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RESUMO

O aumento da ac¢do biolégica dos androgenos na pele resulta em hirsutismo, acne e
alopecia androgenética. As opc¢les atuais de tratamento desses distarbios sdo
limitadas e ainda podem gerarefeitos colaterais indesejaveis. Desta forma, este
trabalho tem como objetivo preparar produtos inovadoes para tratar esses
distarbios, ou seja, formulacdes topicas em gel contendo particulas hibridas
estimulo-responsivas ao pH de silica/quitosandQ) ou de silica/alginato de sédio
(Alg), ambas encapsulando a fracdo acetato de etila (FAE) obtida a partir do extrato
da casca dé&tryphnodendron adstringen@Mart.) Coville (Barbatimé&o), planta nativa

do cerrado brasileiro. O extrato de Barbatimdo mostrowser capaz de inibir a
atividade da enzima 5alfa-redutase, reduzindo o hirsutismo e acne em mulheres. A
encapsulacdo da FAE aparece como uma estratégia de aumerdapenetracao
folicular e permitir sua liberagdo sob demanda na unidadalossebacea. Os métodos
Layer byLayer(LbL) e Solemulsdo-Gel(SEG)foram usados para obter as particulas
hibridas. A FAE foi avaliadgpor CLAE/U\Vis e quanb a atividade antioxidante. A
investigacdo da atividade inibitéria da enzima flfa-redutase pelos principais
compostos presentes na FAE foi realizada através de estuitosilico de Docagem
Molecular.As particulas foram aracterizadas amivel fisico-quimico. O contetdo de
FAEencapsulado e liberado das particulasm resposta ao pHoi determinado por
espectroscopia UWis. A citotoxicidade das particulas foi avaliada quanto a
densidade/proliferagdo celular utilizando os métodos vermelho neutro, cristal
violeta e MEV Formulacdes tépicas em gel contendo as particulagbridas foram
preparadas e avaliadas quanto as caracteristicadisico-quimicas, reolbgicas e
organolépticas Os teores de epigalocatequina3-O-galato (EGCG)epigalocatequina

e galocatequina encontrados na FAE foram de 82+ 0,2t C7 1300+0,1f C7T ke,
27,5 £ 0,2t C T ] respectivamente EGCGnostrou ter maior afinidade de ligagao
com a enzima 5alfa-redutase em comparagcao com a finasterida, tratamento padrao
ouro, sugerindo maior atividade inibitéria da enzimaFAE demostrou ter una alta
atividade antioxidante. NSIQFAEIbL) e NSiAlgFAE(LbLapresentaram particulas
comtamanho (200-600 nm) adequadopara entrega de FAE eegido mais profunda
dos foliculos pilosos(bulbo) e as glandulas sebaceaslém de boa eficiéncia de
encapulacdode FAE acima de 80%Por sua vez NSIQFAEGEG e NSIAIgFAE(SEG)
apresentaram particulas com tamanh@200-2000 nm) adequado para entrega de
FAE &iferentes estruturas-alvo dentro dos foliculos pilososregido infundibular ou
superior, glandulassebaceas e bulbds particulas apresentaram responsividade ao
pH, com FAE sendo liberadamais eficientemente pela NSIAIQFAE(LbL)
NSIQFAE(SEGE NSIAIgFAE(SEGH0 pH 7,4, que é o pH da area mais profunda dos
foliculos pilosos, liberandq respectivamente 61,9%, 100% €97,9 % até o find do
ensaio. Além disso, NSIAIgFAE(LbLe NSIAIQFAE(SEG) provaranser menos
citotéxicas em comparacdo com a FAENSIQFAE(LbL) e NSIQFAE(SEG¥pr isso
NSIAIgFAE(LbL) e NSIAIgFAE(SEG) foram selecionadas para compor as formulagdes
topicas finais. GeNSIAIgFAE(LbL) e GelNSIAIgFAE(SEG) mostraram um pH
aceitavel(proximo o pH da pele) boa aparéncignao aglomeracéo das particulasy
caracteristicas reologicas adequadas a aplicacao topjesibindo comportamento de
fluido ndo newtoniano e pseudoplasticoAs paticulas hibridas de silica/alginato de
sodio marcadas com FITC, NSIAIgFITC(LbL) e NSIAIgFITC(SEG), demonstraram a
capacidadede penetrar no foliculo piloso sem e com aplicacdo de massagem manual.
A massagem manual parece ter facilitaddambém a penetracdo cutaneade
NSiAIgFITC(SEG)

Palavras-chave: particulas de silica, quitosana, alginato de sddio, sensibilidade ao
pH, formulac&o topicaStryphnodendron adstringenshirsutismo.



ABSTRACT

The increased bioloaical action of androaens in the skin results in hirsutism. acne,
and androaenetic alopecia. Current treatment options for these disorders are
limited and mav still cause undesirable side effects. Therefore. this work aims to
prepare innovative products to treat these disorders. specificallv topical ael
formulations containina pH-responsive hvbrid particles of silica/chitosan (O) or
silica/sodium alainate (Ala). both encapsulatina the ethyvl acetate fraction (EAF)
obtained from the bark exract of Strvohnodendron adstrinaengMart.) Coville
(Barbatimao). a native plant of the Brazilian cerrado. The Barbatimao extract has
been shown to inhibit the activity of the enzvme Ealpha-reductase. reducing
hirsutism and acne in women. Encapsulation foEAF appears as a strateav to
increase follicular penetration and allow its oademand release in the pilosebaceous
unit. The Laver bv Laver (LbL) and Se¢mulsion-Gel (SEG) methods were used to
obtain the hvbrid particles. EAF was evaluated bv HPLC/WVis and for antioxidant
activitv. The investiaation of the inhibitorv activitv of the enzvme 5alpha-reductase

bv the main compounds present in EAF was conducted throuah ansilicomolecular
dockina studv. The particles were characterized at the phvsicocheoal level. The
content of EAF encapsulated and released from the patrticles in response to pH was
determined bv U\AVis spectroscopv. The cvtotoxicitv of the particles was assessed

in terms of cell densitv/proliferation usina the neutral red. crvstal violet. and SEM
methods. Topical ael formulations containina the hvbrid particles were prepared
and evaluated for phyvsicochemical. rheoloaical. and oraanoleptic characteristics.
The contents of epioallocatechirB-O-aallate (EGCG). epiaallocatechin. and )
aallocateAEET. A&l O A ET %! & xAOA og¢8m ™M m8c¢ ( CTIi,
tCTi .h OAOPAAOEOAT U8 %' #' OEI xAA -aoh&EECEAO A
reductase compared to finasteride. the aold standard treatment. suaaestina hiaher
inhibitorv activity of the enzvme. EAF demonstrated hiah antioxidant activity.
NSIOFAE(LbL) and NSIAlaFAE(LbL) presented particles with sizes (2600 nm)
suitable for deliverina EAF to the deeper reaions of hair follicles (bulb) and
sebaceous alands. as well as aood EAF apsulation efficiency, above 80%. In turn,
NSIOFAE(SEG) and NSIAIOFAE(SEG) presented particles with sizes {2000 nm)
suitable for deliverina EAF to different taraet structures within the hair follicles:
infundibular or upper reaion. sebaceous alands. @hbulb. The particles exhibited

pH responsiveness. with EAF beina more efficiently released by NSIAlaFAE(LbL),
NSIOFAE(SEG). and NSIAIaFAE(SEG) at pH 7.4, which is the pH of the deeper area of
the hair follicles. releasina. respectively. 61.9%, 100%. and®% bv the end of the
assay. Additionally, NSIAloFAE(LbL) and NSIAIGFAE(SEG) proved to be less
cvtotoxic compared to EAF. NSIOFAE(LbL), and NSIOFAE(SEG). hence
NSIAloFAE(LbL) and NSIAIOFAE(SEG) were selected for the final topical
formulations. GelNSIAIoFAE(LbL) and GelNSiAloFAE(SEG) showed an acceptable
pH (close to the skin's pH). aood appearance (no particle aaalomeration). and
suitable rheoloaical characteristics for topical application. exhibitina non
Newtonian and pseudoplastic fluid behavior. Silia/sodium alainate hybrid particles
labeled with FITC, NSiAlaFITC(LbL), and NSiAlaFITC(SEG). demonstrated the ability
to penetrate the hair follicle both with and without manual massaae application.
Manual massage also seemed to facilitate the skin peneti@t of NSIAIgFITC(SEG).

Keywords: silica nanoparticles, chitosansodium alainate, pH sensitivity topical
formulation, Stryphnodendron adstringenshirsutism.
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quitosana é protonada quando entra em contato com ambiente acido. Fonte:

adaptado de (SAHARIAH; MASSON, 2017)......cccviuveeevimeemmeemeeeeeeeveeeeesreme 64..
FIGURA 18 Estrutura molecular do alginato de sédioFonte: adaptado de (BORBA et al.,

FIGURA 19 - Esquema mostrando o mecanismo de deposicdo Layer by Layer
eletrostaticamente conduzido em um substrato plano por adsorcao sequencial
de polieletrdlitos de carga oposta. Fonte: a autora (2024)...........ccceeeeeeeieees 66.

FIGURA 20z Representacdo esqueméatica do método Seimulsdogel na sintese de
particulas hibridas.Fonte: adaptado de (FAN et al., 2019)......................cc. B7.

FIGURA 21z Gréfico comparativo do nimero de publicagdes envolvendo: particulas
combinando silica/quitosana (QS) para entrega de farmaco®rsus particulas
combinando silica/QS para entrega folicular de farmacos e particulas
combinando silica/alginato de sddio (Alg) para entrega de farmacos versus
particulas combinando silica/Alg para entrega folicular de farmacos. Oados
foram coletados através da busca bibliogréafica nas ferramentas Web of Science
e Scopus utilizando as pavrasA E A (pArzlesCand silica and chitosan and
AOOC AMAEXRENIBSAMO AT A Opl EAA AT A AEEOI OAl

FIGURA 22 Esquema das vias potenciais de penetracdo na pele. 1. Via transepidérmica: via
intercelular (transporte entre 0s cornedcitos através da matriz lipidica) e via
transcelular (transporte atravessando o0s corneécitos e os lipidios
intercelulares). 2. Via transapendicular: via transfolicular (transporte através
de foliculos pilosos) e via transudoripara (transporte atavés das glandulas
sudoriparas). Fonte: a autora (2024)..........coccuvveieeiimmeeeeane e veeeenne s [ 2

FIGURA 2% Cromatograma da fracdo acetato de etila obtido a partir do extrato bruto do S.
adstringens identificando os picos de acido gélico (AG), galocatequina (GC),
epigalocatequina (EGC) e epigalocatequirixO-galato (EGCG). Fonte: a autora

FIGURA 24z 1) Locais de ancoragem da finasterida (inibidor sintético) e dos potenciais
inibidores (&cido gélico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequiBa
O-galato) com menor energia absoluta (kcal/mol) na estrutura da f&lfa-
redutase tipo 1.2) Diagramas de interacdo 3D dos potenciais inibidores com
0s aminoacidos da Ealfa-redutase tipo 1. 3) Diagramas de interagdo 2D dos
potenciais inibidores com os aminoacidos da-8lfa-redutase tipo 1.Fonte: a
U (0] = W 20 12 PR © | S



FIGURA 257 1) Locais de ancoragem da finasterida (inibidor sintético) e dos potenciais
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O-galato) com menor enegia absoluta (kcal/mol) na estrutura da 5alfa-
redutase tipo 2.2) Diagramas de interacdo 3D dos potenciais inibidores com
0s aminoacidos da Ealfa-redutase tipo 2. 3) Diagramas de interacdo 2D dos
potenciais inibidores com os aminoacidos da-alfa-redutase tipo 2. Fonte: a
AULOTA (2024). ..o eee s e e ee e e mmeemmees s s e e e e e s emmmmmmmmn s e e e e eeenens D dores
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FIGURA 27- Potencial zeta (em mV) de NSi(LbL) (particulas de silica nuas), NSIFAE(LbL)
(NSi(LbL) com uma camada de FAE adsorvida), NSIQFAE(LbL) (NSIFAE(LbL)
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FIGURA 41 Triagem de citotoxicidade de amostras FAE e NSi(LplFibroblastos murinos
BALB/3T3 foram cultivados na presenca do controle, do veiculo das particulas
(0 préprio meio de cultura) e das amostras por 72 hAs células foram
submetidas a ensaios colorimétricos para determinar a viabilidade celular
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corante cristal violeta, C e D). Os dados sao apresentados como a média de trés
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ANOVA unidirecional com teste de comparacbes mdultiplas d&ukey.
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Significativamente diferente do controle: *p<0,05. O espaco entre as linhas
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1. INTRODUGCAQS. JUSTIFICATIVA

O hiperandrogenismo cutaneo (HAC), que é resultante do aumento da agéo
biolégica dos horménios androgenos (ADGs) na peke na unidade pilossebacea
(UP), gera manifestacdes cutaneas, tais como hirsutismo (HT), acne vulgar e
alopecia andraggenética (AAGYSCHMIDT; SHINKAI, 2015; YARAH al, 2005). Nas
UPs, através da enzima-alfa-redutase, o andrégeno testosterona é convertido em
di-hidrotestosterona (DHT), uma forma funcionalmente ativa e mais potente, a qual
tem alta afinidadepelos receptores de andr6genoéSPRITZER, 2009No HT, o DHT
€ responsavel pela trasformacéo dos pelos velus (pequeno, liso e claro) em pelos
terminais (grandes, grossos e escuros) @elo prolongamento da fase anagena (fase
de crescimento ativo do pelono ciclo piloso (SACHDEVA, 2010)Na AAG, o DHT
promove a miniaturizacdo progressiva dofoliculo piloso (FP), causando a
transformacdo do cabelo terminal (espessos e pigmentados) em cabelo velus
(curtos, finos, ndo pigmentados), além de diminuir a fase anagena que
eventualmente leva a aparéncia calv@KALIYADAN; NAMBIAR; VIJAYARAGHAVAN,
2013; LOLLIet al, 2017). Por sua vez, na acneulgar o papel do DHT € estimular as
glandulas sebaceas a produzir sebo, desta forma contribuindo para surgimento e
manutencdo dessa dermatosePor esse motivo, a atividade da enzima-&lfa-
redutase tem um papel crucial no surgimento do HT, AAG e adiY&ASAet al, 2017).

Estes distirbios tém tanto impacto fisiol6gico quanto psicoldgico,
geralmente estdo associados a diminuicdo da qualidade de vida e estresse
psicolégico significativo, interferindo negativamente na autoimagem e autoestima
dos individuos acometidos, podendo causar ansiedade e depressdo. O tratamento
dessas desordens ocorrepor meio de recursos farmacolégicos e nao
farmacoldgicos. Procedimentos nadarmacoldgicos (cosméticos) apresentam
efeitos temporarios, sendo que as técnicas mais duradouras séo dispendiosas
(PASQUALI; GAMBINERI, 2014; TAHVILIAd al, 2015). No quediz respeito as
terapias farmacologicas, caracterizarse por serem limitadas, apresentando efeitos
colaterais indesejaveis e tempo prolongado de tratamento anfide se obter algum
resultado. Por exemplo, a finasterida, um inibidor sintético da enzima -&lfa-
redutase, tem potencial teratogénico e pode causar disfungéo erétil e anormalidades

na funcao sexual Além disso, um estudo clinico mostrou que eficacia da finasterida
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administrada de forma oralna alopecia sé se torna evidente a partir de 3 meses de
terapia (IRWIG, 2012; KAUFMANet al, 1998; UNLUHIZARCI; KALTSAS;
KELESTIMUR, 2012Estes séo empecilhos que dificultam a adesao dos pacientes ao
tratamento. A adesdo insuficiente leva a recidiva das patologias, insatisfacdo do
paciente e aumento dos custos médis (AZARCHIet al, 2019; TAHVILIANet al,

2015). Além disso, a teapia tdpica existente € escassa.oNcaso do hirsutismo,
eflornitina tépica e na alopecia androgenética, resumsA Al [ ET 1T GEAEI
estradiol (KATZERet al, 2019).

Diante disso, a terapia com medicamentos alopéaticos vem sendo
guestionada devido a sua eventual falta de eficacia, seguranca e seus potenciais
efeitos adversos. Isso levou a um maior interesse em tratamentos alternativos com
menos efeitos colaterais baseaws em tecnologias emergentes, como a
nanotecnologia e em materiais sustentaveis, numa quimica mais consciente, ou seja,
formulacdes contendo extratos de plantas e/ou seus constituintes ativos
encapsulado§HERMAN; HERMAN, 2017; ODIB# al, 2016).

Estudos quimicos mostraram que o extrato da casca do caule do
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (barbatimdo) possui altas
concentracbes de taninos condensados, como galocatequina e epigalocatequina
(BALDIVIA et al, 2018; RICARDO; BRANDAO, 2018Foi relatado que as
epigalocatequinas do barbatimdo sdo capazes de inibir seletivamente atividade da
enzima 5alfa-redutase, reduzindo o hirsutismo e acne em mulherg$llIPAKKA et
al., 2002; LIAO; HIIPAKKA, 1995; VICENT& al, 2009). Observouse através de
estudo da impressao digital quimica por eletroforese capilar que a fracdo acetat®
etila (FAE) obtida a partir do extrato bruto da casca do barbatimdo apresenta a
epigalocatequina como um dos compostos majoritariqgSEREIAet al, 2019). Diante
disso, a FAE foi escolhid para ser usada nesta pesquis® uso de compostos
naturais derivados de plantas na terapéutica oferece inUmeras vantagens, como
maior adesdo dos pacientes, menor incidéncia de efeitos adversos, ampla
disponibilidade, baixo custo e sustentabilidade, por serem obtidos de fontes
renovaveis. Além disso, a diversidade de ativos encontrados em plantas possibilita
0 uso de mais de um mecanismo de acB8ERMAN; HERMAN, 2016)

Além disso, os sistemas de administragdo de medicamentos obtidggaatir

de encapsulacdo de farmacoem particulas tém propriedades de modular a
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liberacdo dos ativos encapsulados, o que permite reduzos efeitos adversos
asciados. Foi demostrado quearticulas, em escala micro e nanométricpossuem

a tendéncia de se difundir e se acuafar dentro dos FF, podendo se agregar an
abertura dos FPse penetrar ao longo do ducto folicular quando admistradas na
superficie da pele.dto permite que osFPsatuem como um eficiente reservatorio de
particulas, retendoas neste local por diagRANCAN; VOGT, 2014putras vantagens
sdo que asparticulas permitem controlar e prolongar a liberacdo do ativo
encapsulado, proteger o ativo da degradacdo aumentando a sua estabilidade,
aumentar a solubilidade dos ativos altamente hidrofobicos, entregaoacentracdes
mais altas do ativo a estruturasalvo e aumentar o periodo de permanéncia do ativo
na pele, garantindo um contato direto com o estrato cérneo e apéndices da pele
(CONTRIet al, 2011; GOYAkt al, 2016).

O desenvolvimento demateriais hibridos inteligentes como sistemas de
liberacdo de farmacos/extratos vegetais tornotse um tema importante. Esses
sistemas inteligentes, também conhecidos como sistemas estimuksponsivos,
mudam suas estruturas, composi¢c@ou conformac¢des em resposta a um estimulo
fisico, quimico ou biolégico culminando na liberacdo da espécie ativa encapsulada
(RAMASAMY et al.,, 2017)A entrega de farmacos a pele através de sistemas
estimulos-responsivos trouxe uma nova perspectiva paraatamento localizado de
doencas de pele(CHEN, Yang; CHEN; FENG, 2021 liberagcdo sob demanda
desencadeada por estimulos, aproveitando as condi¢cbes especiais do canal do
foliculo piloso, como o gradiente de pH, é uma possibilidade inovadora de entrega
folicular inteligente de farmacos. Sabse que o pH dentro do foliculo piloso mostra
um aumento da superficie da pelé~pH 5,4) para as areas mais profundas, onde o
pH atinge cerca d&,4 (CHEN, Yang; CHEN; FENG, 20A9rtanto, o estimulo pH foi
escolhido para ser explorado nesse trabhab.

A combinacdo de materiais inorganicos com uma fase organica polimérica
sensivel ao pH leva a formacao de um material hibrido estimutl@sponsivo ao pH,
estratégia que permite reunir as caracteristicas benéficas dos dois materiais na
formacdo de um produtoinovador. Nesta pesquisaa producédo das particulas
hibridas responsivas ao pH foi realizadaombinando um material inorganico (silica)
com uma fase organica polimérica de origem natural sensivel ao pH e biodegradavel,

quitosana (QS) ou alginato de sodio (Algpistemas baseados emilica sdocapazes
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de incorporar agentes terapéuticos e de forneebs a pele através de difusdo ou
erosdo apos aplicacGgNURUZZAMANet al, 2019; PASETAt al, 2016). Com base
no conhecimentode que existe um gradiente d@H dentro dos FPgsa utilizacdo da
QS e do Alg na congsicdo e no revestimento departiculas de silica pode resultar
em formulagcbes biocompativeis e responsivas ao pH capazes de transportar e
direcionar farmacos/extratos vegetais as UPscom liberacdo sobdemanda dos
bioativos.

Portanto, esta pesquisa teve como objetivo asenvolver formulacdes
topicas em gel contendo particulas hibridasesponsivas ao pH de silica/QS ode
silica/Alg, ambas encapsulando a fracdo acetato de etila (FAE) obtida a partir do
extrato bruto da casca do barbatimdo, a fim de obter uma terapinovadora para o
tratamento dos distlrbios doHACque seja capaz de transportar e direcionar a FAE
aos FPs e liberda sob demanda, assim contribuindo com a reducdo de efeitos
adversos eaumento da eficicia terapéuticaNa obtencdo das particulas hibridas
foram utilizados dois métodos de sintese simples, eficazes e com perspectiva de
escalonamento de processo, que formaranguatro tipos de particulas com
diferentes arcaboucos e estruttas, ou seja, os métodosayer by LayelLbL) e So}
emulsao-Gel (SEG).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. APELE E AJNIDADE PILOSSEBACEA

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano em peso e area de
superficie, correspondendo emtorno de 16% do pesocorporal e en individuos
adultos, esta area pode variar de aproximadamente 1,7 m2 a 2,0 (#®_VES, 2015)
Sua espessura pode variar de 1f8m a 4 mm, sendo composta por diferentes tipos
celulares e estruturas(HARRIS, 2009)

Diante destaextenséo, as diferentes areas do corpo sao recobertas por peles
com caracteristicas diversificadas, mosténdo variacdes na espessura das camadas
e na quantidade e no tipo deanexos cutaneos na regido. Além desta variacéo
estrutural, observase uma oscilacéo do pH entre 5&7,0 diante de toda a extensao
da pele (ALVES, 2015; HARRIS, 2009Recentemente, constatotse que existe
também um gradiente de pH dentro do foliculoifpso (FP). Apesar de o valor de pH
na superficie da pele ser mais &cido (pH 47b,0), este valoraumenta ao longo do FP
para um valor de 7,4ALADEMANNet al, 2019).

A pele exerce diversas funcgbes vitaisdentre as quais se destacam a
protecdo mecéanica @munolégica, a termorregulacdo, a percepcade estimulos, a
barreira a radiacdo ultravioleta e a secrecdo de substancia@IGUEIREDO;
ALBUQUERQUE, 2013)sto faz-se possivel gracas a uma estrutura bem ordenada,
associando varios tecidos de origem ectodérmica mesodérmica, arranjadas em
duas camadas, que sdo a epiderme eeus anexos e a derme.Existe ainda a
hipoderme, que ndo é uma camadaa pele, e esta localizadapdés a derme,
garantindo a fixacdo da pele as estruturas subjacentes (Figura 1MIENDONCA;
RODRIGUES, 2011)

A epiderme é a camada mais externaadpele, compactada eerfurada
apenas pelogoros dos foliculos pilossebaceos e das glandulas sudoriparas, que se
originam na derme, porém sao consideradasnaxosda epiderme.Ela é composta
por queratinocitos (95% das células)Esta camadando apresenta vascularizacao,
sendo nutrida pela difusdo dos nutrientes oriundos da derme por capilaridade
(HARRIS, 2009) A derme suporta a epiderme e € composta por fibras colagenas,

elasticas e reticulaes entrelagcadas com elementos celulares, fibras musculares lisas
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e substancia fundamental amorf¢SILVA; SILVA; HERNANDEZLAZQUEZ, 2008)A
hipoderme é constituida por um tecido adiposo, ricamente servido por nervos e
vasos sanguineos. O tecido adiposo estd envolvido na regulacdo da temperatura,
provisdo de energia, potecdo e suporte, funcionando também como depdsito
nutricional (HARRIS, 2009)
A protecao da pele é primariamente conferida pelo estrato corneo (EC). Esta
camada superficial da epiderme(Figura 1B) é formada por células anucleadas
NOAOAOET EUAAAO | AT O1 Ae AEOT 6gqh DI OOO0ET AT pm
barreira a absorcédo percutanea de substancias, assim como contra a perda de agua
PAIT T OCATEOIT8 ! AAE@GT Al %# AOOthdd ADPEAA
espessura), que é responsavel pela geracdo do EEOUWSTRAet al, 2003). A
epiderme viavel é um epitélio estratificado composto principalmente pelas camadas

basal, espinhosa e granulosa (Figura 1B).

FIGURA1- Desenho esquematico da pele. Adnexos cutaneos, epiderme, derme e hipoderme. B)
Camadas da epiderme: estrato cérneo, camada granulosa, camada espinhosa e camada basal.
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Fonte: a autora (2024).
Osanexcs cutanecs, ou seja, os FRas glandulas sebaceag asglandulas

sudoriparas, sdo estruturas inseridas na derme, mas que se constituem em

invaginacdes da epiderme, sendo envolvidos por queratindcitog31ARRIS, 2009)
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Unidade pilossebacea é o termo usado para descrever a estrduintegrada do FR
pelo masculo eretor dopelo, glandulas ebaceas esudoriparas (Figura 2A). Cada FP
pode estar associado a uma ou mais glandulas sebéceas e a uma glarsidaripara
apaocrina na derme profunda(MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2005)

Os pelos sédo estruturas queratinizadas originados pela maturacdo de
células matriciais situadas no centro do bulbo de um HFigura 2A) (SILVA, SILVA;
HERNANDEZBLAZQUEZ, 2008)As células no bulbo regulam amplamente o
crescimento do pelo. No bulbo também encontrarse os melanddbs, sendo,
portanto, responsaveis pela pigmentacdo do peldHARRIS, 2009; MEIDAN;
BONNER; MICHNIAK, 20050 FP se desenvolve com um crescimento obliquo ou
curvado de células epidermais dentro da derme ou hipoderme, sendo canalizado
para formar uma estrutura relativamente imovel da raiz. O FP abriga as zonas de
divisdo celular, ou bulbo, e de gqueratinizacdo, nas quais a haste (parte do pelo que
se projeta para forada pele) é formadalHARRIS, 2009)No centro do bulbo esta a
papila dérmica. A papila dérmica € composta de uma massa de fibroblastos
totalmente envolvidos pela matriz. As células que recobrem a papila foem a raiz
do pelo, de onde emerge seu eixo. Toda a estrutura do pelo origsma partir do FP,
que também esta relacionado ao seu suprimento sanguineo, nervoso e muscular
(HARRIS, 2009; MEIDAN; BONNER; MICHNIAK, 2Q05)

FIGURAZ - A) Estrutura anatdbmica da unidade pilossebacea. B) Corte transversal do foliculo piloso
mostrando as camadas do pelo e as bainhas que envolvem a raiz do pelo.
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O pelo é composto por trés camadas: cuticula, cértex e medula (Figura 2B).
A cuticula (camada mais externa) é a camada transparente externa do fioequ
oferece aprotecdo do cortex,constituida por véarias subcamadas (endocuticula,
epicuticula e exocuticula) separadas por um complexo de células. O cortex (camada
intermediaria) € o principal componente do pelg formado por um conjunto de
células cilindricas denomina@® de matriz, local onde fica localizado a queratina e
outras proteinas. A medla € a regido central do pelonde se da a reproducao celular
(HARLAND; PLOWMAN, 2018)

A raiz do FP é envolvida por bainhas e uma membrana basal: bainha
radicular interna, bainha radicular externa, membrana basal acelular mais externa
denominada membrana vitreae bainha conjuntiva (Figura 2B). A bainha radicular
externa € uma camada queratinizada continua com a epiderme. A bainha radicular
interna envolve o pelo separandeo da bainha radicular externa e termina
aproximadamente na metade do FP. O FP envolvido a&lbainhas radiculares
interna e externa é separado do tecido conjuntivo da derme pela membrana vitrea.
A bainha conjuntiva formada de tecido conjuntivo constituse em uma extenséo da
derme que envolve toda estrutura epitelial do FRMEIDAN; BONNER; MICHNIAK,
2005).

O crescimento do pelo envolve um ciclo repetitivo, que é caracterizado por
trés fases: anagena (fase de crescimento ativoptagena (fase de involucao) e
telogéna (fase de desanso ou relativa inatividade)(Figura 3) (HOHL; RONSONI; DE
OLIVEIRA, 2014)Na fase anagena, ocorre crescimento continuo e atividade mitética
vigorosa na matriz do pelo que perdura por meses ou an@dIARQUESt al., 2020).

A duracdo da fase anagena determina o ciclo do pelo em diferentes regides do corpo
e 0 canprimento maximo de crescimentodo pelo(HOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA,
2014). Nafase catagena, a pgéo inferior do FPregride, o crescimentodo pelo &
interrompido, o pelo maduro se move para cima em direcdo a superficie da pela
papila dérmica migra de dentro da gordura sututanea para a derme reticular
(HOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014; MARQBES, 2020). Nafase telégena, o
pelo é liberado ch hastee ca no final da fase telogena. Apos a conclusao do ciclo, o
crescimento do pelo no foliculo piloso é reiniciadgHOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA,
2014).Desta forma, as estratégias para promover a reducao do crescimento de pelos

no hirsutismo tem como objetivo o encurtamento da fase anagena e o alongamento
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da fase telégena dentro do ciclo piloso. Por outro lado, na alopecia androgenética as
estratégias pam reverter a queda de cabelo envolvem o alongamento da fase

anagena e encurtamento da fase teldégena.

FIGURA3- Fases de crescimento do pelo: anagena, catagena e telégena.

Anagena Catagena Telégena

Fonte: a autora (2024).

Aproximadamente 50 milhdes de FPsobrem o corpo humano, nos quais
100.000 a 150.000 estdo no couro cabeludo, os foliculos restantes estdo na regiao
fadial e em outros locais do corpdAGRAWAL, 2013) Estruturalmente, existem trés
tipos de pelos: lanugo (macio) que cobre densamente a pele do feto, vejusqueno,
liso e claro) quecobre as regifes aparentemente sem pelos do corgoterminal
(grande, grosso e escuro) queompde as sobrancelhas, ciliogabelos do couro
cabeludo, pelos pubianos e axilares e grande parte dos pelos corporais e faciais dos
homens(HOHL, RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014; MATHESON; BAIN, 2019)

A glandula sebacedGS)é um tecido multiacinar, secretor de holocrinas,
presente em todas as areas da pele, exceto nas palmas das maos, plantas dos pés e
dorso dos pés. Seu desenvolvimento esta intimamente relacionado a diferenciacéo
do FP e da epiderme(MAKRANTONAKI; GANCEVICIENE; ZOUBOULIS, 2011;
ZOUBOULISet al, 2016). Os sebdcitos sdo aprincipais células dentro ca GS A
funcdo das GS< a producdo e secrecdo de um material oleoso e ceroso (sebo)
através da diferenciacdo e desintegracdo de células totalmente maduras, um
processo denominado secrecao holocrina. O sebo € um grupo de lipidios complexos,
incluindo triglicerideos e produtos de degradacdo de acidos graxosais como
ésteres de cera, esqualeno, ésteres de colesterol e colestdfddAKRANTONAKI;
GANCEVICIENE; ZOUBOULIS, 2011; ZOUBOWELtI&., 2016). E responsavel por

lubrificar a pele a fim deprotegé-la contra o atrito e tornédla mais impermeéavel a



35

umidade, além de ter fungdo termorreguladora, pode também auxiliar na reducéo
da perda de &agua transepidermal Tem papel importante na regulacdo da
esteroidogénese cutanea e sintese lat de andrégenos (MAKRANTONAKI;
GANCEVICIENE; ZOUBOULIS, 208 GSs&0 mabpres e mais concentrada na face

e no couro cabeludo,devido a isso sao os locais mais propensos ao surgimento de
acne.Diante dissoumadasestratégias para reduzir a acne nesses locais € fazer com
que as GSs normalizem a producéo de sebo, a qual € exacerbada na acne.

Os andrégenos sdo os hormonios mais importantes associados adulacao
do crescimento do peloe ao controle do tamanho e atividade das GSs o
necessarios para o dsenvolvimento dc pelos e das GS, sendo responsaveis por
promover adiferenciacao das unidades pdssebaceas em um FPuma GSerminais.
Também estdo envolvidos na queratinizacama producao de sebono aument do
tamanho do FPe do diametro da fibra capilar e naproporcéo de tempo que o pelo
terminal passa na fase anagen@dOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014)

Os horménios androgénicos agem através dereceptores de andrégenos
intracelulares expressosnas células da papila dérmic& nos sebdcitos Aativacéo
dos receptoresandrogénicosse darpela ligacdo daandrégenodi-hidrotestosterona
(DHT) que é o metabdlito biologicamente mais ativo que a testosterona
(GRYMOWICt al, 2020). A DHT ndo pode ser aromatizadeem estrégenopela
enzima aromatasee também tem maior afinidade com o receptor andrégeno, por
isso é 0 androgeno mais potente(CERUTI; LEIROS; BALANA, 2018\ enzima
responsavel porconverter atestosteronaem DHT é 5-alfa-redutase (Figura 4). Esta
enzima apresenta duas isoformas principais. A isoforma do tipo 1 localize nas
glandulas sebéaceas, queratindcitos e glandulas sudoriparas. Em contraste, a
isoforma do tipo 2 esta presente no tecido prostatico e em certas regiées dos
foliculos pilosos terminais. A enzima 5alfa-redutase do tipo 2 desempenha um
papel maior no hirsutismo e na alopecia androgenética, enquanto a enzima do tipo
1 atua predominantemente na acnéHO; SOOD; ZITO, 2021; THIBOUTOT, Diate
al., 2000).
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FIGURA4 z Esquema mostrando a acdo da enzimadfa-redutase na unidade pilossebacead
testosterona interage com a enzima -alfa-redutase e esta converte a testosterona em -di
hidrotestosterona (DHT), uma forma mais potente que a testosterona. A DHT se liga apseptores
andrégenos das células da papila dérmica e sebécitos, fazendo com que: no hirsutismo, o pelo velus
se transforme em pelo terminal; na alopeciaandrogenética,faz com que o cabelo terminal se
transforme em cabelo velus com miniaturizagaprogressiva do foliculo capilar na acnegstimula as
glandulas sebaceas a produzir sebo.
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Fonte: a autora (2024).

A DHTse liga aos receptoreandrogénicos presentes neFPse nas GS, que
por sua vezativa 0s geres responsveis pela a miniaturizacdodo FP (no couro
cabeludo e pelocrescimento do FP(em outros locais do corpo), bem como ativa
genes que induzem aroliferacdo dos sebdcitos e a producédo de selfplERMAN;
HERMAN, 2016; NIEMANN; HORSLEY, 201&pacao dosandrégenos naJPdepende
de sua biodisponibilidade local, nesmo com niveis normais de androgénio na
circulacdosanguineaa testosterona e DHT podem ser produzidas no nivel da pele,
tanto a partir do colesterol quantodos precursores adrenais (DHEAJGRYMOWICZ
et al, 2020).

Como apontado, ainfluéncia dos andrégenos nos FP®sta sujeita a
localizacda Os FPs em regides do corpo como o rosto, a axilafibis e o térax estéo

suscetiveisao efeito estimulador dos andrégenos. Os FPs localizados nos cilios ndo
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estdo sob a influéncia de andrégenos. Em contraste, os andrégenos exercem um
efeito inibitério sobre os FPs na regido do couro cabeludGRYMOWICZt al,
2020). Portanto, as formulagdes propostas podem atuar tanto na reducdo do
crescimento de pelos nas regifes do corpo afetadas pelo hirsutismékio superior,
gueixo, peito, costas, abdémen, bracos e coxag)anto na diminuigdo da queda de
cabelo na alopecia andogenética, aém de serem capazes datuar também na

diminuicao da producgéo de sebo na acne.

2.2. HIPERANDROGENISMO CUTANEO

Hiperandrogenismo é o termo utilizado para descrever os sinais clinicos,
resultantes do aumento da agéo biolégica dos hormonios androgen@dsARAKet al.,,
2005). As manifestacdes cutaneas do hiperandrogenismo classicamente inclui
hirsutismo, acne e alopeciaandrogenética (SCHMIDT; SHINKAI, 2015) O
hiperandrogenismo cutaneo pode ser causado por superproducdo de andrégenos
nas unidades pilossebaceas, devido a expressao e atividade aumentadas de enzimas
androgénicas ou/e superexpressdo ou hiperresponsividade dos receptores
androgénicos(CHEN, WerChieh; ZOUBOULIS, 2009)

2.2.1. Hirsutismo

O hirsutismo (HT) € definido como a presenca em excesso de pelos
terminais nas areas do corpo feminino (labio superior, queixo, peito, costas,
abdbémen, bracos e coxas) em um padramasculino, conforme representado na
escalade Ferriman-Gallwey (Figura 5). Euma disfuncéoque afeta uma grande
porcentagem de mulheres (5% a 15%), principalmente na idade reprodutiva pés
menopausa E mais queum problema puramente estético,pois pode impactar
substancialmente a autoestima, a saude mentale a vida social das mulheres
acometidas(YILMAZ; YILDIZ, 2019)
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FIGURAS- Escala de FerrimarGallwey modificada.Nove regides do corpo sdo avaliadas de acordo
com a presenca de pelos terminais de acordo com: 0 pontos (se ndo houver pelo terminal), 1 ponto
(presenca minima), 2 pontos (mais do que o normal, mas menor do que em homens), 3 pontos
(semelhante a um homem), 4 pontos (mais que 0 normal para um homem).
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Fonte: Adaptado dgJIMENEZ LOPEZ; OLLOQUI ESCALONA; DIEZ ALVAREZ,.2017)

O desenvolvimento do HT ocorre como resultado da acdo dos androgénio
(ADGSs) nos foliculos pilososdevido ao aumento dos niveis circulantes de ADGs
(endégenos ou exdgenos) ou aumento da sehdidade dos foliculos pilososem
niveis séricos normais de ADGGAHVILIAN et al,, 2015). A sensibilidade do tecido
cutaneo aos ADGe®nvolve principalmente a presenca e o0 grau de atividade da
enzima 5alfa-redutase que converte a testosterona (TSPprincipal andrégeno nas
células da papila dérmica) em sua forma funcionalmente ativa, a -di
hidrotestosterona (DHT), a qual tem alta afinidad pelos receptores de andrégenos,
por este motivo, sua atividade no interior do foliculo ppossebaceo é mais potenté
vezes mais que a TST)No HT, aDHT causa a transformacgéao dos pelos velus em pelos
terminais e o prolongamentoda fase anagena no ciclpiloso. Acredita-se que o HT
com niveis séricos normais de ADGs resulta da atividade exagerada daaBa-
redutase periférica, polimorfismos do receptor de andrégeno ou alteracdo do
metabolismo dos ADG$SACHDEVA, 2010)

Nas mulheres, a maioria da TST € secretada pelos ovariossaprarrenais
(80%) e uma outra pequena quantidade é derivada da conversdo de precursores
androgénicos, principalmente androstenediona e elidroepiandrosterona (DHEA)
no figado, pele e tecido adiposdNo entanto, somente 12% de TST circulante esta
na forma livre.Cerca de 9899% de TST esta ligadaa globulina de ligacdo ao
(SHBG), a (CBG) ou

inespecificamente a albumina e outras prainas. @ando ligadg a TST esta

horménio sexual globulina de ligagdo ao cortisol

biologicamente inativa.Apenas a TST livre € converdiaem DHTpela enzima 5alfa-
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redutase presente na bainha radiculaexterna dos foliculos pilosos(SACHDEVA,
2010; TAHVILIANEet al,, 2015).

A etnia, a genética individuak a atividade da enzima &lfa-redutasena pele
desempenham papéis importantes no surgimento do HTYASAet al, 2017). Os
niveis circulantesno sanguede ADGs ndo mensuram a rea&xposi¢ao do foliculo
piloso aos ADGs, pois uma parte delesgérado localmente. Além disso, os efeitos
cutaneos dos ADGs dependem da expressdo e atividade local dos receptores de
androgenos. Desta forma, a correlacéo entre a concentracdo de ADGs circulantes e a
gravidadedo HTnem sempre € verdadeirdPASQUALI; GAMBINERI, 2014)anto a
sensbilidade dos foliculos pilososquanto o aumento da producdo de ADGs
determina o nivel de HT(YASAet al,, 2017).

As causas do Hpodem ser divididas em fatores androgénicos, fatores nao
androgénicos e hirsutismo idiopatico. As causas androgénicas incluem a sindrome
dos ovarios policisticos (SOP), hiperplasia adrenabngénita, disfuncéo tireoidiana,
tumores secretores de androgenas sindrome de Cushing hiperandrogenismo
idiopatico, sindromes comsevera resisténcia a insulinaandrégenos ex6gaos
devido ao uso de esteroides e medicament@dOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014;
SACHDEVA2010). As causa nao androgénicas de HFB&ao relativamente raras
(HOHL; RONSONI; DE OLIVEIRA, 2019 hirsutismo idiopatico manifestase em
mulheres com ovérios, ciclos ovulatérios e niveis de ADGs circulante normais,
entretanto, os foliculos pilososmostram maior sensiblidade aos ADGYHOHL;
RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014)

O HT se manifesta logo ap0s a puberdade e apresenta progressao lenta. A
SOP e diirsutismo idiopatico correspondem por 90% do HT em mulheres. O HT
também pode ocorrer em algumas mulheres na préenopausa e continuar por
alguns anos apdés a menopausasso ocorre devido a diminuicdo da secrecdo de
estrogénio ovariano com produc¢éo continua do androgénibST(SACHDEVA, 2010)

O tratamento do HT pode ser farmacolégico e nadarmacolégico,
dependendo da gravidade, distribuicio e causa do HT. Os meétodos -néo
farmacologicos incluem procedimentos cosmeéticos como clareamento dos pelos,
depilacéo (lamina, cera ou cremes depilatorios), eletrélise, fotoddacéo e a terapia
a laser (HOHL; RFONSONI; DE OLIVEIRA, 2014; TAHVILIA& al, 2015). O

clareamento e depilacdo atingem resultados desejados, mas seus efeitos sao



40

temporérios. A eletrélise, fotodepilacdo e a terapia a laser séo eficazes para
depilagédo a longo prazono entanto, geralmente sado de alto custoAs terapias
farmacolbégicas como os contraceptivos orais, antiandrogénios (espironolactona,
ciproterona, flutamida, finasterida e dutasterida) e eflornitina topicatambém tém
efeitos transitorios e custos significativos, além de que a maioria desses
medicamentos estd associada a efeitos colaterais indesejaveis, incluindo
hipercalemia e distarbios menstruais (por exemplo, espironolactona), risco de
hepatotoxicidade (por exemplo, flutamida), potencial teratogenicidade (por
exemplo, finasterida) e ganho de peso (por exemplo, acetato de ciproteror(®OHL;
RONSONI; DE OLIVEIRA, 2014; KUMétRal,, 2016; TAHVILIANet al., 2015).

2.2.2. Alopecia androgenética

Os cabelos sao importantes indicadores de caracteristicas individuais tais
como autoimagem, identidade, etnia e salde, entre outros atribut¢g&ONULet al,
2018; LOURENKO; STROPARO, 201& causa mais comum de queda de cabelo ente
homens e mulheres é alopecia androgenética (AA@SEN SALMANt al, 2017). A
AAG tem efeitos psicolégicos e sociais negativos, afetando a qualidade de vida do
individuo acometido, a qual tem sido associada a perda de autoconfianca, baixa
autoestima e a maior indice de ansiedade, depressédo e estres§dRMANet al,
1999; SAVIN, 1993; VAN DER DOMKal, 1994). Embora a AAG nao pareca causar
danos fisicos diretos, a queda de cabelo pode resultar em danos fisicos, porque o
cabelo protege contra frio, lesGes mecanicas e radiacao ultravioleta (RUV). A perda
da protecao do couro cabeludo contra a Rl) pode aumentar o risco de queimaduras
solares e os danos celulares subjacentes, como o cancer de B8EOUGHet al.,
2005). Além disso, a AAG esta associada ao aumento da incidéncia de infarto do
miocardio, hipertensao e hipercolesterolemidCRANWELL; SINCLAIRQ16).

/I OAOI T OAITTPAAEA AT AOT CATi OEAAG i OOAA
de cabelo tanto em homens como em mulheres, onde ‘andro’ significa uma etiologia
hormonal e ‘genética’ referese a contribuicdo hereditaria(STARACEet al, 2020).

Ou seja, a AAG ém disturbio induzido por hormdnios andrégenosem individuos
geneticamente predispostos desenvolvendo-se como uma resposta excessiva das

células do foliculo piloso aos androgenos, mesmo que a concentragao de andrégenos
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no sangue seja normalKATZERet al, 2019). Um estudo com gémeos mostrou que
a hereditariedade tem grande influéncia para o surgimento e progressao da AAG
(NYHOLTet al,, 2003). Além disso, a expressao génica individual € quem determina
se o individuo apresentara queda de cabelo prematura, enquanto outros apenas
mostrarao os sinais daAAG perto dos 60 ano§ROSSEkt al., 2016).

Niveis aumentados dedi-hidrotestosterona (DHT) foram encontrados no
couro cabeludo calvo em comparagéo com o couro cabeludo ndo calvgue sugeriu
a natureza andrége-dependente dessa condica(SCHWEIKERT; WILSON, 1974a,
b). A DHT, que éobtida pela metabolizacdo da testosterongela enzima 5-alfa-
redutase, tem maior afinidade com o recepr androgénico e € considerado o
principal responsavel pelos efeitos mediados por androgénios no couro cabeludo de
pacientes com AAGKATZERet al, 2019; ROSSét al, 2016). Sob influéncia de
andrégenos, a papila dérmica do®liculos pilosos secreta uma quantidade elevada
de citocinas @ ' &1 -ph A ,)4queSunto com areducdo da expressdo de
fatores estimulantes,promovem apoptose, o que pode induzir término prematuro
da fase anagenaAlém disso, hd aumento do numero de foliculos pilosos em repouso
na fase telogendKATZERet al, 2019; MULINARIBRENNER; SBIEL; HEPP, 2011)

Na AAG, além a alteracdo na dinamica do ciclo capilarocorre a
miniaturizacdo progressiva do foliculo piloso(Figura 6). Os foliculos pilosos, antes
maiores e com cabelos terminais (espessos e pigmentados), tornam menores e
com padrao de cabelo velus (curtos, finos, ndo pigmentadod)OLLI et al, 2017;
STOUGHEet al, 2005). No ciclo capilar normal, em média, pelo menos 90% dos
cabelos estdo na fase anagena que dura de dois a sete anos, 1% estdo na fase
catdgena que dura cerca de duas semanas e 9% estdo na fase telégena que dura
aproximadamente trés mese¢STOUGHet al, 2005). No caso da AAG, a duracdo da
fase anagena diminui gradualmente e a da fageldgena aumenta. A proporcao de
foliculos anagenos e telégenos muda de 12:1 para 5:1. Além disso, ha aumento de
pelos velus (diametro < 0,03 mm) e diminui¢cao de pelos terminais (diametro > 0,03
mm), alterando a relacéo terminal/velus de 8:1 para menosed4:1(KATZERet al,
2019). Como a duracada fase anagena determina o comprimento do cabelo, o novo
cabelo anageno tornsse mais curto, eventualmente levando a aparéncia calva
(KALIYADAN; NAMBIAR; VIJAYARAGHAVAN, 2013; LGidtlal, 2017).
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FIGURAG z Processo de miniaturizacdo folicular na alopecia androgenética. Na miniaturizacédo
folicular ocorre a transformacdo de grandes fios de cabelo terminais em cabelos miniaturizados,
semelhantes a velos.

Foliculo Miniaturizagao folicular Foliculo
saudavel (processo de atrofia dos foliculos) morto

Fonte: a autora (2024).

A incidéncia e prevaléncia da AAG dependem da idade e etnia. Geralmente
se manifesta apdés os 30 anos de idade, mas a queda de cabelo comeca
imediatamente apés a puberdade e continua progressivamen{&ESEN SALMANt
al.,, 2017). Estimase que as taxas de prevaléncia em populacdes caucasianas sejam
de cerca de 30% para homens na faixa dos 30 anos, 50% para homens na faixa dos
50 anos e 80% para homens na faixa dos 70 an@©OLLIet al, 2017). Para mulheres
brancas, a prevaléncia de AAG é del2% durante a terceira a quarta década, de 14
28% em mulheres na pésmenopausa (por wlta dos 50 anos) e 2%6% ha
populacdo feminina com mais de 70 ano$STARACEet al, 2020). Chineses,
japoneses e afreamericanos sdo menos afetados pela AAG do que os caucasianos
(OTBERG; FINNER; SHAFO, 2007)

No sexo masculino a AAG € um processo andrégeno dependente. Nas
mulheres, entretanto, o papel dos andrégenos ndo esta claramente definido e o
termo alopecia de padrdo feminino (APF) parece definir melhor o distlrbio na
mulher (MULINARIF-BRENNER; SEIDEL; HEPP, 2011; STARAGH, 2020). Embora
as causas sejam as mesmas, a AAG manifesda em diferentes padrbes
macroscopicos entre homens e mulheres. No homem, o padrdo de queda de cabelo
geralmente mostra uma diminuicdo na densidade e espessura do cabelo na

témporas (bitemporal), vértice (progressao radial) e couro cabeludo frontal médio,
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conforme representado na scala HamiltonNorwood (Figura 7) (KATZERet al,
2019). Na mulher, padrao de queda de cabelo resulta em diminuicdo da densidade e
espessura do cabelo principalmente nas regides central, frontal e parietal do couro
cabeludo, segundo reproduzidopela escala de Ludwig (Figura )7/(RAMOS; MIOT,
2015). Além disso, outros sinais clinicosaoclareamento da cor do cabelo, aumento
da producédo de oleosidade e inflamacéagvermelhiddo, coceira, dor, edema)
(KATZERetal., 2019).

FIGURA7Z Escalas de HamiltoriNorwood e Ludwig. Nove regides do corpo sdo avaliadas de acordo
com a presenca de pelos terminais de acordo cofpontos (se ndo houver pelo terminal), 1 ponto
(presenga minima), 2pontos (mais do que o normal, mas menor do que em homens), 3 pontos
(semelhante a um homem), 4 pontos (mais que o normal para um homem).

Escala de Hamilton-Norwood
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Fonte: Adaptado dgFIROOZ et al., 2017)

Escala de Ludwig

Por a AAG estar sob influéncigenética, os atuaigratamentos disponiveis
estdo focados na modulacdo dos sinais e sintoma&s opc¢des farmacolbgicas
aprovadas disponiveis sd® antiandrogénio finasterida (uso oral) para homens eo
vasodilatador minoxidil (uso tépico) para homens e mulheres, ambas aprovadas
pela Food and Drug Administratio(FDA) e pelaEuropean Medicines Agen¢izMA)
(KATZERet al, 2019; ROSS#t al, 2016). No Brasil, a Agéncia Nacial de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) akm de ter aprovadoos medicamentos finasterida e minoxidil,
também aprovou uma locdo O PEAA AT 1 OAT Al -estradior pavap A A
tratamento da AAG(ANVISA, 2022; JAMHONG KlIMet al, 2012). Apesar de poucos
medicamentos serem reconhecidos e aprovados pelos orgaos reguladores para o
tratamento daAAG os médicos podem prescrever medicamentasf-label, € quando

o medicamento ndo é aprovado para tratamento de tal patologia, mas o médico pode

P
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prescrevélo por sua conta e riscoE o caso da dutasterida, derivado da finasterida
aprovado pela ANVISA, FDA e EMgara o tratamento da hiperplasia prostatica
benigna, mas seu uso par@AGé consideradooff-label (KATZERet al, 2019). Outros
farmacos também séo usados de forn@f-label, comoespironolactona, ciproterona

e flutamida, nests cascs tém particular utilidade em mulheres com AAG,
especialmente aquelas com excesso de andrégenos ou desregulacdo hormonal
(VAROTHAI; BERGFELD, 2014)

As opcoes terapéuticas apneadas disponiveigpara AAG sao limitadas, além
disso envolvem eventos adversaosA finasterida, que € inibidoda 5-alfa-redutasedo
tipo Il, inibindo a conversdo de testosterona em DHT, causa efeitos adverses
funcdes sexuais masculinasps quais sdo especialmerg preocupantes para 0S
homens. Btes incluem diminuicdo da libido, disfuncdo erétil e diminuicdo do
volume ejaculado.Além disso, disturbios do humor, como depressado e ideacgao
suicida também foram relatados durante o0 monitoramento pésomercializacao da
finasterida (ALI; HERAN; ETMINAN, 2015; IRWIG, 2012; TRAI&Hal, 2011). A
limitacdo ao uso definasterida em mulheres ndo se restringe somente a pouca
evidéncia, mas também a cdrecida teratogenicidade do farmacoO uso de
finasterida por mulheres em idade fértil deve ocorrer sobmedidas rigorosas de
controle de natalidade, pois pode causar a femirzacdo do feto masculino. Outra
preocupacdo emrelacdo ao uso de finasterida por mulheres esta associada ao
excessode estrogénio ou fala de androgénio, que resulta emisco aumentado de
cancer de mama. Por esse motivo, recomenda que a finasterida ndseja usada em
mulheres com histérico familiar ou pessoal de cancer de mantKELLY; BLANCO;
TOSTI, 2016) Hatambém diversos tratamentos disponiveis para AAG no mercado,

contudo, boa parte deles ndo apresentam evidéncia cientifica dicacia.

2.2.3. Acne vulgar

A acne vulgar € uma doenca inflamatoéria cronica da unidade pilossebacea
E de causanultifatorial, envolvendo quatro fatores-chave aumento da producgéo de
sebo induzida por androgenos (hiperseborreia) hiperqueratinizacdo do
infundibulo folicular, inflamacéo (por meio mediadores pro-inflamatoérios, como

interleucina-12, interleucina-8 e fator de necrose tumorgle colonizagéo bacteriana
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dos foliculos pilosos porCutibacterium acneganteriormente Propionibacterium
acneg (SOLOMON; ZAENGLEIN, 2018; WILLIAMMELLAVALLE; GARNER, 2012)

Na unidade pilossebacea, a@esenvolvimento da acne é principalmente
impulsionado pelo aumeato da producdo de sebo eda proliferagdo dos
queratindcitos. A medida que o sebsecretado pela glandula sebacea alcanca a
superficie da pele, através da abertura do foliculo piloso, ele estimula as células da
parede interna do foliculo (queratindcitos) ase desprenderem e a se agruparem,
formando um tampao ceratdsico na superficie da pele. O tampé&eratosicoforma-
se gradualmente e obstui os ductos pilossebaceos, criando microcomeddes, 0s
AT 1T EAAEAT GlesénfaBehr@d Wmame nio inflamatoria. Posteriormente,
pode ocorrer crescimento bacteriano (colonizacdo bacteriana com o anaerobico
Cutibacterium acnesho interior do foliculo, com consequente inflamacéo local e
acumulo de pus na lesagprovocando uma acne inflamatdria, o que resultaem
manifestacfes cutaneas tais compapulas e pustulas,as quais sdo comumente
conhecidasA T 1 T OA Q@®DRGeEaR 0049; MAHTO, 2017)

Os sintomas da acne vulgar envolvem o aparecimento de lesdes na
superficie da pele, tais como comdbes abertos e fechadgspapulas, pustulas,
nédulos e cistos (Figura 8). Comedfes abertos (cravospretos) sdo foliculos
entupidos com aberturasque expdem seu conteudo ao aOs lipidios oxidados e a
melanina do comedao contribuem para sua cor preta escur@omeddes fechados
(cabecas brancas) sao foliculos obstruidos sem abertura. P4pulas sdo lesbes
elevadas na pele com menos de 1 cm de diametro. Por sua vez, as pustulas séo
semelhantes as papulas, mas inflamadas e cheias de pDsacnese suas respostas
imunes celulares contribuem para o desenvolvimento de pustulas e papulas
inflamatorias. Nodulos e cistos sdo lesfes inflamadas e inchadas com pelo menos 5
mm de tamanho e esté principalmente presentes em pacientes com acne grave
Quando os foliculos se rompem, com a liberacdo de bactérias, queratina e lipidios
pro-inflamatorios na derme circundante, ha exacerbacdo da inflamacdo com
subsequente formacdo de ndédulosAlém disso,outros sintomas como cicatrizes,
eritema e hiperpigmentacdo podem ser observados em pacientes com acne vulgar
(HENG; CHEW, 2020; SUTAR#Aal, 2023).
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FIGURABzZ LesBes que ocorrem na acne vulgar.
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fechado aberto

Fonte: a autora (2024).

Os principaishormdnios responséaveigpelo desenvolvimento daacne vdgar
sdo os androgenosA atividade das glandulas sebacea esta sob a infl&éncia dos
andrégenos em particular do andrégeno dihidrotestosterona (DHT). Durante a
adolescéncia, o corpo produz horménios andrégenos através gbnadas e das
glandulas suprarrenais. Esses hormoénios atuam diretamente na glandula sebacea
para aumentar a producdo e extecdo de sebo, estimuland@ sintese lipidica, a
proliferacéo e diferenciacdo dos sebdcito€CONGCet al, 2019; MAHTO, 2017)Além
disso, os proprios sebdcitos podem produzir horménioandrégenos (testosterona
e DHT) promovendo uma superproducéo local desses hormonio®bservouse em
estudo, que @cientes com acng@roduzem mais testosterona eDHT na pele do que
controles saudaveis o que aumenta a atividade das glandulas sebaceas e estimula a
funcdo dos sebocitofMORADI TUCHAY&t al, 2015; SANSONE; REISNER, 1971)
Também foi relatado que a pele propensa a acnhe exibe maior densidade de
receptores andrégenos e maior atividade da-alfa-redutase do que a pele saudavel
(QIDWAI et al,, 2017). Outro hormdnio que tem um papel importante na patogénese
da acne é dator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGE). O IGFL é um
horménio induzido pela insulina, que estimula a producdo de rdrégenose a
lipogénese das glandulas sebaceabem como a formacdo de comedfes na acne
(DESSINIOTI; DRENO, 202Mulheres adultas e homens com acne mostraram ter
niveis séricos aumentados de IGE (MAHLERet al,, 2005).

A patogénese da hiperqueratinizacdo folicular ainda n&do esta clara.

Observouse que IGFL pode induzir a proliferagdo de queratinécitos através da
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ativacdo do receptor IGF1 (IGF1R) (ISARD et al, 2011). Em um estado
hiperinsulinémico, as taxas déGF1 elevamse, enquanto & da proteina ligadora do
fator de crescimento semelhante a insulin® (IGFBR3) diminuem, levando aum
desequilibrio que culmina na hiperproliferagdo dos queratin6citos(CORDAIN;
EADES; EADES, 2003p andrégeno DHT também pode atuar nos queratindcitos
infundibul ares levando a hperqueratinizacdo anormal (THIBOUTOTet al,, 1997).
Além, disso,0 teor reduzido de acido linoléico (acido graxo essencial) no sebo
podem induzir hiperqueratose folicular e diminui¢cdo da funcéo da barreira epitelial
(THIBOUTOT, D. M., 2000)

A presenca deC. acnes pode desencadear respostas imunes inatas e
adaptativas, contribuindo assim para as respostas inflamatérias observadas na acne
(SUTARIAet al, 2023). C. acne® uma bactériacutanea comensalum patégeno
anaerobico grampositivo, presente tanto em pacientes com ache quanto em
individuos normais, porém nem todos os individuos desenvolvem acne devido as
diferencas na resposta imune individual ao patégenCONG et al, 2019).
Geralmente é mais prevalente em areas da pele que possuem muitos foliculos
sebaceos, porque esses foliculos produzem grande volume de sebo, fornecendo um
ambiente anaerdbico rico em lipidios que ¢é ideal pai@. acnegFOXet al, 2016). No
passado, a colonizagdo por C. acnes era considerada o gdlho da resposta
imunoldgica na acne Entretanto, investigacdes recentes sugerem que a disbioga
perda da diversidade microbiana da pele)direcionada principalmente aC. acnes
juntamente com a ativacdo da imunidade inata, podelevar acondi¢doinflamatoria
cronica na acne vulgarOutro processo patologico daC. acne a brmacédo de
biofilmes. A resisténcia aos antibidticos na acne tem sido associada a cepasCde
acnes que podem formar biofilmes dentro dos foliculos pilosos. O biofilme dificulta
0 contato entre o agente antimicrobiano e os microrganismos, r@tdando a difusédo
antimicrobiana. IGF1 e C. acnewirulenta sdo os fatores mais importantes para
induzir resposta inflamatoria na acnevulgar (CONGet al, 2019; SUTARIAet al,
2023). Alem disso,C. acnepode estar envolvida na modulacéo e diferenciacao dos
queratindcitos, sugerindo que esta bactéria desempenha um papel ndo apenas no
desenvolvimento de lesdes inflamatérias da acne, mas também na formacéao do
microcomedao(JARROUSSE al,, 2007).
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Os fatores cotributivos para a acnesao: 1o de medicamentos como litio,
esteroides e anticonvulsivantestabagismo;exposi¢do ao excesso de luz solanso
de roupas oclusivas; esméticos a base de 6leo e massayg facial;, dsturbios
enddcrinos, como sindrome do owdo policistico, periodo prémenstrual e até
gravidez; fatores genéticos, que influenciam na proporcdo de acidos graxos
ramificados encontrados no sebo; trauma mecanico repetitivo resultante da
esfregacao da pele afetada com sabdes e detergentes; aumento do consumo de leite
e dietas com alta carga glicémica, os quais podem elevar os nivei$@lel; estresse
psicolégico devido a estimulacdo dosdrmonios do estresse; resisténcia a insulina,
pois individuos com resisténcia a insulina apresentam niveis aumentados e~1
(SUTARIAet al,, 2023).

A acne vulgar é a oitava doenca de pele mais comum, com uma prevaléncia
global estimada (para todas as idades) de 9,38%6IENG; CHEW, 2020A acne na
adolescéncia € mais comum em homens do que em mulheres. Estgaajue as taxas
de prevaléncia da acne variem de 35% a mais de 90% entre adolescentes
(WOLKENSTEINt al, 2018). Embora a adolescéncia seja a faixa etéria preferencial,
a acne pode afetar adultosAproximadamente 18% das mulheres e 8% dos homens
desenvolvem acne as os 25 anos de idadeA acne pdsadolescéncia atinge
predominantemente as mulheres(EICHENFIELD; SPRAGUE; EICHENFIELD, 2021
LAYTON; THIBOUTOT,; TAN, 2021Além do desconforto devido aos sintomas
clinicos da acne, os pacientes podem sentir outros impactos negativos. Apesar d
acne nao seuma doenca fatal, ela prejudica a aparéncia, podendo deixar cicatrizes
nos pacientes & nao for tratada a tempoEssa dermatosafeta negativamente a vida
social (RITVOet al, 2011), a autoestimae a imagem corporal dos individuos e esta
frequentemente associada aperturbacdes psicoldgicas, inluindo depressao e
ansiedade(HALVORSENt al, 2011).

A acne ocorre no rosto, pescoco, torax, parte superior das costas e areas do
braco dos individuos afetados, onde sé&o abundantes glandulas sebaceas grandes e
responsivasaos hormonios(SUTARIAet al, 2023). Segundo a Sociedade Brasileira
de Dermatologia (SBD) aacnepode ser classificada em quatrgraus. No Grau | ha
apenas comeddes abertos e fechadosnséesdes inflamatorias (pustulay. No Gau
I ha comeddes, papulas e pustulas com intensidades variaveis e poucas a numerosas

lesGes inflamatorias com algum eritema. No Grau lll, ha a presenca de comeddes,
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papulas e pustulas com intensa reagao inflamatéria que leva a formacao de nédulos,
que podem conter pus (cistos). No grau IV, h4 comeddes, papulas, pustulas e fistulas,
que saocistos maiores formando lesbes grandefDIOGCet al, 2021).

A acne pode ser tratada topicamente ou sistemicamente (com
medicamentos orais).Para o tratar acne de Grau | e Grau Il, geralmente sao
utilizados produtos topicos. Os mais comuns sao os retindides, como o adapaleno, o
acido retindico, a tretinoina e tazaroteno que apresentam caracteristicas
anticomedogénicasanti-inflamatoérias e comedoliticas. A principal desvantagem da
maioria dos retindides tOpicos esta relacionada aos efeitos colaterais cutaneos
observados em até 75% dos pacientes, incluindoeritema, descamacao,
ressecamento, queimado e coceira. Além disso, algumadsrmulacdes de retindides
topicos sao irativadas pela luz solar, também sendoontraindicadas na gravidez,
pois apresentam caracteristicas teratogénica®lOGCet al, 2021; FOXt al, 2016).

Nos casos de acne graus lll e IV, além de produtos topicos, sao utilizados
anticoncepcionais orais, antiandrogénicos(por exemplo, espironolactona) e
antibidticos orais como doxiciclina, eritromicina, minodclina, tetraciclina e entre
outros. No caso dos antibioticos, além dos efeitos hepatotoxicos, existe o problema
da resisténcia microbiana, que reduz a eficacia do tratamentmtibiotico da acne
(DIOGCet al,, 2021; FOXet al, 2016). Emaproximadamente 94% dos casos de acne,

a C.acnes é resistentea pelo menos umantibiético (MARSON; BALDWIN, 2019)
Retindides oraistambém s&o outros recursosespecialmente a isotretinoina, que é
atualmente o Unico ativoque pode bloquear todas as vias fisiopatoldgicas da acne
No entanto,ha contraindicai@o na fase reprodutiva por seteratogénico (DIOGCOet
al., 2021; SOLOMONEAENGLEIN, 2018)

2.3. PLANTA MEDICINAL BRASILEIRASTRYPHNODENDRON ADSTRINGENS
(MART.) COVILLE (BARBATIMAO)

A espécieStryphnodendron adstringengMart.) Coville pertence a familia
FabaceaeE uma arvore pequena, hermafrodita, decidua, com tronco aspede,cor
clara, grosso e tortuoso. As folhas alternam entre compostas e binarias. Seus frutos
Ssao vagens grossas e carnudas, de cor marrom claro e produzem muitas sementes

marrons (Figura 9). A espécie também possui 0s seguintes sinbnimos botanicos:
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AcaciaadstringensMart., Mimosa barbadetimamVell., Mimosa virginalisArruda e
Stryphnodendron barbatimamMart. Esta planta é popularmenteconhecida como
(Marbatim&od que na lingua indigena tupguaraniOE C1 EAEAA OA UOOT OA
(PELLENZet al, 2019). O barkatimé&o € nativodo Cerradobrasileiro, mas distribui

se em todas as regides geograficas brasileirgsodendo ser encontradeem varios

estados brasileiros, como Tocantins, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso,

Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Pa@&SCIMENTCet al, 2019;

PELLENZet al, 2019).

FIGURAO - A espécieStryphnodendron adstringengMart.) Coville.

Fonte: adaptado dgRICARDO; BRANDAO, 2018)

AS. adstringen$oi a segunda planta mais citada petonaturalistas do século
XIX e também foidescrita na Primeira Edicdo da Farmacopéia Oficial Brasileira
(COSTAet al, 2010). A decocgéo ou infusdo da casca do caulesdaplanta sédo
tradicionalmente utilizadas pela populagdo nativa do Brasil no treamento de
leucorréia, gonorreia, candidiase vulvovaginal, gastrite, dor de garganta, diarreia,
hemorragia, cicatrizagcéo de feridas &omo medicamento antiinflamatorio (COSTA
et al, 2010; REBECC#ét al, 2002).

A alta concentracdo de taninos e de outros compostos quimicos, como,
flavonoides, flavononas flavonais, fendis simplesesteroides,estilbenos,saponinas
e alcaloidessao responsaveis por fornecea est espécie propriedadeginicas que
proporcionam sua aplicacdadentro da area medicinal NASCIMENTGet al,, 2019;
RICARDO; BRANDAO, 2018)s dividades bioldgicasrelatadasna literatura para S.
adstringens incluemefeito cicatrizante (HERNANDE®t al, 2010), anti-inflamatério
(HENRIQUESet al, 2016), antibacteriano (PINHO et al, 2012), antifingico
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(TROLEZIet al, 2017), antiviral (FELIPEet al, 2006), antiprotozoario (HOLETZet
al., 2005), anti-ulcera (MARTINS; IMA; RAO, 2002)angiogénico (CHAVESet al,
2016), antinociceptivo (DE MELOet al, 2007), antioxidante (SABINOet al., 2018),
anticancer (BALDIVIA et al, 2018), antigenotdxica (FILHO; FERREIRA; GOUVEA,
2011), antihirsutismo e antiacne(VICENTEet al,, 2009).

Desde acomprovacao cientifica de sua eficicia terapéutica, a espécie passou
a fazer parte da lista da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(Renisus), bem como despertou o interesse das industrias farmacéutidassileiras
(MEIRAZet al, 2016). O desenvolvimentade produtos a partir de plantas natvas €
fundamental e representa uma importanteestratégia para protecao e valorizacao da
flora brasileira. Dessa maneira as pesquisas por novos produtoserapéuticos
oriundos da vegetacao brasileir& uma oportunidade para estabelecer um modelo
de desenvolvimento préprio, minimizando a dependéncia namnal no setor
farmacéutico, de modo aavancar nas etapas da cadeia produtiva e gerar produtos
de interesse ao mercadqLEITE; DE MELLO, 2013)

Os compostos ativogda S. adstringengodem ser extraidos de partes da
planta (por exemplo, da casca, das folhas e dos frutayavésde diferentes tipos de
métodos convencionais incluindo maceracgédo estatica e dinami; decocc¢aoturbo-
extracdo epercolacdo (VILAR et al, 2010) e mais recentemente por técnicasle
extracdo baseadas na quimica de baixo impacto ambiental (Quimica Verdgmo
extracdo assistida por iradiacado de micro-ondas epor ultrassom (DE QUEIROZ2t
al., 2019).

Os taninos das cascas do barbatimdedo consideados seus compostos
bioativos, cuja concentracdo varia del0 a 3®6 (m/m), representando
principalmente flavan-3-6is e proantocianidinas, como prodelfinidinas e
prorobinetinidinas. Os teores dos taninos podem sofrer influéncide diversos
fatores como cultivo, coleta e métodos de extracd®E QUEIROZt al, 2019; LUIZ
et al, 2015). Gs taninos condensadoséao os constituintes mais abundantes quais
contém unidades de prodelfinidina, podendo ser galocatjuina (CisH140r),
epigalocatequina (CisH140r), epigalocatequina3-galato (C2Hig011) A -@-etil -
galocatequina (@sH1607) (Figura 10) (NASCIMENTOet al, 2019; RICARDO;
BRANDAO, 2018) As epigalocatequinas encontradas no cha verde Camellia

sinensi3 sdo capazes de inibir seletivamente atividade da enzimaédifa-redutase,
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gue é responsavel pelaonversao da testosteronam DTH, processo importante na
regulacdo da acdo @s androgenos emérgdosalvo, tal como o foliculo piloso
(HIIPAKKAEet al, 2002; LIAO; HIIPAKKA, 19954 epigalocatequina3-galato (EGCG)
mostrou ser capazde inibir a lipogéneseinduzida por IGFI e a expressédo de
citocinas em sebdcitos SZ9%IM et al, 2012). Estudo revelou que EGCG também
podereduzir a producao de sebpinibir a hiperceratose, diminuindo o nivel de 11
nos queratindcitose suprimir o crescimentoC. acneem modeloin vitro (YOONet
al., 2013).

FIGURALO0 z Estruturas de taninos condensados isolados da casca 8tryphnodendronadstringens
(Mart.) Coville.

OH OH

| HO. O o
HO O . oH p OH
OH "“OH
OH OH
Galocatequina Epigalocatequina

HO O on t 0-CH,
:; v )
. OH

Epigalocatequina-3-galato 4’-0-metil-galocatequina
Fonte: adaptado dgDO NASCIMENTO, 2008)

Vicente et al. (2009) realizaram um estudo clinico dupleegq randomizado
e controlado por placebo que avaliou a atividade inibidora de crescimento de pelos
terminais de um creme(emulsao do tipo 6leo em aguagontendo 6% do extrato da
casca deS.adstringens(VICENTEet al, 2009). 54 mulherescom idade igual ou
superior a 18 anos, apresentando excesso de pelos terminais participaram do
estudo. O creme contendo o extrato deS. adstringense o placebo foram
administrados topicamente nas areas do rosto que possuiam excesso de pelo, duas
vezes ao dia, durante 6 meses. A avaliacdo clinica foi realizada no inicio do
tratamento e apds 6 meses e as voluntarias foram fotografadaO exame clinicéoi

realizado com os mesmos medicos e de acordo com a pontuagdo de Ferriman
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Gallwey (FG). Beneficios do creme com extrato da casca $e adstringensfoi
observado em 60,98% (R0,001) das mulheres O escore de FG mudou de 4 para 3
no grupo placebo e de 4 pa 2 no grupo com ativo. O creme suprimiu o crescimento
e diminuiu o numero de pelosterminais. As pacientes também descreveram a
reducdo de hiperpigmentagéo da pele, foliculite e acne. Nao foram observados
eventos adversos pelos médicos ou paciente® ekito antihirsutismo da S.
adstringensdeve estar relacionado, provavelmente, a inibicdo da enzimadifa-
redutase pelas suas epigalocatequinas.

Observouse através de estudo da impressdo digital quimica por
eletroforese capilar que a fracdo acetato de etila (FAE) obtida a partir do extrato
bruto da casca do barbatimdo possuia como compostos majoritarios
epigalocatequina e galocatequindSEREIAet al, 2019). Diante disso,a FAE foi
escolhida para ser usada nesta pesquis&m estudos anteriores do grupo, foi
descrito o isolamento e a identificagade varios outros taninos a partir do FAE d&.
adstringens(DE MELLO; PETEREIT; NAHRSTEDT, 1999, 1996; LORES 2008).

Os potenciais efeitos citotoxicos e genotoxicos do barbatimdo foram
investigadosem ensaioin vitro com células da pele queratindcitos e fibroblastos)
(PELLENZet al, 2018). Neste estudo, avaliowse oefeito do extrato hidroalcodlico
de barbatim&o na viabilidade celularem danos ao DNA ea inducdo de apoptose
em linhagens celularegde queratindcitos humanos(HaCaT)e fibroblastosdérmicos
humanos (HFF1). Os resultados indicaram que o barbatimé&o&o possui potencial
citotoxico, bem como pode exercer efeito genoprotetor e antiapoptético sobre
gueratindcitos efibroblastos humanos. Isto sugere que o barbatimédo ndo é toxico as
células da pele Além disso, un estudo clinico para validacdo da eficacia dema
pomada de barbatimdo (contendo extrato de 3%) na cicatrizacdo de Ulceras de
decubito demonstrou que o tratanento tépico com a pomada promoveu a
cicatrizagdo das lesbes de grau | e Il apos 3 a 6 semanas, as lesdes de grau llI
cicatrizaram ap6s 10 a 18 semanas e depois demeses as lesdes cicatrizaram
completamente, sendo que o total de pacientes que participow eéstudo foi de 27
pessoas com diferentes graus de Ulceras que variaram de grau |, Il, Il de acordo com
a area e profundidade da lesafMINATELet al, 2010). Apos a fase clinica de estudo,

esta pomada fitoterapica foi aprovada para o tratamento tépico de cicatrizacdo de
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feridas no Brasil e hoje esté dponivel no mercadonacional (FRANCAet al, 2011).
Este fato € um grande indicativo dgue o0 uso tdpico daS. adstringeng seguro.

A atividade dobarbatim&o contra o hrsutismo, alopecia androgenética e
acne vulgar € pouco exploradapelos pesquisadores,isto € demonstrado pela
escassez de pesquisa continuada apds o estude Vicente et al. (2009)Figura 11),
0 que motiva ainda mais arealizagdo desta pesquis@nvolvendo essa planta com

foco nestas propriedades.

FIGURALL - Grafico representativo do nimero de publicagbes relativo as principais atividades
farmacoldgicas atribuidas ao barbatimaoOs cados foram coletados através de busca bibliografica
nas ferramentas Web of Science e Scopus utilizando as palavcasves O Abattndo and wound

EAAT ET céh OAAOAAOEI pPI AT A AT OEAAAOAOEAI 8h OAAOA
OAAOAAOQEI Al A

OAAOAAOQEI PT AT A AT OEDOT O1 UT Al 6h OAAOAAOQEI pI
AT A EEOOOOEOI Al AA afvilddd de/iicakizadsid tlebrdkidak ApBesentou a maior
quantidade de publicacdes (Web of Science: 17 e Scopus: 20) e as atividades antihirsutismo e
antiache (Web of Science: 1 e Scopus: 1) e antiviral (Web of Science: 1 e Scopus: 1) exibiram a menor
quantidade de publica¢fes.
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Fonte: a autora (2024).
2.4. NANOTECNOLOGIA & SISTEMAS ESTIMBESPONSIVOS

A era da nanotecnologia revolucionou o0 processo de entregae
direcionamento de farmacos mudou o cenario da industria farmacéuticéBHARTI
et al, 2015). Devido as suaspropriedades singularesem nanoescala e fungdes
biol6gicas especificas, variosanomateriais (materiais com uma ou mais dimensodes
externas na faixa de tamanho de 1 nm a 10(0hm) fornecem beneficios Unicose

novas oportunidades para ossistemas de administracdode farmacos(LIU et al,
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2016). Essesianossistemassao preparados a partir de uma variedade de compostos
inorganicos e orgéanicos, incluindo polimeros, lipidios, dendrimeros, nanotubos de
carbono, pontos qunticos e silica(Figura 12). A manipulacdodesses materiais
resulta na formacao de variaestruturas em nanoescala, commanoparticulas nas
quais mokculas terapéuticas sdo fisicamente encapsuladas, complexadas ou
guimicamente conjugadagRAMASAMet al, 2017).

FIGURA12 - Representacado esquematica dos principais nanossistemas usados para entrega de
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Fonte: aautora (2024).

Uma classe especifica de nanossistemas, conhecida como OOE OOAT AO
estimulos-responsivo®® h O umnthdavel veiculo de entrega de farmacos.
Esses sistemaiteligentes mudam suas estruturas, composi¢des ou conformacoes
em resposta a umestimulo fisicg quimico ou bioldgico externo ou interno,
culminando na liberacdo da espécie ativa encapsula@AMASAM¥et al,, 2017). As
partes que respondem aestimulos s@® adicionadas aosianossistemaspor meio de
estratégas de modificacdo superficial eestrutural interna (KARIMI et al, 2016).
Geralmente esses sistemas estimulosresponsivos incorporam um ou dois
elementos, a saber, umdiante e/ou um agentesensiveis O ligante responsivo é
capaz de quebrar, degradar ou sofrer uma alteragéo conformacional na presenca do
estimulo fornecido. Os agentes sensivejscomo nanoparticulas inorgargas,
polimeros ou polissacarideos além de responderem a estimulos, quando

incorporados nasuperficie do nanossistemgodem bloquear a entrada deporos e
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dificultar a saida prematura do farmacgVALLET-REGIet al, 2018). Em relacdoa
liberacdo dos compostos ativosencapsuladosessapode serimediata, onde a parte
aprisionada é liberadaap6s mudancgasestruturais no sistema estimuleresponsivo
e pode ser dependente, quarma liberacdo dos agentes terapéutico® dependente
dadegradacéo do ligantee/ou do agente de coberturaTal especificidade permite o
controle temporal ou espacial da liberacdo da cardarapéuticanos tecidos doentes
(RAMASAM\et al, 2017).

Taissistemaspodem responderaestimulosinternos, como variacdes de pH,
temperatura, concentracdo de enzimasgradiente redox, 0s quaisestao relacionados
as caracteristicagpatologicas da doencau do tecidoalvo, bem como aestimulos
externos, incluindo, ampo magnético, ultrassom, luz @ulso elétrico/radiacdo de
alta energia, que também podem ser usadogpara desencadear ouaumentar a
liberacdo do farmaconas areas doentegFigura 13) (LIU et al, 2016). Os sistemas
que respondem a estimulos sao estrategicamente projetados e desenvolvidos
considerando diferentes perfis patolégicos para aumentar a especificidade, a
eficacia e a atividade bioldgica na entrega do farma¢Ml, 2020). Esses sistemas
podem manter a concentracdo déarmaco dentro da faixa terapéutica desejada com
umadunica dose e podem também localizar a sua distribuicdo em uma parte
especifica do corpoEssas propriedades diminuem o nivel sistémico dfarmaco,
reduzem a necessidade de cuidados deEompanhanento, preservam os farmacos
que séo rapidamente degradados no corp@umentam o conforto do paciente e

melhoram a adesaderapéutica (CHEN, Kakt al, 2017).

FIGURA 13 - Diferentes estimulos para liberacdo responsiva de agentes ativos em sistemas
inteligentes.
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Fonte: a autora (2024).
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A entrega de farmacosa pele através de sistemas estimulosesponsivos
trouxe uma nova perspectiva pardratamento localizado de doencas de pelé&stes
sistemas oferecem diferentes mecanismos de liberacdo, onde o farmaco pode ser
liberado sob demanda para melhor manejo de diversas doencas cutang¢@$EN,
Yang; CHEN; FENG, 202Wpesar do potencial cientificetecnolégico, os sistemas
responsivos a estimulos externos apresentam como desvantagem o uso de
equipamentos auxiliares que séo a fonte dastmulo, 0s quais podem incluir custos
extras ao procedimento e dificultar a adeséao do paciente ao tratamento. Além disso,
alguns desses estimulos fisicos podem ser prejudiciais a pele. Portanto, um estimulo
interno foi escolhido para ser explorado nessagsquisa, ou seja, o pH.

Sistemas estimuleresponsivos ao pHexibemgrandeinteresse, pois podem
liberar farmacosna pelesob demanda uma vez quecorre diferencas depH entre a
superficie e as partes mais profundas daele. O pH @ superficie de umaele normal
varia de 4,5 a 6,0, valores acima ou abaixo dessa faixa degid implicacfes clinicas
importantes em varios tipos de doencas de peldlém disso, o pH do foliculo piloso
mostra um aumento da superficie da pele para as areas mais profungdasde o pH
atinge cerca de 7,4(CHEN, Yang; CHEN; FENG, 202Blguns materiais que
apresentam responsividade ao pH incluindo lipidios, surfactantes e polimeros,
estdo sendo exploradosa sintese de varios sistemas estimuesponsivos como
nanoparticulas, hidrogéis, micelas e lipossomg€HEN, Yang; CHEN; FENG, 2021)
Dentre esses materiais, 0s polimeros sensiveido pH tém sido amplamente
investigados, sendo sintéticos ou naturais, sua sensibilidade ao pH depende das
funcionalidades quimicas, ou sejarupos ionizaveise ligantes sensiveis ao pH (por
exemplo, hidrazona, amino, acetal e ortoésterEm sistemas prodizidos a partir
desses polimeros a liberacdo do farmacacorre em resposta as mudancasle pH
nas condic@s circundantes, podado ser atravésda clivagem de ligacbeguimicas,
ou da transicdo de sueestrutura ou da solubilidade (CHEN, Yang; CHEN; FENG,
2021).

2.4.1. Particulas de silicacomo sistemadiberacéaode farmacos

O silicio (Si) éo segundo elemento quimico mais abundant@a crosta

terrestre. Suas formas de 6xido séo silicato (SifCe silica (dioxido de silicio, Sig). O
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Si é amplamente usado na industria, sendo qusuas formas de oxido s&o
frequentemente utilizadas para aplicagbes biomédicas. Existem duas estruturas
bésicas de silica: cristalina e amorfa. Ambas as formas tém a mesma férmula
molecular, mas seus arranjos estruturais séo diferente@€CHEN, Liangjiacet al,
2018). No entanto, a silica amorfa € geralmente considerada menos prejudicial a
saude do que a silica cristalinajsso porque a exposicao ocupacional a silica
cristalina induz silicose (uma doenca pulmonar fibrética)em trabalhadores além
disso o que pode contribuir também para explicar o menor potencial patogénico da
silica amorfa é o fato de quén vivo mostrou ser eliminada mais rapidamente do
pulm&o em comparacdo com a silica cristalin@ARTSet al, 2007). A diferenca na
solubilidade da silica cristalina e da amorfa tabém justifica a distincdo de
toxicidade entre elas. Adissolucdoda silica em meio aguosenvolve as reacfes de
hidratacdo e desidratacdo catalisadas por ions QHA silica, quando solubilizada,
apresenta-se na forma monoméricalo 4cido silicico Si(OH). Sob condicbes normais

e emagua pura (25°C), a forma cristalina da silica apresenta solubilidade na ordem
de 6,5 mg/L, podendo aumentar de acordo com a composi¢cdo, estrutura e
granulometria (< 10-4 cm) dos diferentes minerais silicaticos. Por sua vez,sélica
amorfa pode solubilizarse em até 115 mg/L{GOMES; SOUZA; FURTADO, 208

pH abaixo de 9,0, a silica amorfa é encontrada predominantemente na forma de
acido silicico. Em condi¢cdes de pH acima de 10,7, a silica amorfa mostra uma
solubilidade superior,em até876 mg/L (ALEXANDER; HESTON; ILER, 1954)

No meio ambiente, a silica cristalina esta presente nas rochas& areia
formando minerais como quartzo, tridimita e a cristobalita. A silica amorfa pode ser
encontradanaturalmente sob a forma de terras diatoméaceas e silicas biogénicas. A
silica biogénica € produzida por organismos vivos, tais como plantéaroz, cana
de-acucar, cactos algas) e animais (exoesqueletosjlGOMES; SOUZA; FURTADO,
2018). O Siderivado da dissoucédo dasilicatem um papel fundamental em algumas
funcdes bioquimicas importantes do corpo human® Siesta disponivel comacido
silicico (ouacido ortossilicico)em humanose esta presenteno sangueem um estado
nao ligado oucomplexadocom Al ou FeNos tecidos, por outro lado, @cido silicico
estda amplamente ligado aos glicosaminoglicanos e é difundido na aorta, traqueia,
tenddes, ossos e peldJUGDAOHSINGH, 20070 Sidesempenha um papel

fundamental na formacdo de colageno, no desenvolvimento 0sseo e na
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mineralizagao, na integridade estrutural das unhas, cabelos e peleug&deficiéncia
pode causar deformidades no crénio e nos ossos periféricos, articulagbes mal
formadas, contetdo reduzido de cartilagem e colagenE ARAUJO; ADDOR,;
CAMPOS, 2016; DEVANNA al, 2021). Na pele, sugerese que o Si seja importante
para a sintese ideal de coldgeno e para ativar as enzimas de hidroxilacao,
melhorando a resisténcia e a elasticidade daele. No caso dos cabelog,maior teor

de Si na fibra capilapode resultarem menor taxa & queda e aumento do brilhdDE
ARAUJO; ADDOR; CAMPOS, 201@)iém disso, estudos clinicos também
demonstraram que o acido silicico pode ter um efeito positivo no tratamento da acne
vulgar (FERNANDEZt al, 2005; PEGASUS, 2001)

A silica amorfaé aceita por 6rgaos regulatérios como FDA-6od and Drug
Administration)(FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 202®endo usada como
ingrediente na administracdo oral em quantidades de até 1500 mg por disE
amplamenteempregadaem uma variedade de aplica¢des industriais e de consumo,
incluindo aditivo em cosméticos, alimentos e medicamentos orai§lGONCALVES, M.
Clara, 2018; PASETAet al, 2016). Sendo utilizada na formulagcdo de formas
farmacéuticas solidas, por exemplo, comprimidos, como agente deslizante ou
lubrificante (DIAB et al,, 2017).

Desce os anos 80, a silica vem integrando sistemde administracaode
farmacos(Figura 14) (UNGERet al, 1983). No entanto, apos ValletRegi et al. (2001)
relatarem pela primeira vez nanoparticulas de MCM1 (silica mesoporosa)como
sistema de liberacdode farmacos foi quando ossistemas baseados emsilica
comecaram a ser extensivamente @lorados dentro da pesquisa médice
farmacéutica (VALLET-REGI et al, 2001). Com sucesso, pesquisadores né
trabalhado com micro e nanoparticulasde silica como sistemasde entrega de
diversos agentes terapéuticos, variando demoléculas pequenas farmacos) a
macromoléculas proteinas, DNA e RNAJJEELANIet al, 2020). As particulasde
silica mostram vantagens Uni@as como transportadores de farmacos, incluindo
hidrofilicidade, estabilidade (foto, térmica e mecanica) biocompatibilidade,
versatilidade de tamanho, morfologia e estruturafacilidade de funcionalizagéo de
superficie (seja na superficie externa ou no interior dogoros), grande area de
superficie (atingindo até 1000 m2/g) , alto volume de poros, tamanho controlado de

particulas e alta capacidade de caegamento de espécies ativageja compostos
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individuais ou combinac¢des)associadas a facilidade de sintese e prasamento
(ESIMet al, 2019; JEELANEt al,, 2020).

FIGURA14 - Gréfico de evolucdo temporal do nimero de publicacdes envolvendo sistemas de
administracdo de farmacos contendo silicdDs dados foram coletados através da busca bibliografica
realizadanas ferramentas de busca Web of Science e Scopus utilizando as palakds A Gilic®and
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Fonte: a autora (2024).

Existem doistipos principais de particulasde silica: ndo porosa e poros#
sintese de particulasde silica ndo porosaé normalmente realizadapor meio do
processo Stober(Figura 15A) ou pelo método demicroemulsdo reversa(Figura
15C). O processo Stober, desenvolvido em 1968, é um método-gel que gera
particulas esférias de silica monodispersagSTOBER; FINK; BOHN, 1968Fsta
técnica se caracterizena hidrolise controlada e condensacdo de um precursor de
silica, na maiora das vezes o alcéxido tetraetilortossilicato (Si(Q8s)4), conhecido
por sua siglaTEOS ocorrendo na presenca de excesso de agua e um alcool de baixa
massa molar, como etanol, com aménigervindo como um catalisado{SOURISet
al., 2014). O tamanho da particula e a morfologia (em menor grau) podem ser
ajustados durante a sintese por meio de alteracées na proporcdo de agua/silano,
tipo de catalisador ou solvente e temperaturdSOURISet al, 2014). O método de
microemulsdo reversa foi desenvolvido na década de 199(= gera particulas
esféricas altamente monodispersas(ARRIAGADA; OSSERSARE, 1992) Nesta
técnica, a polimerizaéo catalisada por amoénia dGEOS ocorre em goticulas de agua

de tamanho nanomético (denominadas nanorreatoreg que sédo estabilizadas por
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surfactantes e dispersas em um dominio continuo d@éleo. E um sistema
termodinamicamente estavel, isotrépio e altamente ajustavel, onde tamanho das

micelase, consequentenente, das particulagle silica pode ser ajustado alterando a
proporcdo de agua para surfactante organicoE dentro desseseatores que 0s

precursores de silica sofrem reacdes de hidr@e e condensagdo para formar
particulas de silica(SOURI&t al, 2014).

FIGURALS - Representacao esquematica dos diferentes métodos de sintese de particulas de silica.
(A) Processo Stober, (B) Processo Stober modificado e (C) Processo de microemulséo revé&@3aB
€ o surfactante brometo de cetiltrimetilamonio e F127 é o agente direcionador copolimero tribloco.
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As particulasde silicamesoporosasaoa forma mais comumde particulas
de silicaporosa (SOURIS:t al,, 2014). Materiais mesoporosos sao definidos como
agueles que tém um tamanho de poro na faixa dg%0 nm e um arranjo ordenado
de poros (NARAYANet al, 2018). As primeiras particulas de silica mesoporosa
foram obtidas através da modificacdo do processo de Stobg@TOBER; FINK; BOHN,
1968).Uma variedade de métodopode ser usadgara sintetizar particulasde silica
mesoporosa mas, em termos gerais, a rota sintética searacteriza por trés
processos: 0 processo sefiel para a sintesale silica, 0 uso de surfactantes como
agentes diecionadores de estrutura para a obtencade materiais mesoporososea
modificacdo do método de Stéber sob condi¢cdes ditlas para obterparticulas
esféricas(Figura15B)j - ! . : ! ./ N 6! , , %A @EdRessdHyel envolyatr
a hidrolise de precursores alcéxido de silicio sob catalise 4cida ou basica, formando
uma disperséao coloidal (s, seguida de uma reacao de policondensacéo que origina
umarede 3D (gel)j - ! . : ! ./ N 6!, , %4Z2% ~h c¢mc¢mn 3! . 4/
VIDOTTI, 2019) A policondensacéao ocorr@o redor das moléculas de surfactante
que atuam como um molde da estrutura e 0 uso de condi¢cdes muittudiilas permite
a obtencdo de particulagle silica esféricas monodispersag - ! . : ! ./ N 6!, , %4 2
REGI, 2020)Uma vez que as particulage silicamesoporosatenham crescido até o
tamanho desejado, os surfactantes modelo sdo removidos para gerar poros, por
calcinacéo ou extracdo de solventtSOURISt al,, 2014).

Devido aestrutura e a versatilidade quimica de silanos e através do
controle adequado das variaveisde sintese (temperatura, pH, concentracdo de
surfactante efonte de silicio) é possivel obter particulasde silica comdiferentes
tamanhos, morfologias ecaracteristicas deporos (SANTOS; MARINO; RIEGEL
VIDOTTI, 2019; SOURIE&t al, 2014). Aléem disso,para que as particulas de silica
possam ser administradas s meio biolégico (como a pele)precisam ser
funcionalizadagmodificadas de maneira a aumentar a bbcompatibilidade e
adicionar novas propriedades aanaterial. A funcionalizacédo quimica dagparticulas
de silica é viabilizada pela presenca de alta densidade de grupos silafilo6-OH) e
siloxano (k SFO-Sk ) na superficie dagparticulas de silica(LIBERMANet al, 2014).

A funcionalizag&o permite modiicar locais especificos daparticulas de silica como
a parede, aentrada dos porose a superficie exteria/interior (CHEN, Fanget al,

2018; JEEIANI et al, 2020). Uma variedade degrupos funcionais e moléculagpode
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ser fixadaasparticulasde silica,como o préprio agenteerapéutico(XIEet al, 2014),

além demoléculas blaueadorasestimulo-responsivaspara liberacdo de farmacos
(Figura 16) (MOORTHYet al, 2019). A funcionalizacdo dasparticulas de silica
possibilita aplicacfes especificas e Unicas que de outra forrariam inacessiveis
(LIBERMANEet al,, 2014).

FIGURAL6 - Multifuncionalidade das particulas de silica. (PEG é polietilenoglicol).
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Fonte: a autora (2024).

2.4.2. Particulas hibridas estimulo-responsivas ao pH a combinacéo
silica/ quitosanae silica/alginato de sodio

A capaddade de combinar uma multiplicidadede componentes organicos e
inorganicos emparticulas hibridas de forma modular permite formar sistemas de
liberacdo de farmacos avancados. As particulas hibridas combinam as
caracteristicas benéficas de ambos @sateriais, inorganicoe organico (HE; LU; LIN,
2015). Quando algum dessegnateriais (organico ou inorganico) €0 sensiveis a
estimulos, as particulasibrid as formadas constituem particulasibridas estimulo-
responsivas.

A combinacado dasilica com uma fase organicaensivela estimulosleva a
formacdo de um material hibrido estimulo-responsivo, que combina as
caracteristicas dos dois compostas Polimeros sensiveis ao pH podem ser
combinados asilica, formando particulasde silica hibridas estimuleresponsivas a
pH. A quitosana Q9 & um polissacarideocationico obtido principalmente como

produto da desacetilacdo da quitingFigura 17), que € um composto derivado do
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exoesqueleto de insetos e crustaceos, como camardes, lagostas e caranguejos
i 3:9-1n3+! N 7) .AQS#emlvariosgroppfurdionais (amina livre e
grupos hidroxila) quimicamente ligados a sua estrutum rigida de N
acetilglucosaminae unidades de glucosamina que estdo ligadas por ligagbes-1,4
glicosidicas (Figura 17) (SABOURIANet al, 2020). Este polissacarideoesta
disponivel em diversos graus de desacetilacdopeso molecular, tais fatores tem
grande influénciana natureza e a qualidade do polimerd QSé sollvel apenas em
acidos inorganicos e organicos diluidos com uipH inferior ao pKa da Q%cerca de

6,5).

FIGURA17 z Representagdo ilustrativa da estrutura quimica da quitina, quitosana e da forma
protonada da quitosana A desacetilagdo da quitina gera a quitosana. As unidades estruturais da
quitosana sao a unidade Mcetilglucosamina e a unidade de glucosamina, as quais estéo ligadas por
ligagcBes 1,4glicosidicas. A quitosana € protonada quando entra em contato com ambie@atado.
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Fonte: adaptado dSAHARIAH; MASSON, 2017)

A aplicacdo da QS dentro da area médifarmacéutica tem sido extensa
devido a sua excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, nédo citotoxicidade,
alta densidade de cargdjioadesividade,capacidade de gelificacadnyaixo custo e por
apresentar capacidade de potencializar a permeacamtanea aléem de atividades
bioldgicas como efeito antimicrobiano e antioxidantéMADHESWARANt al, 2017,
SABOURIANt al, 2020). Este biopolimeropode interagir com uma ampla gama de
moléculasou estruturas hidrofilicas através da formacéo de ligagdes de hidrogénio
ou interacdes eletrostaticas, e produzir através dessas interacOesstruturas

complexas com proteinas e acidos nucléicpgor exemplo(SABOURIAMt al, 2020).
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A alteracdo da conformacao macromolecular de acordo com o pH ambiental faz da
QS un excelente candidatopara uso em evestimentos inteligentes de particulas
(SANTOS; MARINO; RIEGHMIDOTTI, 2019) A QS pode responder a essas
mudancas de pH po expansao ouencolhimento das cadeiasquebra das cadeias
protonacdo e desprotonacdo de grupos funcionais e, assipgrmitir a liberacao do
farmaco encapsulado sob demandédSABOURIANet al, 2020).

Outro biopolimero sensivel ao pH que também pode ser combinado com
silica na producéo de sistemas hibridos estimwmesponsvos € o algirato de sédio
(Alg). O Algé um polissacarideoaniénico solivel em agua com uma estrutura
guimica que consiste em uma mistura de acido pgli-1,4-D-manurénico (unidades
- q A -1,&LAEAMNIco (unidades G) em varias propor¢éesie maneiraque
todas as unidades estdo ligadas por ligacGes ighcosidicas (Figura 18). Este
biopolimero é extraido principalmente daparede celular de algas marrongFAN et
al., 2019). O interesse crescentgor esse materialé devido ao seu baio custq
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixatoxicidade, baixa imunogenicidade
bioadesividade capacidade de gelificacé® sensibilidade ao pHEssas propriedades
facilitam sua aplicacdo na producdo de sistemas de administracdo de farmacos
inovadores e de baixo cust¢HASNAINet al,, 2020).

FIGURALS - Estrutura molecular do alginato de sédio.

Fonte: adaptado ddBORBA et al., 2016)

A presenca de numerosos grupos carboxilicos ao longo da estrutura do Alg
confere ao polimero uma notavel sensibilidade ao estimulo pl@.comportamento
responsivo ao pHtorna o Alg adequado para o invélucro externo desistemas de
liberacdo de farmacos fim de drasar a liberacdo ddarmacosem ambientes &cidos,
como a superficie da pelépH: 4,55,6). Desta forma, o Algermite a liberacdo do

conteudo encapsuladoem ambiente com pH mais alcalino. Tal condigéo é
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encontrada no foliculo piloso, pois embora haja um valor de pH mais acido na
superficie da pele, ele aumenta ao longo do foliculo piloso para um valor dg
(LADEMANNet al, 2019; TZANKOWet al, 2019). A presenca da QS ou do Alg
revestindo particulas de silica ou interagindo com a matriz de silica sdo estratégias
que podem resultar em sistemas biocompativeis e responsivos ao pH capazes de
transportar e direcionar farmacos/extratos vegetais a locaislvo com liberagdo sob
demanda dos bioativos.

A técnicalLayer by Laye(LbL) é uma ferramenta eficiente para a elaboracéo
de revesimentos funcionais ajustaveis organicos/inorganicos multiescales
(CHAPEL; BERRET, 201&sta técnica foi relatada pela primeira vez pelo grupo de
Decher no inicio dos anos 1990 e, desde entdo, tem sido amplamente explorada
sintesede materiaise emrevestimentosde superficies de materiaigprincipalmente
em superficies planas, como silioj metal, vidro e laminas de quartzpnas areas de
energia, fotbnica corrosdoe biomédica(DA CUNHAet al, 2020; DECHER, 1997,
TANG, Zhiyonget al, 2006). Esta técnicase kaseia na deposicdo alternada de
polieletrélitos com carga oposta em um substrato carregado, com etapas de lavagem
intermitentes (Figura 19), entretanto alguns processo&bL ndo requerem ciclos de
lavagem, portantqreduz a duragéo do processoA obtencao és multiplas camadas
pela técnicalLbL é conduzida através da atracéo eletrostatica entre os constituintes
com cargas opostas. No entanto, varias interac6es, como ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofébicas e forcas devan der Waalspodem ser exploradaspara
montar os sistemad_bL (DE VILLIERSt al,, 2011).

FIGURA19 - Esquema mostrando o mecanismo de deposicao Layer by Layer eletrostaticamente
conduzido em um substrato plano por adsor¢ao sequencial de polieletrélitos de carga oposta.
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Fonte: a autora (2024).
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O método LbL tem vantagens em comparacdo com o0s métodode
revestimento mais convencionais, como: a simplicatle do processo e equipamento,
sua adequacao para revestir a maioria das superficies, a disponibilidade em
abundancia de polieletrdlitos naturais e sintéticosa aplicacéo flexivel para objetos
com formas e tamanhos irregulares a forma@o de camadas estabilizadorasp
controle necessario sobre a espessura multicamadae ser uma técnica
potencialmente escalonidve(DE VILLERSet al, 2011). Este métodoé comumente
utilizado na producdo de sistemastransportadores hibridos multifuncionais de
farmacos(KIM et al,, 2014). Além disso, substratosevestidos atraves dessa técnica
fornecem uma plataforma de superficie paxr a fixacdo denoléculasalvo oude uma
variedade de gruposfuncionais, bem comapropriedades responsivas aestimulos
podem ser introduzidas pela inclusdo de materiais resp@ivos em construcdes LbL
(DE VILLIERZt al, 2011).

Sistemashibridos de silica/QS ou silica/Alg também podem ser sintetizados
através do método de gelificacdo simultdnea pela introducédo do biopolimero no
processo solgel (método Sotemulsao-Cel) (Figura 20). A rede de silia se forma
pela montagem das particulagle silica,que entdo crescem, coalescem e se ligam
através de ligacbes covalentes (via reacdes de condensacdo). Ao introduzir um
polimero, antes da gelificacao, as cadeias de polimero podem ser incorporafaSN
et al, 2019; VUEV/et al, 2018).

FIGURA20 7z Representacdo esquemética do método Seiulsdogel na sintese de particulas
hibridas.
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Fonte: adaptado dgFAN et al., 2019)
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O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, fitoquimicos ou
extratos vegetais baseados enmateriais hibridos estimuloresponsivas ao pH
contendo silica, QS e Alg € o foco de muitas pesquis&or exemplo, foram
produzidos para tratar cancer (ALIZADEH et al, 2020), diabetes (ESMAEILI;
POURKHODABAKHSHI, 201@) doenca de ParkinsonfTZANKOVet al, 2019). A
Tabela 1 destaca algumas dessas pesquisadté o momento, ndo foram
desenvolvidos sistemas de libecdo de farmacos combinando particulage silica e
QS ou Alg para entrega foliculafFigura 21), seja de substancias ativas isoladas ou

extratos vegetais, 0 que demonstra a inovac&ocontribuicdo desta pesquisa.

FIGURA21 7 Grafico comparativo do numero de publicagdes envolvendo: particulas combinando
silica/quitosana (QS) para entrega de farmacogersus particulas combinando silica/QS para entrega

folicular de farmacos e particulas combinando silica/alginato de sédio (Alg) para entrega de

farmacos versus particulas combinando silica/Alg para entrega folicular de farmacos. @alds foram

coletados através da busca bibliografica nas ferramentas Web 8tience e Scopus utilizando as
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TABELA1 - Exemplos de sistemas hibridos estimuloesponsivos ao pH contendo silica, quitosana e alginatie sddio para liberagédo de farmacos, fitoquimicos ou

extratos vegetais.

Método para produzir as

Aplicagdo

Biopolimero Ativo encapsulado particulas hibridas Perfil de liberagdo do ativo em resposta ao pH terapéutica Referéncia
Revestimento das nanoparticulas
de silica mesoporosa através da A liberacéoin vitro de curcumina do sistema hibrido foi
reacao entre 0s grupos amino lenta e sustentada e aumentou com a diminuigdo do valo (AHMADI NASAB:t al
Quitosana Curcumina livres da quitosana e o (3 de pH do meio (de pH 7,4 parapH 5,5). EmpH5,5¢€ 7,4, Cancer 2018) "’
glicidiloxipropil) trimetoxisilano liberagdo cumulativa da curcumina atingiu 33,94 + 2,42%
(GPTMS), um agente de e 16,85 + 1,17% em 32 h, respectivamente
acoplamento covalente
Paraas nanoparticulas hibridas carregadas com
metformina, a liberacéoin vitro em 7 h foi de 83%, 43% e
As nanoparticulas de silica 37% empH=5,3, pH =
Metformina e funcionalizadas com (3 7,4 e pH = 3,5, respectivamente. Pags nanoparticulas (ESMAEILI:
Qunosanag . extrato de Lamium aminopropil) tnetomgsﬂano hibridas carregadas com o extrato de. albuma Diabetes tipo 2 | POURKHODABAKHSH
Alginato de sodio album L. subsp. (APTES) foram revestidas com a porcentagem de 2019)

Crinitum (Urtiga)

guitosana e o alginato através do
método Layer by Layer

L. albumliberado foi de 76% em pH = 5,3, 36% em pH =

3,5e41% em jpl = 7,4 e paras nanoparticulas hibridas
compostasde L. albume metformina a taxa de liberagadoi
de 89% empH =5,3,38% empH=35e47% empH=7

Quitosana

Galato de
epigalocatequina
(EGCG)

O método Layer by Layer foi
utilizado para revestir as
nanoparticulas de silica
funcionalizadas com (3
aminopropil) trietoxissilano
(APTES) com a quitosana

O comportamento de liberag&an vitro do EGCG foi maior
em pH acido moderado. Quando as nanopartilas hibridas
foram dispersas em tampao PBS &cido (pH 5,4), a liberag
cumulativa de EGCG atingiu 72,91% em 96 h e em tamp3

PBS neutro (pH 7,4) a liberagéo atingiu 47,43% em 96 h

Cancer de ovario

(ALIZADEHet al,
2020)

Alginato de sodio

Indometacina

O revestimento damanoesferas de
silica mesoporosa funcionalizadas
com (3-aminopropil)
trietoxissilano (APTES) com o
alginato de sddio ocorreu por meio
da interagdo iGnica entre 0s grupos
amina na superficie das
nanoesferas e os grupos carboxila
do alginato

As nanoesferas d silica mesoporosaevestidas com
algianto exibiram um padréo de liberacdo de farmaco
sustentado em pH 6,8. Nesta condicdo de pH, a liberaca
cumulativa de indometacina atingiu 60% em 12h

(HU et al, 2014)

Quitosana

Acido anisomélico
(composto isolado
da planta medicinal

O métado Layer by Layer foi
utilizado para revestir os

nanobastdes de silica, de modo qu

O revestimento dos nanobastdes de silica com quitosang
induziu uma liberagdo sustentadalo acido anisomélico

dependente do pH circundante. Em 30 h, a liberagdo

Cancer cervical

(SENTHILKUMARet

al,, 2015)
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Anisomeles
malabarica)

a quitosana foi adsorvida
eletrostaticamente a superficie dos
nanobastdes de silica

cumulativa atingiu cerca de 30% no pH 5,5 e cerca de 209
no pH 7,2

Quitosana e

Alginato de sodio Pramipexol

O revestimento dasanoparticulas
mesoporosa com quitosana e
alginato de sédio ocorreu por meio
de interacgao eletrostatica entre a
superficie das nanoparticulas
carregada negativamente com a
quitosana carregada
positivamente, enquanto o alginato
carregado negativamente foi
atraido pelas nanoparticulas
revestidas com quitosana (Método
Layer by Layer)

O revestimento das nanoparticulas de silica com diferente|

polimeros ou combinacéo dos polimeros resultou no
prolongamento da liberagéo do farmaco em diferentes
graus. O revestimato com alginato de sodio resultou em
uma liberacéo do pramipexol lenta em pH = 1,2 do que er
pH = 6,8. A liberacdo do farmaco das nanoparticulas
revestidas com quitosana em pH = 1,2 foi mais rapida en
comparacdo com pH = 6,8. E as nanopatrticulas com
revestimento duplo mostraram reducao significativa no
efeito de liberacéo de exploséo inicial em ambos os valore
de pH.

Doenca de
Parkinson

(TZANKOVet al, 2019)

Rodamina B como

Alginato de sodio modelo defarmaco

A sintese de nanoparticulas
hibridas de silicaalginato foi
realizada através das técnicas de
sol-gel e de microemulséo de agua
em 6leo com a gelificacdo da
mistura de alginato e silica
ocorrendo de maneira simultanea

O ensaio de liberagan vitro mostrou que as
nanoparticulas hibridas incubadas em tampéo de fosfato
de pH 2,5 liberaram apenas 7% da rodamina B carregadé
em 27 dias, enquanto 42% foram liberados em tamp&o d¢
fosfato de pH 7,5 no mesmo periodo. A andlise do perfil d

liberacdo sugeru que a rodamina B estava
homogeneamente distribuida por toda a nanoparticula e
que a difusividade do farmaco era 40 vezes maior em

tampé&o de pH 7,5 em comparacdo com a de pH 2,5

(FANet al, 2019)

Fonte: a autora (2024).
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2.5. PARTICULAS DE SILICA E FOLICULOS PILOSOS: ENTREGA FOLICULAR DE
FARMACOS E TOXICIDADE

Duas vias de entrada possives sdo relatadas como relevantegara
substancias aplicadas topicamem, atransepidérmica ea transapendicular (Figura
22) (CARAZCet al, 2018). No entantoamaioria das substanciagprovavelmente usa
mais de uma via de penetracdo em paralel®ATZELT; LADEMANN, 2020A via
transepidérmica ocorre por difusdo através do estrato corneo intacte pode ser
dividida em transcelular, onde o transporte ocorre atravessando 0s corneocitos e 0s
lipidios intervenientes, e intercelular, quando o tranporte ocorre entre 0s
cornedcitos através da matriz lipidica(Figura 22). Acredita-se que a via de
penetracdointercelular seja a principal via de absorcdo dérmigambora limite a
passagem demoléculas que possuenpeso molecular maior que500 g/mol (500
Dalton). A via transcelular é preferida por farmacos hidrofilicos. Em oposicdo, os
farmacos lipofilicos optam pela via intercelulafCARAZCet al, 2018; LANE2011;
PATZELT; LADEMANN, 2020)

A via transapendicular ocorre através dogpéndices cutanes, podendo ser
transfolicular, quando o transporte acontece pelos foliculos pilososcom suas
glandulas sebaceas associadae transudoripara, onde aransporte € realizado
atraves dosporos e hastes que ®volvem glandulas sudoriparagFigura 22). Esta via
representa uma alternativa para evitar o estrato corneo, permitindo a entrada de
ions e grandes moléculas polardCARAZCet al,, 2018). A via de penetracéo folicular
€ de especial interesse para substancias baseadas em particulas de varias centenas
de nandmetros(PATZELT; LADEMANN, 2020Ds foliculos pilosos sdo amplamente
aceitos como locaipreferidos de aglomeracéa penetracéo profunda departiculas.
Estespodemse estender pf £01 AAT AT OA 11 0 OAAEAT GeuAA DPAIT A
formato em funil aumenta a area de superficie e rompe a barreira epidérmica em
direcdo as partes inferiores. Essas caracteristicas permitem quefoBculos pilosos
atuem como um eficiente reservatoériode particulas retendo-asneste local por dias
(RANCAN; VOGT, 2014)
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FIGURAZ22 - Esquema das vias potenciais de penetracdo na pele. 1. Via transepidérmica: via
intercelular (transporte entre os cornedcitos através da matriz lipidica) e via transcelular (transporte
atravessando os corneécitos e os lipidios intercelulares?. Via transapendicular: via transfolicular
(transporte através de foliculos pilosos) e via transudoripara (transporte através das glandulas
sudoriparas).

1. Via intercelular 1. Via transcelular
Matriz lipidica -
= . y
Corneocito
2. Via transfolicular
2. Via transudoripara
Estrato Corneo #
Epiderme ]l
Foliculo -
Derme piloso Glandula
sudoripara

1. Via transepidérmica
2. Viatransapendicular

Fonte: a autora (2024).

Um método para melhorar a entregdolicular de farmacos é direciondos ao
foliculo piloso por meio de particulas. Essessistemas podem transportar diversos
tipos de farmacos (nacromoléculas, farmacos altamente lipofilicosu hidrofilicos),
favorecendo apenetracdodessas substancias ativaso foliculo piloso. Uma vez que
acumuladas no anal do foliculo piloso, as substéncias podem se difundir
continuamente para o epitélio circundante e atingir efetivamente as células
foliculares e perifoliculares.Assim, particulas podem ser usadas para alcancar uma
entrega susentada e preferencial ddarmacospor via transfolicular. A liberacdo sob
demanda desencadeadpor estimulos, aproveitando as cadi¢des especiais d canal
do foliculo piloso, como oambiente lipofilico ou gradiente de pH, éuma
possibilidade inovadora de entrega folicular inteligente de farmacos (RANCAN;
VOGT, 2014)

Dependendo das caracteristicas das particulas como tamanho,
funcionalizagdo da superficigestrutura supramoleculare flexibilidade/tenacidade,
diferentes profundidades de penetracdo e efess de depdsito de farmacos podem
ser alcancadogRANCAN; VOGT, 2014kstudos experimentaisex vivomostraram
que a profundidade de penetragéo folicular € significativamenteependente do
tamanho da particula (LADEMANN et al, 2019). Se o tamanho da particula
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corresponder a espessura da cuticula do pelo e distancia aproximada entre a
parede do foliculo eo pelo (ou seja, cerca de 56600 nm), a penetracao € mais eficaz
(LADEMANNEet al, 2019; PATZELT; LADEMANN, 202@yados experimentais an
silico revelaram que o movimento do pelo no foliculo piloso @ré-requisito para o
transporte direcional. Este movimento pode ser estimulado através de massagem
(estimulo mecanico)na regido que foi aplicada dormulacdo. A extensao em que
parametros quimicos(como cargasuperficial, polaridade eveiculo das particula$
influenciam a penetracéo folicular ainda nao foi totalmente esclarecida. No entanto,
0S parametros quimicos parecem ter menomfluénciado que os parametros fisicos
(LADEMANNet al, 2019). Desta forma, é importante onhecer o mecanismo de
penetracao folicular para otimizar tanto o sistemade entregaquanto as condi¢des
de penetracéo.

As vantagens dos sistemas de entrega folilar baseados em micro e
nanoparticulas podem ser resumidas da seguinte forma: transporte de
concentragbes mais altas de farmacos, melhora da solubilidade de farmacos
principalmente de compostos hidrofobicos, aumento da estabilidade quimica e
fisica dos farmacos e liberacdo sustentada e contada dos ingredientes ativos
(LADEMANNEet al,, 2019; PATZELT; LREMANN, 2020)

Pesquisas quenvestigam a penetracao folicular de particulagle silicaainda
sdo muito escassa® aquelas disponiveis, por sua vez, se mostraponflitantes.
Racan et al.(2012) observaram em modelo de pele humanaex vivo, que
nanoparticulasde silica(NSi) de 42 nm se acumularam principalmente nos sulcos
da pele, nos orificios dos foliculogpilosos e também nas hastes pilosagporém a
carga de superficiedas NSi ndo influenciou significativamente na penetracao
(RANCANet al,, 2012). Corroborando, Li et al. (2016) verificaram o aaimulo de NSi
fluorescentes com aproximadamente 272 nmnos foliculos pilosos da pele de orelha
de porco (LI, Xuanet al, 2016). Também,NSifluorescentes com tamanho de cerca
de 250 nm foram observadas na parte superior e nas raizes dos foliculos pilosos
modelo animal (LIO et al, 2019). Por outro lado, lannuccelli et al.(2014), em um
estudoin vivocom voluntarios humanos observaram quea densidade dos foliculos
pilosos nédo foirelevante naextensao depenetracdo deNSinao revestidas(160 nm)

ou revestidas com lipidios (360 nm). No entantoa polaridadeda superficie das\NSi
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teve grande influénca tanto na determinagdo da via de penetracaguanto na
extensdo da penetracAglANNUCCELLEt al,, 2014).

Dependendo do tamanhodas particulas diferentes profundidades e,
portanto, diferentes estruturas-alvo dentro do foliculo piloso podem ser alcancadas
(NAFISI; SCHAFERORTING; MAIBACH, 2015; PATZEL&t al, 2011). Para
particulas de Oxido de silica com tamanho variando de 300 a 1000 nna
profundidade de penetracdo o foliculo piloso humanoaumentou entre particulas
de tamanho de 300 e 646 nm e depois diminuiu para particulas maiores que 646
nm. Isto sugeriuque o tamanho de particula ideal para a penetcdo mais profunda
corresponde a estrutura do peloe foliculos (LADEMANN, Juergeret al, 2009;
NAFISI; SCHAFERORTING; MAIBACH, 2015)\pesar ndo existirum consenso, 0s
estudos existentesrevelam a capacidade daklSide penetrar nos foliculos pilosos e
de se acumular nestdocal.

Geralmente, as células de difusdo sdo os sistemas utilizados para avadiar
permeacdoatraves da pée de ativos encapsulados em particulag\ célula de difusédo
de Franz é o tipo mais comum de célula de difuséo, pois € uma técnica de baixo custo,
que permite simular o desempenhoin vivo, além de ser (til no estudo de
formulac6es semissolidas.Nesta técnicasdo utilizadas membranas (ou peles)
dividindo os compartimentosda célula de difusdoEm geral, apenas modelos de pele
humana, animal ou reconstituidasao usados como fontes de membranas para
avaliar a permeacdodos ingrediente ativosatravés da pele(CONTRIet al, 2011;
ZSIKOet al, 2019). Técnicas microscopicasambém s® ferramentas empregadas,
uma vezque permitem visualizar a localizacdo das particulasos tecidos da pele
apos estudos de permeacdo ou penetracdo na pele vivoou in vivo, fornecendo
informacdes sobre a via de peetracao/permeacaoatravés da pele A Microscopia
de varredura confocal a laser (CLSM na sigla em Inglés e a Microscopia de
fluorescéncia sdo técnicas bastantesadas para determinar a profundidade da
penetracdo fdicular de particulas contudo é necessario que as particulasejam
marcadas com um corante fluorescentéCONTRIet al, 2011; LADEMANNEet al,
2019; ZSIKOet al, 2019). Outra técnica que vem sendo explorada em estudos de
permeacdo cutidnea é a espectroscopia Ramafo longo da ultima década, a
microscopia Raman confocal evoluiu como uma abordagem importante,

proporcionando uma melhor compreensdoda administracdo percutaneade
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farmacos(PYATSKIet al, 2016). A espectroscopia Raman é unécnica éptica ndo

destrutiva, ndo invasiva e quimicamente especifica. Realizada em modo
microscépico confocal, com laser infravermelho préoximo como fonte, pode

caracterizar o perfil bioquimico da pele e ragear a distribuicdo de compostos

quimicos aplicaloO0 OT PEAAT AT OAn AT i1 Al OA OAOI | Oepl
da superficie da pele. As medi¢des podem ser realizadasivoouin vitro em tecidos

excisadosou modelos de tecidosge frente ou em seccdes transversaiBIELFELDT

et al, 2022).

Nas ultimas décadas, surgiram varias preocupacoem relacéo a toxicidade
das particulasapds sua penatacdo na peleAs particulaspodem interagir comas
células viaveisda pele ap0s ultrapassagm o estrato cérneo, por exemplo, rompendo
membranas ou aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs).
Alcancand a circulacéo sistémica, aparticulas também podem provocar efeitos
adversos sistémicos(CONTRIet al, 2016). Assim, as possiveigeacOes toxicas
resultantes da interacao entre as particulas a pele precisam ser investigadas, bem
como a influénciana toxicidade das particulasde fatores, como tamanho, forma,
estrutura cristalina, composicao quimica, quimica da superficie, carga superficial,
porosidade, pureza quimica, solubilidade, estado de agregacdo/aglomeracéo, dose,
tempo de exposicao e formulacaddm relacdo a exposi¢do cutanea, o conhecimento
sobre a toxicidade das NS#m contato com a pele € limitade também conflitante.

Matsuo et al (2016), num periodo de 28 dias,analisaram a toxicidade
cutdnea em modelo murino de NSi com tamanho de 70 nm ecom diferentes
modificagdes superficiais (ndemodificado, modificado péo grupo carboxil e
modificado pelo grupo amino)e observaram que a aplicacda peledas NS seja
modificada ou ndo, causou poucdritacdo ou inflamacgég isto com ou sem a
influéncia do prétratamento com acetona/éter dietilico (MATSUOet al., 2016).
Também, NSi de 20 nm foram administradas topicamente, durante 90 dias, nas
costas de ratos Sprague Dawley a fim de investigar a toxicidade cutaresse ensaio
sugeriu que o contato dasNSicom a pele é seguraje modo queelasnao causaram
danos aos 6rgaos internos em doses de até 2.000 mgiR)Y Uet al,, 2014). Por outro
lado, Fu et al(2013) observaram queNSide 110 nm causaram alguma inflamacéo
na pele de camundongos ICR nos locais da injecdo apdés 24 h e 7 dias da

administracdo hipodérmica (FU et al, 2013). Por sua vez,Park et al. (2013)
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avaliaram e compararam os potenciais efeitos toxicos na pele produzidos péoSide
diferentes tamanhos (20 nm e 100 nm) e cargas superficiais (carga negatvaarga
negativa fraca)e constataramque asNSide 20 nm erammais citotdxicas do que as
NSi de 100 nm em células HaCafqueratinécitos humanos), estando ambas
carregadas n@ativamente, todaviaas NSilevemente negativas ndo apresentaram
citotoxicidade, independentemente do tamanha Em relacdo a irritacdo e a
sensibilizagdo da pele, nenhuma irritgdo foi observada quando as\Si foram
aplicadas no modelo cutaneo reconstruido HSEM (EpiDermTM), bem como néo
induziram sensibilizacdo apos aplicacdo dasNSi no dorso das orelhas de
camundongos CBA/NPARKet al, 2013). Além disso,NSiem doses baixas (até 0,5
tcriiq AAiT OOOAOCAI AGAOAAO AEAEOTI O EI Oi i OE/
promovendo o aumento da proliferacdo ala atividade metabdlicade fibroblastos

de pele facial humana normal (FSF1plém depermitir o aumento da capacidade de
cicatrizacdo de feridasin vitro e o retardamento do envelhecimento celular
(MYTYCH; WNUK; RATTAN, 2016)

Devido abiocompatibilidade e biodegradabilidade da quitosana alginato de
sédio, as particulashibridas compostas por silica/quitosana e silica/alginato,
propostas por este projeto, poderdo ter sua biocompatibilidade melhorada
principalmente no que se diz respeito a silicaDesta forma, o uso da quitosana
alginato na sintese das particulalsibridas, ndo somentedaré acs sistemas formados
a funcionalidade de resposta aestimulos, bem como poderaatorna-los mais
biocompativeis, o que é significativo considerando que uma formulacdo tépica

necessita ser atoxica seguraapele.
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3. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Este projeto tem como objetivo sintetizare caracterizar particulas hibridas
silica/quitosana e silica/alginato de sédio encapsulando a fracdo acetato de etila
(FAE) obtida a partir do extrato bruto de barbatiméo e avaliar a sua capacidade em
liberar a FAE de forma responsiva ao pH nos foliculpgosos, luscand uma terapia
topica eficiente no tratamento de disturbios relacionados ao hiperandrogenismo

cutaneo, como o hirsutismo, alopecia androgenética e acne.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Caracterizar a FAE de forma qualitativa e quantitativa por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e avaliar sua atividade antioxidante por
meio de testein vitro de reducao do radical DPPH;

1 Realizar estudo de Docagem molecular entre os compostascentrados na
FAE e a enzimaflfa-redutase;

1 Purificar a quitosana comercial e caracterizaa quitosana purificada por
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
determinando o grau de desacetilacgo

1 Sintetizar particulas hibridas de silica/quitosana e particulas hibridas de
silica/alginato de sddio encapsulando a FAE através dos meétodos Sel
emulsdogel eLayer by Layer

1 Caracterizar asparticulas hibridas quanto ao tamanho,carga superficial
morfologia, forma estrutural, composicdq rigidez e eficiéncia de
encapsulacéo.

1 Avaliar in vitro a liberacdodependente de pHla FAEdasparticulas hibridas;

1 Avaliar a citotoxicidade das particulas hibridas em fibroblastos murinos
(células Balb/3T3);

1 Obter as brmulacdes topicas em gel contendo as particulas hibridas
responsivas ao pH;

1 Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, reolégicase organolépticas da

formulacdestopicasobtidas;
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{1 Estudar ex vivoa penetracdo cutanea e folicular dagarticulas hibridas

através de Microscopia deFluorescéncia Confocal.
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5. MATERIAIS & METODOS

5.1. MATERIAIS USADOS NA SINTESE DAS PARTICULAS HIBRIDAS

Tetraetoxisilano 99,9% (TEOS, Aldrich)tween® 80 (Aldrich); span® 60
(Aldrich); 6leo mineral (Nujol); hidréxido de aménio (NHOH, Neon); brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB, Aldrich) alcool Isopropilico 99,8% (Neon); alcool etilico
99,8% (Neon); &cido acético 99% (Neon); ainato de sddio (Sigma Aldriche agua
ultrapurificada (Milli -Q, Millipore) foram utilizados sem purificacdo prévia.A
quitosana (Sigma Aldrich) foi purificada por método adaptado da literatura
(SIGNINI; CAMPANA EHO, 2001) As propriedades fisicequimicas do alginato de
sédio e da quitosana forandeterminadas previamente (JACUMASS6@t al, 2022;
SANTOS; MARINO; RIEGEUDOTTI, 2019) A massa molar da quitosana utilizada,
medida por viscosimetiia capilar, foi~1,07 x 105 g.mofil. A massa molar do alginato
de sodio, determinada por HPSE(Cromatografia de exclusdo por tamanho de alta
performance) juntamente com analises multidetectoresfoi de aproximadamente
71,250 g.mol e indice de polidispersividadefoi de 2,4.

O material vegetal, a casca d&tryphnodendron adstringengMart.) Coville,
foi coletado em Séo Jerébnimo da Serra, Parana, Brasil (23°43'7,8" S; 50°45'23,5" W;
926 m de altitude). O acesso ao material boténico foi registrado no Sistema
Brasileiro de Biodiversidade- SisGen- Sistema Nacional de Gestédo do Patranio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado sob o numero AO6ADCB. A fracédo
semipurificada, afracdo de acetato de etila (FAE obtida a partir do extrato bruto
da casca deStryphnodendron adstringens(Mart.) Coville, foi fornecida pelo
Laboratério de Biologia Farmacéutica (PALAFITO) da Universidade Estadual de
Maringad. Ométodo de extracdo FAE os dados de caracterizacdo estdo disponiveis
na literatura (LOPESet al,, 2009; SEREIA&t al, 2019).

5.2. CARACTERIZACAO ORUITOSANA PURIFICADA POR FTIR

A caracterizacdo da quitosana purificada foi realizada por meio de analise de
FTIR (Fig. Al, Apéndice 1), onde o grau de desacetilacdop)([@la quitosana
purificada foi calculado usando a seguinte equacdBHARDWAJ; BHARDWAJ; NEGI,
2020; BRUGNEROTTEt al,, 2001):
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ObP pnm — MWYPYCHEBIopoo (1)

onde A é a absorbancia na onda especifica.

5.3. AVALIACAO DA FAE PGIROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A avaliagdo qualitativa e quantitativa da FAE foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com a metodologia
descrita por LOPES e colaboradords OPE St al,, 2009). A andlise foi realizada com
trés réplicas em um sistema composto por um Thermo HPLC equipado com bombas
e um desgaseificador integral (Finnigan Surveyor LC Pump Plus), médulo detector
espectrofotométrico PDA (Finnigan Surveyor PDA Plus Detector), softwear
controlador (Chromquest) e amostrador automéatico (Finnigan Surveyor
1 OOT OAI P1 AO 01 66q ANOEDAAT ATl [ Acetvhitrilal T T B AA
(Mallinckrodt), acido tri-fluoroacético (TFA, Merck) e agua ultrapurificada (MilHQ,
Millipore) foram usados para o preparo da fase mévelJma coluna Phenomenex®
Onix Monolithic C18 (100 mm x 4,6 mm, 130 A, 2 um) foi usada. A anélise foi
realizada a uma vazéao de 0,8 mL/min eom deteccdo a 274 nm. A temperatura da
coluna foi mantida a 30 °CPara quantificacdo, dram construidas as curvagpadrao
de galocatequina (Sigma Aldrich), epigalocatequina (Sigma Aldrich) e
epigalocatequina3-O-galato (Sigma Aldrich). Os resultados foram expressos em
t C¥i, 8

5.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FAE

Devido a atividadeantioxidante ser indicativa da agédo bioldgica, esse teste
foi realizado. As propriedades antioxidantes da FAE foram testadas em relacéo a
reducdo do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (Sigma Aldrich),
conforme descrito anteriormente (CIRILLOet al, 2013). Utilizando microplacas
100 pL das solucbes metandlicas de FARas seguintes concentracdes (1,5625;
3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 10Qug/mL) foram adicionadasnos pocos e apos 100 pL da
611 6epi AA $00( Ai [T AOGATT1 jpom tfiq OAI Ai
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incubada em temperatura ambiente no escuro por 30 min. A concentracéo residual
de DPPH foi verificada colorimetricamente a 517 m com auxilio deleitor de
microplacas Foram utilizados como controles: metanol e DPPH (controle negativo),
metanol (branco) e Trolox e DPPH (® pg/mL, controle positivo). A Atividade

antioxidante (%) foi calculada de acordo com a seguinte equagéao:

0 0 QU BV W FWESQ— pTmm (2)

onde A é a absorbancia do controle positivoe A1 é a absobancia de FAEA
capacidade antioxidante da amostra foi expressa comost3Os valores de 165 foram
calculados por regressao linearO IGo € a concentracdo necessaria do antioxidante
para reduzir em 50% o radical DPPH, sendo que quanto menor osdCmaior a
atividade antioxidante do composto

As analises de CLAE e de atividade antioxidante foram realizados através da
colaboracdo como professor JodoCarlos Palazzo de Mello nd.aboratério de
Biologia Farmacéutica (PALAFITO) no Departamento de Farmacia da Universidade
Estadual de Maringa (UEM).

5.5. DOCAGEM MOLECULAR (ESTUNGCSILIC®

O programa Autedock vina 1.1.2 foi usado para identificar & interagcbes
entre as enzimas 5alfa-redutase do tipo 1 e 2 com oseus potenciais inibidores
finasterida, epigalocatequina, galocatequina, epigalocatequirgaO-galato e acia
galico (TROTT; OLSON, 2010As estruturas tridimensionais da Salfa-redutase do
tipo 1 (Uniprot: P18405) e da 5alfa-redutase do tipo 2 (PDB: 7bwl) foram
preparadas removendo moléculas de agua e ligantes. Auto DockTools (ADT) foi
usado para preparar os arquivos de entrada das estruturas proteic88IORRIS:t al,
2009). As coordenadas atémicas 3D dos potenciais inibidores foram obtidas na base
de dados ZINC (https://zinc.docking.org/), e a raiz rigida do ligante foi gerada
usando AutoDockTools (ADT).As estruturas quimicas tridimensionais dos
potenciais inibidores estadodispostas na Figura A2.1 ndA\péndice 2 O centro da
grelha de analise utilizado na &lfa-redutase do tipo 1 f0i-15.285 x 2,713 x 3,245,

e na 5alfa-redutase do tipo 2 f0i-31,300 x 12,999 x 37,585, nos eixos X, y e z,
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respectivamente. A dimens&o da greh, em todasasanalises, foi de 20 A x 20 A x 20
A. O modelo de ligacdo com menor energia livre de ligacéo foi obtido utilizando a
seguinte configuracdoexhaustiveness 100,num_modes 10 eseed= 100 para cada
potencial inibidor estudado. Os complexode enzima (5alfa-redutase do tipo 1 e 2)

e inibidores (finasterida, epigalocatequina, galocatequina, epigalocatequidaO-
galato e acido gélico) foram visualizados analisados usando Discovery Studio, v20
(Accelrys, San Diego, CA, EUM estudo de docgem molecular foi realizado através
da colaboracdo com o professor Matheus Pereira da Universidade de

Coimbra/Portugal.

56. SINTESE DAS PARTICULAS HIBRIDAS DE SILICA/QUITOSANA E
SILICA/ALGINATO DE SODIO ENCAPSULANDO FAE

Asparticulas hibridas de silica/quitosanae de silica/alginato de sédidoram
sintetizadas com base emdois métodos difegentes: Layer by Layer(LbL) e Sot

emulsaogel (SEGQue estdodescritos em detalhes abaixo.

5.6.1. Layer by Layei(LbL)

Inicialmente, as particulas de silica foranobtidas por uma modificacdo do
método Stober (NOZAWAet al, 2005; STOBER; FINK; BOHN, 1968)sando o
surfactante CTAB como modelo para a formacé&o dos poros. Numa sintese tifil¢a,

g (0,55 mmol) de CTAB foramsolubilizados em 25 mL de agua deionizada. Apos, 3,0
mL de hidréxido de aménio (28% v/v) foram adicionados a solucao, atingindo pH
10,0 (Solucéo A). Noutro baldo, foranadicionados 1,5 mL (6,72 mmol) de TEOS em
25 mL de etanol (Salcdo B). Em seguida, a solucao B fadicionada gota a gota a
solucdo A sob agitacdo magnética constante a 30 °C. Depoispasiculas foram
cuidadosamente Avadas com agua deionizada, separadas por centrifugacéo e secas
sob vacuo. O surfactam foi removido por calcinacdo a 650 °C por trés horas. Uma
quantidade de 0,02 g deiica porosa foiadicionada a uma solucéao etanélica de FAE
(10 mg.mL1) e mantida sobagitacdo magnética po24 h. A solugéo resultante foi
centrifugada e o precipitadofoi adicionado em uma solugédo aquosa de quitosana
(0,5% m/m, pH 5,0) acidificada com acido acético ou em uma solucdo aquosa de

alginato de sodio (0,5% m/m, pH 5,0). & soluzdes foramdeixadasem agitacao por
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24 h. Posteriormente, as solugbes foramsentrifugadas e os precipitads foram
lavados com agua e secos vacuo. As amostras foratmomeadas da seguinte
maneira: NS(LbL) para silica nua calcinadaNSiQ(LbL)para silica revestida de
quitosana; NSiAlg(LbL) para silica revestida com alginato de sodid\SiFAE(LbL)
para silica carregada com a FARISIQFAE(LbL)para silica carregada com a FAE e
revestida com quitosana; eNSIAIgFAE(LbL)para silica carregada com FAE

revestida com alginato de sédio.

5.6.2. Solemulséogel (SEG)

A metodologia ®l-emulsdogel (SEG) para a sintese dgmrticulas hibridas
de silica/quitosanae de silica/alginato de sédiofoi adaptada da literatura(ATAEI-
GERMI; NEMATOLLAHZADEH, 201é)onsistiuna hidrolise e policondensacéo de
TEOS na presenca deguitosana ou alginato de sodio Primeiro, foram preparadas
uma solucdo aquea de quitosana(1% m/ m) em acido acético (2% w; pH 3,0)e
uma solucdo aquosae alginato de sédio (1% m/m pH 5,0. Em seguida, 4,0 mtas
solucBesforam colocados enreatoresde temperatura controlada mantides a 60°C,
aos quaisforam adicionados 0,03 g (0,25 mmol) da FAE 0,05 mL (0,04 mmol) de
polissorbato 80. Apds solubilizacéo totall,0 mL (4,5 mmol) de TEOS fadicionado
gota a gota sob agitacdo continuas®istemas foramseladcs e deixadas por 30 min
a60 °C, sob agitacamagnética, até a formacdo das dispersdgsdicando a formacéao
de siica coloidal na presenca d FAEe quitosana ou alginato de sodio Estas
dispersdes foramadicionadas gota a gota a 10 mL de 6lemineral com span 60 (2%
m/m) e agitada por 10 min. As emulsdes formadas, foranadicionados 1,0 mLda
solucdo aquosa de NIDH (28% m/m) dispersa em 2,0 mLde 6leo mineral. As
emulsdesforam mantidas numa estufa durante aproximadamente 12 h &0 °C, para
gelificacéo total. Finalmente, asamostras foram lavadas repetidamente com &lcool
isopropilico, centrifugadas e seca& sob pressado reduzida. © precipitados foram
denominados NSIQFAKESEG) referindo-se a pesenca de silica, quitosana e FAE
NSIAIg-FAE(SEG)referindo-se a presenca dsilica, alginato de sodi@ FAE O mesmo
procedimento foi realizado na auséncia da quitosana alginato de sédio ¢ pd
resultante foi denominado NSISEG) e da FAE(os pds resultantes foram chamados
comoNSIQ(SEGg NSIiAIg(SEG)
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5.7. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DA FAE

Paradeterminar a eficiéncia de encapsulacdo da FABo método de LbL,
(CHEN, Chaet al, 2019; NAFISEt al, 2018), o sobrenadante e todos os residuos de
lavagem foram coletados. A absorbancia do sobrenadante e dos residuos da lavagem
foi medida por espectrofotometria UWVis (espectrofotdmetro Agilent Cay 60) no
comprimento de onda de 274 nm, pois a maioria dos compostos presentes na FAE
O A | max heste comprimento de onda. A quantidade de FAE recuperada (néo
encapsulada) foi determinada usando uma curvpadréo (Fig. A3, Apéndice B A

eficiéncia de encapsulacao (EE%pi obtida a partir da seguinte equacgao

(0] (2] a a fa pTT (3)

onde mp € a massa inicial de FAE antes do carregamento; € a massa de FAEmM
solucdo apos o carregamento e @ a massa total daparticulas de silica

A eficiéncia de encapsulacdo da FAtas particulas hibridasobtidas pelo
método de SEG foi determinadextraindo a FAE das particulas-AE foi extraidadas
particulas durante 72 horas usando 10 mL de etanobhbsoluto (Neon). Foram
utilizadas 0,02 g de particulas no experimento. A absorbancia do conteudo extraido
foi medida por espectrofotometria UWVis (espectiofotdmetro Agilent Cary 60) no
comprimento de ondade 274 nm. A quantidade de FAE encapsuladai medida
usando uma curvapadrao (Fig. A3 Apéndice 3. A eficéncia deencapsulacadEE%)

foi obtida pela seguinte equacéao:
0'® a4 pmia 4)

onde m. € a massa de FAE na solucéo apoés a extracao&ra massa tedrica de FAE

em 0,02 g de particulas.

5.8. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS HIiBRIDAS

A morfologiae o tamanhodasparticulas foraminvestigadospor Microscopia
Eletronica de Transmisséo MET) em um equipameto JEOL, modelo JEM 1200EX

II. Para observar as particulas por MET, suspensdes das particulas foram
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depositadas em grades de cobre cobertas coformvar. O tamanho médio das
particulas e a digribuicdo de tamanho foram determinados usando o software
ImageJA estrutura quimicafoi analisada por Epectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourer (FTIR). Os experimentos foram realizados em
equipamento Bomem, com resolucéo de 4 c) de400 a 4000 cm!. As amostras
foram preparadas em discos KBOD I OA T A E Adhs pattfcdeifoi fgetei@inado
em um instrumento Malvern Zetasizr (ZEN 3690,Malvern Instruments). Para a
realizacdo dos testessuspensdes das particulas (1mg.nml) foram preparadas
usando uma solucdo de KCI a 20mMD. potencial zeta foideterminado a partir do
potencial de fluxo medido em meio aquso. Analise termogravimétrica(TGA/ DTG)
foi realizada em um sistema Netzsch STA 449 F3 Japi sob atmosfera de
nitrogénio, a una taxa de aquecimento de 10 °@in-1 com uma faixa de temperatura
entre a temperatura ambiente até 900C, usando 5mg de amostraA porosidade foi
medida pelo método de adsorc&alessorcdo usando N As isotemas de adsorcéae
dessorcdo foramobtidas usando um analisador de sorcdo de gas Quantachrome,
modelo NOVA 2000e e sbiare NovaWin. As amostras foramsubmetidas a
desgaseificacdo a vacuo a 100 °C por b e as andlises foranrealizadas na
temperatura de ebulicdo do nitrogénio liquido €196, 15 °C). A area superfial
especifica das amostras fotalculada usando o método multiponto de Brunauer
EmmetTeller (BET). O volume e o raionédio dos poros foramcalculados pela
andlise da curva de dessorc¢édo, usando o modele Barrett-JoynerHalenda(BJH) A
caracterizacdo de estad soélido dasparticulas foi estudada por Difracdo deaios X
(DRX) usando modelo D8 Venture da BrukeA fim de prever a rigidez das particulas
foram obtidasimagensde topografiae de contraste de fase poMicroscopia deforca
atbmica (AFM). As imagengoram obtidas em umequipamento Agilent Scanning
Probe Microscopy 5500 (Keysight, Santa Rosa, EUAperando no tapping modee
usandoum cantilever NSC3%AIBS (Mikromasch, Watsonville, EUA), com constante
de forca de 8,9 N m e frequéncia de ressonancia de 200 kHkla prepapacao das
Al T OO0OAOR pnm t, AR OOOPAT OmgmLHBrandp A A
depositados em substrate de micae estesforam submetidos ao spin coating (180
rpm, 20 s). As amostras foram secas em dsecador a vacuoAs imagens foram
obtidas usando o software PicoView 14.4 e posteriormente analisadas usando o

software Gwyddion 2.52.

AA
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As andlises de FTIRTGA/DTG porosidade (método de adsorcéalessorcao
usando N) e DRXforam realizadas na Central Analitica do Departamento de
Quimica- UFPRAs analises de potencial zeta e AFdram realizadas no laboratorio
BIOPOL no Departamento de FarmacidJFPRAs imagens de MET foram obtidas no
Centro de Microscopia Eletronica (CH) - UFPR.

5.9. ENSAIO DE LIBERACAR VITRCDA FAE

A liberacaoin vitro de FAE a partir das particulas hibridas foi avaliada pela
técnica de difusdo em membrana de dialise, utilizando membrana de celulose, MW
7.000, SigmgAldrich, conforme descrito anteriormente (FERREIRAet al, 2016;
NAFISIet al, 2018). Resumidamente, aamostras 1,5 mg (para LbL) e 5 mg (para
SEG), foram disperssem3 mL (para LbL) e 10 mL (para SEGJe solucdo salina
tamponada com fosfato (pH 7,4Dinédmica Quimicd ou tampao acetato (pH 5,4
Dindmica Quimicd e colocados em membranas de diadlise com ambas as
extremidades fechadas. Essas condicbes de pH destiraea imitar as condi¢cdes
foliculares (pH 7,4) e da superficie da pele (pH 5,4). Em seguida, asmibranas
foram adicionadas emum compartimento contendo 9 mL (para LbL) e 30 mL (para
SEG)das respectivas solugdes tampao. Os sistemas de entrega foram deixados a
37°C por 154 horas(para LbL) e por 48 h (para SEG)Em intervalos de tempo,
aliguotas do meio de liberacao foram retiradas e o contetdo de FAE foi determinado
por espectroscopia UWis no comprimento de onda de 274 nm com base na curva
de calibracdode FAE previamente preparada. A quantidade total de FABberada
(100%) foi considerada quando o perfil de liberacdo atingiu um platd (a
concentracdo do meio ndo mudou com o tempoApoOs os testes de liberacdo, as
amostras restantes foram secas em estufa e analisadas por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para verificar possiveis
alteracbes na estrutura das particulas apos liberacdo e a presenca de FAE

remanescente.
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5.10. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE: ENSAIOS DE VIABILIDADE E
PROLIFERACAO CELULAR

Células Balb/3T3 (clone A31, ATCECCL-163) foram usadas para avaliar a
viabilidade e proliferagcéo celular através dos ensaios de vermelho neutro (VN) e
cristal violeta (CV), respectivamentd PENDIUK GONCALVES$al, 2020; REPETTO;

DEL PESO; ZURITA, 2008; VE@XILA; PUGSLEY, 2011)As células foram
cultivadas em frascos de 25 cA(Sarstedt) em Meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM, Gibco)suplementado com Soro Fetal Bovino (SEB&ibcg a 10% e mantidos

em incubadora umidificada a 37°C, 5% GQApOs atingir 7680% de confluéncia, as
células foram lavadas com PBS a 37°C, separadguimicamente com tripsina
(Gibco) e contadas em camara de Neubauer. O ensaio defdiNonduzido usando
2.000 células por poco em placas de 96 pocos. Apds 24 h, as células foram tratadas
com 200 pL das solucdes de trabalho por 72 h, sendo o DMEM o veiquéra as

Al T OOOAO OAOGOAAAOG8 ' O AT 1T AAT OOAeePp@a AAO OT I
FAEe. 3Ej, A, A AA < para ASiQraa(tiL),NSBI§HAE(LbL)
NSIQFAE(SEG) e NSIAIgFAE(SEG grupo controle foi tratado com DMEM. ApGs 72

h, o meio decultura foi removido e as células foram incubadas com 100 uL de
011 6epi AA Al OATiga Aldrich gmtDVMEM sgré $FB. Apos 2 h de
incubacédo, os sobreadantes foram descartados e ¥Nincorporado pelas células foi
eluido com 100 pL de solucdo de acido acético glacial e alcool absoluto (1%/50%)
em agua, procedendese a leitura da absorbancia em leitor de microplacas a 540 nm
(Biotek Epoch).

Apdos a remocdo da solucdo extratora do VN, as placas foram
cuidadosamente lavadasici UCOA8 ! O Ail Ol AO A&l OAi AT OAAA
AA #6 | ¢ Vetep éBadgya. Apds 20 minutos, a solucéo foi removida, a placa
Al E 1T AOGAAA AT i UCOA A 1T AiT OAT OA &I E Al Op ATl
glacial a 33% em agua ultrapura. Absorbancia foi lida em um leitor de microplacas
a 570 nm (Biotek Epoch). Foram realizados pelo menos trés experimentos
independentes em quadruplicatas para cada técnica. O softwaBzaphPad Prism®
foi utilizado na anélise estatistica (ANOVA) e para calam a concentracao inibitoria

(ICs0) necessaria para atingir 50% da inibicdo da viabilidade celular.
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5.11. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADEMORFOLOGIA CELULAR POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das células BALB/3T3 foavaliada porMicroscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) ap0s 72 horas de exposigia FAE, NSi(LbL), NSIQFAE(LbL),
NSIAIgFAE(LbL), NSIQFAE(SEG) e NSIAIgFAE(SBGNCALVES, Jenifer Pendiak

al.,, 2021). Para isso, células (2,303 células/poco) foram semeadas em placas de

24 pocos em laminas deidro e expostas as amostraAE} v th tnn A), x nm

NSIQFAE(SEG) BISIAIgQFAE(SEG)) x v A t)mtAs fcdp@itracdes de FAE
encapsulada(75, 500 e 850t C 8-1) sdoequivalentes ao FAHivre (50, 400 e 700

[ G
NSi(LbL)j v m A 1 A);NSIQEAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbLX(u A uv i  C81 ,

t C81). As células foramAT ObT AEEGAAAO Aiil c¢chubp AA Cil 00O/

tampao de cacodilato de s6dio 0,1 al.L-1 (pH 7,2) por 1 hora, lavadas duas vezes

com o tampdo, p6sEE GAAAO AT i ppb AA OAOOEQGEAT AA

no escuro a temperatura ambiente, lavadas duas vezes com o tampdo e desidratadas

usando concentragdes cresceas de etanol. As amstras foramsubmetidas ao ponto
critico de CQ, metalizadas com ouro e observadas sob aumento de 1000x usando
um microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 636¥ operando a 15 kVTodos

os estudos envtvendo cultura celular e peleforam realizados em colaboracdo com

a professora Carolina Camargo no seu laboratério (LCIN) no Departamento de
Biologia Celular- UFPRAs imagens de MEV foram obtidas no Centro de Microscopia
Eletronica (CME)- UFPR.

5.12. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOSGEMNSENDO AS PARTICULAS
HIBRIDAS

Com base nos resultados de citotoxicidade, as particulas hibridas mais
promissoras, aquelas que mostraram maior biocompatibilidade, foram selecionadas
para prosseguirem com 0s experimentos.

As particulas mais promissoragoram levigadas e completameate dispersas
em gel Lecige? 1% (0,2% m/m de particulas). LecigeP (Lucas Meyer Cosméticos}
uma base semisolida, desenvolvida como um agente gelificantemulsificante,
compostada combinacgéo entre copolimero de acrilato de sédio e lecitifMEYER,

2023). Primeiramente, uma dispersédo aquosa das particulas foi preparada.

& Of

E
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Posteriormente, usando gral e pistilo,a dispersaofoi incorporada lentamente ao
LecigeP. Os géiscontrole foram preparados da mesma forma, porém em um deles a
FAE livre foi incorporada (GelFAE) e no outro asuspensao departiculas foi
substituida por agua purificada(Gelpuro).

A morfologia das particulas, apés incorporacao no Lecigel®, foi analisada por
Microscopia Eletrtnica de Varredura (MEV) utilizando um equipamento JEOL,
modelo JSM T300, operando a uma voltagem de 10 kV. Antes da observacgéo, os géis
foram liofilizados, congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, fraturados.
Posteriormente, todas as amostras foramevestidas com uma fina camada de ouro
por pulverizacdo catddica, utilizando o equipamento Balzers Unie&CD 030.

As propriedades reoldgicas (viscosidade e varredura de frequéncia) dos géis
foram determinadas emtemperatura ambiente (25 ° C + 0,8 C) utilizando um
Rebdmetro TA Instruments, modelo HR10equipado com uma geometria de cone (40
mm de didmetro e 350 mm de abertura)As varreduras de frequéncia oscilatoria
foram obtidas a partir de uma faixa de frequéncia de 0,01 a 10 Hz a 0,01 Pa (dentro
do regime viscoelastico linear de todas as formulagcfes testadag}s analises de
reologia foram realizadas no laboratorio BIOPOL no Departamento de Farmagia
UFPR.

Os valores @ pH de as géis forammedidos usando medidor de pH digital.
As carateristicas aganolépticas foram analisadas quanto a identificacdo de
qualquer instabilidade, alteracdo da cor ou separacéo de fas@8EHTA; RATHOD;
SHAH, 2016; SALLAM; MARIN BOSCA, 2017)

5.13. ESTUDOS DE PENETRACAO CUTANEA E FOLICEXAR/O

Orelhas de porco foram obtidas de um matadouro local e lavadas com agua
fria. As peledoram cuidadosamente removidas das orelhas usando um bisturi e, em
seguida, utilizadas nos experimentos. As peles foram retiradas de areas da orelha do
porco sem lesdes ou danos mecanicos evidentes. O estudo da penetracdo cutanea e
folicular foi realizado utilizando células de difusdo Franz (MicroettePlus Muki
Group®; Hanson Research Corporation, Chatsworth, CA, EUA) com uma éarea de
difusdo efetiva de 1,77 cm2. Os compartimentos receptores das células de difusao

Franz foram preenchidos com tampéo fosfatsalino (PBS, 0,01 M Dinamica
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Quimica em pH 7,4 e as amostras de pele de porco foram montadas nas células de
difusdo Franz com o estrato corneo voltado para cima. A solu¢cdo PBS foi agitada
magneticamente a 300 rpm e mantida a 32 + 0,5 °C em banmaria.

As particulas hibridas mais promissoragoram marcadas com o fluoroforo
fluoresceina (FITC, Sigma Aldrich para serem utilizada na investigacdo da
penetracdo cutanea edlicular. As particulas hibridas marcadazom FITCforam
preparadas seguindo 8 mesmaos métodos de sintese descritg ha Secdo 5.5porém
com algumas modificacbes.Para as particulas obtidas pelo método LbL,-3
Aminopropil)trietoxissilano (APTES, Sigma Aldrich foi usado pai funcionalizar o
FITCa rede de silicaUm conjugado de FITC e APTES preparado misturando 1,6
mg de FITC e 0,15 mL de APTES em 0,2 mL de etanol. Esta mistura foi deixada em
agitacao por 4h no escuro. O conjugado foi adicionado a solu¢céo de TEOS e o método
de sintese seguiu o descritma Secdo 5.5l. No caso das particals obtidas pelo
método SEG, a FAE foi substituigeor FITC(1,6 mg) durante o processo de sintese
descrito na Secdo 5.5.2Apdés as sinteses, as particulas marcadas foram
cuidadosamente dispersagm gel Lecigel® (0,2% p/p de particulasformando uma
formulacao tépica

As peles foram tratadas com 300 mg d& formulagBestopicas contendo as
particulas marcadas com FITCcom e sem a aplicacdo de massagenmanual. A
massagem foi realizada no sentido horario por 30 segundos, utilizando o0 mesmo
dedo indicador damesma pessoa. Os experimentos foram realizados sob ocluséo
por 20 horas, tempo o qual a fungcéo de barreira da pele permanece intacGomo
controle, uma formulago tépica com FITC livre (GeFITC) foi preparada com a
mesma quantidade de FITQisada para macar as particulase essa formulacao
também foi aplicada napele. Apds 20 horas, @peles foramremovidas da célula de
Franz, imersa em solucdes de glicose (15% e 30%Dinamica Quimicy
criopreservadas e seccionada usando um criostato (Leica CM1850)As sec¢desdas
pelesi co t i AA AOPAOOBOAQ & OAI Aiili AAAAO
com paraformaldeido (Dinamica Quimica)a 2% diluido em PBS por 20 minutos.
Posteriormente, as secfes foram lavadas com PBS. ApOs esse processo, meio de
montagem can DAPI (4',6'-diamino-2-fenilindol, Sigma Aldrich) foi aplicado nas
laminas e, apos 2 horas, elas foram seladas. As amostras foram analisadas usando

um microscopio confocal A1R MP + Nikos analises de permeacédo cutanea foram

Al
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realizadas no laboratério LQCVEG do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular - UFPRAs imagens de microscopia confocal foram obtidas r@entro de

Tecnologias Avancadas em Fluorescéncia (CTARYFPR.
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6. RESULTADOE DISCUSSOES

6.1. AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA BAE POR CLAE

A composicao quimica de unmaterial vegetal é formada por uma mistura
complexa de compostos quimicos. Estaode variar consideravelmente dependendo
de fatores ambientais e genéticos, o que pode dificultar a avaliagdo da qualidade,
seguranca e eficacia de materiais oriundos de plantéSRESTANELLO ARGENEA
al., 2011). Assim, fatores como identificacdo e doseamento dos principios ativos
contidos no material vegetal devem ser levados em consideracdo no controle de
qualidade da matériaprima vegetal.

A Figua 23 mostra o perfil cromatogréafico a 274 nm da Fracdo Acetato de
Etila obtida a partir do extrato bruto daS. adstringengFAE) adquirida através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UVIS). O cromatograma mostra
boa separacao entre opicos, com o acido gélico, galocatequina, epigalocatequina e
epigalocatequina3-O-galato apresentando tempos de retencdo de 8,467 min,
10,907 min, 13,037 min e 16,617 min, respectivamente. Os picos cromatograficos

obtidos apresentamse simétricos e com boaesolucao da linha de base.

FIGURAZ23 z Cromatograma da fragdo acetato de etila obtido a partir do extrato bruto do S.
adstringens identificando os picos de &cido galico (AG), galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC)
e epigalo@atequina-3-O-galato (EGCG).
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A Tabeh 2 exibe os teores (ug/mL) de epigalocatequing-O-galato,
epigalocatequina e galocatequina encontrada na FAE, sendo a epigalocateqidna
O-galato representada pelo pco majoritario na Figura23, apresentandoo maior

teor.

TABELAZ 7 Teores de epigalocatequing8-O-galato, epigalocatequina e galocatequina encontrada na
fracéo acetato de etila obtida a partir do extrato bruto da S. adstringens (FAE).

CONCENTRAGAQug/mL),[ @ M mrp ]

Epigalocatequina -3-0-galato Epigalocatequina Galocatequina
32,0+ 0,2 30,0+ 0,1 27,5+0,2
FAE
(1,2%) (0,6 %) (1,7 %)

Fonte: a autora (2024).

No estudo de Nascimento et al. (2013), o extrato etandlico da casca do caule
de S. adstringenspresentou teores 13,15 + 0,23 ug/mL para galocatequina e 13,40
+ 0,15 pg/mL para epigalocatequine3-O-galato (DO NASCIMENT@t al, 2013). A
FAE apresentou teores mais elevados desses compostos em comparagao aos
encontrados no extrato etandlico da casca do caule & adstringns Através de
CLAEDAD foi observado a presenca de epigalocatequi#3aO-galato em menor
concentracdo que acido galico em uma fracdo aquosa do extrato das folhasSde
adstringens(SABNOet al,, 2018).

6.2. AVALIACAO DATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FAE

A FAE também foi avaliada quanto a atividade antioxidantesando o ensaio
de eliminacgéo de radicais 2,2difenil-1-pocrilhidrazil (DPPH). A técnica baseise na
transferéncia de elétrons,onde por acdo de um antioxidanteou uma espécie
radicalar, o DPPH que possui cor purpura é reduzido formando diferpicril -
hidrazina, de coloracdo amarela, comonsequentedesaparecimento da absorcéo,
podendo a mesmaser monitorada pelo decréscimo da abstancia. A partir dos
dadosobtidos, determinou-se o ICso da FAE, que faile 5,8 + 0,3t C ¥ [Valores de
ICs0 baixos indicam alta atividade antioxidante. De acordo comhongpaichit et al.
(2007), extratos que possuem valores de §€abaixo dev ™1 t GFolconsiderados
como possuindo forte atividade antioxidantg PHONGPAICHIEt al, 2007). A FAE

demostrou ter uma atividade antioxdante superior a vitamina C. A vitamina C (acido
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ascorbico), um conhecido potente antioxidanteem ensaio de DPPhostrou um IGso
AA o¢h p (NARIYAEL al, 2013).

A pele estd constantemente exposta a Vvarios agentes pRidantes
(ambientais e enddgenos) queroduzem espécies reativas de oxigénio (EROs), as
quais podem causar danos aos constituintes celulares, como lipidios da membrana
celular, proteinas e acidos nucleicos (por exemplo, DNABICKERS; ATHAR, 2006;
ZENGet al, 2023). O estresse oxidativaniciado por EROglemostrou ser um indutor
da queda de cabeloe do surgimento daacne (BAKRY et al, 2014; VORA;
SRIVASTAVA; MODI, 2018; YENH al., 2015). Descobridse que pode haverum
aumento do estresse oxidativeem pacientes jovens com alopecia androgenética de
inicio precoce e em pacientes com acne vulgatAL-SHOBAILI, 2014; KAYA
ERDOGANMt al., 2017). Além disso, haelatos na literaturaque o estresse oxidativo
pode causarsenescéncia das células da papila dérmica (CPEBAHTAEet al, 2008).

As CPDs sé&o um reservatorio de fatores de crescimento, nutrientes, citocinas e
célulastronco multipotentes, tendo um papel importante no crescimento e no
desenvolvimento dos foliculos piloso§DRISKELLet al, 2011).

Como mostrado noperfil cromatografico, a composicdo da FAE em sua
maioria é de catequinas. As catequinas sao fitocompostos da familia dos polifendis e
sao substancias bem estudadas com efeitos antioxidantes comprovados. Por conter
em sua estrutura muitos grupos hidroxilas, as catequinas sdoiminadores de
radicais livres altamente eficazes em comparagdo com muitos outros antioxidantes
padrdo, como &cido ascorbico, tocoferol e trolofBAE et al., 2020). Portanto, os
fitocompostos da FAE, além de serem potenciais inibidores da enzimaaka-
redutase, podem atuar na reducdo do estresse oxidativo dentro do foliculo piloso

colaborandocom a homeostase do€PDs.

6.3. DOCAGEM MOLECULABSTUDQN SILICQ

A Docagen Molecular, também conhecida como Acoplamento molecular,
' T AT OAGCAT 11 DoBkh®ihAG 1T RAADDT AA 11T AAT ACAI
método que visa prever a melhor conformagé&o/orientagdo de um ligante no sitio de
ligacdo de uma proteina (receptor) para formaum complexo estavellsto permite
estudar o comportamento de pequenas moléculas, tais como fitoativos, dentro do

local de ligacdo de uma proteina alvo e compreender o processo bioquimico
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fundamental subjacente desta interacdoA Docagem Molecular tornotse uma
ferramenta cada vez mais importante para a descoberta de medicament@sGUet
al., 2023; MENGet al,, 2011).

O processo dedocking envolve duas etapas bésicas: previsdo da
conformacdao do ligante (geralmente uma mécula pequena), bem como sua posi¢ao
e orientacdo dentro do sitio de ligacdo da proteina (geralmente referido como pose)
e avaliacao da afinidade de ligacd®dENGet al, 2011).

Apoés conhecimento da eamposicao quimica da FAE foi realizado estudo
silicode Docagem molecular a fim dee prever as possiveis interacdes e afinidades
de ligacao da &alfa-redutase do tipo 1 e 2 com os potenciais inibidores¢ido galico,
epigalocatequina, galocatequina e pegalocatequina3-O-galato). A finasterida,
medicamento padrdeouro, um conhecido inibidor da enzima &alfa-redutase, foi
usado como controle positivo em termos de comparacao.

A enzima 5alfa-redutase apresenta duas isoformas principais. A isoforma
do tipo 1 localizase nas glandulas sebaceas, queratinécitos e glandulas sudoriparas.
Em contraste, a isoforma do tipo 2 esta presente no tecido prostatico e em certas
regides dos foiculos pilosos terminais. A enzima f&lfa-redutase do tipo 2
desempenha um papel maior no hirsutismo e na alopecia androgenética, enquanto
a enzima do tipo 1 atua predominantemente na acngHO; SOOD; ZITO, 2021,
THIBOUTOT, Dianet al.,, 2000).

O local de ancoragem moleculag osaminoéacidos do local de ancoragema
estrutura da 5-alfa-redutase tipo 1 e tipo2 foram identificados (Figura A2.2,
Apéndice 2. Todos os compostos estudados apresentaram interacdo com 0S
aminodacidos presentes no local de ancoragem na estrutura daafa-redutase tipo

1 e tipo 2conforme mostrado nas Figuras 24 e 25
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FIGURA24 7 1) Locais de ancoragem da finasterida (inibidor sintético) e dos potenciais inibidores
(acido galico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequiBaD-galato) com menor energia

absoluta (kcal/mol) na estrutura da 5alfa-redutase tipo 1.2) Diagramas de interacdo 3D dos
potenciais inibidores com os aminoacidos da-alfa-redutase tipo 1. 3) Diagramas de interacao 2D
dos potenciais inibidores com os aminoacidos da-&lfa-redutase tipo 1.
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FIGURAR25 7 1) Locais de ancoragem da finasterida (inibidor sintético) e dos potenciais inibidores
(acido galico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequiBaD-galato) com menor energia

absoluta (kcal/mol) na estrutura da 5alfa-redutase tipo 2.2) Diagramas de interacdo 3D dos
potenciais inibidores com os aminoacidos da-alfa-redutase tipo 2. 3) Diagramas de interacao 2D
dos potenciais inibidores com os aminoacidos da-&lfa-redutase tipo 2.
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Os valores de afinidades de ligacéo indicam as possibilidades de ligagdo dos
ligantes (acido galico, epigalocatequina, galocatequina e epigalocatequiBeD-
galato) com as proteinas alvo (enzima$-alfa-redutase tipo 1 e tipo 3. A afinidade
de ligacdo maisbaixa (valor negativo mais alto) € projetada para especificar a

melhor interagcdo possivel KHANTHAMet al, 2021). Os compostos avaliados no
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estudo deDocagem molecular apresentaram afinidades de ligagdo com as enzimas
5-alfa-redutase tipo 1 e tipo2 conforme mostrado na Tab& 3 e 4. As Tabelas 3 e 4
também mostram quais tipos de interagdes os potenciais inibidores realizam com

osaminodcidos do local de ancoragem na estrutura d@&nzimas.

TABELAS3 7z Afinidades de ligacéo e tipos de interacdes entre os compostos inibidores e a enzima 5
alfa-redutase tipo 1.

COMPOSTOS INIBIDORES AFINIDADE INTERACAO COM OS AMINOACIDOS DA 5

DE LIGACAO ALFA-REDUTASE TIPO 1
Finasterida -8,9 kcal/mol  Interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
Acido gélico -6,5 kcal/mol  Interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
Epigalocatequina -8,3 kcal/mol  Interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio
Galocatequina -9,2 kcal/mol Pontes de hidrogénio
. . -10,4 ~ . - . A
Epigalocatequina -3-o0-galato keal/mol InteracBes hidrofobicas e pontes de hidrogénio

Fonte: a autora(2024).

TABELA4 7z Afinidades de ligagéo e tipos de intera¢des entre 0s compostos inibidores e a enzima 5
alfa-redutase tipo 2.

AFINIDADE INTERACAO COM OS AMINOACIDOS DA 5

COMPOSTOS INIBIDORES DE LIGAGAO ALFA-REDUTASE TIPO 2

Finasterida -10,3 kcal/mol  Interag6es hidrofdbicas e pontes de hidrogénio

Interag6es hidrofobicas, interacdes

Acido galico 6,4 keal/mol eletrostaticas e pontes de hidrogénio
Epigalocatequina -9,0 kcal/mol  Interagbes hidrofobicas e pontes de hidrogénio
Galocatequina -9,2 kcal/mol Pontes dehidrogénio

Epigalocatequina -3-o-
galato
Fonte: a autora(2024).

Interag6es hidrofobicas, interacdes

-11,0 keal/mol eletrostéticas e pontes de hidrogénio

Na estrutura da 5alfa-redutase tipo 1, a finasterida apresentou uma
afinidade de ligacdo de8,9 kcal/mol, interagindo com o aminoécido LEU172 por
meio de interacdes hidrofobicas e com TYR240 através de pontes de hidrogénio. Ja
a galocatequina, com uma afidade de ligacdo maior {9,2 kcal/mol), interagiu com
0os aminoacidos TYR95, CYS124, GLU202 e THR225 por meio de pontes de

hidrogénio. Por sua vez, o composto epigalocatequiiaO-galato exibiu a maior
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afinidade de ligacdo,-10,4 kcal/mol, superando tanto a finasterida quanto a
galocatequina. Esse composto interagiu com os aminocidos TYR38, TYR95,
CYS124, ASP169 e GLU202 por pontes de hidrogénio, além de TRP56 e TYR199 por
interacdes hidrofébicas. As multiplas ligacdes observadas para a epigalocatequina
3-O-galato e a galocatequina parecem ter contribuido para o aumento da afinidade
de ligacédo desses compostos com aafa-redutase tipo 1.

Para a enzima Ealfa-redutase tipo 2, a finasterida apresentou uma
afinidade de ligacdo de10,3 kcal/mol. Com base na&ua posicdo de ancoragem na
estrutura da enzima, o composto interagiu com o aminoacido PHE223 por meio de
interacOes hidrofébicas, e com TRP201 e SER220 através de pontes de hidrogénio.

A epigalocatequina3-O-galato, por sua vez, demonstrou uma afinidadge
ligacdo superior a da finasterida {11,0 kcal/mol contra -10,3 kcal/mol). Este
composto interagiu com os aminoacidos TRP53, ARG171 e TYR235 através de
pontes de hidrogénio; com ARG171 por meio de interacdes eletrostaticas; e com
LEU167, LEU170 e TYR17&or interagbes hidrofobicas. Diferentemente da
finasterida, a epigalocatequina3-O-galato formou ligacdes em varias posicoes
adicionais, incluindo um novo tipo de interacdo, a eletrostatica. Essas mdltiplas
ligacdes (sete no total) contribuiram para uma afidade de ligacdo aumentada entre
o galato de epigalocatequina e a enzimadfa-redutase tipo 2.

De acordo com os dados obtidos, a epigalocatequiieo-galato apresentou
maior afinidade de ligacdo {10,4 e -11,0 kcal/mol), tanto para enzima 5alfa-
redutase tipo 1 quanto para o tipo 2, sugerindo que este ativo pode ser capaz de
inibir as enzimas b5alfa-redutase tipo 1 e tipo 2 de forma superior que o
medicamento padraeouro, finasterida, o qual mostrou menores afinidades de
ligacdo ¢8,9 e-10,3 kcal/mol). O extrato bruto de barbatim&o, em estudo clinico
anterior (VICENTEet al, 2009), mostrou ser capaz de suprimir 0 crescimento e
diminuir o nimero de pelos terminais em 60,98%, além de reduzir a acne. Os
autores atribuiram essas atividades ao efeito inibitorio do extrato sobre@nzimab-
alfa-redutase. Os resultados da Docagem molecular corrobanae justificam essas
constatacdesdo estudo clinico, pois todos 0s compostos investigados no estuito
silico demostraram interagir com as enzimas, com maior ou menor afinidad
indicando que existeum efeito sinérgico entre oscompostos presentes no extrato

do barbatimdo. Levando em consideracdo os dados da CLAE, com a
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epigalocatequina3-o-galato mostrando ser ocomposto majoritério, os resultados
da Docagem molecular apontam para uma maior atividade inibitéria da Frag&o
Acetato de Etila obtida a partir do extrato bruto do barbatiméo (FAE) sobrenzimas
5-alfa-redutase tipo 1 e tipo 2. No entanto, € necessariorcelacionar as energias de
interacao calculadas, bem como os aminoacidos de interacédo e tipo de interagdo com
os valores de inibicdo obtidos experimentalmente.

No trabalho de Zamani (202}, foram observados valores de afinidade de
ligacdo a enzima Ealfa-redutase tipo 1 de -9,9 e -9,4 kcal/mol para
epigalocatequina3-O-galato e epigalocatequina, rgpectivamente, valores préximos
aos encontrados neste estudqZAMANI; MOKHTARI; DEHGHANIAN, 2021Em
outra pesquisa, foi relatado um valor de afinidade de lagdo de-6,9 kcal/mol para
agalocatequina com a enzima-alfa-redutase tipo 2(KHANTHAMet al,, 2021).

Apesar do granddnteresse pelascatequinasextraidas de plantaselas ainda
sdo pouco utilizadas na industria cosmética. Isto pode ser devido a dificil
permeabilidade da pele, resultante em parte da natureza quimica das catequinas,
que podem interagir com odipidios da pele, e em parte da sua natureza hidrafih,
por causa dosnumerosos grupos hidroxilas em sua estruturdMESSIRE; SERREAU;
BERTEINARABOIN, 2023) Além disso, esses compostos também podem sofrer
degradacédo por luz, temperatura, oxigénio e enzimagMESSIRE; SERREAU,;
BERTEINARABOIN, 2023) Para superar essaBmitacdes, 0s pesquisadoresestao
investindo em formulacdes baseadas no encapsulamento dessas moléculd3
encapsulamento permite aumentar a permeabilidade cutanea desses ativos e
reduzir a sua degradacdoA fim de aumentar a permeacéo cutanea e folicular das
catequinas da FAE e protegkas da degradacao, a FAE foi encapsulada nas particulas

hibridas desilica/quitosanae de silica/alginato de sodio.

6.4. SINTESE E CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS HIiBRIDAS OBTIDAS PELO
METODO LBL ENCAPSULANDO FAE

Para obtencdo dasparticulas hibridas estimuleresponsivas ao pH pelo
método Layer by Layer(LbL), as particulas de silica porosa foram sintetizadas
através do métodoStdber modificadq a FAE foi carregada nos poros das particulas
e posteriormenteas particulas foranrevestidas com quitosana ou alginato de sodio.

Métodos Stober modificados tém sido amplamda empregadospara preparar
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particulas de tamanho uniforme com diferentes tamanhos de poros e parametros
estruturais.

A morfologia e o tamanho das particulas foram analisados por MET. As
micrografias de MET mostraram que as particulas hibridas eram esféricas (Fig.
26A1, 26B1 e 2€1) e mwlidispersas em tamanho (Fig. 26A2, 26B2 e P&), com
distribuicdo de tamanho entre 206600 nm. Essa caracteristica € favoravel para a
aplicacéo proposta, uma vez que o uso de diferentes tamanhos de particulas permite
direciona-las seletvamente para diferentes locais dentro do foliculo capilar. O
infundibulo, a glandula sebacea e a regido do bulbo sdo estrutwaso importantes
dentro do foliculo capilar(PATZELTet al, 2011). Nos casos de hirsutismo e alopecia
androgenética, o direcionamento direto para a area do bulbo capilar € desejavel,
uma vez que o processo de formacédo de DHT a partir da testosterona vialta-
redutase com subsequente ligacdo de DHT aos receptores deragénio ocorre nas
células da papila dérmica. No entanto, para acne, é desejavel direcionar a regido da
glandula sebacea, onde a enzimadifa-redutase também esta presente, formando
DHT a partir da testosterona. DHT estimula as glandulas sebaceas a prackm
sebo, contribuindo assim para o surgimento e manutencdo desta dermatose
(TAMPUCCEt al, 2022).

As particulas de silica (NSi(LbL)) possuem natureza porosa com pequenos
poros centro-radiais conforme observado na Figura 281 e um didmetro médio de
320 £ 75 nm((32 = 8) x 10 nm). Uma melhor observacao dos poros pode ser vista
na Figura A4 no Apéndice Zstrutura porosa semelhante foi observada no trabalho
de Li et al. (2018)(LI, Jieet al, 2018). A porosidade foi confirmada pela analise de
isoterma de adsorcdo/dessorcao de nitrogénio (Figura 30). Apds a encapsulacéo da
FAE e orevestimento dos NSIFAE(LbL) com uma camada de quitosana,
NSIQFAE(LbL), foi observado um aumento no tamanho para 387 + 93 (89 + 9)

x 10 nm). Também foi possivel notar a presen¢a de uma camada externa lisa e fina,
indicando a adicdo de polimero (Figura26B1). Sugerese que aespessuradessa
camada € de cerca del nm.O mesmo ocorreu para a amostra NSIAIgFAE(LbL) apos
o carregamento da FAE e o revestimento dos NSIFAE(LbL) com uma camada de
alginato de sadio. O diametro médio aumentou para 335 £ 94 n{{84 + 9) x 10 nm)

e sugere-se que aespessurada camada de polimero foi de aproximadamente Iim

(Figura 26C1). Além disso, o preenchimento dos poros de NSi(LbL) com FAE e o
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revestimento com os polimeros podem ser evidenciados pela natureza mais escura
das particulas NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbL) ao observar a diferenca de
contraste das imagens, onde a visualizacao dos poros foi reduzida em um aumento
consideravel de 60 kxEgas constatacdes podem ser melhor visualizadas na Figura
A4 no Apendice 4Esta peculiaridade também foi detectada em imagem de MET de
nanoparticulas de silica mesoporosas encapsulando o farmaco antimicrobiano
dicloridrato de octenidina (STEWART; FINER; HATTON, 2018)

FIGURA26 - Imagens de MET de NSi(LbL) (A1), NSIQFAE(LbL) (B1) e NSIAIgFAE(LbL) (C1) e a
distribuicdo de tamanho de particulas de NSi(LbL) (A2), NSIQFAE(LbL) (B2) e NSiAIgFAE(LbL) (C2).
Profundidades em micrédmetros das estruturasalvo (infundibulo, glandula sebaceae regido do
bulbo) nos foliculos pilosos terminais (D) e foliculos pilosos velus (E).
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Fonte: a autora (2024).

Com base nesses resultados, as particulas hibridas atingiram o tamanho
ideal para a aplicacéo pretendidaO tamanho das particulas que tem uma influéncia

significativa na penetragéo folicular. Sistemas carreadores de ativos de tamanho
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apropriado desempenham um papel crucial na penetracdo entre varias camadas da
pele e no direcionamento a locais especificos uigo do foliculo capilar (GUet al,
2022).

De acordo com Lademann et al. (2011), o tamha ideal para uma
penetracdo mais profunda das particulas nos foliculos pilosos sitis® entre 300 nm
e 600 nm, o que corresponde aproximadamente ao tamanho da cuticula do cabelo
humano, que € encontrado na regido de 530 nfLADEMANN, Jet al, 2011).
Dependendo do tamanho da particula, diferentes profundidades e, portanto,
diferentes estruturas-alvo dentro dos foliculos pilosospodem ser alcancadas
(Figura 26D e 2@). Em casos em que a regido do infundibulo representa a zena
alvo, tanto particulas pequenas quanto grandes (122 nm e 860 nm) parecem ser as
mais adequadas, enquanto particulas de tamanhos intermediarios, em torno de 230
300 nm, tendem a penetrar na regido das glandulas sebdaceas. Particulas com
tamanho de 47@643 nm penetram profundamente no foliculo capilar, atingindo a
regido do bulbo capilar(PATZELTet al, 2011). Particulas menores que 100 nm, por
sua vez, ocasionalmente podem permear a pele e/ou a barreira folicular, atingindo
os tecidos perifoliculares ou vasos sanguined¥ AMPUCCEt al, 2022), que ndo sao
os locaisalvo deste estudo.

As amostras NSIQFAE(LbL) e NSIiAIgFAE(LbL) apresentaram particulas com
tamanhoadequado para entreg de FAE &egido mais profunda dos foliculos pilosos
(bulbo capilar) (entre 300-600 nm) e as glandulas sebaceas (ent230-300 nm)
(Fig. 26B2 €26C2).

O método LbL foi empregado com sucesso na producdo das particulas
NSIQFAE(LbL) eNSIAIg-AE(LbL), como e&idenciado pelas medi¢cdes do potencial
zeta (Fig. 27A e Z/B). A particulade silica ndo encapsulada, NSi(LbLapresentou
umpoOAT AEAT UA OAe H8AQ) AdéGvitl®4 prepenca 8e grupos hidroxila
(grupos silandis) na superficie da silica. Os grupos hidroxila na superficie das
particulas de silica sédo desprotonados quando o pH da solugédo é menor do que o
ponto isoelétrico da silica(préximo do pH 2), produzindo assim cargas negativas na
superficie (SHINet al, 2008).

Apos a encapsulacéo da fracdo de acetato de etila (FAE) obtida do extrato da
casca do Barbatimdona NSi(LbL) o OAT T O AA ¥ AA2®O O DPAOA
(NSIFAE(LbL)).Os taninos presentes na FAE possuem varios grupos hidroxilas (OH
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) na sua estrutura (Fig. 10), permitindo a acomodacao dos taninos nos poros da silica
por ligagéo de hidrogénio entre as hidroxila?ara aamostraNSIQFAE(LbL)sugere-

se (devido a barra de erro)que o revestimento da NSIFAE(LbL) com quitosana
resultouemumaument T 1T OAI T O Al=+04+GAMAELAIL xDA OAR
mV), o que esta de acordo com a presenca de grupos de anpnatonados (NHs*)

na quitosana. Br sua vez, a amostraNSiAIgFAE(LbL) ap6s o revestimentoda
NSIFAE(LbL)com alginato de sddio, manteve um potencial zeta negativo, embora
Il ECAEOAI AT OA EAR2HA10mV((RE A ® FD@)ho que é consistente
com a presenca do polimero anidnico. Os resultados do potencial zeta confirmaram
a adsorcdo berrsucedda de todas as camadas na NSi(Lhlgendo a primeira
camada a NSi(LbL)asegunda camada a FAE a terceira camada 0s respectivos

polimeros, quitosana oualginato de sadio.

FIGURA27 - Potencial zeta (em mV) de NSi(LbL) (particulas de silica nuas), NSiIFAE(LbL) (NSi(LbL)
com uma camada de FAE adsorvida), NSIQFAE(LbL) (NSIFAE(LbL) com uma camada de quitosana
adsorvida) eNSIAIgFAE(LbL) (NSIFAE(LbL) com uma camada de alginato de sédio adsorvida).
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Fonte: a autora (2024).

Juntamente com o tamanho, alguns estudos indicam que a carga superficial
das particulas pode afetar a capacidade e o mecanismo de penetracdo folic(hdr
MAHROOQI; KHUTORYANSKIY; WILLIAMS, 2022)beneficio da carga superficial
na promocdo da penetracdo folicular e entrada departiculas néo esta
completamente estabelecido. Estudos existentes mostraram resultados conflitantes,
e, portanto, ndo ha consenso sobre o assunto. Uma vez que a pele e oladdém
carga negativa em sua superficie sob condicdes fisiologicas, a carga sfigat das

particulas pode desempenhar um papel no comportamento de penetracéo folicular
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(LIANGet al, 2013). InteragBes eletrostaticas entre particulas catidnicas e a pele e 0
cabelo negativamente carregados poderiam facilitar maior aderéncia e
permanéncia, mas também poderiam dificultar a érada e penetracéo folicular das
particulas, dependendo do grau de aderéncia a superficie da pele pelo. Para
particulas anidnicas, a reduzida interac@o efeostética com a pele e o pelpoderia
facilitar sua entrada e penetracdo no canal folicular apés aplicagdo na pele. Por
outro lado, a falta de interacdo entre particlas aniénicas e a pele ou pelpoderia
resultar na sua remocao.

A espectroscopia nanfravermelho por transformada de Fourier (FTIR)foi
aplicada para caracterizar grupos funcionais e comp@;ao quimica dagarticulas
hibridas. As Figuras 28A e 2B modram os espectros de FTIR do FAE, quitosana
purificada (Q), alginato de sodio (Alg) e as amostras NSi(LbL), NSIFAE(LbL),
NSiQ(LbL), NSikg(LbL), NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbLYo espectro deNSi(LbL)
(particula de silicavazigh A AAT AA AAOAAOAAA Ai O1 01T AA
O1 011 AA poeom Al wio AT OOAODI T AAT AT O 11T AT O |
de -OH. Esses modos estdo relaciados aos grupos hidroxila da silica e/ou agua
adsorvida na superficie, indicando a presenca de numerosos grupbilroxila na
superficie dos NSi(LbL3 ! OACEPT AT OOA pcun A xnn Al wi
digital" da redede silica(SANTOS; MARINO; RIEGEIDOTTI, 2019) As bandas que
APAOAAAIT Al p mnyatribullas pas engdoghidosotiansversais (TQ e

oticos longitudinais (LO) daSiQ, correspondem ao estiramento de Sb-Si. Outras

AAT AAO &I OAI AT AT 1T OOAAAO Al O1 01T AA woemh )
wen Al wo AOOU OAI AAEIT T AA/SiOB. A® BaAdasdeinyds AA A O
Al wo A vee Al woh AT OOAODPI T AAT OAO AT O 11 AT O

flexdo das ligacdes SD-Si(PENAet al, 2016; SANTOS; MARINO; RIEGEIDOTTI,

2019). Todas as amostras dearticulas hibridas exibiram as tipicas bandas de

OEAOAepri AA OAAA AA Opil EAAh NOA APAOAAAI Al
A banda correspondente ao estiramento de -B foi identificada nas

amostras NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbL) em um numero de onda diferente (2981

Al woq Al AT T PAOAeprT ATl 1 jcwxe Alwioqh !'IC
sugere gpresenca de FAE encapsulasgm NSi(LbL) e alginato de sédio ou quitosana
OAOAOOET Al . 3E&! % , A, qsa . A Ai1T OOOA .3E&! %j ,

corresponde a vibracao de deformacéo do grupo fendl-OH presente nos polifendis
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contidos na FAE (LATOSBROZIO; MASEK, 2020)especialmente o0s taninos,
indicando também a presenca do FAE encapsulada.
A presenca de quitosana em NSIQ(LbL) e NSIQFAE(LbL) foi confirmada pelo

aparecimento da bandaAi OT OT 1T AA pvut €), chrtespondent& & COOA ¢
vibragaode flexdo de NH no grupo amina e vibragdes de amida Il. A banda em 1544
Al wo i AAOI T AAAA Ai Al i pAOAepi ATl A NOEOT C

inferir que a interacao silicaquitosana ocorre via gruposNH da quitosana e grupos
-OH da FAE e da St (SANTOSt al, 2022).

Geralmente, osdeslocamentos de numero de onda s&o resultado da
presenca de ligacdes de hidrogénio com grupos silandis. A banda larga, com maximo
Al Dotouv Aiwoh i OEPEAAI AT OA AOOI AGAAA A |
na superficie da silica(CAPELETTIet al, 2014). Na amostra NSIAIgFAE(LbL), a
AAT AA Al octouv Al wi j ACOBAd RAAAAR BAAOEOAT Ap C
(Figura28$ 8 %OOA AAOI T AAI AT O ZOGHHA#Mginkidddk T O CO
sédio formam ligacdes de hidrogénio com grupos silandis da particula de silica. Além
AEOCOT h A AAT AA Al pccoe Al wo O £OA Oi AAOGIT A
amostras contendo sita. Esse deslocamento € atribuido aos grupos orgéanicos
presentes no alginato de sédio, que introduzem deformacdes locais na rede de silica
para acomodar o polimerd CAPELETTEt al, 2014).
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FIGURA28 - Espectros de FTIR, em A) NSi(LbL), quitosana, FAE, NSiQ(LbL), NSIFAE(LbL) e

NSIQFAE(LbL) e em B) NSi(LbL),

alginato de sddio,

FAE, NSiAlg(LbL), NSIiFAE(LbL) e

NSIAIgFAE(LbL).C) Grafico ampliado para as amostras NSi(LbL), NSiQ(LbL) e NSIQFAE(LbL). D)
Gréfico ampliado para as amostras alginato de sodio, NSi(LbL) e NSIAIgFAE(LbL).
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Fonte: a autora (2024).

A cristalinidade das amostras foi estudada usando difracdo de rais

(DRX), como mostrado na Figura 29. NSi(LbL) apresentou um pico caracteristico

Ailpl 1T A c¢f AA

¢gJh

AT OOAODI 1T AAT OA > U

(NARAYAN et al, 2021). O padrdao de DRX da quitosana exibiu seus picos
semicristalinos cahk AOA Op OOE AT O (HE etcal, 20E6). @ padrdoAle RX J

do alginato de sddio mostrou picos caracteristicos a 12,5° e 21,5°, indicando que o

AOOO«
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polimero estava no estado semicristalingMASOODet al, 2022).0 EAT O ACOAT O AA
= 29z85° representamA  OACEbiI AOEOOAI ET A AT O Pyl EOOAAS
10° e 1(¢23°, caracterizam a regiao amorf@VEBSTER; HALLING; GRANT, 2007)

No entanto, apds o carregamento da FAE restrutura do NSi(LbL) e
subsequente revestimento cono alginato de sédiq formando a particula hibrida
NSIAIgFAE(LbL) os picos relacionados ao polimermdo foram observadosnos
padroes de DRX dastrutura de NSIAIQFAE(LbL) Isso indica a amorfizagdo do
polimero apoés interacao fisicaquimica com NSIFAE(LbL)resultando em menor
cristalinidade apdsa sintese daparticula hibrida NSIAIQFAE(LbL).No caso da
particula hibrida NSIQFAE(bL), contendo quitosana,o pico relacionadoa regido
cristalina da quitosana foi detectado nos padrbes de DRXla edrutura de
NSIQFAE(LbL), sugerindo que a interacdo fisiguimica com a superficie de
NSIFAE(LbL) ndo alterou a cristalinidade do polimero.

Tanto NSIAIgFAE(LbL) quanto NSIQFAE(LbL) apresentaram um pico amplo
nafaixade19°-¢ o Jh AT i1 1T 1T U@EIT Al ¢J E ¢chedh

particulas hibridas, assim como NSi(LbL). O estudo do grau de cristalinidade de

m
—_
>

materiais a base de silica é importante, pois essa caracteristica pode influenciar a
biocompatibilidade desses materiais.

Os perfis de degradacao térmica dos matais sdo mostrados na Figura 29B
e 29C. A amostra NSi(LbL) apresentou um evento de perda de massa, até 215 °C, o
que corresponde a perda de agua adsorvida. Entre 2900 °C, una pequena perda
de massa de 2,80 esta relacionada aos grupos hidroxilas residuais. No caso da
amostra NSIFAE(LbL), a baixa perda de agua observada até 120 °C sugere que a agua
adsorvida nos NSi(LbL) foi substituida pela FAE, que foi adsorvida nos poros das
particulas de silca. Além diso, dois outros eventos apareceran©O primeiro, entre
200 °C e 400 °C, pode ser atribuido a perda de massa da FAE encapsulada e o
segundo, entre 400 °C e 800 °C, refese a perda de massa de matéria organica
residual. A perda total de mssa doNSIFAE(LbL) foi de 19,4%, com 16%3
correspondendo a FAE encapsulada. Por outro lado, as amostras NSIQFAE(LbL) e
NSIAIgFAE(LbL) apresentam uma perda de massa maior em comparagdo com o
NSIFAE(bL), com valores de 25,5% e 209, respectivamente. Isso se deva
presenca dos polissacarideos, quitosana e algimatde sodio, revestindo
NSIFAE(LbL) Na cuva de NSIQFAE(LbL)trés eventos podem ser identificados: a
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perda de massa de agua (até 140 °C), a perda de masdadionada a decomposicao
da FAE encapsuladé§140-400°C) e a perda de massa relacionada a decomposicao
do revestimento de quitosana (400730°C). A porcentagem de massa @pitosana
que reveste NSIFAE(LbL¢ de 61%. Da mesma forma, o NSiAlgFAE (Lbapresentou
um evento de perda de agua até 160°C e daventos térmicos entre 160400°C e
400-730°C, correspondentes a degradacdo de&FAE encapsuladae a camada
polimérica de alginato de sédio. A porcentagem de massa do algimate sédio que

reveste NSIFAE(LbLE de 1,4%.

FIGURA29 - A) Padrdes de difragdo de raioX (DRX) do alginato de sédio, quitosana, NSi(LbL),
NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbL). B) Curvas de analise termogravimétrica (TGA) de NSi(LbL),
NSIFAE(LbL), NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbC). Curvas de termogravimetria derivad (DTG) de
NSi(LbL), NSiFAE(LbL), NSIQFAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbL).
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Fonte: a autora (2024).

A porosidade de NSi(LbLjoi investigada por meio da analise das isotermas
de adsorcéo/dessorcao de nitrogénio. A area de superficie foi calculada pelo método
BET, o volume e a distribuicdo de tamanho de poro foram calculados pelo método

BJH. O perfil de adsorcaalessorcdo de nitogénio de NSi(LbL) esta na Figura 30.
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Observase na Figura 3@ que as isotermas de NSi(LbLfpram bem ajustadas com
uma isoterma do tipo IV e um loop de histerese do tipo H3. A isoterma do tipo IV é
tipica de materiais mesoporosos, com preenchimento em rticamadas, que
apresentam desorgédo a uma pressado mais baixa do que a adsorcaoespondente
(SING et d., 1985). O loop de histerese H3 indica a presenca de microporos
associados a mesoporos e macroporodSABH. ALVAREZ ACEVEDO; CRISTINA
GUIMARAES ROCHA; CARLOS BERTOLINO, 2@2fyeenchimento de mesoporos
confinados na estrutura ocorreu a P/PO entre 0,18 e 0,3. A amostra também exibiu
condensacaaapilar adicional de N em pressdes relativas elevadas (P/P8 0,90), o
que é caracteristico de um & grau de porosidade textural (YU; MALUGIN;
GHANDEHARI, 2011) A amostra de NSi(LbL)em uma éarea de superficie de 458,8
m2. g1 e um volume de poro de 0,18m3. gl. Ostamanhos dos porosestamentre 2

e 50 nm (Figura 30B), com um raio médio de 1,Aam.

FIGURA3O0 7z (A) Isotermas de adsorcaedessorcdo de nitrogénio e (B) distribuicdo de tamanho de
poros de NSi(LbL) (B).
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Fonte: a autora (2024).

Em relacéo ao uso de NSi(LbL) como sistema de liberacdo de medicamentos
na pele, sua estrutura mesoporosa fornece cavidas (poros) que permitem que ela
hospede e libere agentes terapéuticos carregados. Particulas de silica mesoporosa
sao conhecidas por sua capacidade de hospedar em sua rede de poros uma grande
quantidade de moléculas. Tendo em mente que o carregamento deditamentos é
um fendmeno de superficie, a alta area superficial de NSi(LbL) garante uma alta

eficiéncia de encapsulacdp o que significa que uma quantidade significativa de

farmaco pode ser carregada em NSi(Lb) - ! . : 1 ./ N 6!, , %4082 %' " h
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particulas hibridas mostraram uma eficiéncia de encapsulacdo (EE%) superior a
80%, com uma EE%le 83,8%.

Outro aspecto importante que pode influenciar a penetragdo cutanea e
folicular de particulas diz respeito a sua rigidez ou sua flexibilidadéda relatos na
literatura de que particulas rigidas, como particulas metalicas, apresentam uma
capacidade limitada de permear a pele através do estrato corneo, pois a falta de
flexibilidade impede asua difusdo entre os corneocitos (células do estrato corneo)
(BAROLIet al, 2007). Por outro lado, particulas baseads emmateriais altamente
flexiveis monstraram ser capazes de permear a pele através do estrato cérneo
(CEVC; GEBAUER, 2003; VAN DEN BERG#I., 1999). A via folicular parece ser a
via maisviavel para penetracdo de particulas rigidana pele.

Foram obtidas imagenspor Microscopia de forcaatdmica (AFM) para
prever a rigidez das particulas hibridasAs imagensde AFMno tapping modede
topografia (A e C) e de contraste de fase (B e D) das particulas hibridas séo
mostradas na Figura3l. Otapping modepode gerar duas imagens: uma de altura
(topogréfica) e outra de fase. A imagem de fase expfe as mudancas de fase na
superficie da amostra, refletindo sua estrutura quimica ou propriedades
viscoelasticas(JOSHUA; CHENG; LAU, 202B) acordo com Nagao e Dvorak, uma
regido mais rigida apresenta uma mudanca de fase mais positiva em comparacéo
com uma regido menos rigiddNAGAO; DVORAK, 1999FEm outras palavras, em
uma imagem de fase, uma regido mais rigida aparecera mais clara, enquanto uma
regido mais macia sera visualizada como mais escur. possivel observar nas
imagens de contraste de fase das particuldASSIQFAE(LbL) (B) e NSiAlgFAE(LbIID)
gue as partes mais escusa(destacadas pelas setas brancashegidoes mais macias
gue sugerem a presenca dos polissacarideos, sdo onde ha particuiesores ou
aglomeradas As particulas dispersagnao aglomeradas)mostraram uma coloragao
mais clarg indicando serem mais rigidas.lsso infere sobre a influéncia dos
polissacarideos quitosana e alginato de sédio na rigidez das particulagoridas,
sendo que sua deposicédo na superficie das particulas favorece a aglomerat@®

particulas e consequentemente alterasua rigidez



112

FIGURA31 z Imagens de topografia (A e C) e contraste de fase (B e C) das particulas hibridas obtidas
pelo método Layer by Layer (LbL) registradas por AFM no tapping mode. As imagens A e B séo
relativas aNSIQFAE(LbL) e as imager@ e D sado referentes a NSIAIgFAE(LbL).
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Fonte: a autora (2024).

As particulas hibridas foram obtidas pelo método LbL através dedsorcao
entre as camadasPrimeiro, as particulas de silica porosa foram obtidas através de
polimerizacdo por emulsdoA micela do CTAB foi formada em agua, em sgda, o
pH foi elevado através da adicdo de NBH, permitindo o crescimento das particulas
ao redor da micelaNesta condicdo de pHa reacdo de policodensacao € rapidaas
particulas sdo formadas instantanamente e evidenciadas pela mudanca na
coloracdo do meio de transparente para branco leitosdO surfactante catidnico
CTAB foi utilizado cono molécula modelo para os poros e&tanol foi utilizado como
co-solvente.

Com base nos resultados, ancapsulacdo de FABcorreu por meio da
interacdo entre osgrupos silandis da silicgSi-OH) com os grupos hidroxilas(-OH)
das catequinas presentes na FAE. O revestimento do nucleo de silica apés
encapsulacdo coma quitosana se deu por atracaeletrostatica entre 0s grupos

amino da quitosana egrupos hidroxilas na superficia da particula. O revestimento
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com o alginato de édio aconteceu atravéesle ligagdes de hidrogénio entre os grupos
carboxilicos (-COOH)do alginato e os grupos hidroxilas (-OH) na supefficie da

particula. OEsquemal ilustra a formagéo dagarticulas.

ESQUEMAL - Formacado das particulas hibridas NSIQFAE(LbL) E NSIAIgFAE(LbL) por adicdo de

camadas.
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Fonte: a autora (2024).

Evidenciou-se através das caracterizacdes que sintese de particulas
hibridas estimulo-responsivas ao pHde silica/quitosana e de silica/alginato de
sédio, utilizando o método LbL, foi realizada com sucesso.

6.5. SINTESE E CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS HIiBRIDAS OBTIDAS PELO

METODO SEG ENCAPSULANDO FAE

Um meétodo de sintesede rapida execucgdo realizado em uma so6 etapa,
também foi usadopara obtengcdo dagarticulas hibridas estimuloresponsivas ao
pH, o método Sekemulsdogel (SEG). Neste métodms reagentes tetraetoxisilano
(TEOS), quitosana alginatode sodio foram empregadogsomo materiais de partida.

A quitosana ou alginato de sodio foram utilizados concomitantemente com o
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polissorbato 80 (surfactante), de moda aumentar a estabilidade do sol, e também
para atuarem como cereagentes.

O tamanho, aforma e a distribuicdo de tamanho das particulas hibridas
obtidas pelo método SEG foram avaliados por ME(Fig. 32. As imagens
evidenciaram a formacdo de particulas esféricagFig. 32A1, 32B1 e 3€1) e
polidispersas em tamanho (Fig. 32A2, 32B2 e 82),com distribuicdo de tamanho
entre 200-2000 nm. A amostra NSi(SEG) foi também observada para entender o
efeito da adicdo dos polimeros no tamanho e morfologia dasirticulas. NSI(SEG),
Figura 32A1, apresentou um diametro médio de 686 + 372 nr({(0,7 + 0,4 )x 108
nm). Paraa amostra NSIQFAE(SEG) (Fig. B2) € evidente que a quitosana limitou
0 crescimento das particulas, uma vez que o diametro médio de NSIQFAE(SEG) se
mostrou menor (588 + 239 nm((0,6 + 0,2 ) x 16 nm)) do que da NSI(SEG). A
limitacdo do crescimento de NSIQFAE(SEG) pode ser explicada pelo fato de a
quitosana estar na forma desprotonada em conformacao contraida no pH de sintese
(pH 11) (SANTOS; MARINO; RIEGEADOTTI, 2019) A particula hibrida contendo
alginato de sdodio, NSIAIgFAE(SEG), apresentou um tamanho maior, 982 3 #én
((1,0 £ 0,5) x 16 nm), em comparacdo a NSi(SEG) e NSIQFAE(SEG). Neste caso, 0
pH da solucdo de alginato precisou ser alterado (pH 5), devido ao aumento da
viscosidade da solucéo de alginato de sddio em pH &cido, elevando ainda mais pH de
sintese aps adi¢do do catalisador NFDH. Desta forma, o crescimento das particulas
foi favorecido pela elevacao da concentracdo de ions @jde aumentou a taxa de
hidrolise e condensacdo e a reacdo tornese relativamente rapida, o que
provavelmente encurtou o periodo de nucleacdo. Assim, o niumero total de ndcleos
formados diminuiu e o tamanho final das particulas ficou relativamente maior
(KHYOON; DHAHIR, 2016)Tamaiho de particula maior que700 nm permite que
elas atinjam a regiaanfundibular ou superior dofoliculo piloso (Figura 26D e 26E),
gue vai da abertura do foliculo na superficie até a glandula sebadPATZELTet al,
2011).

As amostras NSIQFAE(SEG) e NSIAIQFAE(SEG) apresentaram particulas
com tamanho adequado para entrega de FAE a diferestestruturas-alvo dentro dos
foliculos pilosos: regido infundibular ou superior (>700 nm), glandulas sebaceas
(entre 230-300 nm) e regido mais profunda dos foliculos pilosos (bulbo capilar)
(entre 300-600 nm) (Fig. 32B2 €32C2).
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FIGURA32 - Imagens de MET de NSI(SEG) (A1), NSIQFAE(SEG) (B1) e NSIAIgFAE(SEG) (C1) e a
distribuicdo de tamanho de particulas de NSi(SEG) (A2), NSIQFAE(SEG) (B2) e NSIAIgFAE(SEG) (C2).
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Fonte: a autora (2024).

Apés sintese, acargas superficiais das paticulas obtidas pelo método SEG
foram medidas pela técnica de ptencial zeta (Fig. 3A e 33B). Asparticulasde silica
vazias (NSi(SEG)), apresentaram valor de AT AEAT UAOR2A3MQAOE OI
devido aos grupos hidroxila (grupos silandis) na superficie da silica. As particulas
NSIQ(SEG) e NSIiAlg(SE&)pntendo os polimeros esem encapsular a FAE,
mostraram valores de potencial zeta de +4@& 14 mV ((+4 £ 1) x 10 mV)e -26 + 8
mV, respectivamente, condizentes com a carga dos polimeros. Positivo para que
continha quitosana (NSIQ(SEG)) devido aos grupos aminas protonados (N#) e
negativo para que possuia alginato de s6didNSIAIg(SEG)) em virtude dos grupos
carboxilatos (-COQ). As particulas hibridas NSIQFAE(SEG) e NSIAIgFAE(SEG),
contendo os polimeros e encapsulando a FAE, exibirammas de potencial zeta de
-26 + 1mVe-30+ 14 mV ((-3 £ 1) x 10 mV) respectivamente. O carregamento de
FAE nas particulas influenciou na cargsuperficial, pois os taninos presentes na FAE
possuem varios grupos hidroxilas {OH) na sua estrutura (Fig. 10).Portanto, as
medidas de potencial zetaevidenciaram que a sintese fobem-sucedida pelas

correspondentes mudancasia carga superficial das particulas.

}

L
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FIGURA33 - Potencial zeta (em mV) de NSi(SE@)articula de silica vazia), NSIQ(SEG) (particula de
silica e quitosana), NSiAlg(SEG) (particula de silica e alginato de sédio) NSIQFAE(&t&@&)cula de
silica e quitosana encapsulando FAE) e NSIAIgFAE(SEG) (particula de silica e alginato de sédio
encapsulando FAE)

. +40 Bl \Si(SEG)
] I \SiQ(SEG)
30 Il \SiQFAE(SEG)
. I NSiAlg(SEG)
20+ I \SiAIgFAE (SEG)

10

Pontencial zeta (mV)
o

-10 4
-20 -
| = 26 26
-30- - -
30

-40 -

Fonte: a autora (2024).

A Figura34 mostra os espectros de FTIR da quitosana, alginato de sodio,
fracdo acetato de etilaobtida a partir do extrato bruto do barbatimédo (FAE) e das
particulas hibridas obtidas pelo método de Se#mulsdogel (SEG). As vibracdes
tipicas da rede de silica entre 1224 crh- 470 cntl aparecaam em todas as amostras
de particulas hibridas. Observouse nos espectrosdas amostras NSIQ(SEG),
NSIAIJSEG), NSIQFABEEG) e NSIAIQFABEG) o aumento na intensidade das
bandas em 2960 cni, 2925 cm! e 2850 cm! correspondentes as vibracbes de
estiramento dos grupos CH, CHCH, respectivamente Também foi observado um
aumento da intensidade das bandas em 1633 chmque esta relacionada as vibracdes
de estiramento do C=Qle amidas (Fig. 34A), em 1628 cth, que corresponde as
vibracOes de estiramento assirétricas do ion carboxilato (COQ (Fig. 34B) eem
1467 cmle 1379 cml, que estao relacionadas aos dobramentos de £HCH. Estas
alteracOes constatadas podem ser atribuidas a presenca da quitosana, algindto
sodio e FAE nas particulas hibridaBlSIQFAE(SEG) e NSIAIQFEEG). A reacado de
policondensacédo entre os grupos silandis da silica e as hidroxilas quitosanaou
do alginato de sédigfoi confirmada pelo deslocamento das bandas na faixa de 1200
700 cm?, pois as vibragbes SD-C aparecem nessa regid¢SANTOS; MARINO;
RIEGELRVIDOTTI, 2019) Além disso, o surgimento da banda em 720 chn
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correspondente asvibracdes de deformacdo em tesoura dos grupos metiGHs) e
metileno (-CH-) nos espectros dessas amostras, indicam que a quitosana e o

alginato de sodio foram covalentemente ligados a rede de sili@&ANGet al., 2017).

FIGURA34 - Espectros de FTIR das particulas hibridas obtidas pelo método de ®8ahulsdogel, em
A) NSI(SEG), quitosana, FAE, NSIQ(SEG) e NSIQFAE(SEG) e em B) NSIi(SEG), alginato de sodio, FAE,
NSIAIg(SEG) e NSIAIgFAE(SEG
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Fonte: a autora (2024).
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A cristalinidade das amostras foi avaliada por DRXonforme mostrado na
Figura 35A. Os picos largos entre 1826° (destaque na Fig. 3B),com 0 maximo em
¢ [ 2B° para as particulas que continham alginat(NSiAlg(SEG) e NSIAIgFAE(SEG))
A AT1T 1T TU@EI T Aab pagifulaskde sjlicalphra édu®dontinham
quitosana (NSI(SEG), NSIQ(SEG) e NSIQFAE($ESHo caracteristicos de silica
amorfa (NARAYANet al, 2021), indicando que tanto & particulas de silica pura
(NSiI(SEG))uanto as particulas hibridas tinham uma estrutura amorfa.

As curvas de TGA/DTG edb exposta nas Figuras 35C e 35DTodas as
amostras apresentaram um pequeno evento de perda de massa até 100°C,
correspondendo a perda de massa de aguasmvida. A amostra NSi(SEGhostrou
dois eventos de perda de massa. O primeiro ocorreu entre 100 e 305°C, e o segundo
entre 305 e 600°C, que estdo relacionados a perda de grup@H do silanol. As
amostras de particula sem FAE encapsuladeontendo os polineros, NSIQ(SEG) e
NSIAIg(SEG)apresentaram apenas um evento de perda de massa. O evento da
amostraNSIQ(SEG)entre 100 e 370°C, mostrou u@ perda de massa menor (12%)
gue o evento da amostraNSIAIg(SEG)com 60% de perda entre 100 e 470°C. Isso
indica que o alginato de sddio pode ter inteagido mais eficientemente com &I
durante a sintesedas particulasdo que a quitosana. Para as amostras hibridas
contendo FAE encapsuladdNSIQFAE(SEG) e NSIAIQFAE(SE&Y perdasde massa
ocorreram entre 100°C e 460C, oque pode ser atribuido a degradacaalos
compostos organicos presentes nesses materiais, FAE o0s polimeros. A
porcentagem de material organico na amostraNSIQFAE(SEG) foi de 49% na
amostraNSIAIgFAE(SEGDi de 50%. As particulas hibridas apresenteam eficiéncia
de enapsulacdo (EE%) de 7% (para NSIQFAE(SEG) e de 6% para
NSIAIgFAE(SEG))Diante disso,ao comparar as perdas de massa de NSIQ(SEG) e
NSIQFAE(SEG), podee inferir que a FAE favoreceu a intera¢do da quitosana com a
silica, pois ha umanaior quantidade de material organico em NSIQRASEG) apds a

encapsulacdo d&% de FAE.
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FIGURA35 - A) Padrdes de difracdo de raioX (DRX) de NSI(SEG), NSIQ(SEG), NSIiAIg(SEG),
NSIQFAE(SEG) e NSIAIgFAE(SE&)Regiao destacada para melhor observacdo dos pic63Curvas

de analise termogravimétrica (TGA) de NSI(SEG), NSIQ(SEG), NSIAIg(SEG), NSIQFAE(SEG) e
NSIAIgFAE(SEG). D) Curvas de termogravimetria derivada (DTG) de NSI(SEG), NSIQ(SEG),
NSIAIg(SEG), NSIQFAEEG) e NSIAIgFAE(SEG).
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Fonte: a autora (2024).

A porosidade das prticulas NSIQFAE(SEG) e NSIRWE(SEG) apos
calcinacéo foi analisada por andlise de adsorcdo/dessorcédo de nitrogérleigura
36). A area superficial foi calculada pelo método BET, comSIQFA(SEG) e
NSIAIgFAE(SEG) apresentandireas superficiais de 134,1 mg! e de 142,3 m.g?,
respectivamente.Uma maior area superficialde NSIAIQgFAE(SE&3sta condizente
com uma maior quantidade de alginato de sédie de FAEencontrada na particula,
conforme observadona analise de TGA/DTGvolume e a distribuicdo detamanho
dos poros foramdeterminados pelo método BJHOsvalores dovolume dos poros
foram de 0,2 cm3.g! (para NSIQFAE(SEG))e de 0,23 cmigl (para
NSIAIgFAE(SEG))Ambas as amostras exibiram uma distribuicdo de tamanho de
poros semelhante, na faixa de 2 a 55 n(irigura 36B e 36D), coOmNSIQFAE(SE&)
NSIAIgFAE(SEG) mostrandom raio médio de 1,6 nmAs isotermas de adsorcae

dessorcao (Figura 36A 86C) mostraram a presenca de histerese e os graficos de
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distribuicdo de tamanho de poros(Figura 36B e 36D)mostraram uma larga

distribuicBo de tamanho de poros Ambas caracteristicas séo indicativas de
geometria de poros heterogéneo$SANTOS; MARINO; RIEGEIDOTTI, 2019) As

isotermas ajustaramse a uma isoterma do tipo IV Isotermas do tipo 1V sdotipicas

de silica mesoporosaAs curvas exibiram loops de histeresedo tipo H2 com dois
ramos quase verticais e paralelosAlém dsso, ahisterese tipo H2 indicou que o

empilhamento dos poros pode ter criado cavidades em forma defenda que

geralmente sdo induzilas por uma morfologia irregular dasilica mesoporosa
(SACRAMENTEt al,, 2019).

de nitrogénio de NSIQFAE(SEG) (A) e
tamanho de poros de NSIQFAE(SEG) (B) e

FIGURA 36 7z Isotermas de adsorcdedessorcdo
NSIAIgFAE(SEG) (C) calcinadas. Distribuicdo de
NSIAIgFAE(SEG) (D) calcinadas.
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Fonte: a autora(2024).

Para investigar a rigidez das particulas hibridasintetizadas pelo método
SEG imagensdas particulas(Figura 37) no tapping modede topografia (A eC) e de
contraste de fase B e D)foram obtidas usando AFM. Conforme mencionando

anteriormente, em uma imagem de fase quandoma regido é mais rigida ela se



121

mostra mais clara, por outro lado quando umaegiao € mais maciaela exibe uma
tonalidade mais escura.Ao observar a imagem de contraste de fase da particula
NSIQFAE(SEG) (B), notse a presencatil de pontos mais escuros (destacados por
setas pretas), que indicam regides mais macias, sugerindo a presenca do
polissacarideo quitosanaAs areas mais claras, que sdo predominantes, indicam
regides de maior rigidez, sugerindo a presenca de silid@or sua vezna imagem de
contraste de fase da particula NSIAIgFAE(SEG) (D), observaenmais areas escuras

do que claras, indicando que NSIAIQFAE(SEG) possui mais regiées macias do que
rigidas. Isso provavelmente se deveuma maior quantidade de alginato deddio na

composicao da particula, conforme ja detectado nas caracterizacdes anteriores.

FIGURA37 z Imagens de topografia (A e C) e contraste de fase (B e D) das particulas hibridas obtidas
pelo método SolemulsdoGel (SEG) regisadas por AFM no tapping mode. As imagens A e B séo
relativas a NSIQFAE(SEG) e as imagens C e D séo referenidSiAlgFAE(SEG).
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Fonte: a autora (2024).

Os resultados alcancados indicam que ocorreu uma reagaoentre a
quitosana rede de silicae alginato de sodio/rede de silicae estes interagiram por

meio de ligagbes covalentes ouia ligacdo de hidrogénioJevando a formagido das



122

particulas hibridas pelo método SEQ\ sintese das prticulas hibridas obtidas pelo
método SEG ocorreu atravéde duas etapas Sendo a primeira a hidrélise acida do
precursor de silicio, o TEOS, formando o sol, que é uma disperséo de particulas de
silica com tamanho entre 1 e 10 nm. A segunda etapa foi a policondensacéasalp
catalisada por base, comsubsequenteformacgéo do ge(SANTOS; MARINO; RIEGEL
VIDOTTI, 2019)

Nesse estudona primeira etapa de sintese, foram adicionados &slugdes
de quitosana (pH 3,0)e de alginato (pH 5,0), FAE e TEQ@®recursor de silicio). Foi
nessa etapa que as interacfesntre a silica/quitosana e silica/alginato de sddio
ocorreram, formando umadispersédo de silica oloidal (sol). Com a adicédo do sol em
0leo mineral, na presenca de surfactante uma emulsdoagua em 06leo(A/O) foi
formada com a quitosanau alginato, FAEe particulas de silica dentro da micelaa
fase aquosa. O N#DH Di utilizado como catalisador béasicoe foi adicionado a
emulsda O crescimento das particulas se deu dentro das micelas da emulséo

levando a formacao do gelD Esquema 2 ilustra a formacao das particulas.

ESQUEMA - Formacéo das particulas hibridas NSIQFAE(SEG) E NSIAIgFAE(SEG) pelo método Sol
emulsdoGel, com a formacao da disperséo e crescimento das particulas por catalise basica.

Hidrdlise Condensagdo

@ Surfactante
NSfQIE (SEG) ® Precursorde silica (TEOS)
ou FAE (Extrato de barbatimao)
/\_ Quitosana (Q)

/\_ Alginato de sédio (Alg)

Dispersdo
aquosa (sol)

Crescimento
(gel) NSIAIgFAE(SEG)

Fonte: a autora (2024).

Diante das caracterizacOes realizadas, a sintese dasrtfmalas hibridas
estimulo-responsivas ao pH de silica/quitosana e de silica/alginato de sodio, através

do método SEG, mostrotse bemsucedida.
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6.6. ESTUDO DA LIBERACAO DE FAE A PARTIR DAS PARTICULAS HIBRIDAS EM
FUNCAO DO PH

Os perfis de liberagaan vitro da FAE a partir das particulas hibridasbtidas
pelo método Layer by LayeKLbL) e pelométodo de Solemulsédo-gel (SEGeEm pH 5,4
e 7,4 e atemperatura d87 °C sdo mostrados na Figura 28e38B. Essas condi¢cdes
de pH foram escolhidas para simular ambiente folicular (pH 7,4) e o da superficie
da pele (pH 5,4). O ultimo ponto medido foi considerado como 100% da quantidade
liberada, uma vez que a quantidade de FAE libeta ndo se alterou apos 154h (para
as particulas obtidas pelo método LbL) e 48h (pa as particulas obtidas pelo
método SEG)de observacdo. A concentracdo de FAE no meio de liberacao foi
determinada usando a curva aalitica disponivel no Apéndice 5 (Fig. A5

Conforme mostrado ra Figura 38\, NSIQFAE(LbL) exibiu um peilf de
liberacdo lerto no pH 5,4. Apds 154 horas do ensaicediberacdo, apenas 13,6% da
FAE foi liberada. Para a amostra NSIAIgFAE(LbL), nessa mesma condi@&@H,
ocorreu uma liberacao rapida nas primeiras seis horas, liberando cerca de 30,1%.
Esse inicio rapido de libergdo provavelmente se deve a FAE adsorvida na superficie
das particulas ou na abertura dos porosDepois, a liberacdo tornotse lenta até
completar 154 horas de teste, com NSIAIgFAE(LbL) liberando 34,1% d&AE. As
guantidades liberadas de FAE dos sistemas MEAE(LbL) e NSIAIgFAE(LbL)
suspensos em solucdes em pH 5,4 foram inferiores a 34,1% ao longo de 154 horas,
indicando que os revestimentos poliméricos nagarticulas hibridas sdo estaveis por
um longo periodo nas condicbes de pH da superficie da pele (pk4)5 Essa
descoberta sugere um bom efeito de bloqueio dos revestimess poliméricos
dificultando a saida da FAE encapsulada daparticulas NSIQFAE(LbL) e
NSiAlgFAE(LbL)nas condi¢des de pH da superficie da pele.

Por outro lado, observouse uma liberacdo mes rapida para o sistema sem
revestimento polimérico (NSIFAE(LbL) no meio @m pH 5,4(Figura 38A). Cerca de
57,5% da FAE foi liberada da NSIFAE(Lblem 154 horas. Isso ocorreu porge as
entradas dos poros dagparticulas de silica estavam expostas ao meie liberacéo,
permitindo a dessor¢cdo da FAE retidanos poros e sia difusdao para omeio.
Polimeros, como quitosana e alginato de sédio, quando orporados na superficie
de particulas de silica, podem bloquear a entrada dos poros e dificultar a saida

prematura do medicamento caregado (VALLET-REGIi et al, 2018). O mesmo
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comportamento pode ser obsenado quando NSIFAE(LbL) foi imersam um meio
com pH 7,4(Figura 38B). Em apenas #oras de experimento, NSIFAE(LbL) liberou
~75,7% daFAE. As quantidades cumiativas liberadas para NSIFAE(LbL) ngsH 5,4

e pH 7,4 foram diferentes devido adiferenca na solilidade da FAE nessas
condi¢cbes de pH Em pH7,4, a FAEmostrou uma maior solubilidade devido a
desprotonacdo das hidroxilas fendlicas das catequinague compéem a FAEO
blogueio da entrada dos poros da NSiFAE(Lblcobm revestimentos poliméricos ndo
apenas impediu a saida prematura de ativos encapsuas, mas também conferiu as
particulas hibridas a capacidade de responder a estimulos de pH. Essa
especificidade permitiu a liberacdo controlada da carga terapéutica.

E notavel que o comportamento de liberacdo da FAE a partir das particulas
hibridas, NSIQFAE(LbL) e NSIiAIgFAE(LbL), é dependente do pH, com a liberacéo da
FAE sendo maior empH 7,4 (Figura 38), que é o pH da area mais profunda do
foliculo piloso, o localalvo para entrega da FAEonde se esta localizado o bulbo que
€ a regido que regula o crescimento do pel® sistema NSIQFAE(LbL) exibuma
liberag&o inicial nas primeiras 6 horas, liberando 16,8% d&AE nesse intervalo.
Posteriormente, a liberagdo da FAEornou-se mais lenta até comietar 154 horas
de teste, com NSIQFAE(LbL)iberando 23,4% da FAE. Da mesma forma,
NSiAIgFAE(LbL)mostrou uma liberagéo inicial,cerca de 47,1%ao final de 6 horas,
seguida por uma liberacéo sustentada de 61,9% ao final de 1bdras. Os resultados
relacionados aoNSIAIgFAE(LbL)estdo de acordo com @ados anteriores (POPOVA
et al, 2014; TZANKO\ét al,, 2019). Nesses trabalhos, o revestimento das particulas
com alginato de sodio também permitiuatingir diferentes taxas de liberacdo dos
ativos a depender dgoH e controlar a liberacaq reduzindo a liberagao inicial que é
frequentemente observada para prticulas de silica mesoporosas prolongando a
liberacdo dos ativos

Em um pH acima de seu pKa (pH <3,4), os grupos carboxilicos do alginato
de sadio se ionizam {COO0), resultando em aumato da repulsdo eletrostatica das
cargas negativas. Isso causa a expansao da cadeia polimérica e o inchaco da matriz
hidrofilica, facilitando a liberacdo da FAE retida nos poros de NSi(LbLEsse
comportamento é mais pronunciado em tornado pH 7,4(AGUERGet al, 2017). O
comportamento responsivo ao pH torna o alginato uma escolha adequada para o

revestimento externo de sistemas de entrega de medicamentos, a fim de retardar a
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liberacdo de medicamentos em ambientes &cidos, como a superficie da §pte¢ 4,5
5,6). Por sua vez, permite a liberacdo mais eficiente do conteldo encapsulaaio
um ambiente fisiolégicqg uma condi¢cdo encontrada na parte mais intea do foliculo
piloso (pH 7,4) (LADEMANNEet al, 2019).

Quando a quitosana é exposta a um pH abaixo de seu pKa (cerca de 6,5), 0s
grupos amino livres da quitosana s&o protonados, promovendo repulsdo
eletrostatica entre os grupos carregados e aumentando o volume hidrodinamico da
macaomolécula. Por outro lado, em pH > 6,5, os grupos amina sdo desprotonados,
favorecendo interacdes inter e intramoleculares, causando contracdo da cadeia.

Com base nos valores de pKa, foram obtidos perfis de distribuicdo de
espécies dependentes do pH (dadoem fracdo molar) para a quitosana o alginato
de sodio (Fig.A6, Apéndice6). Para a quitosana, em um valor de pH de 5,4, hd uma
alta disponibilidade de grupos NH*, cerca de 0,9, que favorecem a repulsédo
eletrostatica e, consequentemente, a expansao dadeia polimérica. A pH 7,4, ha
uma quantidade elevada de gruposNHz, aproximadamente 0,9, que promovem
interacdes tanto intermoleculares quanto intramoleculares, levando a contracédo da
cadeia. No caso do alginato de sédio, a quantidade de grupos G&lta em ambas
as condicdes de pH, aproximadamente 0,98 e 1,0, respectivamente. Como resultado,
a repulsdo eletrostatica e a expansao da cadeia polimérica séo favorecidas em ambos
os valores de pH.

Dessa formagra esperadogue a particula hibrida NSIQFAE (L) mostrasse
uma liberacdo maior da FAE em pH 5,4 e uma reducédo na liberacdo em pH mas
isso ndo ocorreu. Aiberacdoreduzidada FAE em pH 5,4 pode ser atribuida a menor
solubilidade da FAE nesse pH, apesar da relaxacdo das cadeias de quitosmea
revestem NSIFAE(LbL) nessa condiciddoem como a capacidade dos taninos
presentes na FAE de reagir com 0s grupos aminos da quitosana e/ou proteinas
(SIONKOWSKAKACZMAREK; LEWANDOWSKA, 201Bevido a esta propriedade,
0s taninos podem atuar como agentes de reticulacéo para a quitosgAdlIABADI et
al., 2021; CANGet al, 2021).

Para o método SEG, oaoforme mostrado na Figura 38C e 33,
NSIQFAE(SE®& NSIAIgFAE(SEG) apresentaraperfis de liberagéo lento no pH 5,4.
Nesta condigcdo, somente 2,2 % de FAE foi liberadaN&iQFAE(SEG) e 8,3% de FAE
da NSIAIgFAE(SEGpos as 48 horas densaio. A quantidade de FAE liberada das
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particulas hibridas foi maislenta nas primeiras 9 horas quando expostas ao pH 7,4,
aNSIQFAE(SEGiberou 20,4 % eNSIAIgFAE(SEGQ)berou 11,8 % de FAE. Posterior

as 9 horas de ensaio, a liberacdo da FAE tornea mais rapida até completar as 48
horas do ensaio, com AISIQFAE(SEG)derando 100,0% da FAE e a NSIAIQFAE(SEG)
liberando 97,9 % de FAE. Esses resultados demonstram que as particulas hibridas
obtidas pelo método SEG sao responsivas ao pH liberando a FAE de forma
sustentada e mais eficierg¢ no pH 7,4, que é o pH da regidoais interna do foliculo
piloso. Para NSIQFAE(SEGho pH 7,4, a liberacdo € mais eficiente possivelmente
devido a contracédo das cadeias de quitosana. A contracdo das cadeias de quitosana
favoreceu a liberagéo, uma vez que o polimero estd acomodado na eatk silicaNo
caso da NSIAIQFAE(SEGa expansado da cadeias do alginato de sédievido a

repulséo eletrostatica doggrupos COQfacilitou a liberacdode FAE.
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FIGURA38 7z Liberacdo cumulativa de FAE (em %) a partir das particulas hibridas em funcao do
tempo: particulas obtidas pelo método Layer by Layer (LbL) em pH 5,4 (A) e pH 7,4 (B) e particulas
obtidas pelo método SekemulsédoGel (SEG) em pH 5,4 (C) e pH 7,4 (D).
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Fonte: a autora (2024).

Para observar se ocorreranalteracdes na estrutura quimica das particulas
hibridas durante o processo de liberacdo, as amostras foram secas ap0s o teste de
liberacdo e analisadas por FTIR (Fi@9A e 40A). Os espectros das amostsaem pH
5,4 permaneceram praticamente inalterados, nos quais € observado o perfil
caracteristico da silica com destaque para as bandas em 1226 ¢éma 1083 cmi,
representativas do grupo SiO-Si. Isso se deve a baixa dissolucéo do nucleo de silica
em condi¢bes acidas, sugerindo ques particulas hibridas podem resistir as
condicOes acidas da superficie da pele, ninizando assim a liberacdo d&FAE. A
dissolugéo de particulas de silica ocorrgela hidrélise da matriz de silica eé
acelerada em pH e temgratura maisaltos (GIOVANINNIet al, 2018). NopH 5,4, os

espectros das amostras também mostram bandas em torno de 2920 "tne 2850
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cm™, correspondentes ao estiramento do-€l, sugerindo a preencga dos polimeros
revestindo NSIFAE(LbL) Em ambas as condi¢des de pH, a banda em ~1390'gm
atribuida a vibracaode deformacéodo grupo fenol-G-OH, indica a presenca d€AE
remanescente nas amostras(LATOSBROZIO; MASEK, 2020)Aém disso, na
amostra NSIQFAE(LbL)o ombro em torno de 3030 crit esta relacionado as bandas
de vibragdo NH* (SANTOSet al, 2022; TANG, LG; HON, 20Qlindicando que a
quitosana estava protonada, apresentandosaim uma estrutura expandida. Desta
forma, o perfil de liberacdo lentoem pH 5,4 pode ser explican pela menor
solubilidade da FAEe menor dissolu¢cdo do ndcleo de silica nesgél, reduzindo a
liberacdo da FAE

As principais alteracdes nos espectros FTIR foram observadas em pH 7,4.
Nessa condi¢cdo de pH, o nucleo de silica se dissolve mais rapidamente, pois as
condicOes béasicas levam a hidrélise da silica e a dissolucéo da particula, favorecendo
a liberacdo da FAE(GIOVANINNI et al, 2018). Esse perfil de dissolucdo é
particularmente adequado para as necessidades de entregéolicular de
medicamentos onde asparticulas devem se dissolver e libear sua carga o canal
folicular. Neste pH, os espectros das amostras mostram um alargamento da banda
na regido em torno de 3440 ci¥, em direcdo a numeros de onda mais baixos. Essa
banda corresponde ao modo deibracdo de estiramento de-OH. Uma banda em
torno de 1267 cm® também apareceu, relacionada a flexdo deOH. Outra
modificacdo € a intensificacdo da banda em torno de 1660 tatribuida a flexéo
em tesouraO-H-O (ZHUANGet al, 2020). Esses achados podem estar relacionados
a formacéo e ligacdes de hidrogénio devido a adsorcate agua apos a liberacao da
FAE, que foi dessorvida da superficie de siliddos poros) e permaneceu em solugéo
(HUANG, Jinget al, 2019; SANTOSt al,, 2022). Além disso, a menor intensidade da
banda emD1450 cn™, atribuida a vibragéo de ligagdes C=C no anel aroméaticdo
tanino (GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016)dica que os taninos contidos na FAE
foram de fato liberados em maior quantidade em pH 7,4, conforme indicado pelo
teste de liberacdo. Um desenho esquematicepresentando a liberacdo da FAE a
partir de particulas hibridasobtidas pelo método LbLnos dois ambientes testados,

folicular (pH 7,4) e superficie da pele (pH 5,4), € mostrado na FigusaB.
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FIGURA39 - A) Espectros FTIR das particulas hibridas obtidas pelo método LbL apds a liberacéo de
FAE nos pHs 5,4 e 7,88) Representacdo esquematica da liberacdo de FABEs duas condicdes
analisadas: B1) pH da superficie da pele (5,4) e B2) pH folicular (7,4).
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Fonte: a autora (2024).

Para as particulas obtidas pelo método SEG espectros de FTIRFig. 404)
das amostrasno pH 5,4também se mostraram praticamente inalterados com as
bandascaracteristicasda silica em 1226 cni e 1083 cmi, relativas aogrupo SiO-

Si, sendo conservadas. Isto pode ser atribuidolaixa dissolucdo da redale silica
em condi¢des acidadNo pH 5,4, os espectros dammostras também mostram uma
maior intensidade das bandas em 2960 ch 2925 cm! e 2850 cm?
correspondentes as vibragcbes de estiramento dos grupos CH, 2CHCH,
respectivamente. Esta maior intensidade observada pode ser atribuida a presenca
de FAEnNao liberada das amostras nesta condicdo de pHPara NSIQFAE(SEG) e





























































































































































































