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RESUMO

A nossa pele estd constantemente sujeita a agressdes provocadas por agentes externos,
como por exemplo radiagdo ultravioleta (UV), microrganismos e produtos quimicos
oxidantes, o que pode resultar num aumento do stress oxidativo. Este desequilibrio entre
a producado e a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive
Oxygen Species) provoca, ao longo do tempo, danos e, consequentemente, o
envelhecimento cutaneo. Uma solucgdo possivel para ultrapassar a agdo destes agentes e,
consequentemente, o fendmeno de stress oxidativo é o recurso a agentes protetores
cutaneos, os quais podem protegem a pele da acdo dos ROS. A quercetina (Q) e os acidos
gordos 0dmega-3 (w3) sdo dois compostos bioativos que apresentam efeitos protetores
cuténeos bem reportados na literatura cientifica, incluindo a atividade antioxidante. No
entanto, ambos 0s compostos bioativos apresentam propriedades que limitam os seus
efeitos aquando da aplicacdo topica, como seja a dificuldade de permeacdo cutanea e a
instabilidade quimica. Com o objetivo de superar estas limitacdes foram desenvolvidos,
através de uma abordagem da utilizagdo de um sistema de veiculacdo duplo, hidrogeles
(HGs) de carbémero enriquecidos com vetores lipidicos nanoestruturados (NLCs, do
inglés Nanostructured Lipid Carriers) para a administracdo topica de Q e/ou w3z com 0
intuito de melhorar a sua estabilidade e a permeacao cutanea, permitindo um aumento dos
efeitos benéficos cutaneos destes bioativos. Foram preparadas duas formulagdes de
NLCs, ambas com a mesma composicdo lipidica, mas com diferentes agentes tensioativos
(os NLC1, contendo lecitina de soja e Poloxamer 407, e os NLC2, contendo Tween® 80
e dioctilsulfossuccinato de sédio (DOSS)). Estes agentes tensioativos demonstraram
influenciar o desempenho terapéutico das formulacdes dos NLCs devido as suas
propriedades fisico-quimicas. Apesar de ambas as formulacdes de NLCs apresentarem
elevada capacidade de carga da Q, as propriedades fisico-quimicas da formulacdo dos
NLC2 foram consideradas as mais adequadas para aplicacao topica na pele e asseguram
uma maior estabilidade coloidal. Adicionalmente, os NLC2 demonstraram uma libertagéo
mais prolongada da Q e ainda apresentaram uma melhor encapsulacéo e protecéo da Q,
ao mesmo tempo ainda apresentou melhor permeabilidade do que as outras formulagdes
testadas. O efeito oclusivo dos HGs como sistema de veiculagdo dos NLCs também tem
um impacto positivo na permeacéo cutédnea. Os HGs-NLC2 contendo Q, com ou sem wz,
demonstraram ser mais eficazes como formulagdes antioxidantes e foto-protetoras.
Adicionalmente, estas formulag¢Bes apresentaram um efeito antibacteriano ao reduzir o

crescimento de Staphylococcus aureus. Estes resultados sugerem que a utilizagdo dos
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HGs enriquecidos com NLC2 constituem uma abordagem promissora para a
administracdo cutanea, com potencial para prevenir o envelhecimento da pele e outros

processos cutaneos decorrentes dos danos provenientes do stress oxidativo.

Palavras-chave: quercetina; 4acidos gordos Omega-3 (ws3), Vvetores lipidicos
nanoestruturados  (NLCs); atividade antioxidante; foto-protecdo; atividade

antimicrobiana
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ABSTRACT

Our skin is constantly subjected to aggression from external agents, such as ultraviolet
(UV) radiation, microorganisms, and oxidizing chemicals, which can result in an increase
of oxidative stress. This imbalance between the production and elimination of reactive
oxygen species (ROS) cause damage over time and, consequently, leads to skin aging.
One possible solution to overcome the effect of these aggressive agents and,
consequently, the phenomenon of oxidative stress is to use skin protection agents, which
can protect the skin from the action of ROS. Quercetin (Q) and omega-3 fatty acids (®3)
are bioactive compounds that have well-known skin protective benefits reported in
scientific literature, including antioxidant activity. However, both compounds have
properties that limit their effects when applied topically, such as their low chemical
stability and difficulty in skin permeation). In order to overcome these limitations,
carbomer hydrogels (HGs) enriched with nanostructured lipid carriers (NLCs) for the
topical administration of Q and/or ws were developed using a dual vehicle system
approach, with the aim of improving their stability and skin permeation, allowing for an
increase in the beneficial cutaneous effects of these bioactive compounds. Two
formulations of NLCs were prepared, both with the same lipid composition, but with
different surfactants (NLC1, containing soya lecithin and poloxamer 407, and NLC2,
containing Tween® 80 and dioctyl sodium sulphosuccinate (DOSS)). These surfactants
were shown to influence the therapeutic performance of the NLC formulations due to
their physic-chemical properties. Although both NLC formulations had a high Q-loading
capacity, the physicochemical properties of the NLC2 formulation proved to be the most
suitable for topical use on the skin and ensured greater colloidal stability. Additionally,
NLC2 demonstrated a more prolonged release of Q, indicating a greater storage capacity
while improving its permeability. The occlusive effect of HGs as a vehicle system for
NLCs also had a positive impact on skin permeation. HGs-NLC2 loaded with Q, with or
without s, demonstrated to be more effective as antioxidant and photoprotective
formulations. Moreover, these formulations showed an antibacterial effect by reducing
the growth of Staphylococcus aureus. These results suggest that the use of HGs enriched
with NLC2 is a promising approach for skin administration, with the potential to prevent

skin ageing and other skin processes resulting from oxidative stress damage.

Keywords: quercetin; omega-3 fatty acids (ws3); nanostructured lipid carriers (NLCs);

antioxidant activity; photoprotection; antimicrobial activity
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.  INTRODUCAO

A pele é considerado o maior 6rgdo do corpo humano e tem como principal funcéo a
protecao contra agressdes de agentes externos (e.g., radiacéo ultravioleta (UV), poluicdo
e microrganismos) ao organismo devido a sua estrutura bastante complexa e estratificada
(Papaccio et al., 2022). Para além da sua funcdo de defesa, a pele também apresenta outras
funcBes, como regulacdo da temperatura corporal, mantém a homeostasia interna e atua
como oOrgdo sensorial. Apesar do sistema antioxidante protetor inerente a pele, a
exposicdo constante da pele a um excesso de radiacGes prejudiciais (e.g. radiagdes UV) e
a outros agentes externos nocivos (e.g., microrganismos e quimicos oxidantes) podem
aumentar o stress oxidativo cutaneo e induzir facilmente danos e promover o
envelhecimento da pele (Liu et al., 2023). O stress oxidativo resulta de um desequilibrio
entre a producdo de radicais livres, nomeadamente espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés Reactive Oxygen Species), e a sua eliminacdo (Reuter et al., 2010). O stress
oxidativo é uma das principais causas de lesbes na pele (e.g. fotoenvelhecimento,

dermatites e melanomas) (Liu et al., 2023).

Em 2015, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, do inglés World Health Organization)
declarou, na tematica relacionada com envelhecimento e salde, que é necessario a
descoberta de novas estratégias para alcancar o envelhecimento saudavel da pele
(Pilkington et al., 2021). Estando o envelhecimento da pele interligado com a ineficacia
na eliminacdo de ROS (Brieger et al., 2012), a aplicacdo topica de agentes antioxidantes
naturais pode ser considerada uma estratégia promissora na reducdo do stress oxidativo
na pele, mantendo as qualidades protetoras da pele contra agentes externos nocivos
(Domaszewska-Szostek et al., 2021). Entre os antioxidantes naturais, a quercetina (Q)
apresenta um elevado poder antioxidante e alguns estudos cientificos revelam o seu efeito
antioxidante cutaneo (Fonseca et al., 2023). No caso dos acidos gordos de 6mega-3 (®3),
este composto bioativo apresenta também reportado efeito antioxidante ao nivel celular
(Djuricic et al., 2021). Adicionalmente, 0 w3 possui capacidade de reparar a membrana
celular (Huang et al., 2018). As atividades reportadas destes dois compostos bioativos
tornam-se de elevado interesse para o desenvolvimento de formulagdes antioxidantes para

administragdo cutanea.
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A Q é um composto fenolico que pertence ao grupo dos flavonoides, sendo considerada
um flavonol, uma vez que possui uma estrutura 3-hidroxiflavona. Este composto pode ser
encontrado em varios vegetais (e.g., cebolas e alho), frutas (e.g., macas, bagas e cerejas)
e bebidas derivada de plantas (e.g., cha de ervas e vinho tinto) (Tomou et al., 2023). O
efeito da Q contra o stress oxidativo foi largamente estudado ao longo dos anos, sendo
este composto caracterizado como um agente antioxidante ndo enzimatico (Boots et al.,
2008). Segundo Xu e colaboradores (Xu et al., 2019), a Q tem demonstrado uma atividade

significativa na prevencdo e no tratamento em doencas da pele.

Os acidos gordos do 6mega-3 utilizados foram o 4cido eicosapentaenoico (EPA) e o0 4cido
docosaexaenoico (DHA) que sdo acidos gordos polinsaturados (PUFAs, do inglés
polyunsaturated fatty acid) que se encontram no pescado e nos 6leos de peixe. O efeito
terapéutico destes acidos gordos provem da capacidade de modular as vias de sinalizacéo
da inflamacdo que desencadeiam fendmenos de stress oxidativo nas células (Djuricic et
al., 2021). Desta forma, 0 w3 tem a capacidade de proteger a membrana celular (Huang
etal., 2018). Os PUFAs sdo considerados compostos essenciais para a funcao de protecédo
e de homeostasia da pele. Os PUFAs intervém na inflamac&o cutanea, principalmente por
um mecanismo de competicdo com o &cido araquiddnico inflamatério e a inibicdo da
producdo de eicosandides pré-inflamatorios. Por outro lado, os PUFAs com origem no
6leo de peixe podem ser considerados os reguladores que afetam a sintese e a atividade
das citocinas para promover a cicatrizacdo de feridas. Adicionalmente, a auséncia destes
compostos pode resultar num aumento da perda de &agua transepidérmica e,
consequentemente, no comprometimento da sua funcgéo de protecdo (Huang et al., 2018).
O ¢leo de peixe tem sido amplamente estudado devido ao seu efeito comprovado no
melhoramento da gravidade de algumas doencas/condicbes da pele, como o
fotoenvelhecimento, o cancro da pele, a dermatite, as feridas cutaneas, a melanogénese
(Huang et al., 2018).

Apesar do interesse destes dois compostos bioativos, a Q e 0 w3 apresentam algumas
limitagdes que condicionam o sucesso da sua atividade aquando da sua administragao
cutanea, nomeadamente limitada permeacdo através da pele e instabilidade quimica,
sendo compostos suscetiveis de sofrerem processos de oxidagdo (Shahparast et al., 2019;
Deepika et al., 2022). Deste modo, é necessario encontrar alternativas de veiculagéo que
melhorem a eficacia e aumentem a estabilidade destes bioativos (Lawson, 2023). Neste

contexto, a proposta é a utilizacdo dos vetores lipidicos nanoestruturados (NLCs, do
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inglés Nanostructured lipid carriers), uma vez que sistemas de veiculacdo permitem
encapsular compostos hidrofobos, aumentam a permeacdo cutdnea e protegem oS

compostos encapsulados de eventuais degradacoes.

Adicionalmente, os hidrogeles (HGs) podem proporcionar beneficios adicionais aos
NLCs para a administragdo cutanea devido as redes tridimensionais dos polimeros
hidrofilos que conseguem intumescer e absorver uma grande quantidade de agua ou de
fluidos biologicos, melhorando a adesédo da formulacéo a pele e prolongando a libertacéo
dos compostos que veiculam. Desta forma, este trabalho propbe o uso de um duplo
sistema de veiculagdo, desenvolvendo HGs enriquecidos com os NLCs que veiculam os
compostos bioativos.

1.1. Motivacao
A motivacdo para a execucdo deste trabalho resulta de existirem poucos nanossistemas
lipidicos reportados na literatura para a coadministracdo da Q e do ws, (Azizi et al., 2019;
Frenzel et al. 2015; He et al., 2020; Vaz et al., 2022). Além disso, nenhuma das
formulacGes foi desenvolvida com o intuito de uma aplicacdo cutanea. A abordagem de
desenvolver um sistema de veiculacdo duplo, ou seja, HGs enriquecidos com 0s NLCs

contendo estes dois compostos bioativos também ndo tem sido explorado.

1.2. Objetivos
O objetivo principal deste trabalho de investigacdo foi avaliar o efeito protetor das
formulacdes de NLCs contendo Q e/ou w3, destinadas a aplicagdo cutanea, e compreender
se 0s compostos bioativos veiculados possuem um efeito superior aos compostos ndo
encapsulados e se a encapsulagdo simultanea dos dois compostos produz um efeito
sinérgico. Para alcancar este objetivo, foi necessario delinear objetivos mais especificos,

nomeadamente:

- desenvolvimento e caracterizacdo fisica de dispersGes aquosas de NLCs

contendo Q e/ w3;
- incorporagdo numa base semissolida (HG) e avaliacdo das caracteristicas

reologicas da formulacdo final;
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- estudos do potencial terapéutico: avaliagdo dos perfis cinéticos de libertacao;
avaliacdo da permeacdo cutanea, avaliagdo da atividade antioxidante, do efeito
foto-protetor e da atividade antimicrobiana.

1.3. Metodologia

Na sec¢do “Desenvolvimento” foi conduzida uma revisdo narrativa abrangendo diversos
artigos cientificos relacionados ao tema. As bases de dados consultadas e utilizadas para
a pesquisa incluem a PubMed, Google Livros, Google Académico, com a finalidade de
identificar as publicacdes relevantes. Nesta pesquisa foram utilizadas palavras-chave em
inglés, tais como “Quercetin”, “Omega-3 Fatty Acids”, “Nanostructured Lipid Carriers
(NLCs)”, “Photoprotective”, “Antioxidant Activity”. Os artigos foram selecionados
tendo em conta a sua relevancia e contetdo relativo ao tema em estudo. Os artigos
selecionados abrangem um periodo temporal compreendido entre 1970 até aos dias de
hoje (2024), j& a pesquisa e recolha de dados para a realizagdo do documento limita-se ao
periodo temporal entre 2022 e 2024.
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II. DESENVOLVIMENTO

2.Compostos bioativos

2.1. Quercetina

A quercetina (Q), palavra derivada do latim quercetum, ndo é sintetizada no corpo
humano (Deepika et al., 2022). A sua férmula molecular é C,sH,,0- € a sua estrutura
quimica é composta por trés grupos fendlicos estando presentes cinco grupos hidroxilos
(e.g. C5 do anel C, Cs e C, do anel A e por fim C5- e C, do anel B) (Tomou et al., 2023).
Além disso apresenta uma dupla ligacao entre o C, e C5; do anel C e um grupo carbonilo,
(Lietal., 2016).

Figura 1 - Estrutura quimica da quercetina.

A Q ¢é um composto que apresenta varias propriedades farmacoldgicas descritas,
justificando o seu uso em diversas patologias, nomeadamente nos tratamentos
oncolégicos, reacdes alérgicas, inflamacdes, artrites e problemas cardiovasculares
(Deepika et al., 2022). A propriedade farmacoldgica mais relevante da Q relaciona-se

com a sua capacidade de eliminacéo de radicais livres e atividade antioxidante.

Em geral, o organismo dispde de diferentes niveis de defesa contra o stress oxidativo
(Tabela 1).
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Tabela 1:Defesa contra as espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) nas
células.

Primeira linha de defesa Segunda linha de defesa
Antioxidante Mecanismo de acédo Antioxidante Mecanismo de a¢do

Superoxido  dismutase 0; - H,0, Acido  ascorbico | Doa eletrdes aos radicais
(SOD) Acido arico | livres
Catalase (Cat) 2 H,0, » 0, + H,0 | Glutationa

Alfa-tocoferol

Ubiquinol
Glutationa  peroxidase H,0, + GSH Beta-carotenos Incorporagéo de radicais
(GPx) - GSSG + H,0 Licopenos livres

O mecanismo antioxidante da Q é principalmente atribuido a varios mecanismos: (i) um
efeito regulador da atividade de enzimas antioxidantes do organismo, como a catalase
(Cat), superdxido dismutase (SOD) e a glutationa (GSH); (ii) capacidade de recaptacao
dos ROS; e (iii) um efeito modulador das vias sinalizadoras de transducéo celular (Tomou
et al., 2023). O efeito regulador enzimatico da Q permite a conversdao de ROS (e.g.,
radical superoxido, 05, radical hidroxilo, HO®, peroxido de hidrogénio, H>O: e radical
oxigénio singuleto '0,) em espécies ndo reativas (Tabela 1) (Xu et al., 2019). A Q
também apresenta capacidade de neutralizar os ROS diretamente (Liu et al., 2023), sendo
considerada um dos compostos flavonoides com melhor atividade antioxidante (Ulusoy
et al., 2020). Esta atividade esta diretamente associada a sua estrutura molecular (Figura
1): (1) a presenca do grupo o-catecol no anel B, que proporciona grande estabilidade ao
radical resultante; (2) a conjugagédo do anel B com o grupo 4-oxo por meio da dupla
ligacdo entre as posicdes 2 e 3, facilitando a deslocalizacdo da carga eletrénica pelo anel
B; e (3) a presenca dos grupos 3-OH e 5-OH em conjunto com o grupo 4-0xo, permitindo
que a carga eletronica se desloque entre estes substituintes. A combinacdo dessas
caracteristicas estruturais promove uma maior deslocalizacdo da carga eletronica,

conferindo maior estabilidade aos radicais gerados (Gomes et al., 2008).

O mecanismo de a¢do antioxidante da Q também envolve a modulagdo de vérias vias de
sinalizagdo celular através da interacdo com proteinas quinases e fosfatases (e.g.,
PI3K/Akt e MAPK, do inglés Mitogen-activated protein kinases) que séo vias essenciais

na regulacdo de processos celulares como a proliferacdo, apoptose e inflamagdo. Ao
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bloquear estas vias, que sdo ativadas por ROS, a Q pode induzir a apoptose em celulas
tumorais, reduzir a proliferagéo celular, promovendo o sistema de defesa antioxidante e

mantendo o equilibrio oxidativo.

Além disso, a Q modula fatores de transcri¢do, como o fator nuclear de cadeia leve kappa
potenciador das células B (NF-«xB, do inglés Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells), que esta relacionado com respostas inflamatdrias. Ao inibir a
ativacdo do NF-«xB, a Q reduz a expressdo de genes pro-inflamatorios. A Q também pode
influenciar o fator Nrf2, que regula a resposta antioxidante celular, aumentando a
expressdo de genes que protegem contra o stress oxidativo. Em resumo, a Q atua como
um modulador de sinalizacédo celular, influenciando diretamente as vias de proliferagéo,

inflamacéo e defesa antioxidante (Chagas et al., 2022).

Especificamente ao nivel da pele, as agdes moduladoras das vias de sinaliza¢do celular
apresentadas pela Q sdo muito importantes. A Q apresenta a capacidade de interagir com
a proteina quinase C (PKC, do inglés Protein kinase C) e a Janus quinase 2 (JAK2, do
inglés Janus kinase 2), bloqueando a expressao induzida pela radiagdo UV das enzimas
(e.g. ciclo oxigenase 2 (COX-2) e da metaloproteinases da matriz 1 (MMP-1, do inglés
matrix metalloproteinase-1)) e evitando a degradacdo das fibras de colagénio
(Domaszewska-Szostek et al., 2021). A PKC é um regulador da via transdutor de sinal e
ativador da transcricdo 3 (STAT3, do inglés Signal transducer and activator of
transcription 3) que esta diretamente envolvida com o processo inflamatério, por sua vez
é um regulador das vias de sinalizacdo da quinase proteica de ativacdo do mitogénio
(MAPK) e da proteina quinase B (AKt ou PKB, do inglés Protein kinase B) que modula
a expressao do colagénio (Domaszewska-Szostek et al., 2021). Nos queratindcitos, a Q
diminui a ativacdo do NF-kB induzido pela radiacdo UV, que resulta na supressdo das
interleucinas 1B, 6, 8 (IL-1p, IL-6, IL-8) e do fator de necrose tumoral (TNF-a, do inglés

Tumor necrosis factor) (Domaszewska-Szostek et al., 2021).

2.2. Acidos gordos 6mega-3
Os acidos gordos 6mega-3 (ws3) englobam um grupo heterogéneo de &cidos gordos com
uma cadeia hidrocarbonada contendo uma ligacdo dupla entre o C5; e C, a partir da

terminagdo metilo (Cholewski et al., 2018). Estes acidos gordos s&o maioritariamente
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polinsaturados (com varias ligacbes duplas) e a sua atividade bioldgica deve-se

essencialmente aos acidos DHA e EPA (Huang et al., 2018).

Os w3 apresentam um papel muito importante contra inflamagdes e doencas autoimunes
(Januszewski et al., 2023). Os compostos do w3 apresentam a capacidade de diminuir a
producdo de eicosandides pro-inflamatdrios e ainda atuam como modeladores da COX-2,
NF-Kb e MAPK/ERK (Huang et al., 2018). A inflamacdo e o stress oxidativo estdo
interligadas, sendo que o stress oxidativo pode ativar vias pro-inflamatorias e o processo
inflamatorio gera stress oxidativo no organismo (Djuricic et al., 2021).

Os w3 conseguem modular o processo inflamatorio pela competigdo direta com o &cido
araquidonico na incorporacdo na membrana celular e por competicdo pelos recetores
enzimaticos da COX-2 e 5-lipoxigenase (5-LOX), reduzindo o stress oxidativo celular
(Chagas et al., 2022).

Uma vez que a membrana celular apresenta na sua composicao acidos gordos, o seu tipo
e o teor influenciam a permeabilidade e a flexibilidade membranar (Djuricic et al., 2021).
Neste sentido, 0s w3, a0 competirem pela sua insercdo na membrana celular, apresentam
um efeito reparador da mesma em oposicdo a sua permeabilizagdo associada a
peroxidacdo lipidica (Huang et al., 2018). Ao nivel cutaneo, este efeito modulador da
membrana celular, protege os queratindcitos contra danos quimicos, enzimaticos e
patogénicos, aléem de proteger a pele de lesbes macerativas. Além disso, 0s w3 promovem
a regeneracdo dos tecidos ao estimular a quimiotaxia e a angiogénese, mantendo um
ambiente himido e préximo da temperatura fisiologica, o que ajuda a regular a perda de
agua pela pele. Devido a essas propriedades de protecdo cutdnea, o uso de ws cria um
ambiente favoravel a cicatrizacdo sem a necessidade de recorrer a pensos ou coberturas

passivas comummente usadas em curativos (Ferreira et al., 2012).

Concluindo, neste trabalho, a co-encapsulacdo destes dois compostos bioativos (Q e wa)
apresenta-se como proposta para potenciar a atividade antioxidante ao nivel cutaneo, uma
vez que tem sido reportado o efeito sinérgico antioxidante (Shahparast et al., 2019). Alem
disso, a Q é quimicamente instavel e muito suscetivel a oxidacdo, pelo que a co-

encapsulacdo com w3z poderd aumentar a sua estabilidade oxidativa.

Desde o advento da investigacdo sobre o microbioma intestinal e a sua importancia
fundamental no aparecimento e evolugdo de algumas doencas (Vamanu et al., 2020), o

microbioma da pele, uma comunidade largamente simbidtica de microrganismos
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comensais da pele, tem sido considerado como a préxima fronteira na saude preventiva
da pele, tendo sido estabelecidas ligacdes pertinentes entre 0 microbioma e a reparagéo
cutanea ou o envelhecimento da pele (Smythe et al., 2023 ; Byrd et al., 2018). Neste
contexto, os compostos antioxidantes naturais, Q e ws, aplicados topicamente na pele séo
uma estratégia promissora para reduzir o stress oxidativo e melhorar o estado do
microbioma da pele, mantendo as qualidades protetoras cutaneas contra agentes hostis

externos.

3. Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas foram desenvolvidas em meados dos anos noventa e, desde
entdo, estes sistemas de veiculacdo foram motivo de grande investigacdo dado os
beneficios evidentes que apresentam comparativamente a outros sistemas terapéuticos
(Nguyen et al., 2022).

O seu primeiro uso esta relacionado com a incorporacdo de farmacos hidréfobos que
apresentam baixa solubilidade, instabilidade quimica, elevada degradacdo enzimatica e
dificuldades de libertacdo e permeacdo no organismo. As nanoparticulas lipidicas vieram
proporcionar algumas solucgdes para estes problemas, fornecendo um veiculo no qual o
farmaco é protegido da degradacao quimica e enzimatica, e que permite melhorar as suas

propriedades farmacocinéticas (Nguyen et al., 2022).

Existem dois tipos de nanoparticulas lipidicas, as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNSs,
do inglés solid lipid nanoparticles), também designadas de 1% geracdo, e 0s vetores
lipidicos nanoestruturados (NLCs, do inglés Nanostructured Lipid Carriers), ou seja, as
nanoparticulas de 22 geracdo (Nguyen et al., 2022). A diferenca entre as SLNs e os NLCs
encontra-se fundamental na composicéo da sua matriz lipidica. As SLNs sdo constituidas
por lipidos sélidos as temperaturas ambiente e corporal enquanto que os NLCs sdo

constituidos por uma mistura de lipidos sélidos e liquidos (6leos) (Nguyen et al., 2022).

As nanoparticulas lipidicas estdo entre os sistemas de veiculacdo mais adequadas para a
administracao topica devido ao seu tamanho reduzido que proporciona um efeito oclusivo
e a composi¢do mimética da barreira natural da pele (Ricci et al., 2005 ; Pardeike et al.,
2009). Além disso tém a capacidade de aumentar a permeacdo epidérmica através da
fluidificacdo da matriz lipidica do estrato corneo sem prejudicar as funcdes desta barreira

cuténea (Roberts et al., 2017). A este respeito, a encapsulacdo de Q e wzem NLCs tem
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sido explorada para aumentar a sua permeacdo cutanea e melhorar a estabilidade deste

composto bioativo (Azizi et al., 2019).

Os NLCs apresentam algumas vantagens comparativamente as SLNs na encapsulagéo de
constituintes insolGveis em agua e instaveis, dado que, devido & sua matriz amorfa,
apresentam uma maior capacidade de encapsulacdo (Chaudhari et al., 2021). Os NLC
foram selecionadas entre 0s varios nanossistemas de base lipidica para veiculacdo dos
compostos bioativos selecionados com base na experiéncia anterior da equipa de
orientacdo no desenvolvimento de formulagdes tdpicas cutaneas para foto-protecdo
(Caldas et al., 2021b) ou administracdo de compostos antioxidantes naturais (e.g.,
resveratrol) (Caldas et al., 2021a). Os NLCs anteriormente desenvolvidos continham na
sua composi¢cdo também wsz, apresentando este uma dupla funcdo, nomeadamente como
componente oleoso da matriz lipidica dos NLCs e como bioativo com efeitos benéficos
para o cuidado da pele (por exemplo, protecdo contra o fotoenvelhecimento, qualidades
fluidificantes que promovem a permeacdo e acdo oclusiva). No presente estudo,
alargamos a experiéncia da equipa de orientacdo nestas formulagdes através da concec¢éo
de novos sistemas de veiculagdo, desenvolvendo hidrogeles (HGs) enriquecidos com
NLCs (NLC1 ou NLC2- Figura 2) para melhorar a estabilidade Q e/ou w3 e para aumentar

a permeagcao cutanea.

OH
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Figura 2: Esquema representativo dos NLCs (Lucio et al., 2023).

10



Avaliacdo do efeito antioxidante de nanoparticulas lipidicas contendo quercetina e émega-3

I1l. PARTE EXPERIMENTAL

4. Materiais

A Q (> 95% HPLC), os ws (6leo de peixe de menhaden) e o dioctilsulfossuccinato de
sodio (DOSS) foram adquiridos a Sigma Aldrich Co. (St. Louis, EUA). A lecitina de soja
(glicerofosfolipidos), o Tween® 80, a trietanolamina e a glicerina foram adquiridos a
Acofarma® (Madrid, Espanha). O 4cido citrico e o fosfato de sodio dibasico di-hidratado
foram adquiridos a Sigma Aldrich Co. (St. Louis, EUA). O Precirol ATO® 5 (distearato
de glicerol), o Gelucire® 50/13 (estearoil polioxil-32 glicéridos) e o Labrasol®
(caprilocaproil polioxil-8-glicéridos) foram doados pela Gattefossé (Saint-Priest Cedex,
Franca). O Poloxamer 407 (também conhecido como Pluronic® F127) foi fornecido pela
BASF (Ludwigshafen am Rhein, Alemanha). O agente gelificante PFC® (Carbopol 2001)
foi adquirido a Guinama S.L.U (Valéncia, Espanha). O metanol (> 99,9%), o acetonitrilo
(grau de gradiente HPLC) ¢ o acido acético glacial (> 99,7%) foram adquiridos a Fisher
Scientific (Loughborough, Reino Unido). O lipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, do
inglés dipalmitoylphosphatidylcholine) e o colesterol (Chol, do inglés cholesterol) foram
obtidos da Avanti Polar Lipids, Inc. (Instruchemie, Delfzijl, Paises Baixos). Os filtros de
¢ésteres mistos de celulose (tamanho de poro de 0,65 pum) foram adquiridos a Merck Life

Science (Algés, Portugal).

Os kits de ensaio de antioxidantes e TBARS (do inglés Thiobarbituric acid-reactive
substance) da Cayman Chemical foram adquiridos a Bertin Bioreagent (Lisboa,
Portugal). O caldo de soja triptico (TSB, do inglés Trypticase Soy Broth), o caldo de
dextrose Sabouraud (SDB, do inglés Sabouraud Dextrose Broth) e o &gar foram
adquiridos a Liofilchem (Roseto degli Abruzzi, Italia). O hemocitémetro de Neubauer
(Lauda-Konigshofen, Alemanha) foi adquirido a Paul Marienfeld GmbH & Co. KG.
Todos os reagentes utilizados eram de qualidade analitica ou da mais alta qualidade

disponivel.

5. Método de preparacdo dos NLCs

Os NLCs foram preparados por um método de emulsificacdo por fusdo seguido de
ultrassons. A fase lipidica foi aquecida num banho de agua a uma temperatura 5 - 10 °C
acima do ponto de fuséo da mistura de lipidos sélidos durante 20 minutos para garantir a

solubilizacdo completa da Q na fase lipidica. A fase aquosa foi aguecida a mesma
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temperatura, tendo sido adicionada a fase lipidica e homogeneizada sob agitacédo de alta
velocidade (9.000 rpm por 5 minutos) usando um Ultra Turrax® T25 (IKA®, Janke &
Kunkel GmbH, Alemanha), seguido de sonica¢cdo com uma sonda (Bandelin Eletronic

UW 2200, Alemanha) aplicando uma amplitude de 40% por um periodo de 10 minutos.

A nanoemulsdo O/A resultante foi imediatamente transferida para frascos de vidro e
arrefecida a temperatura ambiente num banho de gelo, para solidificacdo da matriz
lipidica, e producdo dos NLCs. Este processo foi repetido em triplicado para duas

formulacGes de NLCs.

6. Caracterizagdo dos NLCs

6.1. Tamanho das particulas, indice de polidisperséo e potencial zeta

A técnica de Dispersdo de Luz Dinamica (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) é
usada para analisar o tamanho médio das particulas, o indice de polidispersdo (PDI, do
inglés Polydispersity Index), e a carga superficial. Este método é amplamente utilizado
para estudar as propriedades de suspensdes, solucbes coloidais, sistemas bioldgicos,
macromoléculas e polimeros, devido ao seu carater absoluto, ndo invasivo e nao
destrutivo, além de exigir apenas pequenas quantidades de amostra e preparacoes simples
(Aleandri et al., 2018;Arzensek, 2010).

A técnica de DLS baseia-se na incidéncia de um feixe de laser sobre a amostra, medindo
a intensidade da luz dispersa que é captada pelo detetor ao longo do tempo. Dependendo
da concentracdo de particulas, o detetor é posicionado a 173° para amostras menos
concentradas e a 90° para amostras mais concentradas. As flutuacfes na intensidade da
luz dispersa sdo causadas pelos movimentos Brownianos das particulas suspensas, que se
deslocam aleatoriamente devido a interagdo com moléculas do solvente (Arzensek, 2010;
Narayanan, 2008). Essas particulas, ao estarem suspensas num meio liquido, sdo

constantemente movidas pelas colisdes com as moléculas ao redor.

No contexto do DLS, é importante considerar que particulas menores se movem mais
rapidamente, gerando flutuagcdes mais rapidas na intensidade da luz dispersa, devido ao
seu elevado coeficiente de difusdo. Em contrapartida, particulas maiores movem-se mais
lentamente, resultando em flutuagdes mais lentas na intensidade da luz dispersa. A relagéo
entre o tamanho das particulas e sua velocidade de movimento pode ser descrita pela

equacdo de Stokes-Einstein. O detetor mede as intensidades de luz dispersa por todas as
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particulas e, através de um correlador, compara os sinais em intervalos de tempo para
calcular a velocidade das flutuagOes de intensidade, permitindo assim estimar o tamanho
das particulas. Algoritmos especificos associam as taxas de decaimento da fungdo de
autocorrelacdo a diferentes classes de tamanho, gerando uma distribuicdo de tamanhos
(Duncan, 2014; Narayanan, 2008 ; Pusey et al., 1994).

Além do tamanho das particulas, o DLS também fornece informacdes sobre o PDI, que é
obtido através de uma analise de cumulantes, baseada no ajuste de dois parametros
simples para os dados de correlacdo. Nessa analise, assume-se um Gnico tamanho de
particula e aplica-se um ajuste exponencial a funcdo de autocorrelacdo. O PDI reflete a
largura da distribuicdo gaussiana de tamanhos assumida, indicando a uniformidade ou
dispersdo das particulas em suspensdo. Um PDI elevado sugere uma populacdo de
particulas com tamanhos variados, o que pode indicar agregacao, enquanto um PDI baixo
sugere uma populagdo mais uniforme. O PDI varia de 0 a 1, sendo que valores inferiores
a 0,300 indicam uma dispersdo monodispersa, e valores iguais ou superiores a 0,500
apontam para uma dispersdo polidispersa (Pusey et al., 1994). A importancia de obter
uma populacdo de particulas monodispersa depende do objetivo do estudo, da via de
administracdo e dos materiais constituintes dos nanossistemas. Em formulagdes como os
NLCs, valores de PDI iguais ou inferiores a 0,300 sdo geralmente aceites, especialmente
em aplicacdes topicas (Das et al., 2011; Pathak et al., 2009; Verma et al., 2003a; Verma
et al., 2003b).

Em sistemas aquosos, as particulas adquirem uma carga superficial devido a presenca de
grupos ionizaveis ou pela adsorcao de iGes, o que afeta a distribuicdo de iGes ao redor e
forma uma camada de contra- ides proximo da superficie da particula. Esta configuracdo
resulta numa dupla camada elétrica com uma regido interna, chamada de camada de Stern,
onde os ides estdo firmemente aderidos a superficie da particula, e uma regido externa,
ou difusa, onde os iBes estdo mais livres. Através do movimento Browniano, alguns dos
i0es da camada difusa movem-se juntamente com a particula, permitindo que o potencial
zeta seja determinado pela tecnica de eletroforese de luz dindmica (ELS, do
inglés Electrophoretic Light Scattering), que mede a mobilidade eletroforética das
particulas (Das et al., 2011 ;Instruments, 2004).

O potencial zeta é um parametro crucial para caracterizar nanossistemas lipidicos, pois a
sua magnitude indica a carga superficial das particulas e a estabilidade do sistema.

Particulas com valores elevados de potencial zeta, seja positivo ou negativo, tendem a
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repelir-se eletrostaticamente, reduzindo a probabilidade de agregacdo. Por outro lado,
particulas com valores baixos de potencial zeta ttm maior probabilidade de se agregarem
devido a predominancia das forcas de atracdo. Em geral, dispersdes com potenciais zeta
superiores a +30 mV ou inferiores a -30 mV sdo consideradas estaveis (Instruments,
2004).

As técnicas de DLS e ELS foram utilizadas para caraterizar as formulagdes de NLCs em
termos de tamanho médio das particulas, PDI e potencial zeta utilizando um Zetasizer
Nano ZS (Malvern®, Reino Unido). Para evitar o efeito de dispersdo multipla causado por
uma concentracdo elevada de particulas, os NLCs foram diluidos com agua purificada
(v:v) (1:400 e 1:200 paraos NLC1 e 1:200 e 1:25 para os NLC2), obtendo-se a intensidade
de dispersdo adequada (ou seja, uma taxa de contagem de 250-500 e atenua¢do minima).

No dia da preparacdo (T1), todas as experiéncias foram efetuadas a uma temperatura
controlada de 25 + 1 °C. Apo6s a andlise de cumulantes, o tamanho e o PDI foram
calculados a partir do correlograma, utilizando o software Zetasizer Nano ZS (Malvern®,
Reino Unido) e a norma ISO 22412:2008. O potencial zeta foi calculado através da
conversdo da mobilidade electroforética utilizando o método Helmholtz-von
Smoluchowski. A caraterizacdo acima referida foi também efetuada durante quatro
semanas (de T1 a T4) para avaliar a estabilidade coloidal dos NLCs em condigfes de

armazenamento (a uma temperatura de 4 °C).

6.2. Analise por calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC, do inglés Differential Scanning
Calorimetry) é uma técnica de analise térmica que regista o fluxo de energia calorifica
associado a transicdes nos materiais em fung&o da temperatura. E um método de avaliagdo
da variacdo entalpica, no qual a diferenga no fornecimento de energia calorifica entre um
material a analisar e um material de referéncia é medida em funcdo da temperatura,
enquanto o material em estudo e a referéncia sdo submetidas a um mesmo programa de

aquecimento, ou arrefecimento, rigorosamente controlado.

Para uma melhor compreensdo da técnica de DSC ¢é interessante obter algumas

informagdes a respeito do funcionamento do equipamento. Todos os calorimetros DSC
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tém em comum varias caracteristicas. A mais importante, e motivo pelo qual séo
designados por calorimetros diferenciais de varrimento, esta relacionada com o facto de

as medigdes térmicas serem feitas de modo diferencial e continuo entre duas células.

Nos calorimetros diferenciais de varrimento em que € feita a compensacgdo de poténcia,
as células ou plataformas onde se colocam o material a analisar e a referéncia encontram-
se equipadas individualmente com um sensor de resisténcia, que mede as temperaturas da
amostra (TA) e da referéncia (TR), e uma resisténcia de aquecimento. Ambas as
temperaturas aumentam de forma linear no ciclo de aquecimento e sdo constantemente
comparadas (AT = TA — TR), verificando-se que AT ¢ constante e nula (a ndo ser que

ocorra uma transicao de fase).

Quando um dos componentes do material a analisar sofre uma transicdo de fase, a
temperatura deste permanece constante enquanto a temperatura da referéncia continua a
aumentar. E entdo detetada uma diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia e
¢ adicionada energia térmica a uma das células de modo a manter um diferencial de
temperaturas nulo entre ambas (TA = TR) (Hatakeyama T, 1999; Hohne et al., 1996).
Uma vez que essa quantidade de energia é exatamente equivalente a quantidade de
energia absorvida ou libertada na transformacdo ocorrida no material a analisar, 0 seu
registo fornece uma medida calorimétrica direta da energia associada a transformacao
apresentada no computador analisador sob a forma de um pico sobre uma linha de base.
Ao completar a transicdo de fase, ocorre um fluxo de calor entre a base metélica e a
amostra tal que o estado de equilibrio é reassumido e AT volta a um valor constante
(Blazek, 1973; Collings et al., 1997). Concluindo, a técnica de DSC é um método que
mede a energia absorvida ou libertada por um material durante a transicdo de fase
(Collings et al., 1997).

A técnica de DSC foi efetuada utilizando um NEXTADSC 600® (HITACHI, Ibaraki,
Japdo) equipado com um trocador de amostras automatico para investigar a
compatibilidade fisico-quimica dos componentes que entram na composi¢éo dos NLCs e
o comportamento de fusdo e cristalizacdo das dispersdes lipidicas. Os componentes
isolados, as misturas de lipidos e a Q, com peso entre 8 e 12 mg, foram colocados em
cadinhos de aluminio selados com tampa perfurada. Como referéncia, foi utilizado um
cadinho vazio selado. Os termogramas foram obtidos sob uma corrente de azoto (20
mL/min). Para os componentes isolados e misturas lipidicas com Q, o programa térmico

contemplou um arrefecimento até 0 °C (a uma taxa de 30 °C/min), seguido de um periodo
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isotérmico de 5 minutos e subsequente aquecimento de 0 a 200 °C (a uma taxa de
5 °C/min). Os dados foram obtidos utilizando o software NEXTA Standard Analysis
(verséo 2.7).

6.3. Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carga

Uma formulacao de nanossistemas lipidicos contendo um farmaco ou composto bioativo
encapsulado s6 sera viavel para uso clinico se a sua eficiéncia de encapsulacdo (EE(%))
permitir que doses terapéuticas sejam administradas com uma quantidade aceitavel de
farmaco. Além disso, uma elevada capacidade de carga (DL(%)) possibilita reduzir a
quantidade de farmaco/bioativo necessaria para atingir o efeito terapéutico, diminuindo
os efeitos adversos e 0 nimero de administracfes. Desta forma, o sucesso das formulagdes
de NLCs desenvolvidos como sistemas de veiculagdo depende diretamente da EE% e
DL%. A EE(%) e a DL(%) foram determinadas indiretamente, doseando a quantidade de

Q ndo encapsulada presente na fase aquosa dos NLCs, aplicando as seguintes equacoes:

EE(%) — [Q]Total_[Q]Livre % 100 Equacdo 1

[Q]Total

[Q]Total_[Q]Livre
04) — .
DL( /0) Lipidolrorar X 100 Equagéo 2

Um volume de 500 pLL de NLCs contendo Q (ou seja, NLC1 + Q, NLC1 + Q + w3, NLC2
+ Q e NLC2 + Q + w3) foi transferido para dispositivos de filtracdo centrifuga Ultracel
100K (Amicon® Ultra, Millipore Corporation, EUA). Estes dispositivos de filtragdo
foram centrifugados (centrifugadora Labofuge 400, Thermo Scientific Heraeus®, Cacém,
Portugal) a 3000 rpm durante 30 minutos. A quantidade de Q livre na fase sobrenadante
aquosa foi determinada por um método validado de cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC, do inglés High performance liquid chromatography), desenvolvido
com base nos metodos estudados por (Ang et al., 2014) e (Vijayakumar et al., 2017). Para
a quantificacdo da Q foi utilizado um HPLC (HP Agilent 1100 HPLC System, Agilent
Tecnologies (Alemanha)) equipado com um detetor UV-VIS e utilizando uma coluna
imChem (Franca) Surf C18 (tamanho de particula de 5 pm; 150 x 4,6 mm i.d.). A

cromatografia foi efetuada com um caudal de 1 mL/min com eluicdo isocréatica (fase
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movel constituida por acetonitrilo e acido acético a 2% v/v (pH 2,60) (40%: 60% Vv/v)).
Todas as anélises foram efetuadas a um comprimento de onda de 370 nm e com um

volume de injecdo de 20 pL.

7. Método de preparacdo do hidrogel enriquecido com NLCs

A inclusdo de NLCs em bases semissolidas, tais como os HGs, parece ser um metodo que
permite obter bons resultados para a administragdo topica, dada a baixa viscosidade da
dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas (Lucio et al., 2023). Os NLCs foram usados
diretamente para dispersar o agente gelificante, PFC® 0,5% (m/m) num almofariz de
porcelana, e o pH foi neutralizado com a adicdo de trietanolamina até se formar o hidrogel
(= pH 6,5). Foi também adicionado um agente humectante (glicerina 2,5%, m/m) a
preparacdo antes de equilibrar o HG durante 24 horas no frigorifico (4°C).

8. Avaliacéo dos HGs enriquecidos com NLCs

8.1. Ensaio de libertacédo da Q

A libertagdo de Q in vitro a partir dos NLCs foi medida pelo método de difusdo por
membrana de dialise (Float-A-Lyzer®, 3,5 kD, VWR). O meio de libertacio era
constituido por 65% de solucdo tampéao pH 5,6 (preparadas com acido citrico 0,1 M e
fosfato de sodio dibasico di-hidratado 0,2 M) e 35% de etanol absoluto, mimetizando o
pH da pele e assegurando as condi¢fes para a dissolucdo da Q. No procedimento
laboratorial foi pesado aproximadamente 1,0 g de HGs enriquecidos com NLC1 + Q,
NLC1 + Q + w3, NLC2 + Q e NLC2 + Q + w3 para membranas de dialise, as quais foram
posteriormente imersas em 20 mL de meio de libertacdo. O sistema foi mantido a
temperatura mimética da superficie da pele de 32 + 3 °C, utilizando um banho-maria com
agitacdo SW22 (Julabo GmbH, Seelbach Alemanha) a uma velocidade de 100 rpm.
Foram retiradas aliquotas de 1,0 mL do meio de libertacdo e substituidas por meio de
libertacdo fresco a intervalos predeterminados até as 24 horas. Estas aliquotas foram
diluidas com metanol (diluicdo 1:1) e a Q foi quantificada pelo método de HPLC validado

previamente descrito.
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8.2. Ensaio de avaliacdo da permeacéo cutanea da Q

O ensaio da permeabilidade por difusdo in vitro da Q foi realizado a partir dos HGs
enriquecidos com NLC1 + Q, NLC1 + Q + w3, NLC2 + Q e NLC2 + Q + w3. Os ensaios
de permeacéo foram efetuados em células de difuséo de Franz (V-Series Stirrers for Franz
Cells; PermeGear, EUA) e entre o compartimento dador (onde foram colocados os HGS)
e 0 compartimento recetor (no qual se doseou a Q que sofreu difusdo) foi colocada uma
membrana mimética da matriz lipidica do estrato corneo, uma vez que esta representa

uma das principais barreiras a permeacao cutanea.

Para a preparacdo da membrana mimética da matriz lipidica do estrato corneo, os lipidos
componentes desta matriz, DPPC:Chol (2:1), foram dissolvidos em cloroférmio num tubo
de vidro de fundo redondo e o solvente organico foi evaporado sob uma corrente de azoto,
resultando numa pelicula lipidica fina e seca nas paredes do fundo do tubo. A pelicula
lipidica foi hidratada com uma mistura de dgua/etanol (10%, v/v) e a suspensdo resultante
foi submetida a 5 ciclos de agitacdo em vortex e aquecimento a uma temperatura de 60 °C,
com o objetivo de formar vesiculas multilamelares. Subsequentemente, as vesiculas
multilamelares foram depositadas em filtros mistos de celulose (tamanho de poro de
0,65 um) através da técnica de revestimento por rotacdo (do inglés spin-coating) a uma
velocidade de 0,3 rpm, seguida de ciclos de congelacao-descongelacdo em azoto liquido.

As membranas miméticas da matriz lipidica do estrato cdrneo, com uma area de difuséo
de 0,64 cmz?, foram montadas nas células de difusdo de Franz, entre o compartimento
dador e o compartimento recetor (contendo 5 mL de solugdo tampdo 65% pH 5,6 e 35%
de etanol absoluto). A membrana foi aclimatizada a uma temperatura de 32 + 3 °C durante
0,5 horas antes da adicdo dos HGs enriquecidos ao compartimento dador e a temperatura
foi mantida durante todo o ensaio utilizando um banho de 4gua em circulagdo. O meio
recetor foi continuamente agitado durante 12 horas e as aliquotas deste meio foram

recolhidas a intervalos de 1 hora e substituidas pelo mesmo volume de meio fresco.

A concentracdo de Q no compartimento recetor foi determinada utilizando o método

validado de HPLC descrito anteriormente.

8.3. Avaliacdo do efeito oclusivo
A oclusdo da pele ocorre através da formacdo de um filme sobre o estrato cdrneo, seja

pela aplicacdo de excipientes emolientes, como 6leos e vaselina, ou pela deposi¢édo de
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particulas de pequeno tamanho, como as nanoparticulas (Wissing et al., 2001). Esse filme
reduz a perda de agua transepidérmica, desempenhando um papel essencial na hidratagdo
cuténea. O aumento do teor de agua na pele também pode facilitar a difusdo de compostos
bioativos através do estrato corneo, uma vez que a agua retida na camada lipidica hidrata

0s grupos polares das membranas, tornando-as mais permeaveis.

Os ensaios de oclusdo realizados visam, portanto, avaliar se as nanoformulacdes
desenvolvidas proporcionam uma boa oclusividade cutanea, efeito especialmente
importante para tentar compreender se a formulagdo aumenta a permeacdo cutanea
(Hafeez et al., 2013).

Para realizar este ensaio foram usados recipientes de vidro contendo uma massa exata de
agua (50 g) cobertos com um filtro de microfibras de celulose Whatman® (tamanho de
poro de 0,6 a 0,8 um) e, posteriormente, selados com parafilme. Quantidades equivalentes
de HGs enriquecidos com NLCs foram distribuidas uniformemente sobre a superficie do

filtro. Um recipiente usado como controlo continha apenas agua e o filtro Whatman®.

Os recipientes foram mantidos numa estufa durante 24 horas a uma temperatura de 32 +
3 °C. Durante este periodo de tempo, os recipientes foram pesados em balanca com
precisdo analitica a varios intervalos de tempo para determinar a perda de massa de agua,
e calcular a taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR, do inglés water vapor

transmission rate) expressa em g.m~2.dia™!, através da seguinte equacao:

wWi—

WVTR =

=f E 8o 2
acao
tXA quac

na qual, o t representa o periodo de 24 horas, 0 A é a area de ensaio da amostra (m?), o

parametro w; € a massa inicial do recipiente e 0 wy representa a massa final do recipiente.

O efeito oclusivo (%) de cada HG enriquecido com NLCs foi calculado pela aplicacéo da

Equacéo 4:

WVTRyG—WVTRNLC-HGs
WVTRyG

Efeito oclusivo (%) = X 100 Equacéo 4

na qual, o WVTRy ¢é a taxa de transmissao de vapor de agua do hidrogel placebo (i.e.,
sem incorporacdo dos NLCs) e o parametro WVTRy.c—ucs Tepresenta a taxa de

transmisséo de vapor de agua do hidrogel enriquecido com NLCs. Um efeito oclusivo de
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0% indica que ndo existe efeito oclusivo e um efeito oclusivo de 100% significa que o

efeito oclusivo foi méximo.

8.4. Estudo do comportamento reolégico

O estudo das propriedades de escoamento, fluidez e deformacdo dos materiais permite
estabelecer o seu comportamento reoldgico ( Lahoud et al., 2010; Lee et al., 2009). Os
principios fundamentais da reologia envolvem o comportamento do escoamento, o qual
¢ caracterizado pela viscosidade, elasticidade e plasticidade de preparacdes liquidas,
solidas e semissdlidas, quando submetidas a deformacdes fisicas (Lee et al., 2009)
Importa realcar que a viscosidade representa a medida da resisténcia interna de um
material ao escoamento quando exposto a uma determinada tensdo. Dessa forma, a
relacdo entre a viscosidade e a tensdo de corte é crucial, pois revela o tipo de
comportamento reoldgico, que pode ser classificado, dependendo da forma da curva
obtida num reograma, como newtoniano (apresenta uma relacdo linear entre a tensao de

corte e a taxa de deformacao) ou ndo newtoniano (i.e., a relacdo nao € linear).

Num reograma, a diferenca entre as curvas ascendente e descendente é designada de
tixotropia. Este comportamento ocorre quando uma preparacao é submetida a uma tensao
de corte, resultando na rutura da sua estrutura e na reducgéo gradual da viscosidade, o que
facilita a aplicacéo e o espalhamento da preparacao na pele. Ap6s a remocao da tensao de
corte, a viscosidade retorna lentamente, aumentando, o que facilita a permanéncia da
preparacdo sobre a pele. Desta forma, a andlise do comportamento reoldgico da
preparacgdo revela-se importante, pois permite avaliar e otimizar o comportamento in vivo
quando se pretende uma aplicacdo tdpica, além de ser um fator chave no
desenvolvimento, caracterizacdo fisico-quimica e controlo de qualidade das formulacdes
dermatoldgicas. A reologia desempenha um papel fundamental nas propriedades
galénicas, sendo especialmente Util para garantir que preparacGes topicas apresentem
boas caracteristicas de espalhamento e aderéncia cutanea. Em geral, as formulacdes
dermocosméticas apresentam um comportamento pseudoplastico (ou seja, ocorre
diminuicdo da viscosidade com o aumento da tensdo) (Corréa et al., 2005; Lee et al.,
2009), o que favorece as propriedades referidas anteriormente.

Neste trabalho, a analise do comportamento reoldgico dos HGs enriquecidos com 0s

NLCs foi realizada no reémetro Kinexus PRO+ (Malvern®, Reino Unido), utilizando uma
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geometria (i.e., forma da peca que se coloca a amostra e aplica a tenséo) de placa conica
com 40 mm de diametro. Todos os testes foram efetuados a uma temperatura controlada
de 20 °C. Foi analisada a variagdo da tenséo de corte (Pa) em funcdo da velocidade de

corte (s).

8.5. Avaliacdo in vitro da atividade antioxidante da Q e dos ®3

Como referido previamente, esta reportado na literatura que a Q apresenta uma elevada
capacidade antioxidante. Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante das
formulacBes de NLCs foram utilizados dois métodos in vitro, 0 método ABTS, o qual
mede a capacidade antioxidante através da captacdo de radicais livres, e 0 método da
prevencdo da producdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
subprodutos da peroxidacao lipidica (e.g. concentragdo de malondialdeido (MDA). Para
esta avaliacdo foram utilizados kits comerciais da Cayman Chemical Company (Ann

Arbor, Michigan, EUA), e foram seguidos os protocolos descritos pelo fabricante.

O método ABTS mede a capacidade de neutralizar radicais livres de 2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS®**) (Figura 3). Neste método, a quantidade de
ABTS** produzida foi quantificada pela leitura da absorbancia num comprimento de onda
de 734 nm num leitor de microplacas (Synergy H1M2, BioTek, Agilent Technologies,
CA, EUA), sendo que a atividade antioxidante de cada formulagdo foi proporcional a
reducdo da absorbancia (Miller etal., 1993 ; Miller etal., 1997; Rice-Evansetal., 1994).
O efeito de neutralizacdo de radicaces livres de cada formulacdo de NLCs foi comparado
ao efeito produzido pelo Trolox, um anéalogo solGvel em &gua do a-tocoferol. Para isso,
uma curva de calibracdo foi tracada a partir das absorbancias das solugdes padrdes de
Trolox (0 a 0,495 mM) a 734 nm, e a concentracdo antioxidante (mM) de cada formulacéo

foi obtida pela regressao linear da curva de calibracao.
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Figura 3:Reagdo do ABTS com compostos antioxidantes (Munteanu et al., 2021)
O ABTS é uma molécula incolor que na presenca de persulfato de potassio (K2S20s) sofre
oxidacdo, originando um radical livre catiénico, o ABTS"". Esta espécie quimica é um
cromoforo azul-esverdeado, apresentando um espetro de absorcdo caracteristico, com

varios picos maximos, sendo um deles a 734 nm.

No ensaio de TBARS, o MDA, um produto natural resultante da peroxidacéo lipidica,
quando submetidos a uma temperatura elevada e em condicGes &cidas, reage com o acido
tiobarbiturico (TBA, do inglés Thiobarbituric acid) para formar um aducto MDA-TBA,
que foi medido colorimetricamente a um comprimido de onde de 540 nm (Armstrong et
al., 1994 ; Yagi, 1998). Para isso, uma curva de calibracdo foi tracada a partir das
absorbancias dos padrdes colorimétricos de MDA (0 a 50 uM) a 540 nm, e a concentragédo
de MDA (uM) produzida pela peroxidagdo de cada formulacéo de NLCs foi obtida pela
regressao linear da curva de calibracdo padrao.

8.6. Avaliacdo qualitativa do efeito foto-protetor

O efeito de foto-protecdo dos HGs enriquecidos com os NLC2 foi avaliado
qualitativamente utilizando um papel sensivel as radiagbes UV (Nature Print Paper,
EUA). Em resumo, uma pequena quantidade de HGs foi uniformemente espalhada no
centro de uma lamina, a qual foi posteriormente posicionada sobre o papel. Este papel
reativo estd impregnado com hexacianferrato (I11) de ferro (111) ou Fe[Fe(CN)¢], também
conhecido como verde Berlim, que sofre uma transformacdo fotoquimica quando

submetidos a exposicdo da radiagdo UV para hexacianoferrato (II) de ferro (II)
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Fe[Fe4(CN)¢] 5, composto conhecido como azul da Prussia, o qual ¢ insoluvel em agua.
Nesta avaliacao, os HGs enriquecidos com NLCs foram irradiadas com luz UV (Iampada
fluorescente de UV com uma radiancia espetral de 98,5 W.m™ na regido UVA, ou seja,
de 320 nm a 400 nm) (Techinstro Industries, Nagpur, india) durante 3 minutos.
Posteriormente, o papel foi lavado com &gua. No caso de protecdo contra as radiacOes
UV, o produto quimico soltuvel em agua é removido, resultando no branqueamento do
papel. Pelo contrario, o complexo insoltvel formado pela acéo da radiagdo UV permanece
fixo no papel, deixando-o azul.

8.7. Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos HGs enriguecidos com os NLCs foi testada contra trés
microrganismos diferentes: uma espécie flngica, Candida albicans (SC 5314, um isolado
clinico pertencente a colecdo do Grupo de Biofilmes do CEB), e duas bactérias, uma
gram-positiva, Staphylococcus aureus (ATCC 6538, um isolado clinico pertencente a
mesma colecdo), e uma gram-negativa, Escherichia coli (CECT 434, também isolado

clinico da cole¢do do CEB Biofilm Group).

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans foram cultivadas em meio
liquido, inoculando uma coldnia tunica em 30 mL de TSB para as bactérias e SDB para a
levedura. Os microrganismos foram incubados por 18 horas a 37 °C e 120 rpm. Apds a
incubacdo, a suspensao celular resultante foi ajustada para uma densidade 6tica (DO)
abaixo de 1,0 a 620 nm para as bactérias, sendo diluida adequadamente em TSB para
atingir 1 x 10® unidades formadoras de col6nias (UFC)-mL'. Para a Candida albicans, a
densidade celular foi ajustada para 1 x 10® células-mL™*, utilizando um hemocitémetro de

Neubauer.

Para a incubacdo dos microrganismos no agar, uma aliquota de 100 pL da suspensao
celular foi espalhada em placas de petri contendo TSA ou SDA, respetivamente, para
bactérias e leveduras. Discos em branco impregnados com HGs enriquecidos com NLCs
foram colocados sobre o agar e incubados por um periodo de 24 horas a uma temperatura
de 37 °C. Ap6s o tempo de incubagdo, as placas de &gar foram deixadas & temperatura
ambiente por mais uma semana. Ao final do periodo de incubacdo, o halo de inibi¢do ou
reducdo bacteriana formado a volta das amostras foi fotografado para registo dos

resultados (imagens capturadas com o software Image Lab™ 6.1) e o didametro do halo
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foi medido com o software ImageJ 1.53 t. Todas as analises foram repetidas em, pelo

menos, trés ensaios independentes.

9. Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada utilizando o software GraphPad Prism® verséo 5.0.
Utilizou-se o teste de ANOVA para testar a significancia estatistica. O teste de Tukey foi
aplicado para explorar comparagdes maltiplas. A significancia estatistica foi considerada
para um valor de p < 0,05.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

10. Caracterizacdo dos NLCs

Uma vez que os NLCs desenvolvidos s&o para serem administrados topicamente, as suas
propriedades fisicas, tais como o tamanho e a carga superficial das particulas, devem ser
analisadas, uma vez que podem influenciar a sua penetracdo na pele. Além disso, a
qualidade das formulagdes produzidas deve ser avaliada em termos da sua estabilidade

coloidal em condigGes de conservagao.

Na Figura 4 estdo representados os resultados da caracterizacao fisico-quimica dos NLCs
produzidos ao longo de 4 semanas de armazenamento. Pela analise da Figura 4 e pela
andlise estatistica é possivel concluir que as propriedades fisico-quimicas dos NLCs
placebo (NLCs sem compostos bioativos) ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas dos NLCs contendo Q e/ou w3, Assim se depreende que a encapsulacéo dos
compostos bioativos ndo afeta o empacotamento lipidico original dos NLCs, mantendo
as suas propriedades em termos de tamanho e de PDI (Figura 4 A, B). Além disso, a carga
superficial do placebo das NLCs também néo é consideravelmente alterada quando os
compostos bioativos sdo adicionados, uma vez que o valor de potencial zeta ndo apresenta
alteragOes significativas, indicando que estes sdo incorporados no nucleo dos NLCs e ndo

afetam a regido interfacial (Figura 4 C, D).
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Figura 4: Resultados da caracterizagéo fisico-quimica das formulagGes de NLCs (Lucio et al., 2023).
Caracterizacdo da estabilidade dos NLC1 (A, C) e NLC2 (B, D) durante o armazenamento a 4 C. Os dados
representam a média e o desvio padrdo de 3 medicBes. As medicGe de tamanho (barras), PDI (pontos) (A, B) e
carga de superficie (Potencial Zeta (mV)) (C, D) séo do dia da preparacdo (T1) e apés 4 semanas (T4).
As comparagdes foram efetuadas utilizando o teste ANOVA e o teste de comparagdo multipla de Tukey
para as seguintes observacGes emparelhadas (tamanho/PDI em (B) e potencial Zeta em (D)): NLC1
Placebo T1 vs. NLC2 Placebo T1; NLC1 + Q T1 vs. NLC2 + Q T1; NLCI + w3vs. NLC2 + w3T1; NLC1
+ Q + w3 Tl vs. NLC2 + Q + w3 T1. ns-sem significancia estatistica; *** p-valor < 0,001; ** p-valor <
0,01; * p-valor < 0,05. Nao foi encontrada significancia estatistica quando T1 e T4 foram comparados
dentro de cada formulagédo de NLC; no entanto, neste caso, para maior clareza, ns nédo foi apresentado
na figura.

Contudo, com excec¢do dos NLCs + w3 (quando o tamanho é comparado) ou 0os NLCs +
Q + w3 (quando o PDI é comparado), a composicdo em termos de tensioativos apresenta
impacto nas propriedades fisicas dos NLCs. Os NLC2 sdo significativamente mais
pequenos, mas apresentam valores de PDI significativamente mais elevados e uma carga

superficial mais negativa quando comparadas com o0s seus homdlogos NLC1.

Os NLC2 apresentam um tamanho de particula mais adequado para a administragcdo
topica, o qual idealmente deve estar compreendida entre os 100 e os 200 nm (Benson et
al., 2016 ;Lopes et al., 2018). O tamanho reduzido destes NLC2 torna a sua penetracdo

no estrato corneo mais facil. Esta reportado que os nanossistemas lipidicos com
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dimensGes compreendidos entre os 20 e os 200 nm apresentam um maior potencial para
se acumularem nas irregularidades da pele (e.g. poros e foliculos), facilitando uma
interacdo mais estreita entre os bioativos e a pele (Zhao et al., 2010).

Para alem do tamanho, a presenca de componentes que perturbam o empacotamento
lipidico (por exemplo, ws) pode conferir maior flexibilidade e maleabilidade ao sistema
de veiculacdo, aumentando a sua capacidade de permear a pele com maior eficacia
(Caldas et al., 2021a).

A estabilidade coloidal é parametro importante quando os compostos encapsulados, como
Q e w3, sdo propensos a oxidacdo, uma vez que ajuda a atenuar as interacbes com ROS
presentes na interface ou na fase aquosa circundante. A estabilidade coloidal dos NLCs
em condi¢bes de armazenamento foi avaliada para comparar as propriedades fisico-
quimicas desde o dia de producdo, T1, até 4 semanas, T4 (Figura 4), e ndo foram
observadas alteracdes significativas para ambas as formulacdes de NLCs. Os NLC2
podem ter uma estabilidade mais longa, uma vez que, entre outros fatores que contribuem
para a estabilidade coloidal das nanoparticulas, os valores do potencial zeta iguais ou
superiores a |30| mV apresentam repulsdo eletrostatica e uma menor propensdo para se

agregarem (Xu, 2002).

Durante o desenvolvimento dos NLCs, os estudos de DSC séo frequentemente utilizados
para avaliar o comportamento térmico da fase lipidica. Um dos pré-requisitos para a sua
producdo € que a mistura de lipidos sélidos e liquidos deve ser sélida a temperatura
corporal e & temperatura ambiente. Os termogramas dos 6leos (ws e Labrasol®), dos
lipidos sélidos (Precirol ATO® 5 e Gelucire® 50/13), e a Q (composto isolado e na mistura

lipidica fundida) estdo representados na Figura 5.
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Figura 5:Resultado dos termogramas dos componentes lipidicos dos NLCs, da
quercetina isolada e da quercetina na mistura lipidica fundida (Lucio et al., 2023).

O wse 0 Labrasol® ndo sofreram qualquer evento térmico, uma vez estes componentes
sdo 6leos a temperatura ambiente, e ndo se degradam a temperaturas inferiores a 145 °C.
No caso do Precirol®, o seu pico de fusdo ocorreu a uma temperatura de 56,9 °C e
apresenta um evento térmico a 52,0 °C. Esses dois eventos térmicos foram anteriormente
reportados na literatura e sdo causados pela presenca de diferentes formas polimorficas
encontradas em combinagOes complexas de glicerideos, como € o caso do Precirol®
ATOS5 (Teixeira et al., 2022). O outro lipido sélido (Gelucire® 50/13) é uma mistura
cristalina e amorfa de glicerideos, como demonstrado pelos varios eventos térmicos
visiveis no seu termograma (Panigrahi et al., 2018). O termograma da Q isolada apresenta
um pico endotérmico a 129,2 °C, possivelmente relacionado com a sua transi¢do
termoquimica, envolvendo um relaxamento estrutural e decomposicao (Tsioptsias et al.,
2022). Eventos endotérmicos idénticos de cada componente lipidico sélido individual
podem ser identificados no termograma da Q na mistura lipidica fundida (que simula a
fase lipidica dos NLCs), mas os picos endotérmicos sdo mais largos. Estas alteraces
resultam principalmente das interacfes entre os lipidos sélidos e os 06leos durante o
processo de fusdo, originando uma matriz lipidica menos ordenada, o que se torna
vantajoso para a encapsulagao de maiores quantidades de bioativos (Kumbhar etal., 2013
; Tran et al., 2014) .A auséncia do pico endotérmico Q no termograma da mistura lipidica
fundida sugere uma possivel dissolugdo de Q na fase lipidica dos NLCs.

A EE(%) da Q nos NLC1 e NLC2 (com e sem w3) foi superior a 99,0%. Considerando a
solubilidade aquosa maxima da Q (2.150 ug.mL™ a 25 °C) (Tran et al., 2014);(Kumbhar
etal., 2013), os NLCs foram capazes de encapsular 500 pg.mL* de Q, superando em 233
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vezes 0 desempenho de Q disperso num meio aquoso. Os DL (%) da Q nos NLC1 e NLC2

(com e sem ws) foram respetivamente 0,62% e 0,43%.

11. Avaliacao dos HGs enriquecidos com NLCs

Alguns critérios sdo frequentemente utlizados para prever in vitro o potencial
farmacéutico e terapéutico de preparacGes cutaneas topicas. O primeiro critério a ser
estudado foi o perfil de libertagdo da Q num meio que mimetiza as condic¢des da pele, ou
seja, pH 5,6 e uma temperatura de 32 °C (Fluhr et al., 2002; Lee et al., 2019). Os perfis

de libertacdo da Q libertada a partir dos HGs enriquecidos com os NLCs sdo apresentados

na Figura 6.
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Figura 6: Perfil de libertacdo da Q a partir dos HGs enriquecidos com NLCs ao longo do tempo (Lucio
et al., 2023).

Os NLCs libertaram a Q de forma sustentada, atingindo um maximo de 53,8 + 0,9% as
24 horas no caso dos NLC1 + Q + ws. As velocidades de libertacdo da Q a partir dos
NLC2 foram mais baixas do que as obtidas para os NLCL1, apresentando libertacbes
cumulativas as 24 horas de 38,4 + 0,4% e 41,9 £ 0,5% paraos NLC2 + Qe NLC2 + Q +

w3, respetivamente.

Os perfis de permeacdo in vitro da Q a partir dos HGs enriquecidos com os NLCs, através

de uma membrana lipidica mimeética do estrato corneo estdo representados na Figura 7.
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Figura 7:Perfis de permeac&o in vitro da Q a partir dos HGs enriquecidos com
NLCs (Lucio et al., 23).02

A partir da zona linear inicial dos perfis de permeacdo é possivel calcular o fluxo de
difusdo da Q através da membrana segundo a primeira lei de Fick da difusdo (Equacéo
5):

— Cr .
]SS = Axt Equacdo 5
na qual t representa o tempo de permeacéo, A(cm?) é a area de permeacéo e o parametro

Qr (ug) é a quantidade de farmaco que permeou a célula.

Os HGs enriquecidos com 0s NLCs promoveram a permeacao da Q na seguinte ordem:
NLC2 + Q + w3 (Jss = 2,2180 pg-cm2-h') > NLC2 + Q (Jss = 1,9720 ug-cm >-h') >
NLC1+Q + ws (Jss=0,7906 pg-cm2-h™')>NLCI + Q (Jss = 10,2657 pg-cm2-h!). Estes
resultados confirmam que particulas esféricas com didmetros inferiores a 100 nm
possuem maior permeabilidade e demonstram o papel de ws como perturbador do
empacotamento lipidico quando presente na composicdo dos NLCs, conferindo
deformabilidade a matriz lipidica e, assim, aumentando a permeabilidade (Caldas et al.,
2021a).

Apesar dos resultados de permeacdo serem promissores em termos de desenvolvimento
de uma formulagédo cuténea para a administracdo da Q, este estudo tem uma limitagdo que
deve ser considerada ao interpretar os resultados obtidos. Uma comparacdo direta da
permeacdo da Q a partir dos HGs enriquecidos com NLCs contendo Q e da Q livre em
solucgéo ou da Q livre no HG néo foi possivel devido a questdes metodoldgicas. De facto,

a Q e pouco solivel em agua (Huang et al., 2017), e uma solucéo ou dispersdo de Q no
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HG exigiria um contetdo etandlico, o que causaria a solubilizacdo do modelo lipidico do
estrato corneo usado na avaliacdo da permeacdo. Contudo, este ndo € um problema
exclusivo do modelo utilizado, porque numa aplicacdo tdpica na pele, o etanol,
frequentemente aplicado como promotor da permeacdo, atua dessa forma devido a sua
capacidade de solubilizar a matriz lipidica do estrato corneo, ndo sendo uma situacdo
desejavel, pois afeta a funcdo de barreira da pele. Apesar desta limitacdo metodoldgica, é
possivel comparar a permeagdo da Q a partir dos HGs enriquecidos com NLCs com a
permeacdo da Q livre prevista in silico. De acordo com o algoritmo desenvolvido por
Potts e Guy (Potts et al., 1992), o Jss tedrico da Q livre (ou seja, ndo encapsulado) através
da pele humana foi calculado como ~ 0,003480 pg-cm2-h"'. Este valor revela que 0 Jss
dos HGs enriquecidos com NLCs contendo Q foi superior ao Jss da Q livre, conforme
avaliado in silico. Assim, espera-se que os NLCs atuem como potenciadores da
permeacgdo, uma vez que aumentam os valores de Jss da Q em comparagao com 0 que era

esperado para este bioativo quando administrado livremente na pele.

Além de melhorar a permeabilidade, importa avaliar se as formulacGes tém a capacidade
de limitar a perda natural de 4gua da pele, ou seja, se tém um efeito oclusivo (Kalia et al.,
2000). O efeito oclusivo tem o potencial de aumentar a hidratacdo do estrato corneo,
afetando a absor¢do percutanea e a eficacia dos bioativos (Hafeez et al., 2013). Neste
estudo, os efeitos oclusivos dos HGs enriquecidos com NLCs foram comparados (Figura
8). Todos os HGs enriquecidos com NLCs apresentaram um elevado efeito oclusivo,
variando de uma diminuicdo de 13 + 5% (NLC1 Placebo) a 34 + 1% (NLC1 + Q) na
WVTR.
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Figura 8:Efeito oclusivo dos HGs contendo NLCs (Lucio et al., 2023).
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O mesmo efeito oclusivo foi relatado para nanoparticulas lipidicas produzidas para
aplicacBes topicas, mesmo quando ndo estdo presentes compostos bioativos (Caldas et
al., 2021a; Han et al., 2014), o que pode ser atribuido & adesdo da camada de filme lipidico

na superficie da pele, contribuindo para o efeito oclusivo e para a hidratacdo da pele.

Han et al. (2014) reportou um efeito oclusivo superior nas SLNs contendo Q
comparativamente com os NLCs contendo Q desenvolvidos neste trabalho. Contudo, as
SLNs normalmente tém tendéncia a apresentar um efeito oclusivo superior aos NLCs
devido ao facto de serem mais cristalinas (Amasya, 2021). O efeito oclusivo das
nanoparticulas lipidicas varia de acordo com varios parametros, como por exemplo
tamanho de particula, concentracdo de lipidos e a cristalinidade da matriz lipidica
(Amasya, 2021).

Os resultados da anélise reoldgica sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9:Analise do comportamento reoldgico dos HGs contendo NLCs (Lucio et al., 2023).

Nos reogramas dos HGs, placebo e enriquecidos com NLCs, € possivel observar uma
diminuig&o da viscosidade em func¢do do aumento da velocidade de corte, demonstrando
que todos os HGs apresentaram um comportamento ndo-Newtoniano do tipo
pseudoplastico. Em termos de aplicacdes cutaneas, o0 comportamento pseudoplastico dos
HGs favorece a sua espalhabilidade quando se aplicam movimentos, mas conseguem
recuperar rapidamente a sua consisténcia ap0s cessar a aplicacdo de movimentos,
favorecendo a retencdo na superficie da pele. Os HGs enriquecidos com os NLC1 séo
mais viscosos comparativamente aos HGs enriquecidos com os NLC2. Adicionalmente,
é possivel constatar que HGs ndo apresentam tixotropia, uma vez que ndo existe variacdo
da viscosidade com o tempo, sendo as curvas ascendentes e descendentes dos reogramas

serem praticamente sobrepostas e sem a histerese caracteristica do comportamento
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tixotropico (Lee et al., 2009). Estes resultados ndo sdo surpreendentes dado que foi
anteriormente reportado um comportamento semelhante para HGs enriquecidos com
outros NLCs (Mendes et al., 2013).

Dos vérios agentes ambientais prejudiciais (por exemplo, luz solar, poluicdo e
microrganismos), a exposicao diaria as radiacbes UV gera continuamente ROS, que
aceleram o processo de envelhecimento e causam danos foto-oxidativos na pele (Parrado
et al., 2019 ; Trueb, 2021; Wadhwa et al., 2022). Além disso, os ROS que podem ser
gerados por processos de peroxidacéo lipidica em nanossistemas lipidicos, seja durante
as etapas de producdo ou durante o armazenamento, devem ser avaliados em termos de
qualidade da formulacédo e estabilidade coloidal. Neste contexto, foram utilizados dois
tipos de métodos para avaliar a atividade antioxidante: (i) o efeito sequestrador de radicais
livres através do método ABTS (Figura 10A) e (ii) o efeito protetor contra radicais
peroxilo, avaliado pela concentracdo de MDA (Figura 10B), que é um indicador comum

do grau de peroxidacao.
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Figura 10:Resultados da avalia¢do da atividade antioxidante dos NLCs pelo método ABTS (A) e pela
concentracao de MDA (B) (Lucio et al., 2023).

No método ABTS, os NLCs que apresentaram atividade antioxidante superior foram os
NLC2, com ou sem ws. Esta atividade antioxidante foi significativamente superior (p <
0,001) comparativamente com os bioativos livres (i.e., ndo encapsulados nos NLCs),
provavelmente devido a protecdo/estabilidade quimica conferida pelos nanossistemas
(neste caso, os NLCs), tal como reportado por outros autores (Talarico et al., 2021). Os
NLC1 apresentam também capacidade de neutralizar o radical cationico ABTS®", contudo
este efeito € menor quando comparado com os NLC2, podendo ser explicada pela

diferente difusdo dos bioativos de acordo com as propriedades reologicas dos NLCs
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(Azizi et al., 2019). Conforme reportado por Azizi et al., dispersdes de nanossistemas
lipidicos altamente viscosos podem diminuir a difusdo de radicais livres documenta que
de acordo com a sua reologia se for elevada a sua difuséo dos radicais livres pode diminuir
(Azizi et al., 2019). Como resultado, os radicais ABTS®** produzidos em meio aquoso
apresentam maior dificuldade em se difundir e encontrar a Q quando encapsulada nos
NLC1 pois esta formulacdo € mais viscosa, podendo justificar a menor atividade
antioxidante obtida nos NLC1 + Q comparativamente a Q livre. A inclusdo de w3 nos
NLC1 com Q reduziu a viscosidade da formulacdo, aumentando a acessibilidade da Q aos
ABTS®** e, portanto, os NLC1 + Q + ws apresentam uma atividade antioxidante

semelhantea Qe a Q + wa.

Como o MDA é um subproduto da peroxidacao lipidica, uma maior [MDA] indica maior
peroxidacao lipidica (Figura 10B). De acordo com dados da literatura, 7 a 8 mg MDA/Kg
é o intervalo aceitavel para determinar se o 6leo de peixe fornece protecdo adequada
contra a oxidacdo (Jimeénez-Martin et al., 2015). Com base neste intervalo, os resultados
da Figura 10B mostram que os NLCs (com [MDA] entre 0 e 6 mg /Kg), armazenadas
durante 4 semanas, apresentam estabilidade de oxidacdo adequada e corroboram a
estabilidade coloidal referida aquando da caracterizacdo dos NLCs. A Q livre ndo
produziu MDA, dado que este bioativo ndo é propenso a sofrer um processo de
peroxidacao lipidica, ao contrario do que acontece com 0 waz. Importa também realcar que
os estudos reportados da protecdo da Q contra a peroxidacdo lipidica do 6leo de peixe
envolvem ensaios de curto prazo, revelando uma perda significativa da protecdo da Q em
apenas 5 dias, ou seja, um tempo muito inferior quando comparado com as 4 semanas em

gue os NLCs testados neste trabalho foram previamente armazenados (Liu et al., 2021).

A producdo de MDA foi a menor para os NLC2 contendo Q e/ou w3 (Figura 10B). Este
efeito sugere uma elevada protecdo contra a peroxidacdo lipidica, tendo sido superior
quando comparados com 0s NLC2 placebo (i.e., sem bioativos encapsulados), uma vez
que a formulacdo placebo apenas contém lipidos, sendo estes mais propensos a sua
peroxidacdo na auséncia de um agente antioxidante protetivo (como é o caso dos NLCs
contendo Q e/ou wz). Uma situacdo semelhante ocorre nos NLC1 placebo; contudo, 0s
NLC2 contendo Q e/ou w3 produzem uma [MDA] menor, possivelmente devido a menor
viscosidade das NLC2 o que promove uma distribuicdo mais homogénea dos agentes

antioxidantes protetores na matriz dos NLCs e uma melhor difuséo/interacdo do radical
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peroxilo com os antioxidantes protetores. Um efeito semelhante foi reportado por (Azizi
etal., 2019).

A foto-protecao foi qualitativamente avaliada usando um papel sensivel as radicagdes UV

(Figura 11).
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Figura 11: Resultados do teste de foto-protecdo dos HGs enriquecidos com os
NLC2 (Lucio et al., 2023).

O papel sensivel as radiagdes UV sem HG aplicado ou com aplicacdo do HG placebo
foram usados como controlos negativos. A cor azul do papel indica a sua incapacidade de
foto-protecdo, uma vez que os produtos quimicos insoluveis em agua permaneceram fixos
apos a lavagem, enquanto as colorages brancas sdo indicativas de foto-protecdo. Os
resultados demonstram que todos os HGs contendo NLC2 apresentam alguma foto-
protecdo comparativamente com os controlos, o que esta de acordo com o efeito fisico de
dispersdo de luz que as nanoparticulas lipidicas possuem para bloquear a radiacdo UV
(Caldas et al., 2021b) . Como esperado, a incorporacao da Q e/ou wsaumentou o efeito
foto-protetor das formulagdes, como pode ser observado pela coloragcdo mais branca
quando comparado com o0 HG enriquecido com NLC2 placebo. O efeito de foto-protecéo
é consistente com estudos que demonstram que a Q ou w3 sdo estratégias promissoras
para melhorar o dano da pele causado pelas radiacGes UV (Caldas et al., 2021b ; Felippim
et al., 2020 ; Huang et al., 2018; Kawabata et al., 2022 ; Saija et al., 2003).

Formulagcbes que combinam compostos com atividades antioxidante e antimicrobiana

podem diversificar o microbioma comensal da pele, sendo considerado um fator de
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protecdo cutanea. Desta forma, avaliou-se a atividade antimicrobiana dos HGs
enriquecidos com 0os NLC. Nenhum efeito inibitdrio foi observado no crescimento de E.

coli ou C. albicans. Os resultados para o S. aureus sdo apresentados na Figura 12.

S. aureus
Q Wy

NLCI Placebo NLCIQ:  NLCl+w; NLC1+Q+ws

NLC2 Placebo  NLC2+Q NLC2+w;  NLC2+Q+w;

Figura 12: Resultados da avaliagéo da atividade antimicrobiana dos compostos bioativos, dos HGs
enriquecidos com 0s NLCs e do HG placebo contra S. aureus (Lucio et al., 2023).

A Q livre e Q + w3 apresentam uma zona de inibi¢cdo (zona transparente, livre de
bactérias), com um didmetro de inibicdo de 11,3 £ 0,2 mm e 10,1 + 0,2 mm,
respetivamente (Figura 12, primeira linha). A inibicdo do crescimento de S. aureus
apresentada por Q + w3 é provavelmente devido ao efeito antibacteriano da Q, uma vez
que o3 isolado ndo apresenta um halo inibitdrio. De facto, de acordo com Wang et al.
(Wang et al., 2018) bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis a atividade bacteriostatica
da Q. No caso dos HGs enriguecidos com NLCs, apenas os NLC2 mostraram alguma
reducdo no crescimento de S. aureus (Figura 12, terceira linha), nomeadamente os HGs
enriquecidos com NLC2, NLC2 + Q e NLC2 + Q + ws. Apesar da auséncia de qualquer
composto bioativo responsavel pela atividade antibacteriana, 0 HG enriquecido com
NLC2 placebo reduziu o crescimento bacteriano, o que provavelmente resulta da acdo
do(s) agente(s) tensioativo(s) presentes nos NLC2 (Tween® 80 e/ou DOSS). O efeito
inibitorio do Tween® 80 e/ou outros tensioativos contra o S. aureus ja foi demonstrado
(Kubo et al., 2018).
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V. CONCLUSAO

OS NLC2 demonstraram melhor desempenho farmacéutico e terapéutico. Nos parametros
testados os NLC2 demonstraram uma melhor libertacdo da Q, melhor prote¢éo do
bioativo e a0 mesmo tempo favoreceu a sua permeacdo. Alem disso, a utilizacdo de HGs
enriquecidos com NLCs permite também aumentar a permeacao cutanea, sendo esta uma

das limitagcGes dos compostos bioativos testados.

Para finalizar em termos de atividade antioxidante, os NLC2 contendo Q, com ou sem s,
foram os sistemas de veiculacdo mais eficazes na eliminacéo de ROS e na protecdo contra
a peroxidacdo lipidica. Adicionalmente, os NLC2 apresentaram efeito foto-protetor e
atividade antimicrobiana contra o S. aureus. Os resultados obtidos sugerem que 0s NLC2,
contendo ambos os bioativos, podem ser considerados bastante promissores para a
prevencdo do envelhecimento da pele e de outras condi¢des patoldgicas.

Concluindo as formulacdes de NLCs apresentam boa capacidade de encapsulacdo como
apresentado pelo termograma, ultrapassando o problema da solubilidade da Q. Tanto os
NLC1 como os NLC2 apresentaram-se sélidas as temperaturas ambiente e corporal o que
é desejavel para a sua estabilidade e para uma libertacdo prolongada da Q. Os NLC2
apresentam maior estabilidade coloidal devido ao seu potencial zeta ser igual ou maior,
em modulo, que 30 mV, demonstrando repulsdo electroestatica e menor propensdo a

agregar (Krambeck et al., 2021).
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