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Resumo

Atualmente, a crescente preocupac¢ao com os cuidados da pele, por forma a prevenir
e retardar os efeitos do envelhecimento da pele, fez com que as industrias farmacéutica e
cosmética se dedicassem a investigacdo de compostos e produtos antienvelhecimento. A
procura, por parte dos utilizadores, de produtos inovadores, naturais, eficazes e seguros tem
fomentado o estudo de indmeros fitoquimicos quanto as suas propriedades

antienvelhecimento.

O &cido galico (AG) e o &cido desidroabiético (ADA) sao exemplos de fitoquimicos
com estas propriedades. No entanto, as suas caracteristicas fisico-quimicas condicionam a
sua aplicacdo na pele. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento
de formulagbes semissolidas convencionais e nanoformulacdes para veicular o AG e o ADA
para administragdo cuténea, tendo em vista a otimizagdo da sua eficicia e estabilidade.
Para tal, as formulacdes semissoélidas produzidas consistiram num creme do tipo 6leo em
agua (O/A) para incorporar o ADA e num hidrogel para incorporar o AG, de acordo com as
suas propriedades lipofilicas e hidrofilicas, respetivamente. Em relacdo as nanoformulacdes,
foram desenvolvidas nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) para a veiculagdo de ambos. A
caracterizacdo das formulagbes desenvolvidas consistiu no estudo das caracteristicas
organoléticas, do pH, da viscosidade aparente e, no caso das SLN, também do diametro
hidrodindmico (Dn) e do indice de polidisperséo (PDI). As formulacdes semissolidas foram
armazenadas a 5, 25 e 40 (x 2) °C, enquanto as SLN foram mantidas a temperatura de 25
(% 2) °C, durante 30 dias.

As formulacdes semissélidas apresentaram valores de pH e de viscosidade estaveis
e compativeis com a aplicacao na pele, ao longo dos 30 dias. Contudo, no hidrogel com AG
verificou-se uma alteracdo de coloracdo, de amarelo para castanho, que sugere a oxidacdo
do composto. Com a utilizagdo das SLN esta instabilidade ndo se verificou. Apés a
producao, as SLN apresentaram valores de Dy (300-400 nm) e de PDI (<0,2) favoraveis para
a aplicagdo na pele. Uma vez que os valores destes pardmetros aumentaram durante o
armazenamento e o pH e a viscosidade das nanoformulagdes foram reduzidos, seria

favoravel otimizar as formulagdes contendo SLN em trabalhos futuros.

No geral, este trabalho preliminar demonstrou a potencialidade da nanotecnologia
para protecdo de fitoquimicos da degradacdo e a possibilidade de veiculacdo de

fitoquimicos em formulacdes convencionais e formulagfes contendo SLN.

Palavras-chave: antienvelhecimento, fitoquimicos, acido gdlico, acido

desidroabiético, formulacBes semissdlidas e nanoparticulas lipidicas sélidas.
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Abstract

Nowadays, the growing concern with skin care, in order to prevent and delay the
effects of skin aging, has led the pharmaceutical and cosmetic industries to focus on the
investigation of antiaging compounds and products. The users' demand for innovative,
natural, efficacious, and safe products has triggered the study of various phytochemicals
concerning their antiaging properties.

Gallic acid (GA) and dehydroabietic acid (DAA) are examples of phytochemicals with
these properties. However, their physicochemical characteristics affect their application on
the skin. In this sense, this work aimed to develop conventional semisolid formulations, as
well as nanotechnology-based formulations to load GA and DAA, in order to optimizing their
efficacy and stability. For this purpose, regarding conventional formulations, a O/W cream
was produced to load DAA, while a hydrogel was produced to load GA, according to their
lipophilic and hydrophilic properties, respectively. Moreover, solid lipid nanoparticles (SLN)
were developed to load both phytochemicals. All formulations were characterized in terms of
organoleptic properties, pH, viscosity, and, in the case of SLN-containing formulations,
hydrodynamic diameter (Dn) and polydispersity index (PDI). The semi-solid formulations were
stored at 5, 25 and 40 (+ 2) °C, while the SLN were kept at 25 (x 2) °C, for 30 days.

The semisolid formulations displayed pH and viscosity values that were stable and
compatible with skin applications over the 30 days. However, in the hydrogel with GA there
was a color change, from yellow to brown, which suggests the oxidation of the compound.
With the use of SLNs, this instability was not observed. After production, SLN showed
favorable Dy (300-400 nm) and PDI (<0.2) values for skin applications. Since the values of
these parameters increased during storage and the pH and viscosity of the nanoformulations
were reduced, it would be favorable to optimize the SLN-containing formulations in future

work.

Overall, this preliminary work demonstrated the potential of nanotechnology for
protecting phytochemicals from degradation and the possibility of loading phytochemicals in

conventional formulations and SLN-containing formulations.

Keywords: antiaging, phytochemicals, gallic acid, dehydroabietic acid, semisolid

formulations, and solid lipid nanopatrticles.
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Abreviaturas

ADA Acido Desidroabiético

AG Acido Galico

A/O Agua em Oleo

AP-1 Proteina Ativadora 1

Dn Diametro Hidrodinamico

DLS Método de Espectroscopia de Correlagdo Fotonica
ADN Acido Desoxirribonucleico

EC Estrato Corneo

ERK Proteina Cinase mediada por Sinais Extracelulares
ERO Espécies Reativas de Oxigénio

JNK Cinase Amino-terminal c-Jun

MAPK Cinase Ativada por Mitbgenos p38
MITF Fator de Transcri¢do associado a Microftalmia
MMP Metaloproteinases da Matriz

NF-xB Fator kB de Transcricdo Nuclear

NLC Transportadores Lipidicos Nanoestruturados
O/A Oleo em Agua

PDI indice de Polidisperséo

Rpm Rotacao/minuto

SA Substancia Ativa

SLN Nanoparticulas Lipidicas Sélidas

TGF-B Fator de transformacéo do crescimento 3
TNF-a Fator de Necrose Tumoral o

uv Ultravioleta

Y
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1. Pele

A pele, em conjunto com 0s compartimentos anexos, isto €, os pelos, as unhas e as
glandulas sudoriparas e sebaceas constituem o sistema tegumentar. Este sistema
estabelece a fronteira entre o organismo e 0 meio exterior, permitindo em paralelo a sua

interacdo (Seeley, Stephens, & Tate, 2008).

A pele (Figura 1) corresponde a cerca de 15% do peso corporal sendo, por isso, 0
maior 6rgdo do corpo humano. Esta é constituida por uma complexa combinacdo de
estruturas com vérias funcdes, tais como, a protecdo contra a abrasdo, a radiacdo
ultravioleta (UV) e a entrada de microrganismos; a prevencao da desidratacdo, através da
reducdo da perda de agua; a detecdo do calor, do frio, do tato, da pressao e da dor; a
regulacdo da temperatura corporal, pelo controlo do fluxo sanguineo; a producdo de
vitamina D, pela exposicdo a radiacdo UV; e a excrecao de pequenas quantidades de

substancias (Kolarsick & Kolarsick, 2011; Seeley et al., 2008).
" Pele sem pelo Pele com pelo

Haste do pelo

Abertura do ducto da glandula sudoripara

Epiderme _[
) Derme

Plexo F ¥ P
arteriovenoso % 2 l
superficial T = P e
Derme Papilar l l - ‘
Jy = rg
A XA\ (S Va\i i ) Musculo eretor
Vacvl) .
( 1 do pelo
'\ )Y

[/
x‘i Glandula
J \ Sebdcea

Derme Reticular

- Corpusculode Meissner

Ducto da glandula /*l\
doit

Derme

Plexo arteriovenoso
. profundo

Gordura subcutanea

Hipoderme

Fibras nervosas Ducto da glandula sudoripara

Glandula sudoripara écrina Glandula sudoripara écrina

Corpusculode Pacini

Figura 1 - Esquema da estrutura da pele. Adaptado de (Weller, Savin, Hunter, & Dahl, 2008).

1.1. Anatomia e Fisiologia da Pele

No que diz respeito a sua constituicdo, a pele encontra-se organizada em 3
camadas: a hipoderme, a derme e a epiderme (Kanitakis, 2002; Kolarsick & Kolarsick,
2011).
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1.1.1. Hipoderme

A Hipoderme é a camada mais profunda da pele e esta estruturalmente e
funcionalmente ligada a derme por intermédio de redes nervosas e vasculares. E composta
por tecido conjuntivo laxo, com fibras de colagénio e de elastina, e varios tipos de células
como pré-adipdcitos, adipécitos, macrofagos, leucécitos e fibroblastos (Avram, Avram, &
James, 2005; Graham, Eckersley, Ozols, Mellody, & Sherratt, 2019). A sua espessura varia
com a sua localizacao anatomica, idade, sexo, raca, estado enddcrino e nutricional (Haake,
Scott, & Holbrook, 2001)

Esta camada é responsavel pela termorregulagéo, isolamento, armazenamento de
nutrientes e protecdo dos tecidos mais profundos. Mecanicamente, esta camada permite
que a pele sobrejacente se mova como um todo, atenuando e dispersando a pressao
externa aplicada (Graham et al., 2019; Shen et al., 2003).

1.1.2. Derme

A derme é a camada de tecido conjuntivo que se encontra entre a hipoderme e a
epiderme (Losquadro, 2017). Esta € composta essencialmente por matriz extracelular e
fibroblastos (Shin et al., 2019). Os fibroblastos sao responsaveis pela sintese de colagénio,
elastina e outras proteinas que compdem a derme, bem como pela sua degradagdo. A
derme contém vasos linfaticos, terminacdes nervosas, foliculos pilosos e glandulas

sudoriparas e sebaceas (McLafferty, Hendry, & Alistair, 2012).

Esté dividida em 2 camadas, a reticular, mais profunda, e a papilar, mais superficial.
A camada reticular € composta por tecido conjuntivo denso e contém as fibras de colagénio
e elastina, enquanto a camada papilar € composta por papilas e é onde se encontram 0s

nervos e capilares que nutrem a epiderme (Brown & Krishnamurthy, 2020).

O colagénio e a elastina estdo dispostos em redes de fibras com elevada resisténcia
e elasticidade, o que confere a camada a capacidade de estiramento e contracédo
(McLafferty et al., 2012). Existem 18 subtipos de colagénio, dos quais 11 estao presentes na
pele. O tipo | € o mais abundante, representando 80 a 85% do colagénio total, enquanto o
tipo Il representa 10 a 15% e o tipo V representa menos de 5% do colagénio total
(Losquadro, 2017). Os fibroblastos sintetizam cadeias polipeptidicas individuais de colagénio
designadas de pré-colagénio. Posteriormente, as varias moléculas de pré-colagénio ligam-
se através de ligacdes cruzadas catalisadas enzimaticamente, formando a rede dérmica

tridimensional (Draelos, 2016).

Em diferentes proporgdes, a elastina e a fibrilina compdem as fibras elasticas (Ross

& Pawlina, 2012). Estas podem ser divididas em 2 tipos: as fibras oxitalamicas e as fibras
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elatnicas. As fibras oxitalamicas sao constituidas apenas por fibrilina, estdo dispostas
perpendicularmente e encontram-se na camada papilar, enquanto as fibras eladnicas sao
constituidas por uma rede dispersa de elastina rodeada de microfibrilas de fibrilina, estdo
dispostas paralelamente e encontram-se perto da juncdo das camadas papilar e reticular
(Strydom, Maltha, Kuijpers-jagtman, & Hoff, 2012).

Outros componentes existentes na derme s&8o o0s proteoglicanos e o0s
glucosaminoglicanos, como € o caso do acido hialurénico, que além de envolverem e
incorporarem os elementos da derme, também mantém a elasticidade e hidratagédo da pele,

devido a sua capacidade absorvente de agua (Brown & Krishnamurthy, 2020; Robert,
Robert, & Renard, 2010).

Na transicdo entre a derme e a epiderme existe uma membrana basal porosa
designada de junc&o dermo-epidérmica (Kanitakis, 2002). Esta membrana desempenha um
papel importante no suporte da epiderme, regula as trocas metabdlicas entre as duas
camadas, suporta a migracdo dos queratinocitos nos processos de cicatrizacdo e auxilia nos
processos imunolégicos e inflamatérios, ao permitir a passagem de células como os
linfocitos T, os mondcitos e as células de Langerhans (Monteiro-Riviere, 2010). E constituida
maioritariamente, por queratinécitos basais, por fibroblastos dérmicos, em menores
guantidades, e por colagénio do tipo VIl (Kolarsick & Kolarsick, 2011). A adesao entre as
duas camadas é mantida devido a existéncia de hemidesmossomas (McGrath, Eady, &
Pope, 2004).

1.1.3. Epiderme

A epiderme é a camada mais superficial, constituida por epitélio pavimentoso
estratificado que se renova continuamente. Nao possui vasos sanguineos, pelo que a
oxigenagdo e a passagem de substancias é feita por difusdo através dos capilares da
derme. Na sua maioria, a epiderme é constituida por queratindcitos, responsaveis pela
producdo de queratina, que confere a esta camada a capacidade de resistir a abrasdo e
diminuir a perda de 4gua. Em menores quantidades € constituida por outras células, tais
como, 0s melandcitos, responsaveis pela producdo de melanina, que confere pigmentagéo a
pele; as células de Langerhans, envolvidas na resposta imunitaria; e as células de Merkel,
encarregues de detetar o tato e a pressao superficial (McLafferty et al., 2012; Seeley et al.,
2008).

Os queratindcitos sdo produzidos nas camadas mais profundas por mitose. Estes, a
medida que novas células se formam, movem-se para as diferentes camadas mais a
superficie, sofrendo diferenciacdo morfolégica e bioquimica, o que leva a alteracdo da sua

forma e composicdo. O processo designa-se por queratinizagdo e termina com a morte

4
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celular na camada mais superficial, originando células anucleadas e achatadas,

denominadas de cornedcitos (Shetty & Gokul, 2012).

Ao longo da epiderme, a medida que as células se véao diferenciando, € possivel
distinguir fases de transicéo diferentes, designadas por camadas ou estratos (Figura 2).

Querato-hialina e
corpos lamelares do —— } Estrato Cérneo

estrato granuloso
i } Estrato Granuloso

Desmossomas

Melandcitos — LR Estrato Espinhoso

Células de Langerhans

Figura 2 - Esquema dos estratos da epiderme. Adaptado de (Draelos, 2016).

O estrato basal, o mais profundo, assenta sobre a membrana basal, que o fixa a
derme. E constituido por células indiferenciadas e proliferativas, em constante divisdo
mitotica, por hemidesmossomas, que permitem a adesdo do estrato a membrana basal, e
por desmossomas, que mantém a unido dos queratindcitos (Marks & Miller, 2019; Seeley et
al., 2008; Staska & Pike, 2016). Neste estrato, ha também um conjunto de recetores
transmembranares designados de integrinas. Estes tém um papel importante na adeséao,

migracgao, proliferacéo e diferenciacdo dos queratindcitos (Hegde & Raghavan, 2013).

Em seguida, surge o estrato espinhoso que é constituido por células poligonais. A
medida que estas se movem para a superficie vdo ficando achatadas e ocorre quebra e
formacdo de novos desmossomas. No interior dos queratinécitos produzem-se mais fibras
de queratina e corpos lamelares, que sdo organelos ligados & membrana e preenchidos por

lipidos e enzimas hidroliticas (Haake et al., 2001).

z

O estrato granuloso é constituido por células achatadas, que contém granulos
proteicos de querato-hialina no seu citoplasma, e por enzimas lisossomais (Kolarsick &
Kolarsick, 2011). A querato-hialina é formada por proteinas, como a involucrina e a loricrina,
responsaveis pela formacdo do envelope das células do estrato cérneo (EC), e a
profilagrina, precursora da filagrina, proteina importante na agregacdo de queratina no EC
(Baroni et al., 2012; Weller et al., 2008).
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Ao longo desta camada ocorrem vérias alteragfes, nomeadamente a nivel dos
corpos lamelares, que libertam o seu conteudo lipidico para o espaco intercelular e dos
queratindcitos. Nestes, o nucleo e outros organelos degeneram, ocorrendo morte celular, a
membrana celular é substituida por um envelope celular composto por proteinas e lipidos
ligados covalentemente e os filamentos intermediarios de queratina agregam-se, formando
microfibrilas (Seeley et al., 2008; Wickett & Visscher, 2006).

O estrato lucido € uma regido fina e translicida, constituida por células mortas com
elevadas quantidades de eleidina, uma proteina resultante da transformac¢do da querato-
hialina, que confere a aparéncia transparente as células (Biga et al., 2017; A. P. Silva, Silva,
& Hernandez-Blazquez, 2008). Esta camada encontra-se presente apenas na pele das

palmas das maos, plantas dos pés e dedos.

O EC é o estrato mais superficial e apresenta-se como a principal barreira contra a
perda de 4gua e a penetracdo de substancias exdgenas (Haake et al., 2001). Este divide-se
em 2 substratos, o disjunctum e o compactum. E constituido por cornedcitos, que contém no
seu interior queratina e filagrina, e por uma matriz lipidica intercelular rica em &cidos gordos,
ceramidas e colesterol. A ligacdo entre os cornedcitos € possivel devido a existéncia de
corneodesmossomas. Existe ainda, uma variedade de enzimas lipoliticas e proteoliticas,
envolvidas na degradacdo dos corneodesmossomas e no processamento dos lipidos (Hwa,
Bauer, & Cohen, 2011; Menon, Cleary, & Lane, 2012; Pouillot, Dayan, Polla, Polla, & Polla,
2008; Wickett & Visscher, 2006).

1.1.4. Anexos Cutaneos

Como referido anteriormente, fazem parte dos anexos cutaneos, os pelos, as unhas
e as glandulas sebaceas e sudoriparas. Estes desempenham um importante papel no tato,

na termorregulagéo, na transpiragédo e na excregao (Zhang et al., 2015).

Os foliculos pilosos estao distribuidos por todo o corpo, exceto nas palmas das maos
e nas plantas dos pés. Possuem uma bainha radicular externa, que ajuda a proteger o pelo
em crescimento, e uma bainha radicular interna. Na base do foliculo encontra-se a papila
dérmica, rica em vasos sanguineos e nervos sensoriais, e que contém no seu interior o
bolbo capilar, local de origem do pelo em crescimento e onde se insere o musculo eretor do
pelo. No interior do foliculo, existe uma estrutura importante, designada de protuberancia
capilar, onde se encontram as células-tronco epiteliais e os melandcitos. Estruturalmente, o
pelo encontra-se dividido em 3 camadas: a medula interna, o cortex que envolve a medula e

a cuticula externa composta por queratina (Lai-Cheong & McGrath, 2017).
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O crescimento do foliculo é dindmico e baseia-se em 3 fases (Gilaberte, Prieto-
Torres, Pastushenko, & Juarranz, 2016; Hirt & Paus, 2019):

e Anagénese — Nesta fase existe um crescimento ativo e constante do pelo. Cerca de
84% dos pelos se encontram nesta fase e pode durar entre 3 e 10 anos;

e Catagénese — Nesta fase o crescimento do pelo cessa. Ocorre perda de células por
apoptose, com paragem da atividade mitética na matriz e da producdo de melanina
pelos melandcitos. Dura cerca de 2 a 3 semanas;

e Telogénese — E a fase final, na qual ndo ha producdo ativa de pelo. Dura

aproximadamente 3 a 4 meses. E seguida por uma nova fase anagénese.

As unhas consistem em estruturas epiteliais queratinizadas com elevada dureza.
Estas protegem as extremidades dos dedos, auxiliam no manuseamento de objetos e
aumentam a sensibilidade ao toque. Pertencem ao EC e sdo compostas por duas partes, a
raiz, coberta pela pele, e o corpo da unha, visivel. As células ungueais sdo produzidas na
matriz ungueal e estendem-se sobre o leito ungueal. Em relacdo ao seu crescimento, as
unhas crescem continuamente e ndo tém uma fase de repouso, contrariamente ao que

acontece nos pelos (Berker, 2013b, 2013a; Seeley et al., 2008).

As glandulas sebaceas consistem em glandulas alveolares que produzem e
secretam uma substancia oleosa, de cor branca e rica em lipidos designada de sebo. As
glandulas encontram-se unidas por um canal a parte superior dos foliculos pilosos, a partir
do qual o sebo impregna o pelo e a superficie da pele, protegendo contra microrganismos
(Seeley et al., 2008; Staska & Pike, 2016).

As glandulas sudoriparas sdo estruturas tubulares importantes na regulacdo da
temperatura corporal. Existem 2 tipos de glandulas, as écrinas e as apécrinas (Kobielak,
Kandyba, & Leung, 2015; Marks & Miller, 2019). As glandulas écrinas sédo as mais
abundantes, encontram-se distribuidas por toda a superficie corporal, e a sua ativacdo €
desencadeada por estimulos emocionais e térmicos. O suor écrino € uma mistura de 4gua e
eletrélitos e a inervacdo colinérgica é responsavel pela sua secregdo. As glandulas
apoécrinas podem ser encontradas em regides da pele que contenham foliculo piloso, como
as axilas, as aureolas mamarias e regido anogenital. O suor apdécrino possui uma
composicao rica em lipidos e a sua secrecdo € dependente da estimulagcdo androgénica.
Apesar de inodoro, a acdo de bactérias na superficie da pele faz com que o suor apdcrino

seja responsavel pelo odor corporal (Kobielak et al., 2015; Marks & Miller, 2019).
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2. Envelhecimento da Pele

7

O envelhecimento é um processo degenerativo complexo, no qual a integridade
fisiologica é reduzida gradualmente, levando a perda de quase todas as func¢des fisiologicas
e ao aumento da suscetibilidade do individuo (Corréa et al., 2018). No caso do sistema
tegumentar, o envelhecimento envolve a pele e os sistemas de suporte da pele, resultando
em mudancas estruturais e bioquimicas na percec¢do neurossensorial, na permeabilidade,
na resposta a lesdes e na capacidade de reparacdo, o que conduz ao aumento da
incidéncia de algumas doencas na pele (M. A. Farage, Miller, Elsner, & Maicach, 2013;
Sjerobabski-Masnec & Situm, 2010). Uma consequéncia do envelhecimento da pele é a
perda de funcdes, uma vez que ocorrem alteracbes na funcéo barreira do EC e no
metabolismo de lipidos, com o consequente declinio da capacidade de retencdo de agua, da
quantidade de secrec¢édo de sebo e do fluxo sanguineo (Yagi & Yonei, 2018).

As mudangas que ocorrem na pele envelhecida sdo o resultado de fatores
intrinsecos, relacionados com fatores genéticos e mudancas fisioldgicas que ocorrem ao
longo do tempo, e fatores extrinsecos, relacionados com fatores ambientais que aceleram o
processo de envelhecimento da pele (Rinnerthaler, Bischof, Streubel, Trost, & Richter,
2015).

2.1. Envelhecimento Intrinseco

O envelhecimento intrinseco afeta todas as areas da pele e é dependente do tempo.
E caracterizado por uma pele sem manchas, lisa, mais seca e menos elastica com rugas
finas e linhas de expressdo exageradas (Kammeyer & Luiten, 2015; Puizina-lvié, 2008). As
mudangas que ocorrem resultam da acumulagcdo de danos oxidativos, causados pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO), do encurtamento dos telomeros, das modificacbes
ocorridas em fatores de crescimento e da diminuigéo da atividade hormonal (Helfrich, Sachs,
& Voorhees, 2008; Puizina-lvié, 2008).

As ERO s&o moléculas formadas tanto a partir de vias intrinsecas, como extrinsecas.
Sao exemplos de vias intrinsecas a cadeia transportadora de eletr6es mitocondrial, as
oxidases de fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina, a xantina oxidoreductase, as
varias oxidases peroxissomais, as enzimas do citocromo P450 e as cicloxigenases e
lipoxigenases. A radiagdo UV, os xenobi6ticos e a poluicdo ambiental sdo as principais vias
extrinsecas que estimulam a formacgéo de ERO (Naidoo & Birch-Machin, 2017; Rinnerthaler
et al.,, 2015). As ERO mais frequentemente encontradas nas células sdo o radical
superéxido (Oy), o radical hidroxilo (OH’), o peréxido de hidrogénio (H.O.) e o oxigénio

singleto (*O2) (Ahsanuddin, Lam, & Baron, 2016). As lesGes causadas pelas ERO afetam
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constituintes celulares, como lipidos, proteinas, enzimas, membranas e o0 &cido
desoxirribonucleico (ADN) (Puizina-lvié, 2008). A oxidac¢do induzida pelas ERO leva a
peroxidacao lipidica, que resulta em alteragBes na fluidez da membrana plasmética e perda
de moléculas, com consequente perda de funcdes. Estas podem também intensificar a
atividade da fosfolipase, inativar enzimas, causar a degradacdo de proteinas e originar
mutacOes devido a modificacbes, delecdes e quebras das cadeias simples ou duplas do
ADN (Stojiljikovi¢, Pavlovi¢, & Arsic, 2014).

Os telbmeros sdo estruturas localizadas nas extremidades dos cromossomas que
desempenham um papel importante na prote¢do do ADN cromossomico, impedindo a sua
degradacgdo ou fusdo, e no emparelhamento de cromossomas homoélogos (Buckingham &
Klingelhutz, 2011; Ishikawa et al., 2016). A medida que ocorrem divisdes celulares, o
comprimento dos telomeros vai diminuindo, até se tornarem extremamente curtos, o que
leva as células a entrar num processo de senescéncia celular. As células senescentes
perdem a capacidade de divisdo e, na pele, as mais afetadas sédo os queratindcitos, os
fibroblastos e os melandcitos (Kosmadaki & Gilchrest, 2004). Estes fatores contribuem para

a perda da capacidade replicativa das células e para a deterioracdo da matriz extracelular.

O envelhecimento intrinseco é ainda influenciado pelas modificagbes nos fatores de
crescimento e pela diminuicdo da atividade hormonal. As hormonas sexuais com maior
impacto no envelhecimento sdo o estrogénio, a testosterona, a dehidroepiandrosterona e o
seu derivado sulfatado (Phillips, Demircay, & Sahu, 2001). Os queratindcitos, as células de
Langerhans, os melandcitos, as glandulas sebaceas e a sintese de colagénio e de acido
hialurénico sao influenciados pela diminuicdo destas hormonas (Sator, Schmidt, Rabe, &
Zouboulis, 2004).

A sintese e a secrecao de algumas moléculas envolvidas na sinalizacédo celular,
como as citocinas e quimiocinas, diminuem, resultando na deterioracéo de algumas funcdes
da pele. Na epiderme, a expressao e sintese dos recetores da familia da Interleucina-1
diminui, bem como os recetores da vitamina D e o0s recetores B-adrenérgicos. A nivel dos
fibroblastos, estes apresentam uma diminuicdo de recetores para o fator de crescimento,
derivado de plaquetas e para o fator de crescimento epidérmico (Gilchrest & Krutmann,
2006; Puizina-Ivié, 2008)

Histologicamente, uma das alteracfes mais marcantes € o achatamento da juncéo
dermo-epidérmica. Este achatamento leva a diminuigdo da superficie de contacto entre a
epiderme e a derme e, consequentemente, a reducdo da troca de nutrientes e metabolitos
entre as duas camadas. Na tabela 1, encontram-se descritas as restantes modificacfes

histologicas que derivam do envelhecimento intrinseco.
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Tabela 1 - Manifestaces histolégicas do envelhecimento intrinseco. Adaptado de (Ayer & Grifiths, 2019; M. A.
Farage et al., 2013; M. A. Farage, Miller, & Maibach, 2010; Gilchrest & Krutmann, 2006; Nigam & Knight, 2017;

Puizina-Ivié, 2008; Sjerobabski-Masnec & Situm, 2010; Tobin, 2016).

Reducéo da taxa de descamacéo e aumento do tamanho dos cornedcitos

Diminuicdo dos lipidos intercelulares e da capacidade de retengdo de

Epiderme agua
Alteracdo da forma e tamanho dos queratindcitos
Diminuic@o do nimero de melandcitos e células de Langerhans
Aumento da rigidez e diminui¢cdo da elasticidade e da extensibilidade
Diminuicdo da espessura da derme
Diminuicdo do nimero de fibroblastos e mastécitos
Diminuicdo da quantidade de glucosaminoglicanos, principalmente de
Derme acido hialurénico
Diminuicdo da sintese de colagénio e de elastina, desorganizagdo dos
feixes de colagénio e degradacéo das fibras de elastina
Diminui¢cdo da vascularizagdo e encurtamento da rede de capilares
Diminuicdo da densidade dos corpUsculos de Pacini e Meissner e perda
da inervacgéo sensorial e autbnoma
Redistribuicao, redugéo do tamanho e perda de fungdo dos adipdcitos
Hipoderme Acumulacao de lipofuscina nos musculos (pigmento que marca o dano
celular e determina a idade avancada da célula)
Diminuicéo dos foliculos pilosos
Despigmentacgéo dos pelos e cabelos, por perda e alteracdo da funcéo de
melandcitos (diminuicdo da atividade da tirosinase)
Anexos Conversédo de pelo terminal (pelo grosso e longo) em pelo velo (pelo fino
R e curto)
cutaneos

Diminuicdo do numero de glandulas écrinas e apdécrinas e da produgéo
de suor
Diminuicdo da producédo de sebo pelas glandulas sebaceas

Diminui¢cdo do crescimento das unhas
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2.2. Envelhecimento Extrinseco

O envelhecimento extrinseco nao é condicionado pelo decorrer do tempo, como
acontece no envelhecimento intrinseco, mas por fatores externos, como a exposicdo a
radiacdo UV, o tabagismo e a poluicdo ambiental (S. H. Yu & Baron, 2013). Estima-se que
cerca de 80% dos efeitos do envelhecimento extrinseco sdo causados pela exposicao
cronica a radiacdo UV, sendo, por isso, muitas vezes designado de fotoenvelhecimento.
Normalmente as zonas mais afetadas pelo envelhecimento extrinseco sdo as mais
expostas, como € o caso do rosto, térax, bracos e maos (Langton, Sherratt, Griffiths, &
Watson, 2010).

O envelhecimento da pele causado pela radiagdo € um processo cumulativo, que
depende do grau de exposicdo (frequéncia, duracdo e intensidade) e da protecédo natural
obtida através da pigmentacéo da pele (Sjerobabski-Masnec & Situm, 2010). A exposicao a
radiacdo UV inicia um conjunto de respostas moleculares e celulares que resultam em

modificagbes internas (Langton et al., 2010).

A radiacdo UV subdivide-se em 3 tipos, a radiagdo UVC, UVB e UVA. A radiacao
UVC é extremamente nociva, uma vez que contém mais energia que a radiacdo UVA e
UVB. No entanto, esta radiacéo fica retida na camada de ozono e ndo atinge a superficie
terreste, pelo que ndo apresenta risco para a pele (American Cancer Society, 2019). A
radiacdo UVB tem mais energia que UVA e penetra a epiderme, causando queimaduras
solares. Esta radiagéo, ao promover a formacao de dimeros de timina e pirimidina, provoca
danos diretos no ADN. Danos estes que interferem com a replicagdo, interrompendo a
transcricdo e induzindo mutagbes no gene supressor de tumores p53. Estas mutagbes
tornam as células resistentes a apoptose e alteram o ciclo celular, uma vez que as células
entram em mitose sem que ocorram mecanismos de reparacdo do ADN. O risco de
ocorrerem modificagdes nos queratindcitos e melandcitos aumenta, podendo levar ao
desenvolvimento de queratose actinica e, posteriormente, a cancros de pele (Baumann,
2007; Bosch et al., 2015; Mesa-Arango, Flérez-Mufioz, & Sanclemente, 2017). A radiagédo
UVA, apesar de conter menos energia que as restantes, € capaz de penetrar tanto a
epiderme como a derme, onde pode causar danos na matriz extracelular e no tecido
conjuntivo. E a principal responséavel pelo envelhecimento da pele. Esta radiagdo atua
indiretamente, ao estimular a producéo de ERO. Estes, por sua vez, afetam a integridade do
colagénio, aumentando a sua degradacédo e diminuindo a sua sintese (S. Silva, Leonardi, &
Michniak-kohn, 2017).

A producdo de ERO induz as vias de sinalizacdo associadas a cinases intracelulares,

como a cinase ativada por mitégenos p38 (MAPK), a cinase amino-terminal c-Jun (JNK) e a
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cinase mediada por sinais extracelulares (ERK) (Rinnerthaler et al.,, 2015). Ao serem
ativadas, estas aumentam a expressdo e a ativagdo de fatores de transcricdo, como a
proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator kB de transcricdo nuclear (NF-xB) (Landau, 2007;
Rabe, Mamelak, McElgunn, Morison, & Sauder, 2006; Stout & Birch-Machin, 2019).

A AP-1 inibe o fator de transformac¢do do crescimento  (TGF-B), responsavel pela
sintese de colagénio, e controla a transcricAo dos genes que expressam as
metaloproteinases da matriz (MMPSs), responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular.
De entre as varias MMPs existentes, a MMP-1, a MMP-3 e a MMP-9 sdo as mais
importantes na degradacgéo do colagénio. A MMP-1 é a protéase que inicia a clivagem das
fibras de colagénio (tipo | e Ill). Posteriormente a clivagem, o colagénio é degradado pela
MMP-3 e MMP-9. Na pele, os queratindcitos e os fibroblastos sdo os principais produtores
de MMPs. As MMPs sé&o reguladas pelos inibidores teciduais enddgenos especificos de
metaloproteinases. Contudo, a quantidade destes tende a diminuir com o envelhecimento
(Bosch et al., 2015; Shin et al., 2019). Ocorre também a reducdo de colagénio VIl na pele
fotoenvelhecida. Deste modo, a radiagdo UV contribui para a degradac¢édo do colagénio da
pele e prejudica tanto a integridade da derme, como da jun¢édo dermo-epidérmica (Landau,
2007; Rabe et al., 2006).

A ativacdo do NF-xB induz a expressdo de citocinas inflamatdrias, como a
interleucina-1 e interleucina-6, o fator de necrose tumoral a. (TNF-a) e o fator de crescimento
epidérmico, que atraem neutréfilos contendo MMP-8, MMP-1 e MMP-9 (Poon, Kang, &
Chien, 2015).

Além da degradacé@o do colagénio, a sintese a decorrer também ¢€ influenciada. A
expressdo do gene de pro-colagénio diminui, levando a diminuicdo da formagéo de
colagénio tipo | na derme papilar. Esta reducédo da expressao deve-se ao aumento da AP-1
e, consequente, diminuicdo da expressdo do TGF-p tipo Il (K.-A. Hwang, Yi, & Choi, 2011).
A AP-1 é constituida por duas subunidades: a c-Fos, expressa constitutivamente, e a c-Jun,
induzida pela radiacdo UV. A expressdo excessiva de c-Jun diminui a producdo de
colagénio tipo I. Por ultimo, o colagénio danificado, bem como a mé& adeséo dos fibroblastos

a este colagénio, desregula a sintese de novo colagénio (Landau, 2007; Rabe et al., 2006).

A acumulagédo de ERO levam a ativagdo de moléculas imunossupressoras, como as
interleucinas, e a alteracdo da morfologia celular, da funcdo e da quantidade das células de
Langerhans e linfécitos T (Mesa-Arango et al., 2017). A imunossupressao resultante pode
desencadear o desenvolvimento de carcinomas na pele e de infe¢bes virais, como o

aparecimento recorrente de herpes (Bosset et al., 2003).
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A exposicdo a radiacdo UV tem um impacto negativo na pigmentacdo da pele, uma
vez que desencadeia 0 aumento da sintese de melanina. A radiacdo induz a transcri¢cdo do
gene que expressa a proteina pro-opiomelanocortina e ativa a cascata de transcricdo do
fator associado a microftalmia (MITF), aumentando a expressdo de enzimas envolvidas na
melanogénese. Também a ativacdo de outras vias desencadeadas pelo aumento de
interleucinas, TNF-a, TGF-B, fatores de crescimento, derivados endoteliais e fatores de
crescimento nervosos contribuem para este aumento e, consequentemente, para as
alteracBes pigmentares. Nas les@es hiperpigmentadas, a libertacdo de fatores inflamatérios
aumenta os niveis de producdo e/ou secrecdo de endotelina-l e do fator de células
estaminais. Estes estdo envolvidos na ativagdo de cascatas de sinalizagédo intracelulares
especificas que levam os melandcitos a estimularem a producéo de tirosinase (D’Orazio,
Jarrett, Amaro-Ortiz, & Scott, 2013; Imokawa & Ishida, 2014).

Por dltimo, a radiagdo UV é responsavel por algumas alteracdes a nivel vascular. A
angiogénese € estimulada pela regulacdo positiva do fator de crescimento endotelial,
resultado da ativacdo da via MAPK/ERK, e pela regulacdo negativa do thrombospond m-1,
induzida pela ativacdo da via Fosfoinositideo 3-cinase/Proteina Cinase B na epiderme (M.
Kim & Park, 2016).

Clinicamente, uma pele fotoenvelhecida apresenta rugas acentuadas, menor
elasticidade, alteracbes de pigmentacdo, secura e flacidez. Histologicamente, a espessura
da epiderme aumenta, nomeadamente, a espessura do EC, devido a reducdo da
degradacdo dos corneodesmossomas. Nos queratinécitos, a diferenciacdo € afetada pelo
aumento da expressdo da involucrina e a proliferacdo e adesdo sdo prejudicadas pela
diminuicdo das integrinas. Na derme e na juncdo dermo-epidérmica ocorrem varias
alteracdes. A quantidade de fibrilina na camada superior da derme é reduzida, bem como a
guantidade de colagénio do tipo VII na juncdo dermo-epidérmica. Ha& um aumento
significativo de glucosaminoglicanos e proteoglicanos na derme, contudo n&do séo
funcionais. Mudancas no contetdo de colagénio e de elastina também se verificam. Por um
lado, ha diminuicdo do conteldo de colagénio, por outro, ha aumento do contetdo de
elastina (M. Kim & Park, 2016; Makrantonaki & Zouboulis, 2011). As principais
manifestacdes clinicas e histolégicas do fotoenvelhecimento encontram-se descritas na
tabela 2.
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Tabela 2 - Manifestacdes clinicas e histoldgicas do fotoenvelhecimento. Adaptado de (Bernardo, 2018; Gilchrest

& Krutmann, 2006).

ManifestacGes Clinicas

Manifestac8es Histologicas

Queratose Actinica

Atipia nuclear; Perda da diferenciacdo progressiva e
organizada dos queratindcitos; Hiperplasia e/ou hipoplasia

irregular da epiderme; Inflamacéo da derme.

Elastose Solar

Desintegracdo das fibras elasticas; Acumulagdo de fibras

elasticas amorfas, espessas, enroladas e fragmentadas.

Rugas

Degradacdo e, consequente, diminuicdo do colagénio;
Aumento de MMPs; Diminuicdo da quantidade de matriz

extracelular; Diminui¢cdo da gordura subcutanea.

Alteragcdes de Pigmentacao

Efélides (sardas)

Hiperpigmentagdo da camada basal com melandcitos
maiores, fortemente dopa-positivos e com numerosas

dendrites.

Lentigo Solar

Queratinécitos basais e do EC com elevado contetdo
melanossémico; Aumento da melanogénese; Elongacéo das

cristas epiteliais.

Hipomelanose Guttata

Reduc¢éo de melandcitos dopa-positivos; Distribuicao irregular

e morfologia anormal dos melandcitos; atrofia da epiderme.

Pseudocicatrizes Estelares

Auséncia de pigmentacéo na epiderme; Colagénio dérmico

fragmentado e alterado.

Alteragdes

Telangiectasia

Dilatagdo dos vasos sanguineos.

Parpura Senil

Vasculares

Diminuicdo do tecido conjuntivo de suporte aos capilares;
Aumento da inflamacdo perivascular e extravasamento de

sangue para a derme.

Hiperplasia Sebacea

Hiperplasia das glandulas sebéaceas.

envelhecimento extrinseco. O tabaco é constituido por varias substancias, sendo uma das
principais a nicotina, que € um agonista da acetilcolina. A acetilcolina € um neurotransmissor

sintetizado, secretado e degradado nos queratindcitos. Possui dois recetores diferentes, o

O tabagismo, como

referido anteriormente, € também responséavel pelo
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nicotinico e o muscarinico, ambos presentes na pele. A nicotina liga-se especificamente ao
recetor nicotinico, levando ao aumento da adesao célula a célula e, consequentemente, a
inibicAo da migracdo dos queratindcitos. A acetilcolina, através dos recetores nicotinicos,
também controla as Ultimas etapas da diferenciagdo dos queratinécitos na epiderme. Esse
efeito é mediado pela expressédo de genes e pelo influxo de calcio, que pode resultar na
descamacéo e renovacao da pele. Uma vez que a nicotina estimula o influxo de célcio, a

diferenciacado também é comprometida (Rahvar, Maibach, & Maibach, 2013).

O tabaco influencia o contetdo de colagénio, ao induzir as MMPs. Estas, por sua
vez, ativam o recetor de aril hidrocarboneto, um fator de transcricdo dependente de ligante
gue medeia a toxidade de varios contaminantes. A sua ativacdo desencadeia vias de
sinalizagdo que envolvem a matriz extracelular e culminam na degradacdo do colagénio
(Mesa-Arango et al., 2017; Rahvar et al., 2013). Outras consequéncias sao a vasoconstricao
causada pela nicotina e a diminuicdo do fluxo sanguineo, que contribui para a reducdo das
trocas de oxigénio e nutrientes nos tecidos cutaneos (M. Farage, Miller, Elsner, & Maibach,
2008). A pele de um fumador é caracterizada por rugas acentuadas, flacidez, perda de
elasticidade, pele atdpica, contornos faciais mais salientes, principalmente na zona da boca,

e tez levemente laranja ou vermelha (Rahvar et al., 2013).

A poluicdo ambiental é outro dos fatores apontados para o envelhecimento
extrinseco. A pele, como barreira externa, estd em contacto direto com diversos poluentes
do ar. Os efeitos descritos, que decorrem da exposi¢cdo aos poluentes, incluem alteracdes
de pigmentacdo, como lentigos, e a formacdo de rugas. As alteracbes de pigmentacdo
parecem estar associadas as particulas transportadas pelo ar. Os efeitos causados por
estas particulas devem-se principalmente a producdo de ERO. Além disso, estas podem
transportar produtos quimicos organicos e metais capazes de atingir a mitocondria e
produzir ERO diretamente, levando ao envelhecimento da pele por danos mitocondriais. O
aumento do ozono junto ao solo pode ser responsavel pela formacdo de rugas. Alguns
estudos desenvolvidos em ratos demonstraram que este gas atua como um agente
oxidante, capaz de induzir a expressdao da MMP-9 e afetar o metabolismo do colagénio.
Outra via de inducdo é através dos hidrocarbonetos arométicos policiclicos, que sé&o
transportados pelas particulas e ativam o recetor de aril hidrocarboneto (Krutmann,
Schikowski, Morita, & Berneburg, 2021; Vierkétter & Krutmann, 2012).
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3. Substancias Antienvelhecimento

Atualmente é cada vez maior a preocupac¢do em minimizar os sinais da idade na
pele, principalmente no rosto. A finalidade dos produtos antienvelhecimento centra-se na
obtencdo de uma pele saudavel, lisa e sem manchas. Para tal, recorre-se a utilizacdo de
substancias capazes de reverter os sinais dérmicos e epidérmicos associados tanto ao
envelhecimento intrinseco, como extrinseco (Ganceviciene, Liakou, Theodoridis,
Makrantonaki, & Zouboulis, 2012). Estas substancias podem ser organizadas de acordo com
a sua atuacdo na pele, nomeadamente (Lorencini, Brohem, Dieamant, Zanchin, & Maibach,
2014; Puizina-lvi¢, Miri¢, Carija, Karlica, & Marasovi¢, 2010):

e Compostos que atuam na proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos,
auxiliando na protecao contra as agressdes mecanicas e quimicas;

e Compostos que atuam na manutencdo da hidratacdo cuténea, através do
equilibrio de agua e ibes;

e Compostos que atuam ao nivel da matriz extracelular dérmica;

e Compostos que atuam como antioxidantes, melhorando a protecdo contra a
radiacdo UV e a atividade antioxidante da pele;

e Compostos que atuam nas alteragbes de pigmentagao.

Tendo em conta o &ambito desta dissertagdo, importa referir mais
pormenorizadamente  duas  substdncias com  propriedades antienvelhecimento,

nomeadamente o acido galico (AG) e o acido desidroabiético (ADA).
3.1. Acido Gélico

O AG (Figura 3) é um composto fendlico, que pode ser encontrado na forma livre ou
na forma de galotanino, como constituinte dos taninos (Fitzpatrick & Woldemariam, 2017). O
AG e os seus derivados estdo presentes em varios extratos de plantas como Camellia
sinensis L., Arctostaphylos uva-ursi L., Corylus avellana, Oenothera biennis e Vitis vinifera L,
e encontram-se distribuidos pelas diferentes partes da planta como a casca, a folha, o fruto,
a raiz e as sementes (Fitzpatrick & Woldemariam, 2017; Zanwar, Badole, Shende, Hegde, &
Bodhankar, 2014).

O~_OH

HO OH
OH

Figura 3 - Férmula estrutural do acido galico. Adaptado de (Dogan, 2008).
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A molécula de AG contém um anel aromético, ao qual estdo ligados trés grupos
hidroxilo e um grupo carboxilo (Badhani, Sharma, & Kakkar, 2015; Goldberg & Stefan
Rokem, 2019). Na tabela 3 estdo apresentadas algumas propriedades fisico-quimicas do
AG.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do acido gdlico. Adaptado de (National Center for Biotechnology
Information, 2004; Royal Society of Chemistry, 2021; The Human Metabolome Database, 2007).

Propriedades fisico-quimicas

Férmula quimica C7HeOs
Peso Molecular 170,12 g/mol
Densidade 1,69 g/cm3
Solubilidade em agua 1,19x10* mg/L (20 °C)
Constante de lonizacé&o (pKa) 4,40
Coeficiente de Particdo (logP) 0,70-0,96
Ponto de Fuséo 258-265 °C

O AG tem demonstrado inUmeras atividades farmacol6gicas, como anti-inflamatario,
antimicrobiano, anti-histaminico e anticancerigeno (Kashif, Akhtar, & Mustafa, 2017; Rosas,
Correa, & Gragas Henriques, 2019). Vérios estudos indicam que o seu poder antioxidante
fornece uma protecéo eficaz contra os danos oxidativos provocados por ERO, permitindo
retardar ou até evitar o envelhecimento mediado por estas (Badhani et al., 2015; Rahimifard
eOt al., 2020).

Em relacdo a sua acdo na pele, Alonso et al. (2016) concluiram que o AG inibe a
peroxidacdo lipidica no EC causada pela radiacdo UV, comprovando a sua acgéo
antioxidante (Alonso et al., 2016). Hwang et al. (2014) estudaram os seus efeitos protetores
contra o fotoenvelhecimento e constataram que a produgdo de ERO e 0s niveis de
interleucina-6 e MMP-1 diminuiram, enquanto, a expressdo de pro-colagénio tipo |
aumentou. A atividade da AP-1 foi também inibida. Assim, o AG diminuiu a espessura e a
secura da pele, bem como a formacao de rugas, devido a inibicdo da secrecdo de MMP-1 e
ao aumento dos niveis de elastina, pré-colagénio tipo | e TGF-p (E. Hwang et al., 2014). O

AG demonstrou também resultados positivos no tratamento das alteragdes de pigmentacdo
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na pele (Kashif et al., 2017). Kumar et al. (2012) observaram que diminui a expresséo de
genes reguladores da melanogénese como a tirosinase, a proteina relacionada a tirosinase
e o dopacromo tautomerase, tanto a nivel da transcricdo, como da traducdo. Mais ainda,
inibe a expressdo do MITF ao regular a cascata de sinalizacdo da proteina cinase A/ICAMP
response element-binding protein mediada pela adenosina 3',5'-monofosfato ciclico. O AG
ao fosforilar a Proteina Cinase B e a ERK, ativa-as, induzindo a degradacdo proteossomal
do MITF, que é essencial para a diferenciacdo e desenvolvimento dos melandcitos e
responsavel pela transcricdo especifica dos genes que expressam as enzimas envolvidas

na melanogénese (Kumar et al., 2013; Shibahara, 2001).
3.2. Acido Desidroabiético

O ADA (Figura 4) é um &cido resinico do tipo abiético (Rebola, 2015). Pode
encontrar-se na colofénia, um produto resultante da destilagcdo da resina de plantas como
Pinus, Picea, Larix e Abies (E. Kim et al., 2019; Rahimifard et al., 2020).

Figura 4 - Férmula estrutural do acido desidroabiético. Adaptado de (Mitani, Fujioka, Uchida, & Kataoka, 2007).

A molécula de ADA consiste numa estrutura triciclica, composta por um anel
aromatico, a qual se encontram ligados, em diferentes posi¢cdes, um grupo carboxilo, dois
grupos metilo e um grupo isopropilo (Rebola, 2015). A pH inferiores ao pKa estimado, o ADA
encontra-se na forma ndo ionizada (COOH), com solubilidade aquosa reduzida (Luong,
Rigby, Male, & Bouvrette, 1999). Na tabela 4 é possivel observar algumas caracteristicas

fisico-quimicas do ADA.
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Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas do acido desidroabiético. Adaptado de (Kamaya, Tokita, & Suzuki, 2005;
National Center for Biotechnology Information, 2005; Peng & Roberts, 2000; U.S. Environmental Protection
Agency, 2021).

Propriedades fisico-quimicas

Formula quimica C20H2802
Peso Molecular 300,4 g/mol
Densidade 1,06 g/cm3
Solubilidade em &gua 5,11 mg/L (20 °C)
Constante de lonizacé&o (pKa) 5,7-7,25
Coeficiente de Particdo (logP) 4,80-6,52
Ponto de Fuséo 159-171 °C

O ADA possui uma variedade de atividades farmacolégicas, nomeadamente
antiulcerosas, antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatorias e anticancerigenas (Huang et al.,
2020). Melhora a diabetes e as dislipidemias, ao estimular a captacdo de glicose
dependente de insulina nos adipécitos e ao ativar o recetor dos proliferadores de
peroxissoma tipo gama. Também atua como modulador quimico abrindo os canais de
potassio ativados por calcio de elevada condutancia, possibilitando o tratamento de
acidentes vasculares cerebrais agudos, epilepsia, asma, hipertensdo, hipermotilidade

gastrica e psicoses (J. Kim et al., 2015).

Relativamente as suas propriedades antienvelhecimento, Park et al. (2019)
observaram que o ADA diminuiu a secre¢cdo de MMP-1, através da inibicdo da via de
sinalizagdo JNK, que resultou no aumento dos niveis de pro-colagénio tipo | nos
fibroblastos. Também a quantidade, o didmetro e a disposi¢do das fibras de colagénio na
derme melhoraram significativamente (Park et al., 2019). J. Kim et al. (2015) constataram
que os efeitos causados por este composto, como a diminuicdo da acumulac&o do pigmento
lipofuscina e a diminuicAo da secrecdo de colagénio nos fibroblastos da derme, sdo
mediados pela ativacdo da proteina Sirtuin 1, essencial no atraso do envelhecimento das
células (Corréa et al., 2018; J. Kim et al., 2015; Lee, Lee, Lee, & Min, 2019). Além disso,
Wang et al. (2014) demonstraram que o ADA é capaz de reverter diversas respostas
celulares estimuladas pelo TNF-a, como a apoptose induzida dos fibroblastos dérmicos,

através da inativacao da proteina forkhead box O1 (Wang, Yu, & Gu, 2014).
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4. Administracdo Cutanea

A administracdo de farmacos através da pele oferece vantagens em relacéo a outras
vias de administracdo, como a oral, uma vez que evita o efeito de primeira passagem e a
degradacédo das substancias ativas (SA) no trato gastrointestinal (Vianna, Silva, & Hamerski,
2010). Adicionalmente, esta via permite a utilizacdo de farmacos com janelas terapéuticas
estreitas e tempos de semivida curtos, uma vez que possibilita a manutencdo e controlo das
concentracbes plasmaticas, diminuindo a probabilidade de existirem efeitos adversos
sistémicos. A adesédo por parte dos utilizadores também pode ser maior, pela facilidade de
aplicagdo (D. Singh, Mital, & Kaur, 2016).

7

No entanto, para que a administracdo cutdnea seja bem-sucedida é importante
contornar as suas limitagcbes. Estas sdo a baixa permeabilidade causada pelo EC, que pode
resultar em niveis subterapéuticos; a possibilidade de irritagé@o local ou rea¢des alérgicas e a
intra e intervariabilidade existente na permeacdo cutanea entre diferentes individuos, que

leva a diferentes repostas biol6gicas (Madhusudhan, Gowda, & Gupta, 2020).

Para que as formulacdes tenham sucesso terapéutico quando aplicadas na pele,

Y

estas devem permitir a distribuicdo do farmaco desde o EC (lipofilico) até a circulagéo
sistémica, passando pela epiderme viavel e pela derme, por difusdo passiva (Walters, 2002;
Zsiko et al., 2019). A difuséo pelo EC pode ser feita através da via transepidérmica ou da via

anexial (Figura 5) (Hwa et al., 2011; Ng & Lau, 2015; Trommer & Neubert, 2006).

Anexo
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Matriz extracelular

Figura 5 - Vias de permeacao cuténea. (a): Via anexial; (b): Via transcelular; (c): Via intercelular. Adaptado de
(Ng & Lau, 2015).

A via transepidérmica pode ser dividida nas vias transcelular (preferencial para
substancias polares e hidrofilicas) e intercelular (preferencial para substancias lipofilicas)
(Ng & Lau, 2015; Supe & Takudage, 2021). A via transcelular € a mais direta, uma vez que
as substancias atravessam diretamente o0s cornedécitos e a matriz extracelular. Contudo,
apesar de ser o caminho mais curto, as substancias podem encontrar resisténcia a
permeacao. A via intercelular € a que ocorre mais frequentemente e consiste na passagem
das substancias pela matriz extracelular, contornando os corneécitos (Benson, 2012; Hwa et
al., 2011; Supe & Takudage, 2021).
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A via anexial consiste na passagem de substancias pelos diferentes anexos
cutaneos, ou seja, através do foliculo piloso, das glandulas sebaceas e das sudoriparas.
Esta via é mais utilizada para substancias com elevado peso molecular (N'Da, 2014).
Acreditava-se que esta via era pouco importante, visto que 0S anexos representam apenas
0,1% da superficie total da pele. Contudo, estudos recentes demonstraram que os foliculos
pilosos podem ter um papel importante na permeacdo de farmacos (Helfrich et al., 2008;
Hwa et al., 2011; Uchechi, Ogbonna, & Attama, 2014).

Na administragdo cutanea, sdo varios os fatores que podem afetar a absor¢cédo das
SA e, por consequéncia, a sua biodisponibilidade (Tabela 5). Estes podem estar
relacionados com fatores biolégicos, ou seja, caracteristicas fisioldégicas do individuo e da
pele, e com fatores quimicos e fisicos, como, as propriedades fisico-quimicas da SA ou da
forma farmacéutica utilizada para veicular a mesma (J. A. Silva, Apolinario, Souza,

Damasceno, & Medeiros, 2010).

Tabela 5 - Fatores quimicos, fisicos e biolégicos que influenciam a permeacéo de substancias na pele. Adaptado
de (Pouillot et al., 2008).

Fatores Quimicos e Fisicos Fatores Biologicos
Peso molecular Idade
Concentracdo Anatomia e Histologia da Pele
Coeficiente de Particdo Metabolismo da Pele
Variagbes de pH Condic¢bes Fisiopatolégicas da Pele
Solventes Hidratacdo da Pele
Temperatura Interagbes Substancia-Pele

De modo a contornar ou modular as limitacdes inerentes a administracdo cutanea e
aumentar a absor¢cédo das SA ao longo das camadas da pele, tém vindo a ser desenvolvidas
diversas estratégias. Estas podem consistir em abordagens fisicas, entre as quais, a
iontoforese ou a eletroporacéo e em abordagens quimicas, com a utilizagdo de promotores
de permeacdo como alcoois, agentes tensioativos, ou de pré-farmacos. Outras abordagens
como a sobressaturacdo da SA e a utilizacdo de nano e microformulagbes também tém

vindo a ser consideradas (Bharkatiya & Nema, 2009).
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4.1. Formas Farmacéuticas Semissoélidas

As formulacbes cutaneas tém como objetivo principal fornecer concentracdes
terapéuticas eficazes de SA nas diferentes camadas da pele (Nair, Jacob, Al-Dhubiab,
Attimarad, & Harsha, 2013). Estas formulacdes podem ser classificadas em: formulacdes
sélidas, semissélidas e liquidas. Dentro da categoria das formula¢cfes sélidas estdo os pds
cutdneos e das formulacdes liquidas estdo as lo¢Bes e os linimentos. No entanto, as

formulacdes semissolidas sdo as mais utilizadas (Garg, Rath, & Goyal, 2015).

As formas farmacéuticas semissoélidas apresentam um aspeto homogéneo e
consisténcia mole. S&o dotadas de propriedades plasticas que permitem a modificacdo da
sua forma quando aplicada uma for¢ca mecéanica minima, adaptando-se a superficie da pele
e, devido ao seu comportamento tixotrépico, quando a forca cessa, a sua consisténcia é
recuperada para valores préximos dos normais. Estas também apresentam um
comportamento termorreversivel, uma vez que a viscosidade tende a diminuir com o
aumento da temperatura. Por estas razdes, € importante que estas formula¢cdes possuam
uma determinada adesividade que as mantenha fixas no local de aplicacdo (Alves, Ramos,
& Prista, 1990).

A aplicagdo de formulacBes semissélidas contendo SA pode ter diferentes locais de
acao na pele. Se o pretendido for a administracdo da SA a superficie da pele, trata-se de
uma formulacdo epidérmica. Se a formulagcdo for projetada para que a SA alcance as
camadas mais profundas da pele, como a epiderme viavel e a derme, é endodérmica. Por
altimo, se o objetivo for a SA chegar a circulacdo sistémica, a formulagdo € diadérmica
(Trommer & Neubert, 2006).

Além da classificagdo quanto a acdo terapéutica, as formas farmacéuticas
semissolidas podem ser classificadas de acordo com o0s excipientes utilizados em: pomadas
propriamente ditas, pastas, cremes e geles. As bases utilizadas nestas podem ser
hidréfobas, absorventes, hidrossolUveis e misciveis em 6leo em agua (O/A) ou 4gua em Oleo
(A/O) (Ueda et al., 2009; Weiss, 2011). A escolha da base depende de varios fatores, como
a acao desejada, a natureza, a estabilidade e a biodisponibilidade da SA a incorporar (Ueda
et al., 2009).

As pomadas propriamente ditas possuem uma acéo protetora ou emoliente da pele,
onde um determinado grau de oclusdo é desejado, para evitar a perda transepidérmica da
agua e aumentar a retencdo da mesma a superficie da pele (Babu, Vital, Nirupama, Devi, &
Devi, 2017; Bora, Deshmukh, & Swain, 2014; Weiss, 2011). Podem apresentar uma

aparéncia opaca ou translicida, elevada viscosidade e textura bastante oleosa.
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Normalmente, contém menos de 20% de 4gua e mais de 50% de hidrocarbonetos, ceras ou
polietilenoglicol (Mayba & Gooderham, 2018; Ueda et al., 2009).

As pastas conferem uma acado protetora antissética a pele (Babu et al., 2017). Sao
formulacbes que contém uma elevada quantidade (normalmente 50%) de substancias
pulverulentas dispersas numa base adequada (Ueda et al., 2009). Comparativamente com
as pomadas, as pastas sdo menos oleosas, mais absorventes e mais consistentes (Bora et
al., 2014; Garg et al., 2015).

Os cremes tém propriedades humectantes e emolientes, sendo utilizados, por norma,
gquando ndo é necessario um efeito oclusivo (Mayba & Gooderham, 2018; Weiss, 2011). Sao
emulsdes compostas por duas fases distintas, uma fase interna ou dispersa e uma fase
externa ou dispersante. Consoante a lipofilia ou hidrofilia da fase externa, estes sistemas
podem ser classificados O/A ou A/O (Prista, Alves, Morgado, & Lobo, 2003). A SA é
dispersa entre as diferentes fases de acordo com o seu coeficiente de particdo (Mayba &
Gooderham, 2018). Normalmente, contém bases solGveis em agua. Em comparagdo com as
pomadas, 0s cremes séo significativamente menos oleosos, menos viscosos e mais faceis
de espalhar na pele (Garg et al., 2015). Devido a sua textura e espalhabilidade, estes sdo
preferidos pelos utilizadores. Contudo, tém menor poder hidratante por ndo exercerem um

efeito oclusivo (Mayba & Gooderham, 2018).

Os geles podem apresentar propriedades emolientes e refrescantes. Estes séo
desenvolvidos a partir da adicdo de grandes quantidades de liquidos, como agua, alcool ou
propilenoglicol a uma rede de particulas solidas coloidais, que podem ser polimeros
organicos de origem natural ou sintética (Babu et al., 2017; Weiss, 2011). Como estes
polimeros sdo responsaveis pela gelificacdo da formulacdo, normalmente designam-se de
agentes gelificantes (Bhowmik, Gopinath, Kumar, Duraivel, & Kumar, 2012; Mayba &
Gooderham, 2018). A maioria dos geles sdo preparados com carbomeros, um tipo de
polimero organico, que conferem uma aparéncia esteticamente agradavel e sao facilmente
removidos da pele com &gua. Estas caracteristicas, bem como a facilidade de aplicacao,
sdo vantagens que contribuem para a sua utilizacdo. Dependendo da natureza dos seus
constituintes, a aparéncia dos geles pode variar de transparente a opaco (Bhowmik et al.,
2012; Gad, 2008).

Os geles podem ser classificados em oleogeles ou hidrogeles. Nos oleogeles os
excipientes sdo gordurosos e consistem em parafina liquida e dleos diversos. A gelificagdo
ocorre através da adicdo de polietileno, anidrido silicico, sab8es de aluminio ou de zinco,
entre outros. Nos hidrogeles sdo utilizados excipientes como a agua, a glicerina e o

propilenoglicol. Neste caso, a gelificagdo ocorre por intermédio de substancias como gomas,
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amido, derivados de celulose, silicatos de aluminio e magnésio, pectina, alginatos,

carbopols®, alcool polivinilico, entre outros (Alves et al., 1990; Bora et al., 2014; Gad, 2008).

Os excipientes utilizados s@o de extrema importancia, uma vez que podem afetar a
absorcéo e, consequentemente, a acdo da SA incorporada. Estes desempenham diferentes
fungbes que, por sua vez, determinam o tipo, a estrutura e a estabilidade da base
semissolida. Devem obedecer aos padrdes de qualidade impostos e ser inertes. Ndo devem
causar irritacdo, sensibilizacdo ou perturbagéo irreversivel no EC, como tal, quaisquer
possiveis interagbes fisioldgicas devem ser bem estabelecidas. Os excipientes mais
utilizados incluem solventes, agentes viscosificantes, agentes emulsivos, promotores da

permeacao, conservantes, entre outros (Schwinn & Jackson, 2020).

Sédo véarios os ensaios de controlo de qualidade que podem ser realizados nas
formulacdes semissolidas, nomeadamente, nos geles e nos cremes. Estes podem incluir a
avaliacdo das caracteristicas organoléticas (aspeto, cor e odor) e a determinagéo do pH, da
consisténcia (dureza, espalhabilidade, plasticidade, viscosidade), do poder de absorgéo de
agua, da tensao interfacial, da facilidade de cedéncia medicamentosa, entre outros (Alves et
al., 1990).

4.2. Nanoparticulas Lipidicas

Nos ultimos anos, a industria farmacéutica tem procurado alternativas para contornar
algumas limitagbes que as formas farmacéuticas convencionais apresentam, tais como:
elevadas dosagens, reduzida biodisponibilidade, efeito de primeira passagem, intolerancias,
instabilidades e variagBes dos niveis plasméticos de SA (Mudshinge, Deore, Patil, &
Bhalgat, 2011). Uma das alternativas encontradas foi a utilizacdo da nanotecnologia para o
desenvolvimento de sistemas com caracteristicas que permitissem controlar e melhorar a
libertacdo de farmacos. A pele € um exemplo onde o recurso a sistemas nanoparticulados
apresenta bons resultados. Nesta, as principais vantagens da utilizacdo de nanoparticulas
incluem o aumento da estabilidade dos compostos, a diminuicdo da dosagem necesséria
para exercer a acao pretendida, a melhoria do direcionamento da SA para o local de acdo e
a libertacdo controlada de SA para a obtencdo de um efeito prolongado (Lohani, Verma,
Joshi, Yadav, & Karki, 2018; A. C. Santos et al., 2019).

Na pele, os sistemas mais utilizados sdo os lipidicos, uma vez que a existéncia da
base lipidica facilita a entrada das nanoparticulas e a libertacdo da SA (Deltreggia et al.,
2019). As nanoparticulas lipidicas sdo um exemplo deste tipo de sistemas e podem dividir-
se em nanoparticulas lipidicas sdlidas (SLN) e em transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLC). Foram desenvolvidos como alternativa a outros sistemas coloidais

(lipossomas, nanoemulsdes, etc), por apresentarem inUmeras vantagens, como por
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exemplo: natureza biocompativel e biodegradavel dos materiais; versatilidade; baixo custo e
facilidade de producdo a nivel industrial; baixo potencial de toxicidade; aumento da
estabilidade quimica de SA; possibilidade de libertacdo controlada e modificada da SA;
aumento da solubilidade da SA; e boa estabilidade durante o armazenamento (Ghasemiyeh
& Mohammadi-Samani, 2018; Guimardes & Ré, 2011; Pardeike, Hommoss, & Miiller, 2009;
D. K. Patel, Tripathy, Nair, & Kesharwani, 2013).

As nanoparticulas lipidicas sdo dispersdes aquosas coloidais, com tamanhos que
podem variar de 40 a 1000 nm (A. Silva, Amaral, Lobo, & Lopes, 2015). Apresentam uma
estrutura semelhante a nhanoemulsées O/A, contudo, distinguem-se destas pela natureza
lipidica. Os lipidos liquidos utilizados nas nanoemulsfes séo substituidos por lipidos sélidos
a temperatura ambiente e corporal (Guimaraes & Ré, 2011; A. Silva et al., 2015; Uchechi et
al., 2014). Esta substituicdo permite obter uma libertagdo controlada da SA, uma vez que a
mobilidade desta é menor numa matriz solida (Mehnert & Mader, 2001). A matriz lipidica
podem ser adicionados agentes tensioativos ou polimeros que evitam a agregacdo das
particulas lipidicas (Guimardes & Ré, 2011). A possibilidade de variar o tamanho e de
modificar a polaridade da superficie destas nanoparticulas permite melhorar a penetragdo
na pele (Uchechi et al., 2014).

As SLN (Figura 6) foram a primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas a ser
desenvolvida. A sua matriz apresenta uma estrutura cristalina perfeita, constituida por
lipidos sélidos, em percentagens compreendidas entre 0,1% a 30% (m/m), dispersos em
meio aquoso e revestida por agentes tensioativos, em percentagens compreendidas entre
0,5% a 5% (m/m), que proporcionam a estabilidade do sistema (Fireman, Toledano,
Neimann, Loboda, & Dayan, 2011; Pardeike et al., 2009). Se a percentagem de lipidos
sélidos ultrapassar os 30% pode ocorrer a formagdo de um creme (Mdiller, Radtke, &
Wissing, 2002).

Existem trés modelos diferentes para a incorporacdo de SA nas SLN: (1) Modelo da
matriz homogeénea, obtida quando se aplica o0 método de homogeneizacéo a frio ou quando
SA altamente lipofilicas sdo incorporadas as SLN através do método de homogeneizacéo a
quente; (2) Modelo “parede de farmaco”, no qual se forma uma parede externa rica em SA,
devido a separacéo de fases durante o processo de arrefecimento; e (3) Modelo “ndcleo de
farmaco”, no qual, também devido a separacéo de fases, se forma uma camada interna rica
em SA, que favorece a libertacdo controlada da SA. O tipo de estrutura obtida depende dos
componentes da formulacdo e do método de produgdo adotado (Muller et al., 2002; Naseri,
Valizadeh, & Zakeri-Milani, 2015; Eliana B. Souto & Miller, 2007; Ved & Shrotriya, 2014).
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Apesar das vantagens mencionadas em relacdo as nanoparticulas lipidicas, as SLN
apresentam algumas limitagdes, tais como: capacidade limitada de encapsular SA; presenca
de elevadas quantidades de agua, que podem evaporar ao longo do tempo e resultar no
aumento da consisténcia da formulacdo; libertacao inicial da SA rapida; possibilidade de
expulsédo da SA do interior das SLN durante o armazenamento, devido a alteracoes
polimorficas na estrutura cristalina dos lipidos; e problemas de estabilidade por agregacdo
das nanoparticulas (Ghasemiyeh & Mohammadi-Samani, 2018; S. Gupta, Kesarla, & Omri,
2013; Nikam, Chavan, & Sharma, 2014).

Para ultrapassar estas limitagbes foi desenvolvida uma segunda geragcdo de
nanoparticulas lipidicas, os NLC (Figura 6). Estes diferem das SLN, pelo facto da sua matriz
apresentar uma estrutura cristalina com imperfeicées e ser constituida por uma mistura de
um lipido liquido com um lipido sdlido, estabilizada pela presenca de um agente tensioativo
(Fang, A. Al-Suwayeh, & Fang, 2012). A mistura do lipido sdélido com o lipido liquido deve
ser obtida em propor¢cdes de 70:30 até 99,9:0,1 (Beloqui, Solinis, Rodriguez-Gascon,
Almeida, & Préat, 2016; Pardeike et al., 2009). A presenca do lipido liquido faz com que a
matriz resultante apresente um ponto de fusdo menor em comparacao ao lipido soélido puro,
contudo esta permanece sélida tanto a temperatura ambiente como corporal (Ghasemiyeh &
Mohammadi-Samani, 2018; Guimarédes & Ré, 2011; Naseri et al., 2015).

Como referido, este tipo de nanoparticulas lipidicas surgiu para melhorar alguns
aspetos relacionados com as SLN. A mistura de um lipido liquido com um sélido origina uma
matriz lipidica desorganizada, que melhora a eficiéncia de encapsulagao de SA. O risco de
expulsdo da SA durante a producdo e armazenamento € minimizado e o teor de agua
presente é menor. Estes apresentam ainda perfis de libertagcdo mais controlaveis (Mdiller,

Petersen, Hommoss, & Pardeike, 2007; Tamjidi, Shahedi, Varshosaz, & Nasirpour, 2013).

Existem trés modelos diferentes de NLC, tendo em consideracdo a estrutura interna
da sua matriz lipidica: (1) Modelo de cristal imperfeito, no qual a matriz possui uma série de
imperfei¢des, resultante da mistura de um lipido sélido com uma pequena quantidade de
lipido liquido. Este modelo permite encapsular uma maior quantidade de SA; (2) Modelo
amorfo, no qual se forma uma matriz amorfa constituida por lipidos que ndo sofreram um
processo de recristalizacdo. Este modelo minimiza a expulsdo das moléculas ao longo do
armazenamento; (3) Modelo mdltiplo, no qual a matriz formada consiste numa emulsédo do
tipo 6leo em lipido sélido em agua. Este modelo melhora a capacidade de encapsulacdo de
SA, cuja solubilidade seja maior no lipido liquido que no lipido sélido (Haider, Abdin, Kamal,
& Orive, 2020; Khosa, Reddi, & Saha, 2018; Eliana B. Souto & Miller, 2007; Surya Tej et al.,
2016).
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Figura 6 - Representagdo esquemética das SLN e dos NLC. Adaptado de (Ghasemiyeh & Mohammadi-Samani,
2018).

Ao desenvolver nanoparticulas lipidicas, o objetivo principal € obter nanoformulagcdes
com qualidade, eficAcia e seguranca, que superem as propriedades das formulacdes
cutaneas convencionais. Deste modo, apés a sua producdo, alguns parametros da
formulacdo devem ser estudados uma vez que podem ter um impacto direto no seu
desempenho. Alguns dos parametros a caracterizar sdo: tamanho e distribuicdo do tamanho
das particulas, potencial zeta, grau de cristalizacdo e polimorfismos, eficiéncia de
encapsulagédo, comportamento durante a permeacgéo cutanea e tempo de retencdo na pele,
viscosidade e pH (Andonova & Peneva, 2017; G. Kakadia & R. Conway, 2014; A. C. Santos
et al., 2019; Weller et al., 2008; Yadav, Khatak, & Singh Sara, 2017).
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5. Motivacoes e Objetivos

A pele é um 6rgdo que, devido a sua localizacdo e extensao, estd constantemente
exposta a fatores ambientais externos, como a radiacdo UV, o tabagismo e a poluicdo.
Estes fatores afetam a sua integridade e contribuem, em conjunto com fatores internos
genéticos e fisioldgicos, para o seu envelhecimento (Fussell & Kelly, 2020; Gu, Han, Jiang,
& Zhang, 2020; Morita, 2007).

O envelhecimento da pele ocorre em todas as camadas que a compdem e consiste
em mudancas estruturais e bioquimicas que levam a perda de fun¢bes, a diminuicdo da
permeabilidade, com o declinio da capacidade de retencdo de agua, a diminuicdo da
resposta a lesbes e dos mecanismos de reparacdo e, consequentemente, ao aumento da
incidéncia de doencas da pele (M. A. Farage et al., 2013; Yagi & Yonei, 2018). As
manifestacdes clinicas do envelhecimento cutaneo diferem entre o envelhecimento
intrinseco e extrinseco. A pele intrinsecamente envelhecida torna-se fina e atréfica e
apresenta rugas finas, elasticidade reduzida e secura, enquanto a pele extrinsecamente
envelhecida torna-se mais espessa e aspera e apresenta rugas profundas, opacidade e

alteracdes de pigmentacédo (Zouboulis, Makrantonaki, & Nikolakis, 2019).

A preocupagédo crescente da sociedade atual com os cuidados da pele para prevenir
e retardar os efeitos do envelhecimento, fez com que, nos Ultimos anos, a industria
farmacéutica e cosmética se dedicasse a encontrar solugbes para estas necessidades.
Deste modo, surgiu um novo mercado de consumo, com uma diversidade de compostos e
produtos com propriedades antienvelhecimento (Han, Chien, & Kang, 2014; Poon et al.,
2015). Ainda assim, a industria continua a procura de novos compostos, entre 0s quais 0S
ativos naturais tém ganho especial relevancia (Corréa et al., 2018). A pesquisa de
compostos naturais com propriedades antienvelhecimento estd em expansao e inUmeros
fitoquimicos extraidos de matrizes vegetais estdo a ser investigados (Aguilar-Toala,
Hernandez-Mendoza, Gonzalez-Cérdova, Vallejo-Cordoba, & Liceaga, 2019). Este
investimento é justificado pela tendéncia eco que se tem verificado nos Ultimos anos, na
qual os consumidores procuram produtos que combinem a inovacdo com o natural e

sustentavel (B. Santos, 2020).

O AG e o0 ADA sao fitoquimicos com propriedades antienvelhecimento reconhecidas,
contudo as suas caracteristicas fisico-quimicas condicionam a sua utilizacdo na pele. A
permeacao de substancias na pele envolve um processo complexo de entrada e particdo ao
longo das camadas, que pode ser afetado pelas propriedades fisico-quimicas das

substancias. No caso do AG e do ADA, as suas solubilidades e coeficientes de particdo
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podem ser um desafio a administracdo cutanea, uma vez que se encontram fora dos

preconizados para uma permeacao eficaz.

Assim, a aplicacéo eficiente destes compostos na pele vai depender do sucesso do
desenvolvimento de formulagbes, que sdo fundamentais para garantir a administracdo da
dose correta, potenciar a acdo terapéutica e promover a adesdo dos consumidores (Perrie &
Rades, 2009; Weiss, 2011). Para este efeito, as formas farmacéuticas semissolidas tém sido
as formulagbes mais utilizadas para aplicacdo na pele, devido as suas propriedades
mecanicas e organoléticas, como a viscosidade e a textura, que permitem a aplicacdo e
permanéncia na pele e contribuem para a preferéncia dos utilizadores (Chang, Raw,
Lionberger, & Yu, 2013; Fakhry & Hassan, 2013; Teixeira et al., 2019)

Nos Ultimos anos, na &rea da cosmética e, em particular, nos produtos
antienvelhecimento, a nanotecnologia tem desempenhado um papel importante na entrega
de SA na pele (Salvioni et al., 2021). A variedade de nanoparticulas existentes no mercado,
a base de lipidos, polimeros ou metais, aumenta a possibilidade de desenvolver
nanoformula¢cdes com caracteristicas compativeis, tanto com as SA utilizadas, como com a
pele (Basavaraj, 2012; Khezri, Saeedi, & Maleki Dizaj, 2018). O interesse pelas
nanoparticulas lipidicas, como as SLN e as NLC, tem aumentado devido a sua
compatibilidade com a composicao lipidica do EC. Além disto, outros beneficios como a
inexisténcia de toxicidade, o direcionamento e libertacdo controlada de SA, o efeito oclusivo
e 0 aumento da hidratacdo da pele, contribuem para que estas sejam incorporadas em

formulacdes para a pele (Basavaraj, 2012).

Deste modo, a presente dissertacédo teve como objetivo geral o desenvolvimento de
formulacdes semissoélidas e nanoformulacbes para veicular o AG e o ADA para
administracdo cuténea, tendo em vista a otimizacdo da eficicia e estabilidade destes

compostos. Designadamente, os objetivos especificos desta dissertacao foram:

a) Desenvolvimento de um hidrogel para veicular o AG e de um creme do tipo O/A para
veicular o ADA;

b) Desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas, especificamente de SLN, para veicular
cada um dos compostos;

c) Caraterizagdo das formulagbes desenvolvidas quanto as caracteristicas
organoléticas, pH, viscosidade e, no caso das formula¢des contendo SLN, quanto ao
didmetro hidrodindmico e o indice de polidispersao;

d) Avaliagdo do efeito do armazenamento a varias temperaturas durante 30 dias nas

propriedades fisico-quimicas inicialmente caraterizadas.
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Capitulo Il. Materiais e Métodos
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1. Materiais

As SA utilizadas na presente investigacdo foram o acido galico monohidratado,
adquirido na Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) e o acido desidroabiético, adquirido na
FUJIFILM Wako Chemicals (Osaka, Japdo) seguido de purificacdo tal como descrito

anteriormente (Neto et al., 2021).

Para a producdo dos geles, utilizou-se Carbopol® 940, propilenoglicol e
trietanolamina, adquiridos na José M. Vaz Pereira, S.A (Lisboa, Portugal); metilparabeno,
obtido na AppliChem GmbH (Darmstadt, Alemanha); e 4gua destilada.

Para a producdo dos cremes, utilizou-se glicerina, adquirida na Laborspirit, Lda
(Santo Antéo do Tojal, Portugal); acido estearico, obtido na Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
EUA); élcool cetilico, obtido na Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha); Lanolina, adquirida em
José M. Vaz Pereira (Lisboa, Portugal); metilparabeno, produzido pela AppliChem GmbH
(Darmstadt, Alemanha); trietanolamina, fornecida por José M. Vaz Pereira, S.A (Lisboa,

Portugal); e 4gua destilada.

Para a producdo das nanoparticulas lipidicas solidas foi utilizado acido esteérico e

Tween® 80, ambos obtidos na Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) e agua destilada.
2. Producao das Formulacdes Semissolidas

2.1. Producéo dos Geles

Os geles foram preparados na auséncia (controlo) e na presenca de AG de acordo

com as composicdes qualitativas e quantitativas descritas na Tabela 6.

Tabela 6 - Composicdo qualitativa e quantitativa (%em/v) do gel preparado sem AG (controlo) e com AG.

Componentes Gel controlo Gel com AG
AG 0 0,5
Carbopol® 940 1 1
Propilenoglicol 3 3
Metilparabeno 0,2 0,2
Trietanolamina gbp pH 7,4 gbp pH 7,4
Agua Destilada qbp 100 gbp 100
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Para a preparacdo dos geles, colocou-se num almofariz de porcelana o carbopol®
pesado e adicionaram-se quantidades crescentes de 4gua (até cerca de 30% do conteudo
total), para dispensar o polimero e obter uma mucilagem homogénea e translicida. Apos a
dispersdo, transferiu-se o0 preparado para um copo graduado, incorporou-se o0
metilparabeno, ja dissolvido no propilenoglicol, e completou-se o volume com agua destilada
até 100 mL. Por fim, utilizou-se a trietanolamina para ajustar o pH a 7,4 + 0,5. No caso do
gel com AG, a SA foi dissolvida no propilenoglicol juntamente com o metilparabeno. O
restante procedimento de preparagédo do gel foi similar ao anterior. Todas as formulagdes

foram produzidas em triplicado.
2.2. Producéo dos Cremes

Os cremes O/A foram preparados na auséncia (controlo) e presenca de ADA de
acordo com as composi¢des qualitativas e quantitativas descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Composicao qualitativa e quantitativa (%m/v) do creme O/A preparado sem ADA (controlo) e com

ADA.
Componentes Creme O/A controlo Creme O/A com ADA

ADA 0 0,5

Acido estearico 3 3
Alcool cetilico 1,5 1,5

Lanolina 3 3

Solucéo aquosa de

trietanolamina a 10 % 22 225

Glicerina 7 7
Metilparabeno 0,2 0,2
Agua Destilada 100 100

Na preparacdo dos cremes foram pesadas em separado as duas fases, a oleosa
(lanolina, acido estearico e alcool cetilico) e a aquosa (solucdo aquosa de trietanolamina a
10%, glicerina, metilparabeno e agua destilada). De seguida, foram colocadas a aquecer a
70 °C no banho de agua Termofin (JP SELECTA®, Barcelona, Espanha) até a fase oleosa

fundir completamente e ocorrer o equilibrio de temperatura em ambas as fases. Quando se
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verificou que ambas as fases se encontravam a mesma temperatura adicionou-se a fase
aquosa a fase oleosa, com agitacao rapida e continua, até completa homogeneizacdo da
mistura. Para a agitacdo, recorreu-se ao equipamento dual-speed mixer RW 20.n (IKA®
LABORTECHNIK, Staufen, Alemanha), a uma velocidade de 400 rotagbes/minuto (rpm).
Quanto ao creme O/A com ADA, a SA foi adicionada a fase oleosa antes da fusdo e
posterior adicdo da fase aquosa, tal como realizado no caso do creme O/A controlo. Todas
as formulacdes foram produzidas em triplicado.

2.3. Estudo da Estabilidade das Formulagfes Semissolidas

O estudo de estabilidade das formulagBes desenvolvidas teve uma duragdo de 30
dias, no qual se procedeu a andlise das caracteristicas organoléticas, do pH e da
viscosidade. As formulagcdes foram armazenadas em frascos de vidro &mbar a trés
temperaturas distintas: temperatura ambiente (23 + 2 °C), ambiente refrigerado (5 + 2 °C) e
ambiente aquecido (40 £ 2 °C). As andlises foram efetuadas nos dias 0, 3, 7, 14 e 30, sendo
que se deixava equilibrar as amostras a temperatura ambiente antes de proceder a cada

uma das analises.
2.3.1. Avaliacao das Caracteristicas Organoléticas

A avaliacdo das caracteristicas organoléticas consistiu na andlise visual da
coloracdo, consisténcia e homogeneidade das formulacdes, com 0 objetivo de avaliar de
forma rapida e simples a qualidade das preparacfes e detetar possiveis alteracdes

macroscoépicas.
2.3.2. Determinagao do pH

O pH das formulacbes em estudo foi avaliado pelo método potenciométrico,
utilizando o medidor de pH 744 pH Meter (Metrohm, Sao Paulo, Brasil). De modo a evitar
erros de medicdo, o equipamento foi, previamente, calibrado com solugbes tampéo a pH 4 e

7. Cada formulacéo foi analisada em triplicado.
2.3.3. Determinacéo da Viscosidade

A viscosidade dos geles (controlo e com AG) e do creme O/A controlo foi
determinada com recurso ao viscosimetro rotativo DV-I+ Viscometer (Brookfield Ametek,
Middleboro, MA, EUA). A medicao da viscosidade dos geles foi executada a velocidade de 1
rpm utilizando o spindle S6, enquanto a viscosidade do creme O/A foi avaliada a 50 rpm

com o mesmo spindle. Cada amostra foi analisada em triplicado.

A viscosidade do creme O/A com ADA foi determinada, utilizando o reémetro rotativo
DV3T Rheometer (Brookfield Ametek, Middleboro, MA, EUA). A medicdo foi efetuada a
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velocidade de 1 rpm com o spindle 34, com excecdo das amostras a 5 °C, que foram
medidas a 0,5 rpm com o mesmo spindle. Cada amostra foi analisada em triplicado.

3. Producao das Nanoformulacodes

3.1. Producéo de Nanoparticulas Lipidicas Soélidas

Neste trabalho foram desenvolvidas trés nanoformulacbes diferentes, as SLN
controlo, as SLN com AG e as SLN com ADA. Estas foram preparadas de acordo com as

composi¢cdes gualitativas e quantitativas descritas na Tabela 8.

Tabela 8 - Composicéo qualitativa e quantitativa (%om/v) das nanoparticulas lipidicas solidas preparadas sem AG
ou ADA (controlo) e com AG ou ADA.

Componentes SLN controlo SLN com AG ou ADA
AG/ADA 0 0,5
Acido Estearico 5 5
Tween® 80 2 2
Agua Destilada 100 100

Para a preparacdo das SLN, foram pesadas em separado as duas fases,
nomeadamente a lipidica (acido esteéarico, Tween® 80 e AG ou ADA) e a aquosa (agua
destilada). Posteriormente, os tubos de formulacdo com os componentes foram colocados a
aquecer a 75 °C, no banho de agua Termofin (JP SELECTA®, Barcelona, Espanha), até a
fase lipidica fundir completamente e ocorrer o equilibrio de temperatura em ambas as fases.
Quando tal se verificou, a fase aquosa foi adicionada a fase lipidica e procedeu-se a
emulsificacdo por meio de sonicacdo, utilizando o Q125 Sonicator (Qsonica Sonicators,
Newtown, CT, EUA) com uma amplitude de 70%, durante 5 minutos. Por fim, as
formulacdes foram arrefecidas até atingirem a temperatura ambiente. Todas as

nanoformulacdes foram produzidas em triplicado.
3.2. Estudo da Estabilidade das Nanoformulacdes

O estudo de estabilidade das nanoformula¢des desenvolvidas teve uma duracéo de
30 dias, no qual se procedeu a analise das caracteristicas organoléticas, do pH, da
viscosidade, do diametro hidrodindmico (Dr) e do indice de polidisperséo (PDI). As amostras
foram armazenadas em frascos de vidro, a temperatura ambiente (23 + 2 °C). As analises

foram efetuadas nos dias 0, 7, 14 e 30.
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3.2.1. Avaliacdo das Caracteristicas Organoléticas e Determinagao do pH

Para as nanoformulacBes, a avaliacdo das caracteristicas organoléticas e a

determinac&o do pH foram realizadas como se encontra descrito na sec¢éo 2.3.1 e 2.3.2.
3.2.2. Determinagéo da Viscosidade

A determinacdo da viscosidade das nanoformulacdes foi realizada no redmetro
rotativo DV3T Rheometer (Brookfield Ametek, Middleboro, MA, EUA), utilizando o spindle 18,
a uma velocidade de 250 rpm. Cada amostra foi analisada em triplicado.

3.2.3. Determinac&o do Didmetro Hidrodinamico e do indice de Polidispers&o

Para a caracteriza¢do do Dy e do PDI recorreu-se ao método de espectroscopia de
correlacdo foténica (DLS), utilizando o Delsa™ Nano C (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA,
EUA). Foram analisadas trés réplicas de cada nanoformulagdo preparada de forma
independente, sendo que as nanoformulagdes foram diluidas em agua destilada (50x) antes

de se proceder a analise.
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Capitulo lll. Resultados e Discusséo
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1. Formulagdes Semissolidas

1.1. Escolha do Tipo de Formulacéao

Este trabalho teve como objetivo central o desenvolvimento de formulagbes
inovadoras para a administracdo tépica de substancias com propriedades
antienvelhecimento. Como tal, foi necesséario a partida escolher os tipos de formulacao a
desenvolver de forma a ocorrer uma difusdo eficaz dos compostos até ao local de acdo, que

neste caso sera a epiderme e a derme.

Os aspetos que foram tidos em consideracéo para a escolha das formula¢des foram:
as caracteristicas fisico-quimicas das substancias em estudo, como a solubilidade em agua
e o coeficiente de particdo, e os varios tipos de formulagbes que tém vindo a ser

desenvolvidas para administragéo cutanea.

A solubilidade é importante por duas razdes, em primeiro lugar, porque deve existir
compatibilidade entre a SA e o tipo de formulacao, isto é, se a SA € hidrofilica, a formulagéo
também deve apresentar propriedades hidrofilicas de modo a facilitar a incorporagéo desta.
Em segundo lugar, porque o sistema desenvolvido deve apresentar uma solubilidade capaz
de atravessar as diferentes camadas da pele, de modo a exercer a sua a¢ao. Por exemplo,
o EC favorece a passagem de substancias lipofilicas, enquanto as camadas abaixo deste
favorecem a passagem de substancias hidrofilicas. Por esta razdo, é importante que 0s
sistemas apresentem solubilidades adequadas para que consigam atravessa-las
(Jankowski, Dyja, & Sarecka-Hujar, 2017; N’'Da, 2014).

Em relacdo ao coeficiente de particdo, valores de logP negativos indicam que a
substancia é hidrofilica, enquanto valores de logP positivos, indicam que a substancia é
lipofilica. Vérios estudos tém demonstrado que moléculas com valores de logP
compreendidos entre 1 e 3, exibem propriedades hidrofilicas e lipofilicas suficientes para
obter uma permeacao transdérmica adequada, uma vez que sdo capazes de atravessar 0
EC de natureza lipidica e as restantes camadas da epiderme de natureza hidrofilica (N'Da,
2014).

O AG apresenta um logP inferior a 1 (entre 0,70 e 0,96) e solubilidade em agua de
1,19x104 mg/L, o que significa que é uma substéncia de natureza maioritariamente
hidrofilica (National Center for Biotechnology Information, 2004; Royal Society of Chemistry,
2021; The Human Metabolome Database, 2007). Assim, formulacdo escolhida foi um
hidrogel. O elevado teor em &gua (entre 70% e 99%) fornece aos hidrogeles uma excelente
biocompatibilidade com os tecidos, aumentando a hidratacdo do EC e uma maior

capacidade de incorporar facilmente substancias hidrofilicas (Li & Mooney, 2016). A
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hidratacéo da pele é uma forma facil de entregar eficazmente substancias hidrofilicas. A
agua, devido ao seu caracter polar, interage com 0s principais grupos polares da camada
lipidica do EC, alterando a sua organiza¢do e aumentando a sua fluidez. Este aumento leva
a uma maior permeabilidade (B. Kim et al., 2020). Para além disso, o propilenoglicol
adicionado ao hidrogel atua como promotor da permeacdo, ao ser capaz de atravessar 0s
lipidos do EC e, assim, aumentar o coeficiente de particdo pele/formulacdo (Jankowski et al.,
2017).

O ADA apresenta propriedades fisico-quimicas opostas ao AG, com valores de logP
compreendidos entre 4,80 e 6,52 e uma solubilidade em agua de 5,11 mg/L, o que faz com
gque esta substancia seja de natureza lipofilica (Peng & Roberts, 2000; U.S. Environmental
Protection Agency, 2021). Estes valores de logP ndo se encontram dentro dos ideais, 0 que
significa que o ADA pode ficar retido no EC e ndo conseguir exercer a sua acao.
Substancias lipofilicas como esta, apresentam normalmente taxas de libertacdo e difuséo
maiores em formulag¢des hidrofobicas. Contudo, uma vez que a agéo pretendida ocorre nas

camadas mais profundas da pele, é necessario que a formulagdo apresente algumas

propriedades hidrofilicas.

Deste modo, a formulagéo escolhida para o ADA foi um creme do tipo O/A. O ADA
foi adicionado a fase interna oleosa devido a sua solubilidade elevada em excipientes
apolares. A utilizacao de uma formulagao bifasica permite adicionar excipientes misciveis
em agua ou hidrofébicos, com funcdes de solvente e de promotor de permeacao, que
podem melhorar a solubilidade de substancias lipofilicas na formulacdo e aumentar a
permeabilidade dos lipidos que constituem o EC, de modo que as substancias consigam
atravessar mais facilmente a barreira cutanea (Jankowski et al., 2017). Um exemplo sdo os
agentes emulsivos que podem também atuar como agentes solubilizantes, porque por um
lado, facilitam a dissolucéo de substancias lipofilicas, ao reduzir a tensao superficial entre as
duas fases e diminuir a energia necessaria para dispersar (Prista et al., 2003). Por outro
lado, por conseguirem penetrar nos lipidos do EC, alterar a sua organizacdo e, assim,
aumentar a solubilidade do composto nestes. Na formulacdo com ADA, os agentes

emulsivos utilizados foram o acido estearico, o alcool cetilico e a trietanolamina.
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1.2. Formulac&o semissolida para veicular o Acido Gélico
1.2.1. Caracterizacao da formulacao

Tal com o referido anteriormente, optou-se por veicular o AG recorrendo a um
hidrogel, com base nas propriedades maioritariamente hidrofilicas deste composto. O
hidrogel foi entdo produzido na presenca e auséncia de AG, tendo-se procedido a
caracterizacdo do hidrogel quanto as caracteristicas organoléticas, pH e viscosidade (tabela
9).

Tabela 9 - Caracteristicas organoléticas, pH e viscosidade dos geles controlo e com AG imediatamente apos a
producao.

Formulacéo Caracteristicas Organoléticas pH Viscosidade (mPa.s)

Gel Controlo 75+0,1 7,7 (£ 0,9) x10°

Gel com AG 7,42 £ 0,01 3,69 (+ 0,06) x10°

No que diz respeito as caracteristicas organoléticas, ambos os geles produzidos
apresentaram um aspeto homogéneo e translicido, tal como esperado, mas com coloragdes
diferentes. O gel controlo apresentou uma coloragdo transparente, tipica de um hidrogel de
Carbopol® 940, enquanto o gel com AG sofreu alteracGes na coloracdo a medida que o pH
foi ajustado com trietanolamina. Inicialmente, apresentava uma ligeira tonalidade amarela,
caracteristica do AG, que se foi intensificando. Esta alteracdo da coloragdo pode dever-se
ao facto do AG sofrer oxidacdo a pH neutro e basico, dando origem a compostos de
tonalidade mais escura (Eslami, Pasanphan, Wagner, & Buettner, 2010; Pant, Ozkasikci,

Furtauer, & Reinelt, 2019; Sakalauskas, Ziaunys, & Smirnovas, 2020).

Em relacdo aos valores de pH, estes foram obtidos com a adi¢cdo da trietanolamina,
gue neutraliza os grupos carboxilicos do Carbopol® 940. Esta neutralizacdo ioniza as
moléculas do carbémero, gerando cargas negativas ao longo do polimero. A repulsdo
eletrostética resultante cria a estrutura tridimensional do gel (Islam, Rodriiguez-Hornedo,

Ciotti, & Ackermann, 2004). Para a obtencado da viscosidade ideal os valores de pH devem
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estar compreendidos entre 6-8 (Melo, Domingues, & Lima, 2018), pelo que os resultados
obtidos se encontram dentro do intervalo aceitavel. Apesar de se encontrarem acima dos
valores de pH da pele (4-6), formulagbes cutaneas com estes valores de pH ndo séo
suscetiveis de causar irritacdes, tal como descrito anteriormente (Aiyalu, Govindarjan, &
Ramasamy, 2016; Ali & Yosipovitch, 2013; Leonida & Kumar, 2016).

Facilmente, o pH dos hidrogeles pode ser ajustado para um determinado valor. A
formulacdo deve apresentar um valor de pH que seja compativel com a pele, para ndo
interferir com a sua integridade e com a SA, para garantir a sua estabilidade. Em relagéo a
SA, o pH pode afetar a sua solubilidade e ioniza¢do, provocando alteracdes na capacidade
de permeacgdo. No caso do AG, como se trata de um &cido fraco, o aumento do pH pode

levar & sua ionizagéo e aumento da solubilidade (Jankowski et al., 2017).

Os valores de viscosidade encontram-se na mesma ordem de grandeza, apesar do
gel com AG apresentar um valor ligeiramente mais baixo, comparativamente com o gel
controlo. Esta diferenca pode dever-se a variagdo de pH, uma vez que o gel controlo
apresenta um pH ligeiramente mais alto e, quanto mais alto é este valor, mais viscoso se
torna o sistema, e a adicdo do AG, uma vez que pode ocorrer diminuicdo da viscosidade
guando SA &cidas sdo adicionadas a geles a base de Carbopol® tal como descrito

anteriormente (Gasperi, 2015).

Os valores elevados de viscosidade obtidos podem estar relacionados com o facto
da viscosidade aparente dos geles de Carbopol® variar com a velocidade de rotacédo
aplicada no viscosimetro, dado que quanto menor for a velocidade, maiores séo os valores
de viscosidade (Alves et al.,, 1990; Lubrizol, 2008). Neste caso, a velocidade utilizada foi

baixa (1 rpm).
1.2.2. Estudo de Estabilidade
1.2.2.1. Caracteristicas Organoléticas

A variacdo das caracteristicas organoléticas dos geles armazenados a 5, 25 ou 40 °C
durante 30 dias encontra-se representada na tabela 10. O gel controlo manteve um aspeto
homogéneo, transparente e brilhante, ndo tendo sido observadas altera¢des durante todo o
periodo de armazenamento as diferentes temperaturas. Por outro lado, o gel com AG,
apesar de manter o aspeto homogéneo e translicido, apresentou alteracées na coloracao,
isto &, foi escurecendo para uma tonalidade castanha, ainda que menos intensa quando o
armazenamento foi realizado em ambiente refrigerado. Téth et al. (2014) e, mais tarde, Pant

et al. (2019) reportaram também esta alteracao da coloracdo do AG ao longo do tempo em
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meios com pH semelhantes (Pant et al., 2019; Téth et al., 2014). Contudo, mais
estudos sdo necessarios para investigar o mecanismo de oxidacao do AG.

Tabela 10 - Caracteristicas organoléticas dos geles controlo e com AG em funcdo da duracao (dia 0, 7 e 30) e da
temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

Temperatura Formulagéo Dia 0 Dia 7 Dia 30

25 °C
o
o

5°C =
O
D
O

40 °C

25 °C
Q
<

5°C S
o
D
O

40 °C
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1.2.2.2. pH

A variacdo do valor de pH do gel controlo e com AG em funcdo do tempo e
temperatura de armazenamento estéd representada na Figura 7. Os valores de pH do gel
controlo e do gel com AG ndo apresentaram variagdes pronunciadas ao longo do tempo
independentemente da temperatura de armazenamento. Em ambos os casos, o intervalo de
valores meédios obtido encontra-se préximo do pH neutro (7,2-7,5) e manteve-se
praticamente constante ao longo do tempo.

A B
pH Gel Controlo pH Gel com Acido Gilico
8,00 8,00
7,00 7,00
6,00 6,00
5,00 5,00
L 400 m5°C L 400 m5°C
3,00 m25°C 3,00 m25°C
2,00 m40°C 2.00 m40°C
1,00 1,00
0,00 - 0,00
0 3 7 14 30 0 3 7 14 30
Dias Dias

Figura 7 - Representacéo gréafica da variacao de pH dos geles controlo (A) e com AG (B) em fung&o da duragéo
(dia 0, 3, 7, 14 e 30) e da temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

1.2.2.3. Viscosidade

A variacdo da viscosidade dos geles controlo e com AG em funcdo do tempo e da
temperatura de armazenamento estio representadas na Figura 8. E possivel observar que
os valores de viscosidade do gel controlo foram superiores aos obtidos com o gel com AG.
Esta diferenga de valores na viscosidade entre os geles, devido a incorporagéo de AG, pode
ser uma vantagem, uma vez que a viscosidade da formulacdo pode afetar a taxa de
libertacdo, ao determinar o coeficiente de difusdo da SA. A viscosidade € inversamente
proporcional ao coeficiente de difusdo, ou seja, quanto mais viscosa for a formulagdo, menor
sera o coeficiente de difusédo e, consequentemente, a taxa de libertacdo da SA (Alves et al.,
1990; Bolla, Clark, Juluri, Cheruvu, & Renukuntla, 2020; Y. Chen et al., 2021). Por outro
lado, o facto dos geles apresentarem elevada viscosidade, tal como se verifica com os geles
produzidos neste trabalho, pode ser benéfico quanto a adesividade das formulacdes a pele,
uma vez que impede o escoamento do gel e, consequentemente, aumenta a permanéncia
no local de aplicagdo. O aumento do tempo de contacto entre a pele e a formulacéo,
melhora a permeacéo, pois o tempo disponivel para a difusdo da SA é prolongado (Binder,
Mazal, Petz, Klang, & Valenta, 2019).
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A B
Viscosidade Gel Controlo Viscosidade Gel com Acido Galico
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& 300000 m25°C 2 m25°C
8 § 150 000
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0 0
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Dias Dias

Figura 8 - Representacgédo gréafica da variagdo da viscosidade dos geles controlo (A) e com AG (B) em fungéo da
duracéo (dia 0, 3, 7, 14 e 30) e da temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

Para além disso, verificou-se uma diminui¢cao da viscosidade do gel controlo ao longo
do tempo de armazenamento, a qual ndo se verificou no caso do gel com AG. Uma vez que
0 AG é um &cido fraco (pKa = 4,4) que se encontra maioritariamente desprotonado e
carregado negativamente a pH 7,4. A repulséo entre a carga negativa do AG e as cargas
negativas do carbémero pode favorecer a manutencao da estrutura tridimensional do gel,

evitando que a viscosidade diminua ao longo do tempo.
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1.3. Formulag&o semissolida para veicular o Acido Desidroabiético

1.3.1. Caracterizacao da formulacéo

A formulacdo semissélida escolhida para veicular o ADA foi um creme O/A, de
acordo com as propriedades lipofilicas deste composto, conforme descrito anteriormente. O
creme O/A foi entdo produzido na presenca e auséncia de ADA, tendo-se procedido a

caracterizacdo deste quanto as caracteristicas organoléticas, pH e viscosidade (tabela 11).

Tabela 11 - Caracteristicas organoléticas, pH e viscosidade dos cremes O/A controlo e com ADA imediatamente
apos a preparagao.

Formulacéo Caracteristicas Organoléticas pH Viscosidade (mPa.s)
Creme
‘ 59+0,2 5(x 1) x10°3
Controlo \

Creme com

5,8+0,2 5,1 (+0,6) x10*
ADA

Relativamente aos cremes desenvolvidos, as suas caracteristicas organoléticas
revelaram-se satisfatorias, jA que ambos apresentaram uma tonalidade branca, aspeto

brilhante e homogéneo, aparentemente com consisténcia adequada.

Os valores de pH obtidos para o creme O/A na auséncia ou presengca de ADA
encontraram-se dentro do intervalo compativel com o pH da pele (4-6) (Aiyalu et al., 2016;
Ali & Yosipovitch, 2013; Leonida & Kumar, 2016). Nao foram observadas diferengas no pH

das formulagdes, indicando que a adicdo do ADA ndo provocou alteragdes neste parametro.

A viscosidade foi o pardmetro que distinguiu as formula¢des, com o creme com ADA
a apresentar maior viscosidade. Esta diferenca pode ter sido provocada pela incorporagéo
do ADA na formulacdo. Em relagéo aos valores de viscosidade obtidos, estudos indicam que
apés a producgdo, os cremes devem apresentar uma viscosidade superior a 10000 mPa.s,
de modo a garantir a estabilidade da formulacdo, caso ocorra perda de viscosidade durante
0 periodo de armazenamento (Schwinn & Jackson, 2020). Tendo em conta este valor de
referéncia, a viscosidade do creme de ADA foi aceitavel, enquanto a viscosidade do creme

controlo foi mais baixa do que o desejavel. Estes resultados sugerem que no decorrer do
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tempo, o creme controlo podera apresentar problemas de estabilidade referentes a sua
viscosidade.

1.3.2. Estudo de Estabilidade
1.3.2.1. Caracteristicas Organoléticas

A variacdo das caracteristicas organoléticas dos cremes O/A desenvolvidos e
armazenados a 5, 25 ou 40 °C durante 30 dias encontra-se representada na tabela 12.

Tabela 12 - Caracteristicas organoléticas dos cremes controlo e com AG em funcgédo da duracgéo (dia 0, 7 e 30) e
da temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

Temperatura Formulacéo Dia 0 Dia 7 Dia 30

25°C

5°C

Creme Controlo

40 °C

25°C

5°C

Creme com ADA

40 °C
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As formulagbes mantiveram a sua aparéncia inicial, ndo tendo sido observadas
alteragc@es na cor ou na consisténcia, com excec¢do da amostra de creme controlo mantida a
temperatura ambiente. Esta apresentou uma diminuicdo acentuada da consisténcia,
tornando-se liquida e com aspeto leitoso. A mudanca consideravel de aspeto e consisténcia
pode dever-se a fatores fisicos, como a separacéo de fases, relacionada com a interagédo da
fase dispersa com a fase continua e o tamanho e distribuicdo das particulas da fase
dispersa e a fatores quimicos relacionados com alterag6es no pH, natureza e composi¢ao
dos agentes emulsivos, processos fotoquimicos e contamina¢des microbianas derivadas de
problemas de conservagdo (Maphosa & Jideani, 2018; Rangsansarid & Fukada, 2007).
Dificilmente com a observacgéo das caracteristicas organoléticas € possivel explicar a causa
que levou a esta instabilidade, pelo que seriam necessarios mais estudos para concluir qual

0 mecanismo inerente a esta transformacao.
1.3.2.2. pH

A variacdo do pH dos cremes O/A em fungdo do tempo e da temperatura de
armazenamento estd apresentada na Figura 9. Através da medicdo do pH é possivel
perceber se ocorreram alteragcdes nos componentes do creme, como incompatibilidades ou
degradacgdo, que nem sempre sdo evidentes visualmente. Este pode indicar problemas de
estabilidade entre os constituintes e a SA ou subsequentes do processo de producdo
(Rosario et al., 2021).

A B
pH Creme Controlo pH Creme com Acido Desidroabiético
8,00 8,00
7,00 | 7,00
6,00 | 6,00
5,00 | 5,00
19_4,00 m5°C 1&_4_00 m5°C
3,00 m25°C 3,00 m25 °C
2,00 o40°C 2,00 @40°C
1,00 1,00
0,00 0,00
0 3 7 14 30 0 3 7 14 30
Dias Dias

Figura 9 - Representacgéo grafica da variagdo de pH dos cremes O/A controlo (A) e com ADA (B) em fungédo da
duragéo (dia 0, 3, 7, 14 e 30) e da temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

Apesar de ao terceiro dia se observar um aumento do pH para valores proximos do
pH neutro, a partir dessa altura ndo houve diferengas pronunciadas do valor de pH ao longo
do tempo. A subida de pH pode estar relacionada com a estabilizacdo da mistura de

trietanolamina com acido esteérico, que forma um sabéao iénico com pH 8 (Rowe, Sheskey,
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& Owen, 2006). Relativamente aos valores obtidos, estes estdo de acordo com outras
investigagdes, por exemplo, Gupta et al (2015) realizaram um estudo sobre a formulagéo e
avaliacdo da estabilidade de um creme a base de extratos naturais, contendo &cido
estearico e trietanolamina e obtiveram valores de pH proximos de 7 (6,2-6,9) (N. Gupta,
Dubey, Prasad, & Roy, 2015). Também Maru & Lahoti (2018) realizaram um estudo idéntico,
no qual a formulacao protétipo utilizada apresentou um valor de pH proximo da neutralidade
(7,22) (Maru & Lahoti, 2018). Em termos de compatibilidade com o pH da pele, valores de
pH entre 6 e 7 sdo compativeis, pelo que as formula¢cdes ndo apresentam risco de irritacao
cutanea (Aiyalu et al., 2016; Ali & Yosipovitch, 2013; Leonida & Kumar, 2016).

1.3.2.3. Viscosidade

A variagdo da viscosidade dos cremes O/A desenvolvidos em funcdo do tempo e da
temperatura de armazenamento esta representada na Figura 10. A viscosidade é uma das
variaveis que afeta a estabilidade de uma emulséo, existindo entre estas uma relacédo direta
e linear, ou seja, quanto maior a viscosidade, mais estavel € a emulsdo. A viscosidade de
uma formulacdo depende das suas propriedades fisico-quimicas e das condigbes de
temperatura a que estd submetida e pode ser alterada pela composicdo de lipidos, pela
propor¢cdo entre a fase aquosa e oleosa, pela concentragdo dos agentes emulsivos ou pela
adicdo de polimeros (Isaac et al., 2008; Milan, Mildo, Souto, & Corte, 2007). A avaliacdo
desta variavel ajuda na determinacdo da consisténcia e fluidez apropriadas e na indicagcéo

do comportamento da formulagédo ao longo do tempo (Pinto, Oliveira, & Tescarollo, 2020).

A B
Viscosidade Creme Controlo Viscosidade Creme com Acido Desidroabiético
8000 80 000
7000 70000
S 6 000 '5_6 60 000
E 5000 E 50000
%4000 m5°C ';':40000 m5°C
%3000 m25°C :530000 m25°C
$2000 m40°C $ 20000 m40°C
= 1000 > 10000
0 0
0 7 14 30
Dias Dias

Figura 10 - Representacgdo grafica da variagdo da viscosidade dos cremes O/A controlo (A) e com ADA (B) em
funcdo da duracéo (dia 0, 7, 14 e 30) e da temperatura (5, 25 ou 40 °C) de armazenamento.

No creme controlo, verificou-se a diminuicdo acentuada da viscosidade do creme
armazenado a temperatura de 25 °C para valores inferiores a 2000 mPa.s. Segundo dados

obtidos em estudos de avaliacdo da estabilidade de cremes, as formulacbes podem ser
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consideradas estaveis no decorrer do tempo quando apresentam valores superiores a 2000
mPa.s. Abaixo deste valor, os cremes tornam-se muito fluidos e perdem a sua utilidade
(Schwinn & Jackson, 2020). E de notar que esta reducdo da viscosidade estd em
conformidade com o aspeto leitoso da formulagcdo controlo armazenada a temperatura
ambiente. A reducdo da viscosidade ao longo do tempo também se verificou quando o
armazenamento foi realizado a 5 e 40 °C, tendo sido mais pronunciado no primeiro caso.
Este resultado reforca a possibilidade de existir instabilidade na formulagéo, particularmente
em ambiente refrigerado, uma vez que o expetavel é a viscosidade diminuir com o0 aumento
da temperatura (S. K. Singh, Nagpal, & Saini, 2014). Em contrapartida, o creme com ADA
apresentou valores de viscosidade mais altos, bem como, um comportamento
termorreversivel esperado nos sistemas semissélidos, uma vez que 0 aumento da
temperatura (de 5 para 25 °C) causou a diminui¢cdo da viscosidade. Contudo, sem nunca
atingir valores inferiores a 2000 mPa.s, pelo que se pode considerar que esta formulacdo é

estavel ao longo do tempo.
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2. Nanoparticulas Lipidicas Solidas

2.1. Escolha do Tipo de Nanoparticulas

Para além do desenvolvimento de formulagBes semissolidas, este trabalho teve
também como objetivo o desenvolvimento de nanoformulagdes para veicular o AG e o ADA,
para aplicacdo na pele.

Nesta investigagdo, a escolha das nanoparticulas lipidicas, nomeadamente das SLN,
assentou nas vantagens que estas apresentam quando sao utilizadas em preparacdes para
aplicacdo topica. As SLN apresentam uma matriz lipidica compativel com a composicéo
lipidica da pele, o que favorece a entrada das nanoparticulas e, consequentemente, a
libertacdo de SA (Deltreggia et al., 2019). Além da base lipidica, apresentam outras
caracteristicas, como o reduzido tamanho e a elevada &rea de superficie, que lhes confere
propriedades adesivas que facilitam o contacto entre a SA e o EC e, consequentemente,
aumentam a permeacdo desta através da pele. Estas propriedades contribuem também
para um efeito oclusivo que, se tem verificado que, promove a hidratagéo da pele e o reforco
da barreira lipidica (Bonifacio et al., 2013; Guimardes & Ré, 2011; Uchechi et al., 2014;
Wissing & Miiller, 2003). A taxa de oclusao € influenciada pelo grau de cristalizagéo e pelo

namero e tamanho das particulas (Uchechi et al., 2014)

Por outro lado, a matriz lipidica solida das SLN pode proteger SA instaveis de
reacbes como, hidrolise ou oxidacao. Isto é relevante no caso do AG, uma vez que é
suscetivel de sofrer oxidacdo. Sdo varios os exemplos de compostos cuja estabilidade
quimica melhorou com a utilizacdo de SLN, como o retinol. Foram investigados os efeitos
das SLN na estabilidade do retinol, através da utilizagdo de nanoformula¢des contendo
diferentes misturas de lipidos e surfactantes. O estudo revelou resultados positivos de
estabilidade, no entanto, esta podia variar com os lipidos e surfactantes utilizados (D. Patel,
Kumar, Kesharwani, & Mazumdar, 2015). Assim, para o desenvolvimento das SLN é
também importante selecionar cuidadosamente os componentes, de modo a obter a

estabilidade ideal das SA incorporadas.

Ademais, as nanopatrticulas lipidicas sdo boas candidatas para a incorporagédo de
substancias lipofilicas com coeficientes de particdo elevados (logP>3), como é o caso do
ADA (Y.-Q. Yu, Yang, Wu, & Fan, 2021). Desta forma, o transporte e entrega deste
composto na pele pode melhorar significativamente com a utilizacdo de SLN, com

possibilidade de aumentar a biodisponibilidade do composto na pele.
As SLN podem ainda ser usadas na producdo de protetores solares, uma vez que a

sua estrutura cristalina confere uma protecdo fisica contra a radiacdo UV ao refleti-la,
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atuando como um filtro solar fisico. Inclusivamente, é observada uma acao sinérgica quando
se encapsulam filtros solares quimicos em SLN, bem como um aumento da duracdo do
efeito protetor, uma vez que a libertacao dos filtros quimicos é controlada (Jain & Jain, 2010;
Morabito, Shapley, Steeley, & Tripathi, 2011; Nikoli¢, Keck, Anselmi, & Muller, 2011). Este
efeito protetor aliado aos efeitos do AG e do ADA, pode ser uma estratégia interessante no
desenvolvimento de formulacbes antienvelhecimento, com a finalidade de retardar o

fotoenvelhecimento da pele.
2.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas Lipidicas Solidas

Apoés a producdo das SLN na auséncia (controlo) e na presengca de AG ou ADA
foram avaliados diversos parametros fisico-quimicos como as caracteristicas organoléticas,

o Dy, 0 PDI, o pH e a viscosidade, cujos dados obtidos estdo resumidos na tabela 13.

Tabela 13 - Caracteristicas organoléticas, didmetro hidrodindmico, indice de polidisperséo, pH e viscosidade das
SLN desenvolvidas na auséncia (controlo) e na presenca de AG ou ADA.

Diametro
Caracteristicas . A indice de Viscosidade
Organoléticas Polidisperséo (mPa.s)
(nm)
SLN
313+ 10 0,09 + 0,02 39+0,1 1,59+ 0,01
Controlo
SLN com
379+ 10 0,14 £ 0,02 4,12 £ 0,09 1,53+0,01
AG
[ y
SLN com
ADA 300+ 7 0,16 + 0,03 3,10 £ 0,03 1,46 £ 0,01
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As nanoformulacdes desenvolvidas apresentavam caracteristicas organoléticas
semelhantes entre elas, com um aspeto branco leitoso e homogéneo. A coloragdo branca,
caracteristica das dispersoes lipidicas, fornece-lhes efeitos clareadores vantajosos para a
formulagdo, uma vez que permitem atenuar a coloracdo de certas SA coloridas, como é o
caso da coenzima Q10 (coloracdo amarela), ou de SA que durante o armazenamento
formam produtos intermediarios coloridos, como acontece com as vitaminas ou o AG tal

como se verificou anteriormente neste trabalho (E. B. Souto & Muller, 2008).

O Dn das formulagdes, relacionado com o tamanho das nanoparticulas formadas, e o
PDI, que mede a heterogeneidade dos tamanhos das nanoparticulas, apresentaram valores
inferiores a 400 nm e 0,25, respetivamente. Dados ja reportados indicam que valores de Dy
inferiores a 500 nm so aceitaveis para uma permeacao eficaz na pele e que valores de PDI
inferiores a 0,3 indicam nanoparticulas com tamanhos homogéneos e baixa predisposicédo
para agregacdo (Guo et al, 2018). Desta forma, as SLN desenvolvidas apresentam

carateristicas aceitaveis para aplicacdo cutanea.

As nanoformulagdes produzidas apresentaram um intervalo de valores de pH entre 3
e 4. E importante, quando se desenvolve formulagbes para aplicacdo na pele, ter em
consideracdo os valores de pH obtidos, pois se estas se tornarem extremamente acidas ou
alcalinas podem provocar efeitos indesejados (Jose, 2018). Assim, o pH das formulacdes é
um fator importante a ter em consideracdo durante a producdo, para evitar irritacbes ou
alteracbes na barreira cutédnea, que levem ao desenvolvimento de infecdes na pele
(Vazzana, Fangueiro, Faggio, Santini, & Souto, 2017). Uma vez que o pH da pele se
encontra entre valores de 4-6 (Aiyalu et al., 2016; Ali & Yosipovitch, 2013; Leonida & Kumar,
2016), estas formulacbes em principio ndo causardo irritagdes, no entanto, estudos de

biocompatibilidade serao necessarios para verificar esta hipotese.

Comparativamente as formulacdes semissolidas desenvolvidas, as amostras de SLN
apresentaram valores de viscosidade baixos. Isto deve-se ao facto de as dispersdes de SLN
serem constituidas, normalmente, por cerca de 10-20% (m/m) de matriz lipidica e 80-90%
(m/m) de agua. Como resultado, o elevado teor em agua faz com que apresentem uma
consisténcia liquida e, consequentemente, baixa viscosidade (inferior a 100 mPa.s) (E.B.
Souto, Wissing, Barbosa, & Mu, 2004).
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2.3. Estudo de Estabilidade

2.3.1. Caracteristicas Organoléticas

As preparacbes mantiveram o seu aspeto branco leitoso e homogéneo, nao tendo
sido observadas variacbes neste parametro durante os 30 dias em que ocorreram 0S

estudos de estabilidade a temperatura ambiente (25 °C).

E importante salientar que as nanoformulacées contendo AG também mantiveram o
seu aspeto inalterado, apesar dos problemas de estabilidade reportados anteriormente para
este composto. No gel com AG foi visivel a oxidagdo do composto ao longo do tempo, pela
alteracdo da coloragéo da formulagéo de amarelo para castanho, mas tal ndo se verificou no
caso das SLN. Assim, esta andlise permite prever que a encapsulacdo do AG proporcionou
protecdo contra a oxidacdo, dado que ndo se verificaram problemas no aspeto visual das
formulacdes. De facto, a estabilidade verificada nas amostras de SLN com AG pode estar
relacionada com o pH das formula¢gdes. Enquanto o gel de AG apresentou um intervalo de
valores de pH proximo de 7,4, as amostras de SLN com AG apresentaram valores mais
baixos, na ordem dos 4,5. O AG tende a apresentar sinais de oxidacdo com o aumento do
pH, principalmente a partir de valores proximos de 6 (Pant et al., 2019; Toth et al., 2014).
Assim, os valores de pH inferiores obtidos com a producdo das SLN podem ser uma

vantagem, pois o risco de ocorrerem reacdes de oxidacao com o AG é menor.
2.3.2. pH

Na figura 11 esté representada a variacdo de pH das diferentes nanoformulagfes

contendo SLN em fun¢éo do tempo de armazenamento a temperatura ambiente.

pH
6,00
5,00
4,00 @SLN Controlo

T 300 )
@SLN Acido Galico
2,00

mSLN Acido

1,00 Desidroabiético

0,00

Figura 11 - Representacgdo grafica da variagdo de pH das SLN controlo e com AG ou ADA em fungéo da duracéo
(dia 0, 7, 14 e 30) de armazenamento a temperatura ambiente.

Os valores de pH das nanoformulacdes contendo SLN controlo e com AG sofreram
um ligeiro aumento para valores proximos de 5, enquanto os das amostras de SLN com

ADA mantiveram-se estaveis em valores proximos de 3. Apesar dos valores obtidos nas
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amostras de SLN de ADA serem inferiores ao intervalo de valores de pH compativeis com a
pele (4-6), a pele é capaz de absorver pequenas quantidades de substancias acidas ou
alcalinas devido a existéncia de um sistema tampédo (Clares et al., 2014). Pelo que, em

principio, a formulacdo ndo causara irritacdes cutaneas.

O pH em nanoformula¢gbes contendo SLN é um parametro importante a considerar,
visto que pode influenciar outros parametros, como o Dy, 0 PDI e o potencial zeta. Shah et
al. (2014) avaliaram, com recurso ao tamanho da particula e ao potencial zeta, a otimizacéo
e a estabilidade de SLN constituidas por acido estearico e Tween® 20. Um dos parametros
estudados foi a influéncia do pH durante e apds a preparacao, através da adicdo de acido
cloridrico ou hidroxido de sodio, e concluiram que o Dn das formulagbes aumentava tanto
em meio acido como em meio basico. Relativamente aos valores do PDI, concluiram que
apresentavam uma tendéncia oposta, ou seja, com a adicdo do acido, os valores
aumentavam e, com a adi¢cdo da base, os valores diminuiam. No caso do potencial zeta,
este aumentava com a adi¢cdo de base e diminuia com a adi¢do do &acido, o que também se
correlacionou com o aumento dos valores de PDI observados nessas formulagdes (Shah,
Eldridge, Palombo, & Harding, 2014).

2.3.3. Viscosidade

Na Figura 12 esta representada a variacdo de viscosidade das diferentes
nanoformulacdes contendo SLN ao longo do tempo de armazenamento a temperatura

ambiente.
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Figura 12 - Representacgdo grafica da variagdo da viscosidade das SLN controlo e com AG ou ADA em fungao da
duracdo (dia 0, 7, 14 e 30) de armazenamento a temperatura ambiente.

As SLN com AG e com ADA apresentaram um ligeiro aumento da viscosidade ao
longo do tempo, enquanto a viscosidade das SLN controlo oscilou a volta dos valores
iniciais. Nao obstante, este aumento nédo foi significativo para a alteracdo da consisténcia
das formulacGes, tendo estas permanecido liquidas durante o armazenamento. A baixa

viscosidade que as dispersdes de SLN apresentam nao € vantajosa para a aplicacdo tépica,
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uma vez que diminui o tempo de contacto com o local de aplicacédo (Tichota, Silva, Sousa
Lobo, & Amaral, 2014). Para melhorar esta condicdo, as SLN podem ser incorporadas em
formas farmacéuticas semissdlidas, como, por exemplo, hidrogeles, que aumentam a
consisténcia das formulacdes finais, bem como, a estabilidade das nanoparticulas
incorporadas a longo prazo (Guimardes & Ré, 2011; E.B. Souto et al., 2004; Tichota et al.,
2014).

A viscosidade das nanoparticulas lipidicas pode ser influenciada pelo tipo e
quantidade de lipidios utilizados (Khalil, EI-Bary, Kassem, Ghorab, & Basha, 2013). Por
exemplo, quanto maior a quantidade de acido estedrico, maior é a viscosidade da fase
interna e, consequentemente, menor é a eficiéncia da homogeneizagdo, dificultando a
reducdo do tamanho das particulas. Como resultado, as particulas podem aumentar de
tamanho (C. C. Chen, Tsai, Huang, & Fang, 2010; Shah et al., 2014).

2.3.4. Diametro Hidrodinamico e indice de Polidisperséo

A figura 13 representa a variacdo do Dy e do PDI das SLN produzidas na auséncia
(controlo) e presenca de AG ou ADA ao longo da duracdo de armazenamento a temperatura
ambiente. O Dy e o PDI de nanotransportadores sdo caracteristicas fisicas importantes a ter
em conta durante o desenvolvimento, pois podem afetar as propriedades da formulagéo, o
desempenho, o processo de producéo, a estabilidade e a aparéncia do produto final (Danaei
et al., 2018). Assim, é necessario analisar o possivel efeito que estes parametros podem ter
na libertacdo da SA e na permeacao através das camadas da pele, bem como, monitorizar a

estabilidade ao longo do tempo (Uchechi et al., 2014).
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Figura 13 - Representacao grafica da variagdo do diametro hidrodinamico (A) e do indice de polidisperséo (B)
das SLN controlo e com AG ou ADA em fungao da duragao (dia 0, 7, 14 e 30) de armazenamento a temperatura
ambiente.
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Relativamente aos valores obtidos de Dn, todas as SLN apresentaram um aumento
do tamanho das particulas, principalmente, as amostras de SLN controlo e com AG cujo
aumento foi mais acentuado, ultrapassando os 500 nm. Este aumento € uma limitacdo, pois
o tamanho reduzido das particulas, melhora o contacto entre estas e o EC e aumenta a
permeacao e a libertagdo controlada da SA na pele (Nafisi & Maibach, 2018).

O aumento do tamanho das particulas foi acompanhado pelo aumento dos valores
de PDI, o que significa que existiu um aumento na variacdo da distribuicdo de tamanhos. No
entanto, os valores obtidos foram sempre inferiores a 0,3, pelo que este aumento néo reflete
uma variagado significativa quanto a homogeneidade de tamanhos nas nanoformulagcdes. A
distribuicdo dos tamanhos das particulas pode ser afetada por fatores relacionados com a
producdo, como a taxa de agitacdo, pela temperatura, pelo tipo e quantidade de agente

dispersante e pela viscosidade, como referido anteriormente (Uchechi et al., 2014).

O aumento dos parametros estudados pode estar relacionado com o risco de
agregacado que as SLN apresentam. Durante o armazenamento, particulas isoladas podem-
se difundir na disperséo e colidir, provocando a agregacgéo das particulas. Esta instabilidade
pode ocorrer devido ao tipo e quantidade de tensioativo utilizado. Assim, uma possivel
solucdo passaria por alterar o tipo de tensioativo utilizado, que neste estudo foi o Tween®
80, ou aumentar a sua concentracdo (Azar, Pezeshki, Ghanbarzadeh, Hamishehkar, &
Mohammadi, 2020; Muller et al., 2002; D. Patel et al., 2015).
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Capitulo IV. Conclusao
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Neste trabalho pretendeu-se desenvolver formulacdes semissolidas e
nanoformulagbes contendo fitoquimicos com propriedades antienvelhecimento,
nomeadamente 0 AG e o0 ADA, e estudar a estabilidade das formulagbes durante um

determinado periodo de armazenamento.

Para tal, foi necessario proceder a escolha das formulagfes semissolidas e das
nanoparticulas para veicular as substancias em estudo. No caso das formulacdes
semissélidas, a escolha centrou-se principalmente nas propriedades fisico-quimicas das
substancias, como o coeficiente de particdo e a solubilidade em agua. Assim, a formulagéo
desenvolvida para o AG foi um hidrogel, devido as suas propriedades maioritariamente
hidrofilicas, e para o ADA foi um creme do tipo O/A, devido as suas propriedades lipofilicas.
No caso das nanoformulagdes, as nanoparticulas escolhidas foram as lipidicas, mais
concretamente as SLN, pela sua biocompatibilidade e pelas caracteristicas vantajosas que

apresentam para a administracao topica.

Acerca dos resultados obtidos, o hidrogel com AG apresentou problemas de
estabilidade durante a producdo e armazenamento, associados a oxidacdo do AG e
observados através da alteracdo da cor do gel. Enquanto, as formulacdes de SLN com AG
ndo apresentaram alteracbes de coloracdo. Deste modo, é possivel concluir que a
incorporacdo do AG em SLN pode contribuir para o aumento da sua estabilidade, ao
diminuir o risco de oxidag&o. Os valores de pH e viscosidade obtidos no hidrogel com AG
foram adequados para a sua aplicacdo na pele e 0 mesmo se verificou para os valores de
pH das SLN com AG. No entanto, os valores de viscosidade e de Dy obtidos ndo foram os
ideais para aplicacdo na pele. A reduzida viscosidade das SLN pode diminuir o tempo de
permanéncia da formulacdo na pele e o didametro elevado das particulas pode dificultar a

permeacao ao longo do EC.

Em relacdo ao creme e as SLN com ADA, conclui-se que estas formulacdes
mantiveram a sua estabilidade ao longo do tempo estudado. Os valores de pH e viscosidade
do creme corresponderam ao pretendido para a aplicagéo na pele. Porém, os valores de pH
das formulagbes contendo SLN ficaram aquém do pretendido para utilizacdo na pele. Os

valores de viscosidade foram baixos, tal como observado nas SLN com AG.

Assim, no futuro seria interessante otimizar as formulagbes desenvolvidas, sobretudo
no que diz respeito a estabilidade do AG e ao tamanho das nanoparticulas. Seria também
pertinente estudar a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos nas SLN e a incorporacao
destas em formulagdes semissdlidas. Por udltimo, seria importante efetuar estudos de
biocompatibilidade cutanea, bem como estudos de permeacdo, para determinar o perfil

cinético da permeacdo dos compostos na pele.
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