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RESUMO

A aplicacéo tépica do acido gentisico € de interesse tanto académico quanto
mercadoldgico visto o amplo espectro de funcbes. Ja foram identificadas atividades
como: adstringente, antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral dentre outras. Além
das func@es € importante elucidar as possiveis formas de administracao do farmaco.
Neste trabalho, desenvolveu-se emulsdes com acido gentisico onde se avaliou sua
estabilidade e o processo de liberacao do ativo. Como parametros de eficicia avaliou-
se o potencial antioxidante e antimicrobiano. Ja em termos de seguranca o potencial
citotoxico. Na quantificacdo do ativo houve o desenvolvimento de trés metodologias
analiticas. A mais eficiente, a espectrofotometria de fluorescéncia, foi validada com
limites de deteccdo de 1,01 e quantificacdo de 3,07 pg/L. Os resultados foram:
atividade antioxidante medida pelo método cinético de DPPH com a razdo molar, ECso
de 0,09, antioxidant reducing power (ARP) de 11,1; a concentracao inibitéria minima
(MIC) frente ao Staphylococcus aureus foi 4,15+0,09 mg/mL, Escherichia coli foi
4,00+0,69 mg/mL, Candida albicans foi 3,00+0,26 mg/mL e Cutibacterium acnes de
3,60+0,0 mg/mL; concentracbes até 10,0; 7,3 e 4,0 mM ndo apresentaram
citotoxicidade para as células HaCat, HDFa e HepG2, respectivamente, por método
NRU; as emulsGes possuem processo de liberacdo (IVRT) seguindo modelo de
Higuchi até 2 horas, e apés isso modelo de Korsmeyer-Peppa com K de 18,2529 e n
de 0,4930. A substancia apresenta potencial para administracdo cutdnea com acao

antioxidante e potencial citoprotetor em baixas concentracgoes.

Palavras-chave: &cido gentisico; emulsdo; IVRT; fluorescéncia; atividade
antioxidante, DPPH; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Candida albicans;

Cutibacterium acnes



ABSTRACT

The Gentisic Acid topical application is academic and marketing interest given the
broad spectrum of pharmaceutical functions. Activities such as astringent, antioxidant,
anti-inflammatory, antitumor and others have already been identified. In addition to the
functions, it is important to elucidate the possible forms of drug delivery. In this work,
Gentisic Acid emulsions were developed, and their stability and the process of active
ingredient release were evaluated. The antioxidant and antimicrobial potential were
evaluated as efficacy parameters. The cytotoxic potential was assessed as a safety
item. There were developed three analytical methodologies to proper measure active
principal. The most efficient analytical method, fluorescence spectrophotometry, was
validated with detection limit of 1.01 and quantification limit of 3.07 ug/L. The
antioxidant activity molar ratio measured by DPPH kinetic method, EC50 were 0.09,
antioxidant reducing power (ARP) of 11.1. The minimum inhibitory concentration (MIC)
against Staphylococcus aureus was 4.15+0.09 mg/mL, Escherichia coli was 4.00+0.69
mg/mL, Candida albicans was 3.00£0.26 mg/mL and Cutibacterium acnes was
3.60£0.0 mg/mL The substance hasn’t been showing NRU cytotoxicity against HaCat,
HDFa and HepG2 cell in concentrations up to 10.0; 7.3 and 4.0 mM, respectively. The
emulsions releasing process assessed by IVRT method follow Higuchi’s model up to
2 hours and after that Korsmeyer-Peppa’s model with K of 18.2529 and n of 0.4930.
The substance has been showed potential for cutaneous administration with
antioxidant action and cytoprotective potential in low concentrations.

Keywords: Gentisic acid; emulsion; IVRT; fluorescence; antioxidant activity by DPPH
kinetic method; Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Candida albicans;

Cutibacterium acnes
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo acima dos 40 anos é expressivo no Brasil. No ano
2000 essa faixa etaria correspondia a 26,6%, ja& em 2020, 38,9%, sendo a projecao
para 2030 cerca de 46,1%, ou seja, no periodo de 20 anos, a parcela de maiores de
40 anos aumentou 12,3%, (IBGE, 2020), e segundo as expectativas este crescimento
para 0s proximos 10 anos serd superior a 7%. Esses numeros ratificam ndo sé a
importancia de entender melhor o processo de envelhecimento e criar possiveis
alternativas para oferecer melhor qualidade de vida a esta populagcédo, como também
desenvolver produtos com caracteristicas técnicas especificas para essa populacdo
envelhecendo.

No cenario do envelhecimento da populacao faz sentido a busca de ativos ou
qualquer outro dispositivo de salde que previna ou trate 0os inconvenientes que o
avancar da idade traz.

A pele, como o érgao externo, ganha atencéo ja que evidencia as marcas da
idade e como os anos foram vividos. O estudo de aplicagdes tOpicas que visam a
melhor aparéncia e funcionamento da pele sdo importantes para que, de forma
preventiva ou corretiva, esse 6rgao, além de cumprir suas funcgdes fisiolégicas, possa
também, ser fonte de bem-estar tanto fisico como psicolégico.

No entanto, a proposta de dispositivos de saude para a finalidade de
proporcionar bem-estar ndo deve ser feita a esmo, mas sim usando do processo
cientifico. A construcédo do conhecimento objetivando oferecer produtos ou servigos
gue possuem evidéncias comprovadas de seguranca e eficacia naquilo que se propde
a fazer s&@o conceitos indissociaveis no desenvolvimento de novos produtos.

Exatamente neste contexto que esta pesquisa se encaixa, visando contribuir com
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evidéncias para o processo de entendimento se o acido gentisico é ou ndo uma
alternativa segura e eficaz para a aplicacéo tépica.

Um promissor ativo de interesse farmacéutico e cosmético, o acido gentisico
apresentou evidéncias cientificas como antioxidante, analgésico, anti-inflamatorio,
anticancerigeno, dentre outras apresentadas ao longo do trabalho, assim a
investigacdo se essa substancia pode ser usada para administracdo cutanea € de
interesse cientifico e pratico.

N&o obstante, ndo basta investigar apenas o ativo, mas também €& necessario
elucidar uma forma de utiliza-lo. A aplicacdo de uma substancia pura sobre a pele
pode nédo ser a forma mais eficiente de administracdo. O fato de uma substancia nao
estar dispersa em um meio gera uma alta concentracdo pontual. Isso pode ser nocivo
ao individuo e dependendo de parametros fisico-quimicos da substancia também
seria altamente ineficaz do ponto de vista farmacologico. Desta forma, o
desenvolvimento de uma forma de administrar uma substancia € algo tdo importante
guanto a descoberta de uma funcao farmacéutica. Assim, neste trabalho, investiga-se
se o sistema emulsionado com &cido gentisico e uma forma possivel de
administracdo. Uma das principais perguntas é: A emulsdo é capaz de liberar o
principio ativo? Gerando em seguida ainda outras: Em qual quantidade? De que
forma? Perguntas que seréo respondidas para este ativo tdo promissor em emulséo.

Uma vez que a pele ndo € uma entidade estéril, mas sim o habitat para um
ecossistema que quando em equilibrio é benéfico para o ser humano, faz sentido
esclarecer a interacdo entre o ativo que esta sendo proposto e os representantes
desta microbiota. Desta forma, elencou-se 0s microrganismos: Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Cutibacterium acnes que sdo comumente
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encontrados na microbiota cutadnea, como alvo de estudo da interacdo destes
microrganismos com o acido gentisico.

A elucidacdo dos microrganismos versus o ativo também € de interesse de algo
bem atual que é o fendbmeno da resisténcia dos microrganismos aos agentes
antimicrobianos, e que se tornou ainda mais relevante apos a pandemia de COVID-

19 que é evidenciado mais a frente no texto.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No intuito de suportar o desenvolvimento do trabalho de pesquisa revisou-se 0
estado atual dos principais assuntos que sao de primordial importancia para o sucesso
do projeto.

2.1 Apele

O tecido que representa a pele humana corresponde de 5 a 16% do peso
corporal e é considerado o maior 6rgao do corpo humano, envolve todo o corpo e tem
diversas funcdes, sendo a principal delas servir de protecéo na interface do ambiente
interno e externo, (CORREA, 2012; DORADO; FRAILE, 2021; RICHARDSON, 2003;
VENUS et al., 2010).

O ambiente externo apresenta condi¢cdes adversas a fisiologia humana com a
presenca de agentes quimicos, fisicos e biolégicos. A protecdo quimica esta
associada com a fungdo de barreira contra substancias diversas presentes no
ambiente exterior. Ja a protecao fisica atua mecanicamente contra o atrito e impacto,
além da atuacao contra determinados tipos de radiagdes, principalmente do espectro
ultravioleta (UV). No caso da protecéo contra agentes bioldgicos, a pele serve nao so
como barreira contra patdgenos, mas também é um ambiente onde estabelece
relacbes de simbiose com diversos agentes microbioldgicos, funcdo essa que é

profundamente estudada atualmente, (CORREA, 2012; MCKNIGHT et al., 2022).
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2.1.1 Funcéao de termorregulacao

Além das func@es de protecao, a termorregulacéo é outro papel primordial para
o bom funcionamento da fisiologia humana. A temperatura corporal interna é mantida
entre 36 e 38°C por meio de um sistema de controle que envolve a permeacao seletiva
da pele, o sistema muscular e o hipotalamo. Caso a temperatura corporal caia, o
hipotalamo envia sinal bioquimico para haver uma constricdo arterial com o objetivo
de evitar a perda de calor por circulacdo sanguinea e, a0 mesmo tempo, o sistema
muscular é acionado gerando contracdes e com isso gerar calor. No caso contrario,
guando a temperatura esta subindo acima do ideal, o hipotalamo usa o sistema
bioquimico para gerar uma dilatacédo arterial, 0 que aumenta a circulacdo sanguinea
nas extremidades, estimula as glandulas sudoriparas a produzirem suor e 0 processo
evaporativo ou o escorrimento do liquido transfere a energia para 0 ambiente externo.
Cada litro de suor evaporado transfere aproximadamente 580 kcal ao meio ambiente.
O mecanismo de troca de energia com o meio exterior envolve a troca de calor
sensivel na superficie da pele por meio dos processos convectivos, condutivos e
radiativos. O calor latente é trocado por meio da evaporacao do suor e pela difuséo
de umidade da pele. Na condicdo neutra, em que 0 corpo ndo precisa usar do
mecanismo de termorregulacao intensamente, o processo de troca de calor sensivel
representa 75% do total de energia trocada sendo a troca por calor latente os outros
25%, (ARENS; ZHANG, 2006; MCKNIGHT et al., 2022; SHRESTHA et al., 2021).

Enquanto a temperatura corporal € mantida controlada em uma faixa
relativamente estreita de 36 a 38 °C, 0 mesmo nao se aplica a temperatura da pele,
gue varia segundo condi¢cdes do ambiente e ndo é constante ao longo do corpo. Hui
Zhang, em sua tese de Ph.D. na Universidade da California, em Berkeley, (ZHANG,

2003), coletou dados da temperatura da pele onde os voluntarios vestiam uma fina
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roupa em funcdo da condicdo do ambiente. Os dados séo reproduzidos de forma

consolidada na Tabela 2.1-1.

Tabela 2.1-1 Temperatura em °C da superficie da pele em funcéo do segmento corporal.

Percepcdo da temperatura do ambiente externo

Segmento Fria Neutra Quente
Testa 30,7 35,8 36,5
Bochecha 27,7 35,2 36,3
Pescoco anterior 33,5 35,8 36,8
Pescoco posterior 34,5 35,4 36,1
Peito 30,9 35,1 36,1
Costas 32,4 35,3 36,3
Abddmen 28,7 35,3 36,2
Antebraco 24,7 34,2 36,4
Braco 27,3 34,6 36,1
Méo 23,1 34,4 36,0
Dedo 211 35,3 36,7
Coxa 27,0 34,3 35,6
Canela 26,5 32,9 34,4
Panturrilha 24,3 32,7 34,1
Pé 21,4 33,3 36,4
Média 27,6 34,6 36,0

Nota: célculo da média e organizacdo em tabela feita pelo autor. Dados oriundos de Zhang (2003).

2.1.2 A estrutura da pele

A estrutura da pele € composta de camadas que podem ser verificadas por
ensaios histoldgicos. Existem duas ou trés grandes divisdes, dependendo do autor, a
primeira camada mais superficial € a epiderme, e a segunda é a derme que é mais
espessa e é onde esta a maioria dos apéndices da pele. A terceira, que nao faz parte
do tecido tegumentar e por isso ndo é considerada parte da pele por alguns autores,
€ a hipoderme que é composta de tecido adiposo e tem grande variacdo de espessura
de um individuo ao outro, (MARIEB et al., 2014). A Figura 2.1-1 ilustra as estruturas

brevemente descritas.
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Figura 2.1-1 llustracdo esquematica das grandes divisdes cutaneas.

——Epiderme
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Fonte: (SBD, 2022)

2.1.2.1 Epiderme

A epiderme é um plano queratinizado e estratificado que contém quatro classes
de células que séo: queratindcitos, melandcitos, células epiteliais tateis e células de
Langerhans. A espessura da epiderme média é de 0,1 mm, mas nas regides mais
grossas, como a palma das maos e a planta dos pés, varia entre 1 e 2 mm, ja nas
regides mais finas como a palpebra é de aproximadamente 0,03 mm. Esta camada &
a que possui 0 maior numero de células, composta majoritariamente por
gueratindcitos, e apresenta uma dinamica de renovacao celular intensa, (DORADO;
FRAILE, 2021; YOUSEF et al., 2023).

As subdivisdes da epiderme dependem da regido do corpo. Quando essa é
delgada estado presentes quatro camadas, por vezes chamadas de estratos, ja na pele
espessa existem cinco camadas. Na interface com a derme esta uma camada muito
fina formada por apenas uma linha de células tronco com alta taxa de divisdo celular
e de formato cuboide. Essa linha de células é responsavel por gerar os queratinocitos
jovens. Nesta fronteira com a derme também estao presentes em bem menor nimero
as células de Merkel, por vezes chamadas de células epiteliais tateis. Os melandcitos,
gue sdo responsaveis pela sintese da melanina, sdo entre 10 e 25% das células dessa
camada. Uma vez a melanina produzida, essa migra para os queratinocitos, onde a

substancia agrupa-se sobre o ndcleo celular protegendo o material genético da
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radiacdo ultravioleta (UV). A essa camada, que representa o processo de nascimento
celular da-se o nome de camada germinativa, camada basal, estrato basal ou estrato
germinativo, sendo essas quatro denominacdes consideradas sinbnimos, (HONARI;
MAIBACH, 2014; WAUGH; GRANT, 2018; YOUSEF et al., 2023).

A préxima camada no sentido interface derme para a superficie da pele é a
camada espinhosa ou estrato espinhoso. O nome se da pelo fato dos desmossomos
dos queratindcitos terem filamentos proteicos que atravessam a membrana
plasmatica da célula e ligam-se na membrana proteica do desmossomo do outro
gueratindcito, gerando uma estrutura intercelular, o que lembra espinhos. Os
filamentos proteicos sdo compostos de queratina, placina e desmogleina. O
citoplasma dos queratindcitos nesta camada sédo ricos em queratinas k1-k10. As
células dendriticas também fazem parte do estrato espinhoso, mas em menor
guantidade, estdo ligadas ao sistema imunologico e fazem endocitose de algum
antigeno que possa ter chegado até ela, (ALDEHLAWI et al., 2020; FLORINDA, 2008;
ISHIDA-YAMAMOTO et al., 2000).

Continuando na sequéncia das camadas da epiderme em direcdo a superficie
da pele agora temos a camada granulosa ou estrato granuloso. Nesta camada
comeca-se a queratinizacio das células. E a regido mais distante da derme e recebe
pouca nutricdo levando a morte celular. As células adquirem formato pouco mais
achatado, apresentando granulos de querato-hialina, que é um precursor das
queratinas k2 e k11, fazem exocitose de fosfolipidios, ceramidas e glicolipidios para o
ambiente intercelular, 0 que gera uma barreira que dificulta e regula a passagem de
agua e outras substancias. A medida que esse material excretado migra junto com as

células para os estratos superiores forma-se uma espécie de adesivo que mantém as
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células juntas e consolida a barreira que visa a impermeabilizacao da pele, (BEILIN et
al., 2020; MATOLTSY, 1975; SMACK et al., 1994)

A proxima camada € o estrato lucido, que s6 ocorre em regides de pele espessa
como a palmar e plantar e é caracterizada por ter células mortas, achatadas, onde a
guerato-hialina foi convertida em eleidina, substancia de carater oleoso que também
€ um precursor mais proximo da queratina. Tem por funcéo impedir a perda de agua.

A Ultima camada da epiderme € a que faz fronteira com o0 ambiente externo que
é o estrato corneo. E a camada mais espessa da epiderme possuindo entre 20 e 30
camadas de células mortas, anucleadas, bem achatadas, sendo que a area de uma
s6 célula recobre aproximadamente 25 células basais, (CORREA, 2012). Possuem
filamentos de queratina imersos em filagrina que passam a receber o nome de
cornedcitos dado o grau de diferenciacdo que atingiram. Os cornedcitos que estao
mais profundos no estrato corneo estdo melhor aderidos uns aos outros e o espago
intercelular € bem preenchido com (glicolipidio, que deixa a estrutura
consideravelmente impermeéavel. A medida que vdo se aproximando da superficie a
adesdo dos desmossomos diminui até chegarem a se soltar, 0 que gera a

descamacéao da pele, (DORADO; FRAILE, 2021; MARIEB et al., 2014).

2.1.2.2 Derme

No sentido do ambiente externo para o interno, apds a epiderme, encontra-se
a derme, que apresenta duas camadas: a mais superficial que € delgada e é chamada
de papilar e a mais interna e especa chamada de reticular, (CORREA, 2012). Essas
camadas possuem fibroblastos distintos. Os que formam a papila dérmica séo
responsaveis pelo foliculo piloso, o crescimento do pélo ou cabelo e o0 musculo eretor.
J& a derme reticular tem fibroblastos que excretam a maioria do material da matriz

extracelular fibrosa, (DRISKELL et al., 2013).
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Em termos de espessura essa camada da pele pode variar de menos de 2 até
4 mm e é responsavel pela maior parte da estrutura mecancia da pele, sendo a
resisténcia contra ruptura de 5 até 27 MPa, (WONG et al., 2016).

O processo de cicatizac&o da pele humana adulta os fibroblastos da derme sao
recrutados priemeiramente e 0s superiores sao requisitados durante a reepitelizacao.
A ativacao epidérmica da beta-catenina estimula a expanséo da linhagem dérmica

superior, (DRISKELL et al., 2013)

2.1.3 pHdaPele

Em 1892 o médico aleméo Ernst Heuss reporta um procedimento para
determinacao colorimétrica da acidez da pele e suor, e descobre que tanto a superficie
da pele quanto o suor sdo acidos (HEUSS, 1892). Vale lembrar que o conceito de
acido e base foi proposto por Antoine Lavoisier (1743-1794) e por muito tempo foi
sendo aprimorado por grandes quimicos como Svante Arrhenius (1859-1927), Gilbert
Lewis (1875-1946) e Hermann Walther Nernst (1864-1941), sendo este ultimo o que
introduziu a ideia da medicdo da concentracdo de um ion pela diferenca de potencial
gerado em um eletrodo, mas foi Sgren Peter Lauritz Sgrensen (1868-1939) que
apresentou a proposta de expressar acidez como o logaritmo negativo da
concentracdo do ion de hidrogénio em agua, conceito usado até hoje, (SURBER et
al., 2018). Nota-se que tanto o médico Heuss como o0s quimicos Arrhenius, Lewis e
Nernst viveram na mesma época e a medi¢cdo da acidez da pele foi realizada em
tempos que o préprio conceito de pH, acido e base estavam sendo elucidados. Fato
notavel e um avanco consideravel.

A descoberta de Heuss foi confirmada por Schade e Marchionini (1928), agora
usando a escala de pH, e reporta além dos dados, a dificuldade metodoldgica de medir

o pH da pele seca e da pele com suor concentrado. O titulo do artigo publicado foi
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“‘Der Sauremantel der Haut”, que em tradug¢ao ao portugués seria “O manto acido da
pele”, criando assim um termo que foi muito usado como sinénimo de uma camada
bioquimica que protege a pele: “manto acido protetor” ou apenas “manto acido”.

Alfred Marchionini junto com alguns colaboradores, nos anos de 1938 e 1939,
reporta uma série de cinco artigos detalhando varios aspectos da pele, inclusive que
as doencas cutaneas tém correlacdo com alteracées de pH, que existem alteracdes
guantitativas e qualitativas das bactérias que vivem sobre a pele com as mudancas
do pH. Lesdes cutaneas tem sua origem explicada em parte por uma alteracao
qualitativa dos microrganismos que vivem na pele e que produtos aplicados sobre esta
podem alterar seu pH. Temas que lembram o que se discute hoje na vanguarda do
estudo da cutis, mas apontados ha cerca de 85 anos, (MARCHIONINI, 1938;
MARCHIONINI et al., 1938; MARCHIONINI; HAUSKNE CHT, 1938; MARCHIONINI;
SCHMIDT, 1938, 1939). A questdo dos microrganismos que habitam a pele humana
serd avaliada no item 2.2.

Segger et al. (2008) realizaram um estudo multicéntrico com 222 voluntarios
sendo 147 mulheres e 75 homens, onde a média do pH cutaneo obtido foi 4,9 com
intervalo de confianca de 95% entre 4,1 e 5,8.

Em outro estudo 20 voluntarios saudaveis foram separados em dois grupos de
10 individuos, o grupo de adultos jovens com média 29,8 + 3.9 anos (+ desvio padrao
amostral) com amplitude de 24 a 34 anos, e no grupo de adultos idosos com média
de 73,6 £ 17,4 anos, alcance de 66 a 83 anos. Mediu-se o pH de diversos segmentos
como pode ser verificado na Tabela 2.1-2, nota-se o pH da pele idosa é ligeiramente

menos acida, (MARRAKCHI; MAIBACH, 2007).
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Grupos
Segmento Adultos Jovens Idosos
Testa 4,43+ 0,44 519+0,44
Palpebra 4,62 + 0,40 5,13+0,49
Nariz 5,23+ 0,55 5,39 + 0,50
Bochecha 5,07 £ 0,45 5,47 £ 0,52
Nasolabial 5,17 + 0,58 5,59 + 0,51
Perioral 5,05+ 0,48 5,35+ 0,56
Queixo 5,65+ 0,57 5,86 + 0,31
Pescoco 5,20+ 0,43 5,67 £ 0,49
Antebraco 5,30 £ 0,32 5,75+ 0,43

Nota: Dados de Marrakchi e Maiback (2007). Organizacdo em tabela feita pelo autor. Valores
representam a média = desvio padrdo amostral.

A manutencéo da funcéo de barreira do estrato cérneo é dependente do pH. A
barreira lipofilica depende da sintese de ceramidas e estas por sua vez dependem de
duas enzimas, a esfingomielinase acidificada e B-glucocerebrosidase, enzimas que
possuem pH 6timo de atividade entre 4,5 e 5,5, respectivamente (RIPPKE et al.,
2002). Ja o espaco extracelular do estrato cdérneo possui estruturas em organizacao
lamelar com presenca de cristais liquidos que dependem da ionizacdo parcial dos
acidos graxos que se da em pH entre 4,6 e 6, (BOUWSTRA et al., 1998; FRIBERG,
1990; OSBORNE; FRIBERG, 1987).

Jean-Pierre Hachem, pesquisador da Universidade da Califérnia, em parceria
com diversos pesquisadores, realizou ensaios em que a pele foi exposta a um pH mais
alcalino, que mostrou o comprometimento da funcdo de barreira, homeostase e
integridade mecanica do estrato cérneo. A causa € atribuida justamente pela baixa
atividade das enzimas acima citadas, gerando uma reduzida taxa de sintese de
ceramidas e o aumento da atividade das serino proteases, também conhecidas como
enzimas proteoliticas, (HACHEM et al., 2003, 2005).

As observacdes entre pH e patologias cutdneas ndo sdo poucas. No caso da

Dermatite Atopica (DA), pacientes que apresentam lesdes possuem pH da pele
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ligeiramente mais elevado na regido quando comparados com pacientes saudaveis,
(CHOI et al., 2003; DANBY; CORK, 2018; SEIDENARI; GIUSTI, 1995).

A Ictiose, que se caracteriza por um disturbio de queratinizacéo, pele seca,
escamosa, com fissuras e geralmente associada a questdes hereditarias, também
apresentam pH mais elevado na regido das les6es. Um agravante nos casos de Ictiose
sao as constantes infec¢des fungicas que sao facilitadas justamente pelo pH cutaneo
mais alto que esté relacionado com a menor capacidade da pele se defender nessas
condi¢gbes de pH, (DANBY; CORK, 2018; MIAO et al., 2021; SCHMID-WENDTNER;
KORTING, 2006).

2.2 Envelhecimento

O processo do envelhecimento € complexo e com muitas frentes de estudos,
porém, ainda hoje, permanecem obscuras as razées que desencadeiam as alteracdes
mecanobioldgicas. Saindo da fase infantojuvenil, o organismo envelhece como um
todo, levando a uma deterioracdo funcional, afetando tanto a vitalidade como o
comportamento de 6rgdos e tecidos. Além disso, a debilidade atinge até o nivel
celular, suas organelas e o DNA, (BAJPAI et al., 2021; SBD, 2023).

Um dos fatores do envelhecimento é a reducao da capacidade da célula de se
replicar corretamente, o que é conhecido como senescéncia celular. Ao passar dos
anos, a participacao das células em senescéncia tem maior proporcéo. As estruturas
gue ficam nas pontas dos cromossomos com a fungéo de proteger da degradacao por
nuclease e manter a estabilidade do material genético, conhecidas como telémeros, e
que nao fazem parte do processo de transcricdo, é perdida pouco a pouco cada vez
gue a célula se divide. Ao longo do tempo, ap6s mdultiplas divisbes celulares, o
telomero fica menor e fragmentos importantes do DNA sdo perdidos durante as

proximas divisdes, o que leva a perda da funcéo celular, (SBD, 2023; ZHANG; DUAN,
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2018). Durante o envelhecimento cutaneo, também ocorrem modificac6es do material
genético acima citado. Dessa forma, o tecido perde sua elasticidade e capacidade de
regular as trocas de homeostase, tornando a replicacdo do tecido menos eficiente.
Reacdes de oxidacdo quimica e enzimatica, com formacdo de radicais livres,
aceleram ainda mais este processo. Na pele envelhecida observa-se a perda de tecido
fibroso, a reducéo da rede vascular e glandular. A funcéo de barreira que mantém a
hidratacéo celular também fica prejudicada. Dependendo de fatores endégenos como
a genética e exdégenos como o estilo de vida, com a possivel exposicdo a radiacao
ultravioleta ou tabagismo, as funcdes fisioldgicas normais da pele podem diminuir em
50% até a meia-idade, (FLOOD et al., 2019; SANCHES SILVEIRA; MYAKI
PEDROSO, 2014; SCOTTI; VELASCO, 2003; SILVA et al., 2017).

Adicionando ainda mais complexidade ao exposto acima, as areas que
estudam o sistema dérmico recentemente apontam para a importancia do microbioma
cutaneo para a saude humana. A crenca que quanto mais “estéril” for a pele melhor
para a saude vem caindo por terra, mas essa extensa e complexa rede de
microrganismos que residem na pele humana ainda néo é inteiramente entendida,
(LEHTIMAKI et al., 2017). Hoje se sabe que o correto desenvolvimento do sistema
imunolégico em criancas depende do contato com 0s microrganismos de onde ela
vive, (BLASER; DOMINGUEZ-BELLO, 2016).

Tanto na tenra idade com na fase adulta, a conveniente interacdo e
mantenimento do ecossistema microbiano cutdneo ajudam: na producdo de
compostos anti-inflamatorios, manutencdo da funcédo de barreira, composicdo do
arsenal imunolégico contra patégenos, correcdo de danos no tecido e manutencao da

homeostase do manto cutaneo saudavel, (SANFORD; GALLO, 2013).
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Como visto acima, reacdes de oxidacdo e formacdo de radicais livres fazem
parte do processo de envelhecimento. Assim, faz sentido pesquisar a funcao
antioxidante de um ativo antes de prop6-lo para o uso topico. A funcédo antioxidante
de uma substancia € importante para prover ao organismo protecao contra a acao

danosa dos radicais livres em excesso, (ALVES et al., 2010).

2.3 Microbiota da pele

A microbiota da pele é formada por diversas bactérias, fungos e virus que
habitam a pele humana. Esse relacionamento de seres microscopicos e humanos
gerou um processo de coevolucdo mutua, logo espera-se que a relacdo seja benéfica
para humanos e sua microbiota que ao longo do tempo assumiu funces importantes
da fisiologia do 6rgao mais externo, (HARRIS-TRYON; GRICE, 2022).

Visto a crescente importancia que os microrganismos residentes tém ganhado
frente a elucidacdo do funcionamento fisiolégico humano, diversos pesquisadores
vém se dedicando a entender a microbiota humana como um todo, ndo s6 a cutanea
e ndo apenas em um determinado periodo, mas também ao longo do tempo. Incluindo
investigacbes desde o nascimento, o impacto do tipo de parto, normal ou cesariana,
além de questbes comportamentais, localidade e outras variaveis. Hoje sabe-se que
0 numero de seres microbianos simbiéticos supera o numero de células humanas em
pelo menos 10 vezes, algo da ordem de 100 trilh6es de microrganismos, (COSTELLO
et al., 2009; DETHLEFSEN et al., 2007).

A modalidade do parto influencia a microbiota. Recém-nascidos por parto
normal tém a as espécies Lactobacillus, Prevotella e Sneathia transferidas do colo
uterino e canal vaginal para a pele. Em torno de seis semanas apos o parto a
microbiota desenvolve um perfil com espécies de Staphylococcus e Corynebacterium.

Entretanto, nos individuos nascidos por cesariana, as espécies Staphylococcus,
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Corynebacterium e Cutibacterium sdo predominantes, sem 0s microrganismos da
assinatura vaginal precedente, (CHU et al., 2017).

A fonte de alimentos e condicbes de oxigenacdo sao determinantes para
formacédo da microbiota de certos pontos da pele. No foliculo piloso, regido rica em
material graxo produzido pela glandula sebacea associada e escassez de oxigénio,
leva a bactéria Cutibacterium acnes, que é uma anaerodbica facultativa, a dominar a
regido. A presenca de regies mais mecanicamente protegidas, acaba levando a uma
maior umidade local, como nas axilas, virilhas e umbigo, onde € propicio o
desenvolvimento da espécie Corynebacterium. Durante a puberdade os horménios
sexuais levam ao final do desenvolvimento das glandulas sebaceas aumentando a
producdo de material graxo e por sua vez a presenca ainda maior da Cutibacterium
acnes e Malassezia spp. Na idade adulta a microbiota cutanea é relativamente estavel
nos individuos saudaveis assim como acontece com a microbiota intestinal, exceto
dos virus de DNA que possuem alta variacéo, (CHU et al., 2017; FAITH et al., 2013;
OH et al., 2016; PARK et al., 2022; SCHLOISSNIG et al., 2013).

A bactéria mais prevalente na pele humana adulta e sadia € a Cutibacterium
acnes que representa cerca de 92% da comunidade bacteriana em regides sebaceas
com base nos célculos executados por Conwill et al. (2022) que usou os dados
levantados por Oh et al. (2014).

Cada individuo possui seu proprio conjunto de cepas de Cutibacterium acnes
(OH et al., 2014), que variam também entre regides da pele do proprio individuo onde
uma determinada linhagem pode dominar um poro cutaneo e uma outra cepa diferente
em um outro poro. Essa especificidade é gerada pela variabilidade de nutrientes,
condi¢cbes de oxigenacao e grau de exposi¢cdo ao ambiente externo, (CONWILL et al.,

2022).
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O uso de antissépticos topicos levam a uma acédo de mortalidade local da C.
acnes, mas essa se mantém durante a recuperacdo do ecossistema bacteriano. No
entanto, quando a intervencdo é mais prolongada com uso de agentes bacterianos
sistémicos via oral, nota-se a geracao de cepas de Staphylococcus resistentes e esse
agente antimicrobiano torna-se duradoura na recuperacao da microbiota cutanea. O
uso de antibiéticos sistémicos gera uma mobilizacdo genética no microbioma como
um todo que é considerado uma resposta microbioldgica ao estresse, (JO et al., 2021,
SANMIGUEL et al., 2018).

A microbiota também compfe a funcdo de barreira da pele. O equilibrio
microbiolégico possui espécies que secretam substancias que visam impedir a
colonizacdo por microrganismos invasores ou regulam o ambiente para que nenhuma
das espécies da prépria microbiota transforme-se em um organismo de risco a saude
humana. Pode-se citar o Staphylococcus hominis que produz substancias antibioticas
Unicas que possuem excelente acao inibitdria contra o Staphylococcus aureus. Em
outro exemplo, no caso de um aumento da populacdo do S. aureus a expressao
génica de regulacdo populacional, quorum sensing, € alterada por substancias
produzidas pelo Staphylococcus capitis e Staphylococcus epidermidis fazendo com
que o S. aureus freie sua viruléncia. J& em um exemplo de interacdo com as células
humanas o Staphylococcus lugdunensis produz um ciclo peptideo que desencadeia a
producdo de antibidticos pelos queratinocitos humanos, (BITSCHAR et al., 2019;
NAKATSUJI et al., 2017; PAHARIK et al., 2017; WILLIAMS et al., 2019).

Sabe-se que mais de 90% de toda a microbiota aerobia residente na pele é
formada por Staphylococcus epidermidis que tem inimeras funcdes, entre elas estéo:
acOes anti-inflamatérias mutualisticas, reforco da funcédo de barreira e inibicdo do

crescimento de algumas cepas de Staphylococcus aureus que Sao patogénicos,
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(BAVIERA et al., 2014). A proliferacdo do Staphylococcus aureus e a menor
pluralidade da microbiota cutanea esta associada em mais de 90% dos casos de
pacientes com dermatite atopica, e em individuos que nao apresentam essa patologia
o microrganismo foi encontrado em menos de 5% dos individuos, (GRICE; SEGRE,
2011; PRESCOTT et al., 2017). A infeccdo por S. aureus pode causar abcessos
cutaneos, popularmente chamadas de furanculos, ou até doencas mais sistémicas
como choque séptico e endocardite infecciosa, a taxa de mortalidade é maior que 20%

em casos de infeccdo invasiva, (MISTRETTA et al., 2019; TONG et al., 2015).

2.4 Microrganismos de estudo

Com o0 objetivo de levantar informacBes para suportar 0S ensaios
microbiolégicos do item 4.2.8, verificou-se as principais atualizacbes sobre o0s
microrganismos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e

Cutibacterium acnes.

2.4.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus pode ser considerado um dos mais eficientes
patégenos conhecidos. Capaz de apresentar infec¢des cutaneas que ndo chamam
muita atencao até milhdes de infec¢des de alta gravidade por ser altamente difundido
em todo o mundo. Visto seu alto espectro de severidade o levantamento do nimero
de infeccbes no globo é uma tarefa bem desafiadora, (CHEUNG et al., 2021;
RASIGADE et al., 2014).

Um levantamento importante sobre coinfeccbes com o COVID-19, realizado por
meio de reviséo sistematica com metanalise, analisou 33345 estudos onde 171 deles
reportavam coinfeccao bacteriana com o virus, 0 que representa 171262 pacientes.
Na maioria dos casos ndo houve processo de identificacdo do agente de coinfeccéo,

mas nos casos que isso foi solicitado o agente com maior prevaléncia de coinfec¢ao
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e infeccdo secundaria era o Staphylococcus aureus com 25 e 14% respetivamente,
(LANGFORD et al., 2022).

A mortalidade por infeccdo pelo S. aureus estimada por meta-regressao € de
10,4% em 7 dias, 13,3% em 15 dias, 18,1% em 1 més, 27,0% em 3 meses e 30,2%
em 1 ano, com base em 536.791 pacientes. Observou-se um aumento de 10% na
resisténcia a meticilina, (BAI et al., 2022).

Visto a severidade dos dados, varios autores e organizacdes governamentais
publicam guias para o tratamento do que é conhecido como Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), onde os farmacos mais recomendados sao:
vancomicina por meio intravenoso, linezolida, teicoplanina, algumas associacfes de
daptomicina com fosfomicina, ceftarolina ou antiestafilocécico B-lactamico, (BROWN
et al.,, 2021; CHENG et al., 2021; MOLINA et al., 2022; PUJOL et al., 2021; TABAH et
al., 2020; TABAH; LAUPLAND, 2022; TONG et al., 2020).

Um levantamento na literatura da concentracao inibitéria minima (MIC) do acido

gentisico frente ao Staphylococcus aureus pode ser observada na Tabela 2.4-1.

Tabela 2.4-1 Concentracdo inibitéria minima (MIC) do acido gentisico frente o Staphylococcus aureus.

Autor Condicao testada Cepa e Resultado da MIC
PCM ATCC
2267 25923 29213 6538
(VANDAL et al., 2015) 1 mg/mL S
(PINHEIRO et al., 2003) 100 pg/L S
(KALINOWSKA et al., 2021) mg/mL 5
(FELDEKOVA et al., 2022) mM 50

Onde: S = Sem efeito antimicrobiano, nimeros representam a MIC na unidade testada. (1) Redagéo e
metodologia ndo estdo claras. Dados obtidos de cada referéncia. Organizacdo em formato de tabela
feita pelo autor.

A ampicilina € um antimicrobiano usado como controle, logo, verificou-se a
literatura disponivel deste farmaco quando aplicado contra a cepa especifica deste

trabalho, Staphylococcus aureus ATCC 6538, obteve-se as seguintes concentracdes
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minimas inibitérias: 4 ug/mL (DA SILVA et al., 2018), 0,325 pg/mL (BIKELS-GOSHEN

et al., 2010), 9 umol/L (PANG et al., 2019) e 1ug/mL (NURAL et al., 2021).

2.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa que tem por caracteristica
respiratOria ser anaerobia facultativa, sendo mais presente no trato gastrointestinal de
humanos e animais. No entanto, tem comportamentos que variam entre benéfico e
inofensivo a altamente patogénico, (AKBAR; ANAL, 2011; ARBAB et al., 2022;
FRIEDMAN et al., 2002).

Assim como o Staphylococcus aureus a Escherichia coli também apresentou
processo de coinfeccdo junto ao COVID-19, ndo sendo o principal microrganismo
associado a esse tipo de patologia, entretanto nota-se que a resisténcia a agentes
antibioticos da E. coli aumentou significativamente nos casos de coinfec¢cdo ao
COVID-19. A prevaléncia da E. coli resistente a antibiéticos foi estuda por meio de
revisao sistematica com meta andlise, onde chama atencao o nivel de resisténcia dos
seguintes farmacos: associacdo de amoxilina com clavulanato 85,5%, ampicilina
87,5%, cefuroxima 65,5%, ceftriaxona 73%, levofloxacina 75% e ciprofloxacina 71%,
(SULAYYIM et al., 2022). As prevaléncias de E. coli resistente a antibiéticos
imediatamente antes do COVID-19 eram: ceftriaxona 59%, levofloxacina 43% e
ciprofloxacina 46%, (AHMED et al., 2019; AZIMI et al., 2019).

Levantamento na literatura da concentragdo inibitéria minima (MIC) do acido

gentisico frente a Escherichia coli pode ser observada na Tabela 2.4-2.
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Tabela 2.4-2 Concentracao inibitéria minima (MIC) do &cido gentisico frente o Escherichia coli

Autor Condicao testada Cepa e Resultado da MIC
PCM ATCC
2857 25922 8739
(VANDAL et al., 2015) 1 mg/mL S
(PINHEIRO et al., 2003) 100 pg/L S
(KALINOWSKA et al., 2021) mg/mL 3
(FELDEKOVA et al., 2022) mM 51

Onde: S = Sem efeito antimicrobiano, niumeros representam a MIC na unidade testada. (1) = Redacgéo
e metodologia ndo estéo claras. Dados obtidos de cada referéncia. Organizacdo em formato de tabela
feita pelo autor.

A ampicilina € um antimicrobiano usado como controle. Logo verificou-se a
literatura disponivel deste farmaco quando aplicado contra a cepa especifica deste
trabalho, Escherichia coli ATCC 10536, obteve-se as seguintes concentracoes
minimas inibitorias: 1 pg/mL (AL-ZOREKY, 2009), 0,5 pg/mL (NURAL et al., 2021) e

<1 pg/mL (GECGEL et al., 2020).

2.4.3 Candida albicans

A familia Saccharomycetaceae possui o género Candida que é responsavel
pela maioria das infec¢fes fungicas patoldégicas em humanos. Algumas espécies sao
amplamente discutidas como a Candida glabrata que comumente apresenta
resisténcia a antimicrobianos, a Candida auris que tornou-se rapidamente uma
ameaca a salde publica global e a Candida albicans que é a mais prevalente. Outras
espécies vém obtendo crescente atencdo do sistema mundial de salde e construcao
de conhecimento como a Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei,
(LAMOTH et al., 2018; LOPES; LIONAKIS, 2022; PAPPAS et al., 2018).

A Candida albicans € comumente encontrada no corpo humano e geralmente
associada a regifées de mucosa como boca, ouvidos, pénis, vagina, canal nasal e
pulmdes estando em estado de simbiose, no entanto algo que traga desequilibrio para
microbiota pode ser um gatilho para tornar-se uma séria infeccdo fungica, (ANSALDO

et al., 2021; WANG; HOOPER, 2019).
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A prevaléncia de candidiase invasiva é de aproximadamente 29 casos por 100
mil habitantes, (RICOTTA et al., 2021), mas paradoxalmente os individuos mais
colonizados pela Candida albicans séo justamente os mais resistentes a uma infeccao
invasiva, (SHAO et al., 2022).

A concentracao inibitéria minima (MIC) obtida na literatura pode ser verificada

por meio da Tabela 2.4-3.

Tabela 2.4-3 Concentracéo inibitéria minima (MIC) do acido gentisico frente a Candida albicans.

Autor Condicao testada Cepa e Resultado da MIC
PCM ATCC
2566-FY 10231
(VANDAL et al., 2015) mg/mL 1
(KALINOWSKA et al., 2021) mg/mL 5

Onde: nimeros representam a MIC na unidade testada. Dados obtidos de cada referéncia. Organizacao
em formato de tabela feita pelo autor.

2.4.4 Cutibacterium acnes

A recém reclassificada como Cutibacterium acnes, (SCHOLZ; KILIAN, 2016), a
bactéria anaerdbica facultativa antes chamada de Propionibacterium acnes,
representa cerca de 92% da microbiota da pele de regides sebaceas, como
apresentado no item 2.3.

A saude da microrregido esté relacionada ao seu equilibrio. Casos de Dermatite
Atépica investigados mostram um decaimento na populacdo e diversidade da C.
acnes e aumento do S. aureus, (FRANCUZIK et al., 2018; WILLIAMS; GALLO, 2017).
A Psoriase, que no Reino Unido afeta de 1,3 a 2,5% da populacdo, (CORDINGLEY et
al., 2022), também apresenta disbiose cutanea com a reducdo do Cutibacterium
aumento do Staphylococcus e uma certa manutencéo do Corynebacterium, o que leva

a uma mudanca de proporcéo entre os géneros, (QUAN et al., 2020).
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A Acnes Vulgares, que é a patologia cutanea que afeta entre 60 e 95% da
populacdo adolescente global, (CAVALLO et al., 2022). Apresenta atualmente uma
mudanca no seu entendimento, ainda ndo amplamente acolhido. A patologia até entéao
€ entendida como tendo como uma das principais causas uma alteracdo hormonal,
onde a 5-alpha redutase converte testosterona em di-hidrotestosterona, aumentando
a secre¢cao graxa, com isso, acréscimo repentino na proliferacdo da Cutibacterium
acnes e o acionamento da cascata inflamatoria de forma crénica, (DRENO et al., 2020;
LEE et al.,, 2019; MAHMOOD; SHIPMAN, 2017; PASCHOAL; ISMAEL, 2010;
RIBEIRO et al.,, 2015a, 2015b; SUTARIA et al., 2023). No entanto, autores vem
apontando uma mudanca significativa no entendimento, onde a diversidade de
subespécies de Cutibacterium acnes como: C. acne ssp. elongatum, C. acnes ssp.
acnes, C. acnes ssp. defendens e outros subtipos produzem quantidades
significativas de espécies reativas e oxidativas na pele acneica o que acionaria a
cascata inflamatéria. Ja na pele sadia a microbiota local ndo produz agentes
oxidantes, assim néo gerando inflamacdo, (CORVEC et al., 2019; KIM et al., 2022;
LEE et al., 2019; MCLAUGHLIN et al., 2019; MIAS et al., 2023; ROZAS et al., 2021).

A concentracdo minima inibitéria da ampicilina em relagcdo a Cutibacterium
acnes para cepas selvagens estaria entre 0,06 e 0,25 pg/mL, (ZHANG et al., 2019),
no entanto os autores ndo deixam exatamente claro a forma de célculo.

Os dados da atividade antimicrobiana do acido gentisico ndo foram

encontrados na literatura, podendo ser inédito.

2.5 Liberacao de ativos de formula¢cdes semissdlidas
Os corticoides foram considerados revolucionarios no tratamento de doencas
cutaneas inflamatérias no pés-segunda guerra mundial em meados da década de

1950, (BARRY; WOODFORD, 1974). O sucesso dos corticoides trouxe muitas
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empresas a colocarem suas formulacdes no mercado. A ideia de que formulacdes
semissolidas poderiam desempenhar papéis diferentes ao liberar o mesmo ativo veio
a mente de alguns pesquisadores, 0 que gerou o interesse de compara-las. Os
métodos eram baseados em experimentos clinicos, mas pesquisas na area
metodoldgica também foi alvo de interesse e avanco, (BARRY; WOODFORD, 1974,
1975; BURDICK et al., 1973; CHRISTIE; MOORE-ROBINSON, 1970; COLDMAN et
al., 1971; DUMAS; SCHOLTZ, 1972; FALCONI, 1972; MCKENZIE, 1962).

Uns dos primeiros pesquisadores a tentarem um aparato nao utilizando testes
clinicos e sem a utilizacdo de pele humana como barreira foram Barry e Eini (1976),
qgue verificaram a difusdo de corticoides em formulacdes usando um surfactante ndo
ibnico na emulsdo e medindo sua permeabilidade em membrana de acetato de
celulose.

Tantos outros autores chamaram a atencédo para a diferenca de desempenho
das formulagdes topicas que usavam do mesmo principio ativo e concentracdo. Até
que o médico dermatologista Richard B Stoughton, que foi editor e presidente do
Journal of Investigative Dermatology, com carreira civil e militar na area, em 1987
publicou um contundente artigo, ainda usando o método clinico de constricdo,
questionando a equivaléncia de glicocorticoides disponiveis no mercado, onde
encontrou-se significativa variagdo entre fabricantes que, em teoria, ndo deveria
existir, (STOUGHTON, 1987).

O impacto do artigo foi suficiente para que o FDA passasse a estudar o assunto
e finalmente iniciasse um processo de regulamentacéo, (FDA, 1995). A equivaléncia
entre formas semissolidas requer o entendimento da taxa em que o principio ativo
deixa o veiculo ficando disponivel para permear a primeira barreira cutanea, ou seja,

0 estrato corneo. Visto a enorme demanda de estudos de liberacéo, tornou-se inviavel
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continuar fazendo testes clinicos para essa finalidade, gerando assim interesse ao
desenvolvimento de metodologias e validagdes para métodos in vitro. Ficou-se assim
conhecido no setor como: in vitro release test (IVRT), (SHAH et al., 2022).

O primeiro guia publicado pela agéncia reguladora americana no assunto foi
em 1995 com o enfoque de bioequivaléncia considerando testes in vivo, (FDA, 1995).
Ja em 1997 foi elaborado um guia que € considerado um marco no setor. Trata de
guestdes como: scale up de formas semissélidas nédo estéreis, alteracdes no processo
pos-aprovacdo e a obrigatoriedade de comparacdes usando testes de liberacdo in
vitro, no intuito de evitar a variabilidade da equivaléncia farmacéutica devido ao
processo de transporte do farmaco do veiculo até seu alvo, (FDA, 1997).

Atualmente os principais guias e regulamentacfes envolvendo o setor séo:

FDA-2022-D-1859, versao preliminar que esta em consulta publica na data da
redacao deste trabalho, (FDA, 2022b);

Seminario promovido pelo FDA em relagdo a boas praticas em
desenvolvimento de produtos topicos, (FDA, 2022a);

Método publicado pela Farmacopeia Americana, (USP, 2014);

Seminario detalhando questbes metodoldgicas e interpretativas, (FDA, 2017);

Guia da Unido Europeia de qualidade e equivaléncia de produtos topicos,
(EMA, 2018);

Guia da Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD)
para testes in vitro e in vivo, (OECD, 2004).
2.5.1 Células de liberacéo

O desenvolvimento dos aparatos para realizacdo dos ensaios in vitro, por si so,
€ algo que demonstra a criatividade humana na busca por mimetizar em laboratério

algo que acontece na natureza, sendo a célula criada por Tomaz J. Franz, (FRANZ,
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1975), que na época era colaborador da divisdo de consumo da Procter & Gamble,
tornou-se padréo para 0s ensaios e é a mais utilizada pelos autores e 6rgéaos
reguladores como referéncia, (FDA, 2022a; OECD, 2004; USP, 2014).

A forma como a célula de Franz € montada, na vertical, fez com que a
nomeassem como Vertical Diffusion Cell (VDC), entretanto existem outras
configuracbes como Célula de Imersao (USP, 2014), Enhancer Cell (CORBO, 1995),
in-line cell (ILC) (CORDOBA-DIAZ et al., 2000; THAKKER; CHERN, 2003;

UPADHYAY et al., 2019), sendo que essa ultima vem ganhando popularidade.

2.5.2 Modelos matematicos para mecanismo de liberacéo

O transporte de um farmaco por uma membrana pode ser modelado pela
primeira lei de Fick, (FICK, 1855), modelo de difusdo, onde o fluxo de material (J) é
proporcional a taxa de variagdo de sua concentracao no espaco (dC/dx) multiplicada
por uma constante que € conhecida como coeficiente de difusdo (D), gerando-se a
equacdao (1), onde o sinal negativo de D representa que o compartimento doador esta
perdendo massa. A segunda lei de Fick, determina a variacdo temporal de
concentracdo (dC/dt) em funcéo das derivadas parciais em relacéo as trés dimensdes
espaciais (x, y, z), equacao (2), (OLEJNIK et al., 2012; THAKKER; KLEIN, 2020).

dc

J=-D— 1)

dc 9°C 9*C 9°C
(2)

EzD 6x2+6y2+022

Aplicando-se as equacgoes (1) e (2), para a difusdo entre dois compartimentos
sendo o primeiro o doador e o segundo o receptor, separados por uma membrana,
chega-se a equacao (3) onde o processo de integracdo matematica, sob algumas

condi¢bes de contorno, produz duas solugdes: a primeira no caso da substancia estar
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em dispersdo no meio doador segue-se a equacao (4), ja no caso da substancia estar
solubilizada no meio doador aplica-se a equacédo (5), (HIGUCHI, 1961; HIGUCHI;
HIGUCHI, 1960). Ficando conhecido por modelo de Takeru Higuchi, ou apenas

Higuchi. Modelagem matematica ainda amplamente aceita hoje em dia, (FDA, 2022a;

USP, 2009, 2014).

M,
M, K(t)%® 3)
0,5
Q = 2C, (%) (4)
Q = (2C,CsDt)*" (5)

No entanto existem outros modelos que nao sao diretamente derivados das
equacoes (1) e (2). Entre eles estao: o de ordem zero com a equacgéao (6), o de primeira

ordem com a equacéao (7), e o de Korsmeyer-Peppa com a equacao (8), (ALONSO et

al., 2020; ELHASSAN, 2022; MALLANDRICH et al., 2017).

M
=k 6)
M
—=1-= k.t
=l ™)
M _kon (8)
M,

Sendo M: e Mo a massa da substancia no tempo t e a massa no inicio do
experimento, respectivamente. K sendo a contante de especifica para cada modelo

matematico. A razdo dentre M: e Mo é conhecida como liberacdo percentual quando

multiplicada por 100.
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2.6 O &cido gentisico

2.6.1 FuncOes de interesse farmacéutico

O acido gentisico é amplamente encontrado fazendo parte do proprio sistema
de defesa das plantas, (ABEDI et al., 2020; FERNANDEZ et al., 2010). O processo de
investigacdo cientifica ja identificou algumas funcdes relevantes. A substancia vem
demonstrando um vasto espectro de atividade bioldgica, incluindo propriedades
antioxidante, adstringente, anti-inflamatéria e antirreumética, (BORGES; CASTLE,
2015; HMDB, 2022; PELEG; NOBLE, 1995). O grupo de pesquisa de Kabra et al.
(2014) apresentou interessante atividade antiparkinsoniana e recentemente Sun et al.
(2019) evidenciou uma descoberta que o acido gentisico pode impedir a transi¢éo da
hipertrofia para a insuficiéncia cardiaca prevenindo a disfunc¢des cardiacas. Kim et al.
(2020) concluem que o acido gentisico tem efeito sinérgico com o processo de
cicatrizacdo da pele e sugerem que esse seja 0 composto principal para essa
finalidade.

O é&cido gentisico vem mostrando-se como um ativo antitumoral e
anticancerigeno (SHARMA, S. et al., 2004) ou com um papel na prevenc¢ao ao cancer
(SHARMA, Sonia et al., 2004). Ja Altinoz et al. (2018), em um artigo contundente,
relataram atividade antitumoral e sugerem que o &cido gentisico tenha estudos
ampliados como um farmaco anticancerigeno. Como o acido gentisico € um catabolico
da aspirina alguns autores demonstraram a influéncia desta substancia em alguns
tipos de cancer, por exemplo, tumores gliais (EGAN et al., 2016; SIVAK-SEARS et al.,
2004) e cancer de mana (LU et al., 2017; YANG et al., 2017; ZHANG et al., 2012),
mas em individuos que tem geneticamente alelos da variante CYP2C9, é dificultada a

conversdo da aspirina em acido gentisico, assim os portadores ndao usufruem do
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beneficio (BIGLER et al., 2001), o que é mais uma evidéncia da importancia do acido
gentisico na func&o antitumoral ou anticancerigena.

Algumas plantas como Solanum nigrum Linn, Hibiscus rosa sinensis,
Amaranthus spp. e Leonurus sibiricus sédo elencadas, pelo conhecimento popular, por
suas atividades antitumorais, visto isso, alguns autores, investigando-as, confirmaram
o conhecimento tradicional e atribuiram a presenca do acido gentisico nestas plantas
a funcéo associada ao emprego popular, (HUANG et al., 2010; SARKER; OBA, 2020;

SHARMA, Sonia et al., 2004; SITAREK et al., 2017).

2.6.2 Nomenclatura e nUmeros de registro

O acido gentisico possui alguns sinbnimos como 2,5-di-hidrobenzoico e 2,5-
DHBA, 2,5-Dihydroxybenzoate, 2,5-dihydroxybenzoic acid, 2,5-Dihydroxybenzoic
acid, 5-hydroxysalicylic acid, Gentisate, Gentisic acid, Hydroquinone carboxylic acid.
A nomenclatura em lingua inglesa mais usada € Gentisic Acid, sendo o nome IUPAC:
2,5-Dihydroxybenzoic acid, (HMDB, 2022). A substancia possui registro em diversas

instituicbes como visto na Tabela 2.6-1.
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Tabela 2.6-1 Referéncias do &cido gentisico em diversas instituicdes.

Instituicdo Sigla Numero de Registro ou Referéncia
Chemical Abstract Service CAS 490-79-9
Chemical Entities of Biological Interest ChEBI 17189

. : o 1S/C7H604/c8-4-1-2-6(9)5(3-
International Chemical Identifier InChl 4)7(10)11/h1-3,8-9H,(H,10,11)
International Chemical Identifier InChiKey WXTMDXOMEHJIXQO-UHFFFAOYSA-N
glmpllﬂed Molecular-Input Line-Entry SMILES 0C(=0)clce(O)ceclO

ystem
World _ Health O_rganlza'uon " INN 756
International Nonproprietary Names
®

National Library of Medicine CP::JSChem 3469
Human Metabolome Database HMDB HMDBO00152
European Chemicals Agency ECHA 207-718-5
Japan Chemical Substance Dictionary  Nikkaji J6.0462
Food and Drug Administration UNII VP36V9503T

Nota: organizagdo em tabela pelo autor, dados consultados em cada instituicdo.

2.6.3 Foérmula e caracteristicas fisico-quimicas

O &cido gentisico apresenta-se como poé cristalino com coloracao variando

entre branco a amarelado e possui a caracteristica de formar cristais monoclinicos em

forma de prisma quando precipitado de uma solucdo aquosa.

A férmula molecular € C7H604, sendo a massa molar média de 154,121 g/mol,

ponto de fusdo é estimado em 199,5 °C, sua solubilidade em &gua é estimada em

12,3 g/L, (HMDB, 2022). Pode-se ter uma ideia da formula espacial pela Figura 2.6-1

e Figura 2.6-2.
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Figura 2.6-1 Férmula espacial do acido gentisico. ~ Figura 2.6-2 Férmula estrutural do acido gentisico.

|
0 0
0
H-
0
H
Fonte: (PUBCHEM, 2023) Fonte: (PUBCHEM, 2023)

A substancia caracteriza-se por ser um acido poliprético, possuindo diferentes

graus de dissociacdo segundo Figura 2.6-3.

Figura 2.6-3 Dissociacao do acido gentl'sico com a indicacgao dos respectivos pKa.
HO.__O O 0 O O
/6/ /é/ > é/ pKa3

Fonte: (PEREZ-GONZALEZ et al., 2014)
Dados do logaritmico da constante de dissociacdo acida (pKa) foram coletados

na literatura e organizados na forma da Tabela 2.1-1.

Tabela 2.6-2 Logaritmo da constante de dissociacdo acida segundo cada autor.

pKal pKa2 pKa3 Meétodo Referéncia

2,97 10,50 - Potenciométrico (TSIN-JAO et al., 1962)

3,0 10,3 13,9 Titulagcao espectrofotométrica  (STALLINGS; SCHULMAN, 1975)
2,77 10,01 10,80 Cromatogréfico (ERDEMGIL et al., 2007)

2,98 10,29 - Potenciométrico (ERDEMGIL et al., 2007)

Nota: A origem dos dados segundo cada referéncia. Organizacéo em tabela pelo autor. (=) dado néo
disponivel.
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