante. Determinaram que o valor de PDI 

ideal para um sistema homogéneo é igual ou menor a 0,3 (Danaei et al., 2018; Rahmasari et 

al., 2022).  

Relativamente ao PDI obtido neste estudo, todas as NLCs apresentaram resultados 

inferiores a 0,3, o resultado desejável. Tanto as NLCs vazias como as com BAPN mantiveram-

se estáveis ao longo do tempo do estudo. As NLCs sem BAPN tiveram valores relativamente 

superiores às NLCs com BAPN, ou seja, a partir destes resultados entende-se que a 

veiculação de BAPN em NLC favorece a uniformidade das NPs em termos de tamanho de 

partícula (Figura 8). 
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Figura 8 – Evolução do PDI das NLCs ao longo do tempo. A caracterização foi realizada num período 

de 30 dias nas NLCs com e sem BAPN (n=3, média + DP) 

 

O pH do sistema de veiculação determina o direcionamento da partícula através das 

camadas cutâneas. O pH varia entre 4,5 e 5,5 à superfície do SC e entre 6,8 e 7,0 nas 

camadas subjacentes (Souto et al., 2022).  

No que diz respeito ao pH das NLCs com e sem BAPN, houve um ligeiro aumento no 

decorrer do tempo (Figura 9). A veiculação deste composto poderá ter contribuído para 

aumentar o valor de pH, uma vez que o BAPN é um composto alcalino (PubChem, 2023).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Evolução do pH das NLCs ao longo do tempo. A caracterização foi realizada num período 

de 30 dias nas NLCs com e sem BAPN (n=3, média + DP). 
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O potencial zeta é um parâmetro utilizado para medir a carga e a repulsão eletrostática 

das nanopartículas. O sistema é considerado estável quando o potencial zeta apresentar 

valores maiores que + 30 e menores que -30 mV, pois desta forma as nanopartículas repelem-

se e não formam aglomerados ou depósitos (Loo et al., 2012). 

No presente estudo todas as NLCs apresentaram valores superiores a -25 mV de 

potencial zeta. As NLCs com e sem BAPN permaneceram estáveis ao longo do estudo, com 

ligeiro aumento de potencial zeta após os 7 dias no caso das NLCs com BAPN (Figura 10). 

Em estudos futuros seria importante realizar a medição do potencial zeta nas NLCs durante 

30 dias para averiguar a possibilidade de formação de aglomerados e verificar a necessidade 

aumentar a quantidade de surfactante. A variação de potencial zeta após os 7 dias pode ser 

explicada pelo estado ionização do BAPN ser positivo (PubChem, 2023). Em concordância 

com o resultado obtido neste estudo, Makoni et al. realizaram um estudo de estabilidade com 

a utilização do parâmetro potencial zeta em NLC durante 8 semanas a 25º C e 60% de 

humidade. Os resultados indicaram que as NLC se mantiveram estáveis ao longo de todo o 

tempo de estudo (Makoni et al., 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Evolução do potencial zeta das NLCs ao longo do tempo. A caracterização foi realizada 

num período de 7 dias nas NLCs com e sem BAPN (n=3, média + DP). 

 
3.3 Ensaios de estabilidade acelerada 
 

Os testes de estabilidade são utilizados com finalidade de obter informações sobre o 

comportamento do produto a testar em relação à variação de temperatura, humidade e luz, e 

a partir dos resultados estipular uma data de validade e informações sobre o armazenamento 
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(Abdulkarim et al., 2010).  

No presente estudo, foi feito uma comparação entre as NLCs com e sem BAPN, antes 

e depois da aplicação de stress mecânico. Após o stress as NLCs não apresentaram 

separação de fase ou qualquer depósito no fundo dos eppendorf’s. As características 

organoléticas das NLCs também não se alteraram (Figura 11). A partir do teste de 

centrifugação é possível obter informações sobre a interação entre as nanopartículas. 

Ondracek et al. concluíram que as preparações que resistem a uma elevada carga mecânica, 

demonstraram uma maior estabilidade ao longo do tempo (ONDRACEK, J.; BOLLER, F.H.; 

ZULLIGER, H.W.; NIEDERER, 1985).  

A     B 

 

 

 

 

 

C     D 

 

 

 

 

 

Figura 11. Teste de estabilidade acelerada com aplicação de teste mecânico. (A) NLC sem BAPN 

antes da aplicação de stress mecânico. (B) NLC sem BAPN depois da aplicação de stress 

mecânico. (C) NLC com BAPN antes da aplicação de stress mecânico. (D) NLC com BAPN depois 

da aplicação de stress mecânico. 

 

O teste de stress térmico, também é considerado relevante como teste de estabilidade 

acelerada. Neste, submete-se o produto a diferentes temperaturas, sendo dessa forma obtida 

informações preditivas sobre o comportamento em armazenamento prolongado (Park et al., 

2022). 

 No presente estudo, após a aplicação do stress térmico, não houve qualquer depósito 

visível no fundo do tubo de falcon ou qualquer indicativo de separação de fases, nas NLC com 

e sem BAPN. As características organoléticas também permaneceram iguais (Figura 12). 

Makoni et al, realizaram um estudo de estabilidade de NLC com recurso ao método de 

homogeneização de alta pressão e temperatura. Os resultados demonstraram que os lípidos 

presentes nas NLC apresentavam características polimórficas (Makoni et al., 2019; Weems 

et al., 2017). De acordo com estes resultados, as NLCs podem ser consideradas estáveis, 
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mas em estudos futuros seria importante acrescentar o método de calorimetria para verificar 

a formação de polimorfismo. 

 

Figura 12. NLC sem BAPN depois da aplicação do teste de estabilidade 

térmica.  

 

 
 
 
 

 

Após a aplicação do teste de estabilidade térmica, os parâmetros Dh, PDI e pH foram 

novamente medidos (Tabela 3). Ambas as NLCS mantiveram o Dh abaixo de 300 nm. As NLCs 

sem BAPN após o teste demonstraram um ligeiro aumento de tamanho e as NLCs com BAPN 

permaneceram iguais. O PDI das NLCs não sofreu alterações significativas quando o BAPN 

estava presente, mas reduziu na ausência do ativo. O pH de ambas NLCs foi manteve-se 

inalterado. 

Portanto, a partir destes resultados é verificada a estabilidade da NLC com BAPN, em 

relação à grande carga mecânica aplicada e a elevada temperaturas. 

 

 Tabela 3 – Caracterização de Dh, PDI e pH das NLCs com e sem BAPN, antes e após a 

aplicação do teste de estabilidade térmica. Na Tabela estão apresentados os valores 

correspondentes a média dos três valores medidos.   

 NLC sem BAPN NLC com BAPN   
 Antes do teste Depois do teste Antes do teste Depois do teste 

Dh (nm) 228 ± 7 245 ± 7 208 ± 10 209 ± 24 

PDI (nm) 0,29 ± 0,02 0,21 ± 0,02 0,22 ± 0,03 0,20 ± 0,03 

pH 4,2 ± 0,05 4,19 ± 0,05 5,2 ± 0,03 5,13 ± 0,02 

 

 

3.4 Avaliação da segurança e eficácia das NLC  
 

A avaliação da segurança pretendeu determinar se a aplicação na pele das NPs causará 

alteração da barreira cutânea, vermelhidão ou diminuição da hidratação da pele. De modo a 

diminuir o impacto da variação interindividual, os resultados foram analisados como o rácio 

de valor final sobre o basal. 

No que diz respeito aos valores de PTEA, após as 24 h de contacto os valores foram 

superiores a 1, tanto na zona controlo, como na zona de aplicação de NLC (Figura 13), 

resultado este diferente do esperado, pois um aumento de PTEA poderia ser indicativo de 

impacto negativo na barreira cutânea. 
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Estes valores podem ser justificados pelas condições climatéricas na altura que foram 

realizadas as medições, e pela água que ainda permanecia na pele resultante da oclusão 

causada pelo patch. Wolf et al estudaram o efeito de NLC na pele de um grupo de voluntários, 

tendo os resultados mostrado um aumento de PTEA que também foi atribuído à oclusão 

ocasionada pelo patch, usado na metodologia. Como foi observada recuperação da PTEA  

após alguns minutos, os autores concluíram que as NLC não foram causa de perturbação da 

barreira cutânea (Wolf et al., 2018). 

 

  

 

Figura 13 – Avaliação do impacto na PTEA das NLC. No gráfico estão representados os valores 

correspondentes a médias obtidas a partir do rácio controlo e rácio NLC. (n=15, média + DP).  

 

No contexto de avaliação da segurança, a medição do valor de hidratação estar 

próximo de 1 indica que não houve impacto negativo na pele ao aplicar a formulação (Figura 

14). Loo et al, estudaram diferentes composições de NLC e o seu efeito hidratante, e nenhuma 

das composições causou desidratação na pele (Loo et al., 2012). 
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Figura 14 - Avaliação do impacto na hidratação das NLC. No gráfico estão representados os valores 

correspondentes a médias obtidas a partir do rácio controlo e rácio NLC. (n=15, média + DP). 

 

A aplicação das NLC não deve causar eritema ou sensibilidade na pele. Os resultados 

da Figura 15 mostram que o controlo e NLC estão próximos de 1, portanto, a NLC não gerou 

alterações significativas na pele. Fang et al, estudaram o efeito de NLC sem composto ativo 

na pele de ratinhos e utilizaram a colorimetria para verificar o eritema (a*), tendo também 

obtido bons resultados (Fang, 2010). 

Em resumo, após os resultados obtidos baseados nos parâmetros de PTEA, 

hidratação e eritema, as NLC podem ser consideradas segura para a aplicação cutânea. 

 
 

Figura 15 - Avaliação do impacto no eritema das NLC. No gráfico estão representados os valores 

correspondentes as médias obtidas a partir do rácio controlo e rácio NLC. (n=15, média + DP). 

 
 

A metodologia usada para avaliação da eficácia destina-se a verificar se a utilização 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60
U

A

Tempo (horas)

Hidratação

Controlo - 0 h

NLC - 24 h

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

U
A

Tempo (horas)

Eritema

Controlo - 0 h

NLC - 24  h



 
 

45 
 

das formulações com NLC irá proporcionar regeneração cutânea, diminuir a vermelhidão 

causada pelo tape-stripping e proporcionar hidratação. Os resultados do estudo sugerem que 

o procedimento provocou um aumento da PTEA em ambos os locais a testar, como esperado. 

Depois da aplicação do Patch com NLC, observou-se maior valor de PTEA em relação ao 

local onde não houve qualquer aplicação, não tendo havido, então, uma melhor recuperação 

na função de barreira (Figura 16). No entanto, é de destacar que neste protocolo as NLC 

foram aplicadas através de um patch oclusivo. Esta oclusão pode ter levado a uma 

acumulação de água no estrato córneo, o que explica os resultados. Outro fator que pode 

explicar estes resultados foi o baixo número de voluntários que participaram no estudo. No 

estudo realizado por Loo et al, foi verificado que todas as formulações de NLC reduziram a 

perda de agua transepidérmica de agua em 7 dias (Loo et al., 2012).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16 – Avaliação do impacto da PTEA no estudo de eficácia de NLC. No gráfico estão 

representados os valores correspondentes as médias obtidas a partir do rácio controlo (antes e depois 

da aplicação do método tape stripping) e rácio NLC (antes e depois do método tape stripping), como 

também as médias obtidas a partir do rácio controlo (depois do tape stripping e depois da aplicação do 

método Patch Test) e rácio NLC (depois do tape stripping e depois da aplicação do método Patch Test) 

 

Os resultados da Figura 17 sugerem um ligeiro aumento na hidratação após tape-

stripping, que pode ser explicado pelo fato de a medição ter sido realizada nas camadas 

subjacentes ao SC, onde as células têm maior quantidade de água na sua constituição. Após 

o período de 24 h, os valores de controlo e NLC voltaram a valores próximos de 1, portanto a 

aplicação de NLC na pele não gerou melhorias significativas. Pardeike et al, estudaram o 

efeito da inclusão de NLC em produtos cosméticos devido à propriedade hidratante, e o efeito 

hidratante foi verificado após aplicação durante 42 dias num grupo de 30 mulheres. (Pardeike 

et al., 2009). Portanto, caso a aplicação da NLC fosse feita constantemente por um maior 
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número de dias, o resultado de hidratação poderia ser maior. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17 - Avaliação do impacto da hidratação no estudo de eficácia de NLC. No gráfico estão 

representados os valores correspondentes as médias obtidas a partir do rácio controlo (antes e depois 

da aplicação do método tape stripping) e rácio NLC (antes e depois do método tape stripping), como 

também as médias obtidas a partir do rácio controlo (depois do tape stripping e depois da aplicação do 

método Patch Test) e rácio NLC (depois do tape stripping e depois da aplicação do método Patch Test) 

 

No que diz respeito ao eritema, os resultados sugerem que houve um aumento 

considerável após tape-stripping, como previsto. Porém, notou-se uma diminuição clara após 

as 24 h deste parâmetro, podendo significar que existiu uma recuperação da barreira cutânea 

no final do estudo nas duas zonas (Figura 18). Keck et al, estudaram o efeito da aplicação da 

NLC associada com nanopartículas de prata em pele sensibilizada, os resultados 

demonstraram que a NLC é eficaz na redução do eritema produzido (Keck et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Avaliação do impacto do eritema no estudo de eficácia de NLC. No gráfico estão 

representados os valores correspondentes as médias obtidas a partir do rácio controlo (antes e depois 
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da aplicação do método tape stripping) e rácio NLC (antes e depois do método tape stripping), como 

também as médias obtidas a partir do rácio controlo (depois do tape stripping e depois da aplicação do 

método Patch Test) e rácio NLC (depois do tape stripping e depois da aplicação do método Patch Test) 
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Conclusão
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Na literatura, existem vários estudos focados na inibição da LOXL2, uma vez que este 

é um alvo promissor para modular processos relacionados com a inibição da progressão de 

cancro, com a redução do risco de fibrose ou com a aceleração do processo de cicatrização 

cutânea, entre outros.  

Em um estudo bioquímico os compostos EPCU e PN1 demonstraram atividade 

inibitória da LOXL2. O inibidor da LOXL2 já descrito (BAPN), como também o EPCU e PN1 

foram explorados no contexto da regeneração cutânea, em específico o impacto que estes 

têm na viabilidade de queratinócitos humanos. Adicionalmente, a compatibilidade do 

composto BAPN em NLC foi verificada, como também foi averiguada a eficácia e segurança 

da NLC num grupo de voluntários. 

O composto PN1 demonstrou ser promissor para novos estudos de migração, 

proliferação e diferenciação uma vez que a sua toxicidade se revelou baixa no modelo usado 

de queratinócitos humanos. Neste modelo não se observou indução de toxicidade celular até 

uma concentração de 200 nm (acima de 100% de viabilidade detetada) e o seu IC50 para 

inibição da LOXL2 é 104,4 uM. Comparativamente, num estudo realizado com a D-penicilina, 

esta não demonstrou toxicidade em células HeLa, e apresentou perfil inibitório de rhLOXL2, 

sendo necessário novos estudos para uma comparação linear. Por oposição, o IC50 do 

composto EPCU capaz de inibir a atividade da LOXL2 é de 58,33 µM, os resultados do 

presente estudo sugerem que a concentração máxima em que não existe redução da 

viabilidade estatisticamente significativa é de 20 nM. Por esta razão o composto não poderá 

ser usado na modulação da LOXL2. No entanto, este composto poderá servir como molécula 

modelo, que uma vez sofrendo pequenas alterações, poderá originar uma molécula com um 

potencial inibidor da LOXL2 mais alto e/ou com uma toxicidade mais baixa. 

As caracterizações da NLC sem BAPN obtidas neste estudo apresentaram resultados de 

Dh, PDI e pH estáveis e promissores para aplicação cutânea. Em relação às caracterizações 

das NLC com BAPN, os resultados de Dh, pH e potencial zeta mostram que a incorporação 

do composto altera as propriedades da nanopartícula. Os resultados obtidos nos testes de 

estabilidade física e térmica, as NLCs demonstraram resistir a uma elevada carga mecânica 

e foram razoavelmente estáveis durante 30 dias. 

No estudo com os voluntários, e a partir dos resultados obtidos nos parâmetros 

analisados na pele, a NLC não demonstrou incompatibilidade cutânea, mas obtiveram-se 

resultados sem diferenças estatisticamente significativas na eficácia. Não foram observadas 

alterações na hidratação da pele, eritema e PTEA. Em estudos futuros a adição de NLC numa 

forma farmacêutica poderia ser testada, e o protocolo de avaliação do seu efeito sobre a 

regeneração cutânea deverá ser testado num maior número de voluntários. 
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