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RESUMO

Achyrocline satureioides (AS) - Asteraceae é uma planta medicinal amplamente
usada na América do Sul. Uma vasta literatura tem mostrado a atividade
antioxidante dos extratos de AS. Tal atividade tem sido relacionada as principais
agliconas flavonoidicas dos extratos de AS: quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina. Neste estudo, descrevemos o desenvolvimento de hidrogeis
antioxidantes contendo extrato de AS incorporado em nanoemulsées, objetivando a
aplicacdo topica. Em uma primeira etapa, nanoemulsdes compostas do extrato de
AS, triglicerideos de cadeia média, lecitina de gema de ovo, polissorbato 80 e agua
foram preparadas por emulsificacdo espontdnea. Este procedimento conduziu a
obtencdo de nanoemulsdes monodispersas (indice de polidispersdo <0,2) com
tamanho meédio de goticula de 250 nm, confirmado por microscopia eletronica de
transmissao, e potencial zeta de aproximadamente -50 mV. Tais propriedades foram
similares ap0s a incorporacdo das nanoemulsGes em hidrogéis de Carbopol Ultrez
(0,15%) e estas mantiveram-se inalteradas ao longo do tempo (até 90 dias). Os
hidrogéis exibiram um comportamento ndo-Newtoniano pseudopléstico. Foi
observada uma maior liberacdo de 3-O-metilquercetina a partir das ASNE quando
comparada com o HASNE. Estudos de permeacdo/retencdo em pele de orelha suina
foram realizados utilizando células de difusdo do tipo Franz durante 8 horas. Os
flavonoides foram retidos progressivamente na pele com um aumento na quantidade
de formulacdo colocada no compartimento doador, até atingir um plat6 em
aproximadamente 2 ng/cm?® Neste plato foi detectada uma maior retencdo de 3-O-
metilquercetina em comparacdo com os outros flavonoides. Finalmente, a protecao
da pele de orelha suina pelas formulagdes contra o estresse oxidativo gerado pela
luz UVA/UVB, foi evidenciado por meio de técnicas como TBARS, carbonilacéo
de proteinas e grupamentos tiois totais. Os resultados globais mostraram o potencial
das formulacdes desenvolvidas neste estudo visando a prevengdo do estresse
oxidativo na pele.

Palavras chave: Achyrocline satureioides, atividade antioxidante, nanoemulséo,

penetracdo/retencdo cutanea






ABSTRACT

Achyrocline satureioides (AS) - Marcela is a medicinal plant widely used in South
America. A well-documented literature has shown the antioxidant activity of the
extracts of A. satureioides. Such activity has been related to the main aglycone
flavonoids of AS: quercetin, luteolin, and 3-O-methylquercetin. In this study, we
described the development of antioxidant hydrogels containing an A. satureioides
extract-loaded nanoemulsions aimed at topical application. In the first step,
nanoemulsions composed of A. satureioides extract, medium chain triglycerides,
lecithin yolk egg, polysorbate 80, and water were prepared by means of the
spontaneous emulsification. This procedure led to obtaining monodisperse
nanoemulsions (polydispersity index <0.2) with average droplet size of 250 nm,
confirmed by transmission electron microscopy, and zeta potential of approximately
-50mV. Such properties were quite similar after thickening of nanoemulsions with
Carbopol® Ultrez (0.15%) and remained unchanged over time (up to 90 days).
Hydrogels exhibit a non-Newtonian pseudoplastic behavior. A higher release of 3-
O-mehylquercetin from ASNE was observed when compared with HASNE. Studies
of flavonoids permeation/retention through porcine ear skin were performed using
Franz diffusion cells during 8 hours. Flavonoids were progressively retained into
the porcine ear skin with an increase of the amount of formulation placed in donor
compartment, until it reached a plateau of approximately 2ug/cm?. At this plateau,
it was detected a higher retention of 3MQ in comparison with other flavonoids.
Finally, a protection the porcine ear skin by formulations, against oxidative stress
generated by UVA/UVB light, was demonstrated by means of TBARS, protein
carbonylation, and total protein thiol content assays. The overall results showed the
potential of the formulations developed in this study for the prevention of oxidative

stress on the skin.

Keywords: Achyrocline satureioides, antioxidant activity, Franz diffusion cells,

nanoemulsion, skin penetration/retention
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INTRODUCAO







Nativa da Ameérica do Sul e presente em diversos paises, Achyrocline
satureioides, conhecida popularmente como A. satureioides, ¢ uma planta
extensivamente utilizada na medicina tradicional desta regido. InUmeras atividades
sdo atribuidas aos extratos de A. satureioides, como acdo antiespasmddica,
analgésica, digestiva, antidiarreica, carminativa, hipocolesterolémica e destaca-se
que, para uso topico as atividades anti-inflamatdria, antioxidante e anti-herpética
também sdo relatadas (RETTA, 2012; Simdes, 1988; BETTEGA, 2004; BIDONE et
al., 2014a). Na composicdo quimica da A. satureioides é relatada a presenca
principalmente de compostos como acidos organicos, 6leo volatil e flavonoides. Os
trés principais flavonoides da A. satureioides sdo a quercetina (QCT), a luteolina
(LUT), e a 3-O-metilquerctina (3MQ).

O estudo de moléculas do grupo dos flavonoides tem crescido nas ultimas
décadas, devido ao seu elevado potencial anti-inflamatério e principalmente
antioxidante em decorréncia do aumento da incidéncia de patologias ligadas a pele.
O uso tépico de compostos flavonoidicos, por exemplo, tem sido relatado para a
reducdo dos danos a pele causados pela exposicdo a radiacdo UV. O uso de
fotoprotetores ndo é mais sinbnimo de protecdo a niveis seguros, Visto que a
diminuicdo na camada de ozb6nio torna a exposicdo cada vez mais intensa. A
exposicdo prolongada ao sol junto ao uso de cdmaras de bronzeamento artificial
estd, comprovadamente, associada a varios tipos de danos cutaneos, como
queimaduras, envelhecimento precoce e, em casos mais graves, cancer de pele. No
Brasil, o cancer de pele possui a maior incidéncia entre os diferentes tipos de
cancer, e apresenta uma taxa anual de novos casos em continuo crescimento. Em
2014, foram cerca de 6.000 novos casos para cancer tipo melanoma e 200.000

novos casos para cancer-ndo melanoma (INCA, 2015).

O envelhecimento cutaneo e o cancer de pele sdo decorrentes de diversos
fatores, dentre os quais, da formacéo excessiva de espécies reativas de oxigénio na
pele, que leva a um desequilibrio do sistema antioxidante intrinseco e a
consequentes danos as células. Com isto, nos Gltimos anos, tem-se percebido uma

busca intensa por moléculas naturais que tenham atividade antioxidante visando a
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uma acao suplementar aos antioxidantes ja estabelecidos no mercado, uma vez que
agem neutralizando os radicais livres gerados a partir dos raios UV que ndo foram
bloqueados e chegaram até a pele. A associacdo de diferentes antioxidantes ou de
antioxidantes com fotoprotetores tem se tornado desejada em formulacGes
destinadas a reducéo de danos cuténeos provenientes da exposicdo solar (BADEA,
2015).

O potencial antioxidante de extratos de Achyrocline satureioides foi relatado
por DESMARCHELIER e colaboradores (1998) que observaram a diminuicdo de
radicais livres e atividade antioxidante in vitro a partir de solugGes extrativas
alcoolicas da A. satureioides. Por sua vez, o0 extrato aquoso de A. satureioides
incorporado em base semissolida demonstrou proteger a pele contra danos foto
oxidativos, apds exposicdo de coelhos a radiacdo UV (MORQUIO et al., 2005). Tal
efeito foi atribuido ao flavonoide quercetina por CASAGRANDE e colaboradores
(2006) que realizaram estudo semelhante com o flavonoide quercetina incorporado
em emulsdes de uso tépico. Testes in vivo, demonstraram que nestas condicles a
quercetina é capaz de reduzir a atividade da Mieloperoxidase (MPQO) e de diminuir a
deplecdo da glutationa reduzida (GSH), comprovando a eficacia da formulacéo e

evidenciando sua a¢do topica contra danos foto-oxidativos.

A utilizacdo do extrato de A. satureioides, bem como dos flavonoides isolados
como produto de acdo topica representa uma estratégia bastante promissora, no
entanto, sua utilizacdo € limitada por alguns fatores, como a reduzida
hidrossolubilidade dos flavonoides. Esta baixa hidrossolubilidade é responsavel por
problemas na secagem dos extratos de A. satureioides, pela dificil incorporacdo dos
extratos secos da planta em formulacdes semissolidas de uso topico e pela limitada
penetracdo cutanea dos flavonoides. Por estas razdes, alguns estudos vém sendo
realizados com foco na incorporacgéo dos flavonoides QCT e 3MQ e dos extratos da
A. satureioides em diferentes sistemas de liberacdo, principalmente nanoemulsdes, a
fim de possibilitar a sua utilizacdo para o tratamento tépico de desordens cuténeas
(FASOLO, 2009; CARVALHO et al., 2008; BIDONE et al., 2014a).
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As nanoemulsdes tém sido amplamente utilizadas pela industria farmacéutica
no intuito de proteger e carrear compostos bioativos. Estes sistemas sdo constituidos
de goticulas de o6leo nanométricas (100-600 nm), dispersas em meio agquoso e
estabilizadas por diferentes tensoativos. As nanoemulsdes possuem a capacidade de
carrear moléculas de reduzida hidrossolubilidade no nucleo oleoso e na interface
6leo/agua, aumentando sua disponibilidade no meio ou sitio de acéo
(BOUCHEMAL, 2004; McCLEMENTS, 2012). Importante ressaltar também que
para uso cosmético e dermatologico ha uma crescente aceitacdo no uso de
nanoemulsdes devido a sua fluidez, facilidade de espalhamento e toque agradavel
(BOUCHEMAL, 2004).

CARVALHO e ZORZI (2008) propuseram a incorporacdo do extrato
etandlico de A.satureioides em sistemas nanoestruturados. Estudo relevante devido
a complexidade da matriz incorporada ao nanossistema, considerando que em
solucdes extrativas estd presente uma grande fracdo dos componentes ativos de uma
planta. A metodologia de obtencdo de nanoestruturas de uso topico contendo
solugéo extrativa de A. satureioides foi objeto de uma patente - INPI-P10805156-9
(CARVALHO et al., 2008) e demonstrou ser altamente eficiente para a
incorporacdo dos constituintes majoritarios da A. satureioides em nanoparticulas,
lipossomas, agregados e também nanoemulsdes. Na sequéncia, BIDONE e
colaboradores (2014a) demonstraram a possibilidade de incorporacdo de uma
grande quantidade de extrato de A. satureioides (até 1% de residuo seco) em
nanoemulsdes, utilizando duas metodologias de incorporacdo de extrato e trés tipos
de extratos distintos, hidroetanolico, seco por liofilizagdo e seco por aspersdo (com
50% de adjuvantes de secagem). O estudo de permeacdo em pele e mucosa,
utilizando a formulagcdo otimizada, demonstrou maior retencdo dos flavonoides
QCT, LUT e 3MQ na epiderme e nas regides superiores do epitélio das mucosas.
Além disso, foi possivel determinar 0 aumento da retencdo e da permeacdo dos
flavonoides conforme o aumento do grau de comprometimento do estrato corneo ou

da camada superior das mucosas (BIDONE et al., 2015)
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Apesar das vantagens do uso de nanoemulsdes, deve-se ressaltar que as
mesmas sdo formulagbes liquidas, apresentando baixa viscosidade. Tal
caracteristica pode ser considerada uma limitacdo quando se almeja seu uso tépico.
Assim, o ajuste de viscosidade se faz imprescindivel e diferentes recursos podem
ser utilizados para alcancar este objetivo. Os hidrogéis preparados a partir de
derivados do acido acrilico tém sido descritos como boas alternativas, devido a
capacidade de mucoadesdo e formacdo de um filme oclusivo, além de apresentar
boa estabilidade (BONACUCINA et al, 2004). Dentre os derivados, o Carbopol®
Ultrez apresenta vantagens como rapida e homogénea dispersdo em agua, 0 que

facilita a preparacdo de hidrogéis e a incorporacdo de nanoestruturas.

Assim, considerando a relatada atividade antioxidante dos flavonoides
contidos na solucéo extrativa de A. satureioides e a satisfatoria incorporacéo destas
moléculas em nanoemulsdes de uso tdpico, este estudo buscou avaliar a magnitude
da penetracdo cutanea dos flavonoides QCT, LUT e 3MQ com base na
concentracdo de nanoemulsédo aplicada sobre a pele, preparar hidrogéis contendo as
nanoemulsdes e avaliar seu potencial como protetor cutaneo contra danos

oxidativos apds exposicdo da pele a radiacdo UVA/UVB.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

e Preparacdo e caracterizacdo de hidrogel contendo extrato hidroetanolico de
Achyrocline satureioides incorporado em nanoemulsdes visando a obtencéo

de produto com atividade antioxidante para aplicagéo topica sobre a pele.
Objetivos especificos

e Preparar, caracterizar as propriedades fisico-quimicas e teor de flavonoides
(QCT, LUT e 3MQ) de nanoemulsdes contendo extrato de A. satureioides;

e Auvaliar em células de difusdo o perfil de penetracdo de QCT, LUT e 3MQ
em pele de orelha suina em funcéo da quantidade de nanoemulséo aplicada;

e Preparar hidrogel derivado contendo o extrato de A. satureioides incorporado
em nanoemulsoes;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, morfologia e comportamento
reolégico dos hidrogéis contendo o extrato de A. satureioides incorporado
em nanoemulsoes;

e Auvaliar a estabilidade das formulacgdes obtidas;

e Avaliar a liberacdo e a penetragcdo cutanea dos flavonoides a partir de
nanoemulsdes contendo extrato de A. satureioides incorporadas em hidrogel;

e Avaliar a atividade antioxidante de nanoemulsfes contendo extrato de A.

satureioides incorporadas em hidrogel.
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Achyrocline satureioides: composi¢do quimica e atividades biolédgicas

Achyrocline satureioides é uma planta nativa do sudeste da Ameérica do Sul,
sendo encontrada no Brasil, Uruguai, Argentina, Venezuela, Coldombia, Bolivia,
Paraguai e Peru (RETTA, 2012). Sdo cerca de 40 espécies de Achyrocline
descritas na literatura, e destas, 25 sdo encontradas no Brasil (DEBLE, 2007). A
A. satureioides, como é conhecida a A. satureioides, € uma planta perene, ou
seja, apresenta um ciclo de vida longo, cresce em solo arenoso, pedregoso,
morros e pradarias (LORENZO et al, 2001) e pode atingir até 80 cm de altura.
Suas folhas sdo simples, dispostas alternadamente, com bordas lisas de
aproximadamente 5 cm de comprimento; a fruta é do tipo aquénios, ligado a
planta por um papus; e conta com numerosas inflorescéncias cilindricas e
pequenas, de coloracdo amarela a dourada, como podemos verificar na Figura 1.
A colheita é realizada entre marco e abril, geralmente por dois anos consecutivos
(DAVIES and VILLAMIL, 2004; RETTA, 2012).

Figura 1: Inflorescéncias de A. satureioides (https://www.flickr.com)

A. satureioides tem seu uso popular bastante difundido nos diversos paises
onde é encontrada. As formas mais utilizadas sao decocto e infusdo das
inflorescéncias. Dentre 0s usos mais relatados estdo: anti-inflamatério,
antiespasmodico, digestivo, hepatoprotetor, emenagogo e antipirético. Na
Venezuela, a infusdo é também utilizada como anti-diabético, regulador de

pressdo sanguinea e antiarritmico (RETTA, 2012).

A composicdo quimica da A. satureioides € bastante variada, sendo relatada

a presenca de varios componentes, incluindo os acidos organicos como acido
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cafeolinico, acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico e isdmeros do acido
isoclorogénico; dleos volateis, como o a-pineno, B-ocimeno, - cariofileno, 1,8
cineole, germacreno e cariofileno-1,10-epoxido e os flavonoides majoritarios,
quercetina, luteolina, 3-O-metilquercetina, cujas estruturas moleculares séo
apresentados na figura 2 (RETTA, 2012).

Figura 2. Estrutura quimica dos flavonoides majoritarios de A. Satureioides: quercetina
(A), 3-O-metil quercetina (B) e luteolina (C). Adaptado  de
https://bard.nih.gov/BARD/bardWebInterface/index

Em 1987, SONAGLIO iniciou os estudos de padronizacdo dos extratos de
A. satureioides, ocasido em que foram estabelecidas metodologias de controle de
qualidade da matéria prima vegetal e de produto acabado. As condicdes ideais de
extracdo segundo o estudo sdo a utilizacdo de etanol 80% como liquido extrator,

8 dias de maceracdo em temperatura ambiente, e relacdo planta/solvente de 7,5%.

Apbs a otimizacdo da extracdo, buscou-se a obtencdo de extratos secos de
A. satureioides, considerando que a utilizacdo de extratos liquidos possui
inconvenientes como a instabilidade dos compostos quando em solucéo e maior
possibilidade de contaminacdo microbioldgica (PETROVICK et al., 1997).
Como na maioria dos casos de secagem de extratos, o primeiro passo para
obtencdo de um produto seco a partir do extrato liquido de A. satureioides foi a
sua desalcoolizacdo. Neste sentido, BASSANI (1990), deu inicio ao estudo de
desalcoolizacdo da solucdo extrativa de A. satureioides, utilizando a técnica de
filtragdo tangencial em membrana de osmose inversa. No entanto, observou que
com a redugéo do teor de etanol no extrato havia diminuicdo significativa no teor
dos compostos flavonoidicos presentes na amostra. Mais tarde, TEIXEIRA
(1996), ciente da influéncia exercida pelos adjuvantes farmacéuticos sobre o

produto de secagem de extratos, testou combinacdes de adjuvantes a fim de obter
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extrato seco nebulizado a partir da solucdo extrativa (80%) de A. satureioides. As
combinacdes de adjuvantes testadas foram: Aerosil® (Diéxido de Silicio Coloidal
— DSC); Aerosil® + Avicel® (Celulose Microcristalina); Aerosil® + ciclodextrina
(1:1). Os produtos desenvolvidos foram analisados frente a diferentes parametros
e 0s resultados obtidos com o extrato seco com a mistura de adjuvantes DSC +
celulose microcristalina (1:1) fizeram com que o mesmo fosse selecionado para
testes posteriores. Em 2001, o produto obtido neste estudo juntamente com o seu
método de preparo passaram a ser objeto de uma patente de preparacdo do
produto seco padronizado para solucdes extrativas oriundas de A. satureioides
(INPI P1 0103468-5, BASSANI et al.).

Como mencionado anteriormente, A. satureioides tem seu uso popular
muito difundido, sendo que para algumas acgdes relatadas ja existem
comprovac0es cientificas. Dentre as principais atividades descritas na literatura,
nos Ultimos anos, uma especial atencdo tem sido dada ao uso topico sobre a pele
do extrato de A. satureioides, destacando-se as atividades antioxidante, anti-
inflamatoria e antiviral (RETTA, 2012).

A atividade antioxidante, ou seja, a capacidade que moléculas ativas tém de
reduzir o nUmero de espécies reativas de oxigénio em um tecido é a atividade
chave para auxiliar no tratamento de muitas patologias, inclusive de processos
inflamatorios e de episddios de infeccdo pelo virus herpético. Alguns estudos a
respeito da atividade antioxidante de extratos de A. satureioides mostram
resultados bastante estimuladores. DESMARCHELIER e colaboradores (1998)
por meio de ensaios in vitro e através da técnica de TRAP demonstraram a
capacidade antioxidante total dos extratos etandlicos e metandlicos de A.
satureioides. Os resultados demonstraram que ambos o0s extratos possuem
capacidade de inibir a quimioluminescéncia induzida pelo luminol. Além disso,
0s extratos também foram eficazes na reducdo de compostos que reagem com 0
acido tiobarbitarico (TBARS) — induzidos pela lipoperoxidagdo- em macerado de

figado de ratos.
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Utilizando vérios tipos de extratos liofilizados de A. satureioides,
POLYDORO e colaboradores (2004) verificaram a citotoxicidade e potencial
antioxidante dos mesmos. Utilizando a técnica de Trypan Blue em células de
Sertoli, sugeriram que 0s extratos que contém maior concentracdo de
flavonoides, principalmente quercetina, mostraram-se mais citotdxicos, podendo-
se observar uma elevacdo nos niveis de lipoperoxidacdo nas celulas. Os perfis
observados no ensaio de TRAP (atividade antioxidante total), que avalia a
capacidade antioxidante total, para as fracbes FDP80 (extrato etanolico 80%) e
FFr (fracdo enriquecida com flavonoides), mostraram-se semelhantes ao da
quercetina usada como controle. Quando adicionado plasma as amostras, 0s
autores verificaram que a capacidade antioxidante total aumentou para todos os
flavonoides, o que sugere que a performance de moléculas antioxidantes na
presenca de fluidos bioldgicos melhora devido a existéncia de substancias anti-
radicais livres enddgenos ou de compostos que formam complexo com o0s
flavonoides e modificam suas propriedades. O nivel de lipoperoxidacédo
(TBARS) de células tratadas com concentracBes ndo toxicas dos extratos foi
avaliado, os extratos FDPAQ (extrato aquoso), FDP40 (extrato etanolico 40%) e
FDP80 produziram um aumento, dependente da concentracdo, na peroxidagédo
lipidica. O que reforca a constatagdo de que em niveis muito altos de flavonoides,
principalmente quercetina, esses extratos podem apresentar um efeito pro-
oxidante. Arredondo e colaboradores, também em 2013 relatam que a quercetina
isolada pode ser citotdxica quando administrada na concentragdo de 250 uM. No
entanto, os autores relatam que o extrato de A. satureioides ndo apresentou efeito
de toxicidade, ao contrario, apresenta atividade protetora contra danos
oxidativos, o que pode ser observado em células PC12 apds estudos realizados
utilizando o ensaio de ABTS, onde os resultados indicam que o extrato aquoso de
A. satureioides quando utilizado em concentracdes entre 12,5 e 200 pg de

planta/mL apresenta uma acdo anti radical livre.

MORQUIO (2005) realizou estudos em coelhos a fim de avaliar a
capacidade antioxidante de extrato aquoso de A. satureioides (EA) incorporado

em creme dermatoldgico. Para isto, administrou intracutaneamente nos animais
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uma solucdo de salicilato, e os submeteu em seguida a radiacdo UV por 1 hora,
com ou sem a protecdo da formulacdo. A pele foi entdo retirada para analise do
potencial antioxidante do extrato através da quantificacdo dos derivados do &cido
diihidrobenzoéico (2,3 DHBA). Tal andlise é justificada pelo fato de que a
hidroxilacdo do salicilato pelas moléculas do radical OH produz 2,3 DHBA. Os
resultados demonstraram que as amostras de pele em que o creme EA foi
administrado apresentaram valores bem inferiores de 2,3 DHBA do que o grupo

controle, assemelhando-se ao grupo que nado recebeu radiacao.

A fim de investigar a capacidade dos compostos isolados para prevenir
estresse foto-oxidativo na pele, BONINA e colaboradores (1996) utilizaram trés
flavonoides, quercetina, naringenina e hesperidina e a presenca de oxidacdo foi
avaliada pela reducdo dos niveis de malondialdeido (MDA) apds exposicdo das
solugbes a radiacdes de raios UV, os autores atribuiram a presenca dos
flavonoides nas amostras a reducdo a metade da formacdo de MDA. A eficécia
dos flavonoides testados pode ser classificada na seguinte ordem:
quercetina>hesperidina>naringenina. Neste estudo também foram realizados
ensaios de permeacdo, essenciais quando se estuda agentes de aplicacdo topica.
Os resultados de permeacao revelam que a naringenina e hesperitina sdo capazes

de permear mais o estrato cérneo do que a quercetina.

Um estudo realizado por CASAGRANDE e colaboradores (2006), buscou
avaliar o efeito foto-protetor da quercetina, um dos flavonoides majoritarios de A.
satureioides, para a qual hé descrita uma propriedade anti radical livre superior
aos demais compostos da mesma classe. Neste estudo, ratos foram tratados com
emulsdes topicas contendo 1% de quercetina, antes de serem expostos a
radiacdes UVB. Para o estudo, foram utilizadas duas formulagbes, uma emulséo
ndo-ibnica com alto teor de lipideos e outra anidnica com baixo teor lipidico.
Considerando que a radiacdo solar induz na pele uma resposta inflamatoria que
resulta em um aumento na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), 0s
resultados deste estudo demonstraram que as emulsGes contendo quercetina

foram capazes de reduzir a atividade desta enzima. A maior reducdo ocorreu com
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a formulacdo rica em lipideos. Além disso, ambas as formula¢Ges contendo
quercetina foram eficientes na manutencdo dos niveis do antioxidante cutaneo
GSH, ap06s exposi¢cdo a radiacdes UVB, demonstrando sua efetiva acdo anti-

oxidante e foto-protetora.

Recentemente, ZORZl e colaboradores (2015) testaram a atividade
antioxidante de nanoemulsdes contento solucdo extrativa de A. satureioides
(NEE), nanoemulsfes contendo somente quercetina (NEQ), solucdo extrativa
pura e uma solucdo de quercetina isolada. Utilizando a técnica de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico) os autores puderam verificar a
atividade protetora destas formulagdes a gema de ovo (1%), tendo como si stema
causador de dano o AAPH [(diidrocloro azobi(2-aminopropano)]. Também foi
determinada a atividade protetora da NEE e NEQ frente a lipoperoxidagdo em
pele de porco utilizando a técnica de TBARS. Os resultados demonstram que
NEE e NEQ apresentam uma atividade protetora bastante pronunciada quando
comparada com as peles tratadas com NEB (nanoemulsdo branca) e NEQ,
demonstrando a viabilidade da utilizacdo dessas formulag6es contendo extrato de

A. satureioides visando a atividade antioxidante de uso topico sobre a pele.

Atualmente nos deparamos com uma busca frequente por fotoprotetores de
uso tdpico, visando uma protecdo cada vez mais eficiente contra os danos
causados pelas radiagbes UV, visto que a luz solar em excesso pode causar
efeitos nocivos a pele quando desprotegida. A consequéncia mais grave é o
cancer de pele, mas também pode acelerar o processo de aparecimento de rugas,
envelhecimento, desidratacdo e alteracdes de pigmentacdo (TRAUTINGER,
2001). Por esta razdo, formulagdes topicas com associacdo de fotoprotetores
com antioxidantes tém sido amplamente aconselhada e estimulada por

especialistas da area.

Como relatado anteriormente, o desequilibrio no sistema antioxidante
endogeno, causado pela exposicdo excessiva as radiagdes ultravioletas, levam a

um aumento dos niveis de radicais livres e causam danos cutaneos. Este cenario,
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associado a producdo de citocinas pro-inflamatorias e outros fatores de pré-
disposicdo podem resultar na instalacdo de processos inflamatorios locais
(CASAGRANDE, 2006).

SIMOES et al (1987) descreveram os primeiros resultados relativos &
atividade antiinflamatéria do extrato de A. Satureioides quando aplicado
topicamente sobre a pele. Os autores avaliaram diferentes extratos em modelo de
edema de orelha. Os extratos foram preparados pela utilizagdo de dois liquidos
extratores (agua e etanol) e de trés métodos de extragcdo (maceragdo, decoccao e
infusdo), sendo posteriormente liofilizados. Os resultados mostraram reducéo
significativa do edema de orelha com todos os extratos avaliados, especialmente

na dose de 100 mg/Kg.

A acdo antiinflamatoria dos flavonoides isolados quercetina, luteolina e 3-
O-metilquercetina foi também descrita em alguns estudos. Em um dos primeiros
relatos, doses de 20 mg/Kg de cada flavonoide, administradas
intraperitonealmente, foram capazes de inibir a formacdo de edema em patas de
ratos, apos inducédo da inflamacéo por carragenina. Os melhores resultados foram
obtidos com a luteolina, que foi capaz de diminuir 30% do edema. Com a
administracdo da 3-O-metilquercetina e quercetina, a reducdo do edema foi de 15
% e 12%, respectivamente (SIMOES, 1988). Quando a quercetina foi
administrada por via oral, na mesma dose de 20 mg/Kg, a propriedade
antiinflamatoria deste flavonoide se manteve, mas foi dependente da utilizacdo
de tensoativos (polissorbato 80) para sua solubilizacdo. Posteriormente, em
modelo de edema de pata induzida por carregenina em ratos, pode-se verificar a
reducdo significativa do edema ap6s administracdo intraperitoneal de diferentes
doses de extratos preparados por maceracdo agquosa, decoc¢do ou maceracao
alcoolica. A melhor resposta farmacoldgica foi alcancada ap0s administragéo de
500 mg/Kg do residuo de extrato etandlico, que foi capaz de reduzir em 91% o
edema (SIMOES et al., 1988). No intuito de avaliar se tal resposta era alcancada
também apos administragédo oral, DE SOUZA et al (2007) realizaram um estudo

e comprovaram a inibicao de inflamacéo aguda induzida por carragenina em pata
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de rato. O extrato etanolico (80%) administrado oralmente na dose de 500 mg/Kg
foi capaz de reduzir o edema de pata apds 4 horas, na mesma magnitude que o
controle positivo indometacina. A influéncia do método de secagem, liofilizacéo
ou secagem por spray drying, também foi avaliada, sendo o primeiro método o

que produziu o extrato seco mais atrativo.

Outra importante atividade relatada aos flavonoides QCT, LUT e 3MQ e
aos extratos de A. satureioides é a atividade anti-viral, especialmente anti HSV-1.
FormulagGes contendo estes flavonoides ou extratos poderiam auxiliar na
prevencdo e tratamento de infeccdes herpéticas. Uma vez que a producdo de
radicais livres pela exposicdo prolongada ao sol pode desencadear um processo
que leva a estimulacdo do virus HSV-1, quando latente no organismo, fazendo
com que 0 mesmo se manifeste, a fotoprotecdo pode auxiliar na prevencao de
recidivas herpéticas (FATAHZADEH e SCHWARTZ, 2007). Além disso, nas
primeiras etapas de um episodio herpético ha a presenca nitida de um processo
inflamatorio. Assim, uma formulacdo contendo extrato de A. satureioides poderia
auxiliar na reducdo da infeccdo viral e também na reducdo dos fatores de

agravamento da patologia.

A atividade antiviral foi descrita para os flavonoides constituintes de A.
satureioides em algumas ocasides, como em 1985, onde KAUL e colaboradores
demonstraram uma diminuicdo da capacidade infectante de alguns virus apos
tratamento com quercetina. Usando a técnica de reducdo de placas virais, 0s
pesquisadores mostraram que a diminuicdo da infectividade viral € dependente
da concentracdo da quercetina. Além disso, a atividade virucida da quercetina
frente ao virus envelopado HSV-1 foi relatada por FORMICA E REGELSON
(1995), sendo associada a sua capacidade de ligacdo a proteina viral e
interferéncia na sintese do acido nucleico viral. Para a 3-O-metilquercetina ha
relatos de sua capacidade em bloquear a replicacdo do poliovirus pela
interferéncia na copia intermediaria da fita-simples do RNA viral (CASTRILLO
e CARRASCO, 1987).
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Mais recentemente, BETTEGA e colaboradores (2004) demonstraram
atividade anti-HSV-1 de extratos secos por aspersdo de A. satureioides. Neste
estudo nédo foi observada atividade virucida, nem atividade sobre os receptores
celulares ap0s exposicao, respectivamente, dos virus e das células aos extratos. A
atividade anti-herpética se deu entre a segunda e a nona hora de replicacdo do
virus, sugerindo que o extrato interfere em estagios tardios dos ciclos de
replicacdo viral. Extrato de A. satureioides incorporado em nanoemulsdes
também demonstrou ser efetivo na redugdo da infeccdo por HSV-1. O uso de
nanoemulsées como carreador do extrato possibilitou também a reducdo da
concentracdo inibitoria para o virus e o aumento do indice de seletividade
(BIDONE et al., 2015).

Nanoemulsdes de uso topico

As nanoemulsdes, tém sido amplamente investigadas como carreadores de
moléculas de reduzida hidrossolubilidade. Neste contexto, incluem-se alguns
extratos de plantas que possuem em sua composi¢cdo moléculas de diferentes
solubilidades. A incorporacdo de extratos vegetais ou compostos isolados em
nanoemulsbes pode conduzir a protecdo dos ativos frente a degradacao, além de
proporcionar maiores concentracdes no local de acdo devido ao aumento da
solubilidade (ANTON et al., 2012.; BIDONE et al, 2014).

Nanoemulsbes apresentam goticulas de 6leo na escala nanométrica, séo
constituidas de pelo menos duas fases liquidas imisciveis, uma das quais
(geralmente a oleosa) esta dispersa na forma de globulos na outra fase liquida
(geralmente a aquosa) e estabilizada por um agente emulsionante Unico, ou um
conjunto de tensoativos. Apresentam goticulas de 6leo geralmente na faixa de
100 a 600 nm com distribuicdo monodispersa. Os compostos com baixa
solubilidade em &gua permanecem dissolvidos na fase oleosa da nanoemulsdo ou
na interface com os tensoativos. A grande vantagem dos sistemas de liberacéo

nanoestruturados € a possibilidade de vetorizacdo de farmacos ou seu
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encapsulamento  visando mascarar as propriedades biofarmacéuticas
desfavoraveis (VIEIRA, REDIGUIERI e REDIGUIERI, 2013).

NanoemulsGes sdo dispersbes liquidas, de aspecto leitoso e tém sido
bastante aceitas no cuidado a pele, devido as suas adequadas propriedades
sensoriais, biofisicas, e especialmente, ao seu poder hidratante (SONNEVILLE-
AUBRUN, 2004; McCLEMENTS, 2012). Tais caracteristicas estdo relacionadas
principalmente ao pequeno tamanho de goticula e a fluidez do sistema, que
possibilita um espalhamento uniforme da nanoemulsdo sobre a pele
(BOUCHEMAL, 2004).

A escolha do 0leo e dos tensoativos € um dos parametros que influencia as
caracteristicas fisico-quimicas do sistema. A escolha do tipo e concentracdo de
6leo € geralmente realizada com base na solubilidade do farmaco (FASOLO,
2007). Os 6leos mais utilizados sdo os 0leos de origem vegetal ou semi-sintética,
principalmente o triglicerideos de cadeia media (TCM). Os TCM possuem
elevada capacidade de dissolver grandes quantidades de farmacos lipossoluveis e
ndo sdo considerados toxicos para a pele (MUCHTAR e BENITA, 1994;
TRAUL et al , 2000).

Os tensoativos anfoteros como as lecitinas sdo bastante usados em
formulacbes de nanoemulsdes. Esses tensoativos sdo compostos por uma mistura
de fosfolipidios (principalmente fosfatidilcolina), sendo considerados
biocompativeis, amplamente empregados em formulacGes farmacéuticas
administradas por diversas vias (VANDAMME, 2002). Devido a presenca de
fosfolipideos carregados negativamente, as lecitinas conferem uma carga
negativa a superficie das goticulas (FASOLO, 2007). A presenca desses
compostos polares geram nas goticulas uma pelicula interfacial que atua como
estabilizador formando uma barreira de alta energia na superficie (potencial
zeta), permitindo que figuem emulsionadas e estabilizadas (TROTTA,
PATTARINO, IGNONI, 2002).
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Potencial zeta é definido como a diferenca no potencial entre a superficie da
camada de ions e a superficie da particula. Quando o potencial zeta é elevado
(>25mV), as particulas permanecem dispersas e o sistema € defloculado, no
entanto, quando esse valor diminui (< 25 mV), as forcas de atracdo ultrapassam
as de repulsdo e as particulas se aproximam formando a floculacdo (ROLAND,
2003). Assim, por serem termodinamicamente instaveis, o potencial zeta e o
emprego correto de tensoativos podem cooperar com a ndo incidéncia de
fendmenos que desestabilizem as nanoemulsdes, dentre estes fendmenos, 0s mais
incidentes sdo floculacdo e coalescéncia. Na floculacdo ha aproximacédo entre
duas ou mais goticulas, que continuam separadas pela camada de tensoativos; na
coalescéncia, a pelicula de tensoativos € desfeita e ha formacdo de gotas maiores

até ocorrer a completa separacdo de fases (ROLAND, 2003).

A literatura relata varias técnicas para obtencdo de nanoemulsées. A técnica
de emulsificacdo espontanea permite a obtencdo de nanoemulsdes de forma
rapida, facil, com baixo custo e em escalas reduzidas (BOUCHEMAL, 2004). A
formacdo de nanoemulsdo desencadeada pelo rapido deslocamento de solvente
da fase dispersa para a fase continua, sem envolver uma alteracdo na curvatura
espontanea do surfactante, é definida como auto emulsdo ou emulsificacdo
espontanea. Quando hé alteracdo na curvatura do surfactante durante o processo
de emulsificagdo, o método € denominado inversdo de fase. Se o processo for
desencadeado por uma mudanca de temperatura é classificado como PIT, ou
temperatura de inversdo de fases, se for desencadeado pela composicdo, €

chamado PIC, ou composicao de inversédo de fases (SOLANS, 2012).

Por sua vez, técnicas como homogeneizacdo a altas pressoes,
microfluidizagdo ou utilizacdo de aparelhos de ultrassom promovem a formacéo
de goticulas por gerarem uma forca de cisalhnamento que leva a quebra das gotas
de 6leo e maior controle do tamanho de goticula (SONEVILLE-AUBRUN,
2004).

A preparacdo de nanoemulsdes pela técnica de emulsificacdo espontanea

para carreamento dos flavonoides isolados QCT e 3MQ tem sido descrita em
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trabalhos recentes (FASOLO et al., 2009). Através desse procedimento, as
nanoemulsdes apresentaram-se monodispersas com tamanho médio de goticula
na faixa de 200 a 300 nm. A eficiéncia de associacdo dos flavonoides QCT, LUT
e 3MQ foi proxima a 100%, sendo relacionada a reduzida hidrossolubilidade
destes compostos. O perfil de permeacdo dos flavonoides através da pele,
utilizando células de difuséo de Franz, mostrou-se lento. No entanto, este fluxo
aumentou consideravelmente com a utilizagdo de nanoemulsdes cationicas
(FASOLO, 2009).

A técnica de obtencdo de nanoemulsbes por emulsificacdo espontanea
mostrou ser altamente eficiente para incorporacédo de extratos de A. satureioides,
especialmente extrato hidroetanolico (CARVALHO et al., 2008). A utilizacdo do
extrato liquido permite a reducdo do numero de etapas tecnologicas para
obtencdo de nanoemulsdes, tornando o processo mais rapido e barato. Alem da
viabilidade de incorporacdo dos extratos em nanoemulsdes, 0s autores relatam a
possibilidade de incorporacgéo dos flavonoides de A. satureioides em lipossomas

e nanoparticulas

Na sequencia, BIDONE et al (2014) investigou a capacidade maxima dos
sistemas nanoemulsionados em incorporar o extrato etanélico de A. satureioides,
obtidos pelo procedimento patenteado por CARVALHO et al (2008) e comparou
com os resultados com os produtos secos por liofilizagdo e aspersdo (BIDONE,
2014). Apos testar a incorporacdo de diversas quantidades de extratos, expressos
em percentual de residuo seco/mL, foi observado que as formulacBes que
continham até 1% de residuo seco permaneceram monodispersas com um
tamanho de particula entre 200 e 300 nm e potencial zeta em torno de -50 mV,
para os trés tipos de extrato testados, liquido, seco por liofilizacdo e seco por

aspersao.

Demonstrando o interesse em nanocarreadores contendo extrato de A.
satureioides, o laboratério Grinlab incluiu estas formulacdes numa linha de
cosméticos conhecida como Actenz. A principal proposta desses

dermocosmeticos é de uma acdo antioxidante que protege a pele e retarda o
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envelhecimento. A incorporagdo do extrato em nanossistemas reduziu
drasticamente o cheiro caracteristico da planta e aumentou significativamente a
permeacdo dos ativos na pele. Esses produtos tem sido exportados para alguns
paises, como Costa Rica, Equador, Paraguai e Guatemala (CHIANCONE e
LARRECHEA, 2012).

Formulagdes de hidrogeis

Sistemas carreadores nanoestruturados sdo geralmente obtidos como
dispers6es liquidas de reduzida viscosidade. Assim, atualmente, diversos estudos
tem descrito a necessidade de adequacdo da viscosidade destes produtos para
aplicacdo tdpica atraves do uso de diferentes materiais gelificantes (ALVES et al,
2007; SCWARZA et al, 2012). A tabela 1 apresenta exemplos representativos de

materiais gelificantes utilizados para o espessamento de nanoemulsdes.

Tabela 1. Exemplos de materiais gelificantes utilizados como espessantes de sistemas
nanoemulsionados.

Farmaco/Composto bioativo Material gelificante Referéncia bibliogréafica

Nimesulida Carbopol® 940 ALVES et al, 2007

Cumestrol Natrosol® HEC ARGENTA et al, 2011

Oleo essencial de Melaleuca alternifélia;  Carbopol® 940

Vitamina A Carbopol® Ultrez 20 OLIVEIRA 2011
Natrosol® (HEC)

Genisteina Carbopol® 940 VARGAS et al, 2012

Swietwnia macrophyla Carbopol® 940 EID etal, 2014

Aceclofenaco; Carbopol 2020 NF SOMAGONI, 2014

Capsaicina

Curcumina Carbopol® 934 ROHAIMI, 2015

Genisteina Natrosol® HEC ARGENTA et al, 2015

Itraconazol Carbopol® 934 SAMPATHI, 2015
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Os derivados do &cido acrilico ou Carbopol® particularmente, sdo
amplamente aplicados devido ao fato de gerarem geéis de adequada viscosidade,
com sensorial agradavel, boa capacidade bio/mucoadesiva, e com estabilidade
relativamente alta (BONACUCINA et al, 2004). A mucoadesdo € uma
propriedade de grande importéancia em formulagfes destinadas ao tratamento
cutaneo e de mucosas, visto que a administracdo pode ser realizada na mucosa
oral. A bio/mucoadeséo pode contribuir para melhorar a penetragao e absorcéo de
farmacos de reduzida hidrossolubilidade, pois conduz a um contato intimo das
moléculas com as mucosas ou pele e prolonga a retencdo da formulacdo no local.
Neste sentido, os derivados do acido acrilico sdo os materiais mais usados dentre
0S quais possuem propriedade mucoadesiva, devido aos seus numerosos grupos
carboxila que facilitam a formacéo de pontes de hidrogénio com a mucosa (TAO
et al, 2009). A presenca de grupamento hidroxila, carboxila e amina em

diferentes materiais favorece a bio/mucoadesdo (SMART, 2005).

Além disso, considerando que a pele e a mucosa oral sdo vias com
permeabilidade controlada por camadas de células queratinizadas ou por mucina,
respectivamente, é de se desejar que a formulacdo aplicada permita uma
liberacdo mais prolongada do anti-herpético. A utilizacdo de é&cido acrilico
permite a obtencdo de formulagbes semissdlidas em uma ampla faixa de
viscosidade, com diferentes possibilidades de controle da liberacdo (MILLER et
al, 2005). O controle da liberacao facilita a permeacdo dos farmacos em regides
onde a permeabilidade é mais restrita e permite uma maior vetorizacdo das

moléculas terapéuticas ao sitio de acdo (ANDREWS et al, 2009).

Os derivados do &cido acrilico foram aprimorados ao longo dos anos, a fim
de se obter derivados com menor proporcao de residuos de solventes e, com isso,
menor impacto ambiental, além de suprir novas necessidades do mercado. Neste
sentido, o Carbopol® Ultrez tem sido amplamente divulgado por apresentar boas
propriedades de dispersdo e maior facilidade de manipulagéo, além de ser de facil
aplicacdo e remocgéo. Além disso, comparando com os de geragdes anteriores, 0

Carbopol® Ultrez apresenta toque mais aveludado e tem sido recomendado para o
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preparo de géis em que sdo incorporados derivados de plantas, devido sua
elevada estabilidade. Também é um bom estabilizador para formulacbes
contendo surfactantes, eletrolitos e compostos insoluveis (FERRARI, 2001;
FRESNO, 2002; LUBRIZOL, 2015).

Permeacao de compostos atraveés da pele

A pele € o0 maior 6rgdo do corpo humano, representando cerca de 5% do
peso total do individuo. Ela atua como uma barreira protetora para o0 organismo,
tanto impedindo a perda excessiva de liquidos, como protegendo 0 mesmo da
entrada de agentes toxicos e nocivos. A pele atua também no controle da
termoregulacgéo corporal ( WALTERS e ROBERT, 2002).

A pele representa uma importante via de administracdo de farmacos, tanto
os de acdo local quanto transdérmica. Como ja& citado, o estrato cdrneo,
principalmente, € um grande aliado na defesa contra agentes toxicos e também na
protecdo contra a perda de componentes importantes ao organismo. No entanto,
representa a principal barreira a penetracdo e permeacdo de farmacos. Com o
intuito de vencer este obstaculo é que muitas alternativas vém sendo estudadas.
Atualmente a via transdérmica é considerada, juntamente com o0s tratamentos por
via oral como a area de pesquisa mais inovadora e bem sucedida, considerando
que cerca de 40% dos candidatos a fa&rmacos que se encontram sob avaliacdo
clinica, sdo relacionados a via transdérmica ou cutanea. As principais vantagens
da via cuténea para aplicacdo de farmacos é que evita 0 metabolismo de primeira
passagem; pode-se interromper a administragdo a qualquer momento por
remocao do sistema; capacidade de controle de liberacdo da droga a partir da
forma farmacéutica e também o sistema pode conter agentes que modifiquem as

propriedades da barreira biol6gica para promover a absor¢do (PATHAN, 2009).

O estrato corneo que é a camada mais externa da pele e € constantemente
renovavel, atua como a principal barreira contra agentes hidrofilicos e protege o
corpo contra a perda excessiva de agua e possiveis desidratacBes. A epiderme

viavel, camada que se localiza logo abaixo do estrato cérneo confere protecéo
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contra a invasdo de agentes lipofilicos. Vale ressaltar que substéncias lipofilicas
penetram mais facilmente a pele, uma vez que a barreira contra substancias
hidrofilicas sdo mais eficientes. A permeacdo de drogas através da pele inclui a
difusdo desta pela epiderme intacta e também através dos apéndices nela
contidas, como glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. Como ja citado, a
permeacdo de qualquer substancia é limitado pelo estrato cérneo, ha duas vias
para ultrapassar a barreira do estrato cérneo: rota lipidica intercelular e rota
transcelular através dos cornedcitos. Para ambos 0s casos, 0 permeante deve
difundir através da matriz lipidica intercelular que € o principal determinante da
taxa de transporte percutaneo (MOSER et al, 2001).

Considerando a dificuldade que alguns compostos enfrentam para
ultrapassar as barreiras da pele a sua permeacdo, alguns artificios tecnologicos
tem sido bastante estudados, dentre eles, destacamos as nanoemulsfes, que
possuem algumas caracteristicas bastante interessantes que facilitam a permeacéo
de compostos na pele. Além da carga interfacial, o pequeno tamanho de goticula
das nanoemulsdes também pode facilitar a permeacédo cutanea de moléculas. O
tamanho nanomeétrico permite a formacao de um filme homogéneo sobre a pele,
com poder oclusivo. Além disso, as nanoemulsfes carregam em sua estrutura
substancias como os fosfolipideos que acabam por interagir com o estrato corneo
levando a um rearranjo estrutural das camadas lipidicas seguido pela hidratacdo
da pele, o que resulta na formacdo de canais na camada lipidica do estrato
corneo, facilitando assim o fluxo de farmacos através da pele (FRIEDMAN,
1995; BOUCHEMAL, 2004; PIEMI et al., 1999; TROTA, PATTARINO e
IGNONI, 2002; SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET e L’ALLORT., 2004).
Evidencias do aumento da retencdo cutadnea de compostos flavonoidicos apds
serem incorporados em nanoemulsdes ja foram demonstradas em estudos prévios
(SILVA et al., FASOLO et al., 2009; VARGAS, 2012).

Além disso, a natureza do tensoativo pode influenciar na capacidade da
nanoemulsdo em interagir com as membranas biologicas e promover a

permeacao de ativos através de tecidos. Nanoemulsfes com carga positiva podem
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aumentar a permeabilidades de farmacos e até prolongar seu efeito
farmacologico. Isso se deve ao fato de as células epiteliais apresentarem uma
carga negativa em sua superficie, devido a residuos de proteinas em suas
membranas externas (EZRA, 1996; PIEMI, 1999).

A rota de permeacdo e penetracdo seguida para micro e nanoparticulas
depende do diametro apresentado por cada uma delas. Segundo ALLEC e
colaboradores (1997), particulas com tamanhos compreendidos ente 3 e 10 um
penetram seletivamente pelos ductos foliculares, enquanto que para particulas
com menos de 3 um sdo distribuidas aleatoriamente no estrato corneo e nos
foliculos pilosos e particulas com mais de 10 um permanecem na superficie da
pele. HUEBER (1994) e colaboradores e TENJARLA e colaboradores (1999)
encontraram uma diminuicdo na absorcao percutanea de pele cicatrizada (a qual

ndo apresenta foliculos pilosos) quando comparada com pele normal.

Mais recentemente, nosso grupo estudou as caracteristicas de permeacéo
em pele suina e mucosa (utilizando um modelo de mucosa esofégica) dos
flavonoides majoritarios de A. satureioides quando incorporado em
nanoemulsdes, em termos de quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina. Na
pele, os flavonoides foram detectados principalmente na epiderme, sendo que no
fluido receptor ndo foram encontrados nenhum dos flavonoides. Quando o estrato
cdrneo é removido, a retencdo nas camadas mais internas aumenta. Com relacao
a mucosa esofagica, a quantidade de flavonoides retida é superior a da pele,
sendo que quando a mesma teve sua camada mais superficial lesionada, pode-se
constatar a presenca de flavonoides no fluido receptor, o que sugere uma
penetracdo mais elevada destes flavonoides quando a pele apresenta-se lesada
superficialmente (BIDONE, 2015).

Ensaios in vitro sdo indicados para uma primeira avaliacdo quantitativa de
penetracdo na pele, uma vez que os resultados sdo bem reprodutiveis em relacédo
aos in vivo. Podendo ser utilizado pele de diversos mamiferos, incluindo seres

humanos, desde que a integridade da pele seja mantida ap0s a excisao.
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Para a realizacdo deste tipo de estudo, podem ser utilizadas células de
difusdo estatica e de escoamento. A célula de difusdo do tipo Franz (estatica
vertical) vem sendo amplamente descrita para este tipo de estudo. E constituida
de uma camara doadora (de farmaco) e outra camara receptora, entre as quais €
colocada a pele. O fluido receptor deve manter as condi¢des sink da amostra,
para que solubilidade ndo seja um fator limitante na permeacdo do farmaco. A
célula deve proporcionar uma boa vedacdo entre as cdmaras e a pele. A camara
receptora deve permitir a facil amostragem do fluido receptor que fica em contato
com a parte inferior da pele. A temperatura do sistema é mantida constante a
32+1°C. O tempo de exposicdo da formulagdo com a pele pode variar, uma vez
que deve mimetizar o tempo de exposi¢do do farmaco com a pele humana. Ao
final do experimento, a pele deve ser analisada, pode ser a pele total ou
fracionada (separada em camadas), isso ira depender do objetivo do estudo. Para
farmacos que permeiem a pele (e ndo apenas fiquem retidos nas diferentes
camadas) o fluido receptor também deve ser avaliado. A importancia deste
estudo esta no fato de que podem comprovadamente demonstrar como as
diferentes formulagdes se portam quando em contato com a pele, fornecendo

modelos Uteis de avaliacdo percutanea em seres humanos. (OECD/OCDE, 2004).
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1 INTRODUCAO

A exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta é considerada como a
principal causa de envelhecimento precoce da pele e carcinogénese (PINNELL,
2003; MURRAY, BURCH et al., 2008). Os radicais livres gerados pela luz solar
sobre a pele sdo capazes de oxidar biomoléculas, causando perturbacGes em
diferentes niveis (Pinnell, 2003; PRAKASH, UPADHYAY et al., 2007).
Antioxidantes naturais enzimaticos e ndo-enzimaticos podem agir como
protetores contra os danos causados por radicais livres. No entanto, a alta
incidéncia de luz solar e outros fatores que causam estresse oxidativo, tais como
poluicéo e tabagismo, podem sobrecarregar o sistema de defesa natural do corpo
(PINNELL, 2003; MURRAY, BURCH et al., 2008). Desta forma, a
administracdo topica de extratos de plantas medicinais, ricos em flavonoides
antioxidantes, tem sido amplamente investigada como uma estratégia para
proteger a pele contra o estresse oxidativo (SHINDE, MALPATHAK et al.,
2010).

Achyrocline satureioides € uma planta medicinal nativa da regido sudeste
da America do Sul que vem sendo bastante investigada devido a sua atividade
antioxidante (RETTA et al., 2012). O extrato etanolico desta planta foi capaz de
reduzir significativamente a lipoperoxidacdo em macerado de figado de rato
(DESMARCHELIER et al., 1998). Além disso, MORQUIO et al. (2005)
avaliaram o efeito do extrato aquoso de A. satureioides (incorporado em uma
emulsdo topica) na protecdo aos danos causados pela radiacdo UV na pele de
coelhos. Os resultados demonstraram que para a pele tratada, os danos foram
bem menores do que para a pele ndo tratada, assemelhando-se ao grupo que nédo
sofreu irradiacdo. O conjunto de tais resultados sugere que o extrato de A.
satureioides pode ser um potencial antioxidante tdpico. Esta atividade foi
relacionada com a presenca das agliconas flavonoidicas (quercetina, 3-O-
metilquercetina e luteolina) extraidos das partes aéreas da planta (MORQUIO et
al, 2005.; DE SOUZA et al, 2007).
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Figura 1: Estrutura quimica dos flavonoides quercetina (A), 3-O-metilquercetina (B) e
luteolina (C). Adaptado de https://bard.nih.gov/BARD/bardWeblInterface/index

Uma consideracdo importante no desenvolvimento de formulacbes para
compostos antioxidantes com baixa solubilidade, como os flavonoides livres, é a
sua capacidade de melhorar a penetracdo do composto ativo nas camadas da pele,
proporcionando uma protecdo adequada (MURRAY, BURCH et al., 2008). O
nosso grupo de pesquisa descreveu um procedimento original que se destina a
incorporar flavonoides agliconas, contidos no extrato etandlico de A.
satureioides, em nanoemulsfes compostas por nucleo oleoso de triglicerideos de
cadeia media estabilizado por lecitina de gema ovo e polissorbato 80, através da
técnica de emulsificacdo espontanea. Tal procedimento possibilitou a
incorporacdo de uma quantidade elevada de flavonoides, contidos no extrato
dessa planta medicinal, em nanoemulsées monodispersas (200 nm) (BIDONE et
al., 2015). As formulacdes foram capazes de melhorar a retencéo de flavonoides
na epiderme de pele de orelha suina e nas camadas superiores de mucosa
esofagica, especialmente quando os tecidos eram previamente lesionados. Os
primeiros resultados relativos a atividade antioxidante desses produtos foram
descritos por ZORZI et al (2015), que verificaram uma atividade protetora das
nanoemulsdes contendo extrato de A. satureioides frente a lipoperoxidagdo da
gema de ovo, tendo como sistema gerador de danos 0 AAPH. A atividade contra
lipoperoxidacdo em pele de orelha suina também foi avaliada. Os resultados
demonstraram que quando incorporados em nanoemulsfes, 0s extratos de A.
satureioides apresentam uma atividade anti-radicais livres bastante pronunciada.
As peles tratadas com nanoemulsdes contendo extrato de A. satureioides
sofreram reducdo nos niveis de lipoperoxidacdo em relacdo as ndo tratadas ou
tratadas com nanoemulsdo branca, o que demonstra a viabilidade da utilizacao
dessas formulagdes quando se visa atividade antioxidante em produtos de uso

topico.
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Apesar destes resultados promissores, nanoemulsdes séo obtidas como
uma disperséo liquida de nanogoticulas de 6leo em agua e sua incorporagdo em
uma forma farmacéutica com viscosidade adequada a aplicacéo tdpica deve ser
investigada. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
incorporacdo destas nanoemulsées em hidrogéis Carbopol® Ultrez 20 sobre as
caracteristicas fisico-quimicas, reologicas e de permeacdo/retencdo de quercetina
(QCT), luteolina (a) e 3-O-meilquercetina (3MQ) através da pele de orelha suina
in vitro. A protecdo da pele de orelha suina frente ao dano oxidativo, gerado pela

sua exposicdo a luz UVA/UVB, foi paralelamente investigada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Inflorescéncias de Achyrocline satureioides foram adquiridas no Centro de
Pesquisa Pluridisciplinar em Quimica, Biologia e Agricultura (CPQBA-
UNICAMP). Uma exsicata da planta foi depositada no Herbario do CPQBA-
UNICAMP sob o numero 308. Para a preparacdo das nanoemulsGes foram
utilizadas: Lecitina de gema de ovo e triglicerideo de cadeia média (Lipoid,
Alemanha); Polissorbato 80 (Vetec, Brasil); Vitamina E (Alpha Quimica, Brasil).
Apara as analises de CLAE foram utilizados: Metanol (J. T. Barker, USA);
Acetonitrila (Tédia, Brasil); Acido fosférico (Merck, Brasil). Carbopol® Ultrez

20 foi gentilmente doado pela Lubrizol.
2.2.  Métodos
2.2.1. Preparacédo do extrato etandlico de A. satureioides

O extrato foi preparado a partir das inflorescéncias de A. satureioides pelo
processo de maceragdo com etanol 80% (v/v) por 8 dias. A proporcao utilizada
de planta em relacédo ao liquido extrator foi de 7.5:100 (w/v) e o extrato obtido

foi prensado e filtrado.
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2.2.2. Preparacéo das nanoemulsdes e hidrogéis derivados

As nanoemulsbes foram preparadas pelo método de emulsificacédo
espontanea, de acordo com a descricdio de BIDONE et al. (2014a). Os
componentes da fase oleosa foram solubilizados em etanol e esta fase foi vertida
sobre a fase aquosa sob agitacdo constante. O excesso de solvente foi removido
por destilacdo a pressdo reduzida até o volume final desejado. As formulagdes
foram constituidas de triglicerideos de cadeia media, lecitina de gema de ovo,
vitamina E, polissorbato 80 e agua (NE) e extrato de A. satureiodies (ASNE). A
formulacdo final contém 1% de residuo seco da solucdo extrativa. Os hidrogéis
foram preparados adicionando-se diretamente o agente gelificante (Carbopol®
Ultrez 20) na concentracdo final de 0,15% (HASNE) a nanoemulsdo e o pH
ajustado para 7,0 com NaOH. Um gel controle foi preparado com a adicdo das

nanoemulsdes e codificado como HNE.

2.2.3. Caracterizacao das nanoemulsdes e hidrogéis derivados
Diametro médio de goticula, indice de polidisperséo e potencial zeta

As formulacdes foram caracterizadas pelo tamanho médio de particula e
indice de polidispersdo através da espectroscopia de correlacdo de fétons, apos
previa diluicdo das amostras em agua purificada, a 25°C. O potencial zeta das
formulacdes foi determinado pela mobilidade eletroforética das particulas. As
analises foram realizadas apds diluicdo das amostras com uma solucdo NaCl 1
mM. As medidas foram realizadas utilizando-se 0 equipamento Zetasizer Nano-

ZS90® (Malvern Instruments, Inglaterra).
Teor flavonoides QCT, LUT e 3MQ

O doseamento dos flavonoides de interesse do extrato de A. satureioides foi
realizado utilizando da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando metodologia analitica validada previamente descrita por BIDONE et al

(2014b). O sistema utilizado foi o seguinte: Cromatégrafo Shimadzu LC-10A,
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equipado com bomba LC-10 AD, sistema controlador CBM-10 e detector
UV/Vis SPD-20A (362 nm). A coluna cromatografica utilizada foi uma Synergi
Polar-RP 150 x 4,6 nm i.d.,, 4 pum (Phenomenex) e pré-coluna de inox
empacotada com silica C18, 150 um, 140 A (Phenomenex). A temperatura foi
controlada em 30 = 1°C e a fase movel era composta de
acetonitrila:metanol:acido fosférico 0,16 M (8,84:41,07:50,09 p/p/p). O fluxo da

fase movel foi mantido em 0,8 mL/min e o volume de injecéo foi de 20 pL.
Avaliacdo Morfologica

Para avaliacdo morfoldgica das nanoemulsdes, foi utilizada microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). As amostras foram previamente diluidas em
agua na proporcdo 1:10 (nanoemulsdo:agua). Apos, 10 pl das amostras foram
distribuidos em suporte metalico (200 mesh) de cobre com revestimento de

Formvar® e carbono. Como contraste, foi utilizado o acetato de uranila 2%.
Avaliacdo da viscosidade dos hidrogéis contendo as nanoemulsées

A avaliacdo da viscosidade dos géis foi realizada utilizando o equipamento
Brookfield RVDV Il equipado com spindle n° 21. Os resultados foram

apresentados através da relacdo entre taxa e tensdo de cisalhamento.
2.2.4. Avaliacdo da estabilidade das formulagdes

Os estudos de estabilidade das formulagdes foram realizados a partir da
avaliacdo das propriedades fisico-quimicas (tamanho médio de goticula, indice
de polidisperséo, potencial zeta e teor dos flavonoides) em fungdo do tempo de
armazenamento a 4°C. As amostras foram mantidas em geladeira durante 3

meses e as propriedades avaliadas mensalmente.
2.2.5. Avaliacdo da liberacédo de 3MQ a partir dos HASNE

Os estudos de liberacdo foram realizados em células de difusdo de Franz
(DIST, Brasil) utilizando-se membranas de éster de celulose (50 nm de diametro

de poro, Milipore®). As membranas foram hidratadas com tamp#o fosfato pH 7,4
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e dispostas entre os compartimentos doador e receptor. A temperatura foi
ajustada a 32 £1°C e o compartimento receptor foi preenchido com fluido,
tampao fosfato pH 7,4:etanol (70:30 v/v) visando & manutencao de condicao sink.
Uma aliquota das formulagdes (100 uL de HASNE ou 100 puL de ASNE) foi
colocada sobre o compartimento doador e aliquotas do fluido receptor coletadas
em intervalos de tempo de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas, com reposicdo
posterior do meio receptor. A determinagdo quantitativa da 3MQ foi determinada

por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme ja descrito no item 2.2.3.

2.2.6. Estudos de permeacgdo/retencdo cutanea de flavonoides de A.

satureioides

Os estudos de permeacéo/retencdo da QCT, LUT e 3MQ através de pele de
orelha suina, fornecidas pela Cooperativa dos Suinocultores do Cai Superior Ltda
(Séo Sebastiao do Cai, Brasil), foram realizados utilizando aparelho de células de
difusdo do tipo Franz (DIST, Brasil). Os pelos das orelhas foram removidos com
auxilio de tesoura e bisturi, recortadas em cortes circulares e congeladas no dia
do abate dos porcos. Os cortes foram utilizados em um prazo maximo de 30 dias.
No dia do experimento, os cortes foram descongelados e hidratados com tampéo
fosfato pH 7.4 por 30 minutos. Os cortes foram colocados entre 0 compartimento

doador e receptor da célula de difusdo de Franz.

Aliquotas das nanoemulsdes liquidas (10, 30, 50, 100, 250, 500 e 1000 pL)
e ap6s o espessamento com Carbopol® Ultrez (1000 pL) foram colocadas
diretamente sobre os cortes circulares de pele de orelha suina no compartimento
doador cuja temperatura foi mantida a 32 = 1°C durante todo o experimento. O
compartimento receptor foi preenchido com fluido receptor (tampéo
fosfato:etanol, 70:30 v/v) e mantido sob agitacdo constante. Ap6s 8 horas, uma
aliquota do fluido receptor foi coletada e a pele removida do aparato. O excesso
de formulacdo remanescente sobre a pele foi retirado com algoddo e com a
aplicacdo de uma fita Scotch® 3M. Ap6s, os flavonoides foram extraidos da pele

com metanol durante 30 minutos em ultrassom.
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As amostras do fluido receptor foram diluidas em 100 pL de solucdo
diluente (&cido fosforico 0,1% / metanol, 1:1 v/v), filtradas e analisadas. Apos a
extracdo dos flavonoides, as amostras de pele foram homogeneizadas com
auxilio de um vortex, filtradas e analisadas. A quantificacdo dos flavonoides
contidos na pele de orelha suina, bem como no fluido receptor foi realizada por

CLAE, conforme metodologia ja descrita no item 2.3.3.
2.2.7. Microscopia eletronica de varredura MEV

Apbs 8 horas de permeacdo com HNE e HASNE, o excesso de formulagéo
foi removido com espatula e as peles foram congeladas a -80°C por 12 horas,
segundo apds para secagem por liofilizacdo. Apds desidratadas, as amostras
passaram por um tratamento onde sdo recobertas com pd de ouro, para entéo,

serem visualizadas no microscopio de MEV JSM 6060.
2.2.8. Estudos da atividade antioxidante

Para os ensaios de determinacdo do estresse oxidativo cutdneo e da
capacidade de protecdo das formulagbes HNE e HASNE, peles provenientes de
orelhas suinas foram cortadas, limpas e armazenadas a -20°C até o momento do
uso. Os cortes de peles foram tratados com uma aliquota dos hidrogéis HNE ou
HASNE (100 mg por 2,54 cm?) por 8 horas, conforme descrito no estudo de
permeacao/retencdo cutanea. Apos este periodo, as peles foram dispostas em
placas sobre papel filtro e algoddo embebido em tampdo PBS (pH 7,4), com
intuito de manter a hidratacdo. Estas placas foram organizadas em uma camara,
sendo expostas as radiagdes UVA/UVB por um periodo de 3 horas. Ap6s o
tempo de exposicdo, as amostras foram lavadas, homogeneizadas em Ultra-
turrax® com tampao, centrifugadas e congeladas para posteriores avaliacdes. Para
todas as avaliagbes foram utilizados dois controles, constituidos da pele sem
tratamento e sem exposi¢do 8 UVA/UVB (NIS) e da pele ndo tratada e submetida
as radiagdes UVA/UVB (IS).
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Quantificacéo de proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado utilizando albumina de soro fetal
bovino como padrdo (LOWRY et al., 1951), e este valor foi utilizado para

normalizar os resultados obtidos em todos 0s ensaios redox .
Determinagéo de Proteinas Carboniladas

O ensaio para determinacdo de Proteinas Carboniladas foi realizado conforme
descrito por LEVINE et al (1990). As proteinas carboniladas das amostras de
pele homogeneizadas foram precipitadas pela adicdo de 200 pl de &cido
tricloroacético a 20% (na proporcdo de 1:1). Apos centrifugacdo, o pellet
formado foi ressuspenso em 100 pl de NaOH 2M e acrescido 100 pl de DNPH
10 mM. Apds isso o material foi centrifugado novamente e o pellet lavado trés
vezes com uma mistura de etanol/acetato de etila 1:1, e ressuspenso com uma
solucdo de uréia 8M pH 2,3. Em seguida, a absorvancia foi lida em

espectrofotdometro a 370 nm.
Determinacao de Tidis totais (t-SH)

Neste ensaio, a reagdo do acido 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) com
grupamentos SH, proteicos e ndo-proteicos, forma um composto amarelo que
podem ser quantificados espectrofotometricamente. Como descrito por
ELLMAN (1959), uma aliquota de cada amostra foi diluida previamente em
tampdo PBS (pH 7,4) . Em seguida, 10 uL de DTNB, diluido em etanol, foi
adicionado as amostras. Ap6s 60 minutos de reacdo, a intensidade da coloracéo

amarela formada foi quantificada em espectrofotometro a 412 nm.
Determinacéo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A lipoperoxidacéo foi determinada pela avaliacdo dos niveis de TBARS nas
peles conforme metodologia descrita por DRAPER E HADLEY, 1990.
Primeiramente, os homogeneizados de pele foram misturados com solucdo de
acido tricloroacético (concentragéo final de 10 %), e centrifugados a 10.000 rpm

por 10 minutos. Em seguida, uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi

78



removida, misturada a 100 pl de &cido tiobarbitarico a 0,67%, e aquecida em
dryblock por 40 minutos. A coloracdo desenvolvida pelas TBARS foi

determinada por espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 532 nm.
2.2.8. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de TUKEY, utilizando o software ORIGIN
8. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando
p<0,05.

3 RESULTADOS
3.1. Caracterizagdo das formulagdes

Como pode ser observado na Tabela 1, todas as formulagbes apresentaram
tamanho médio de goticula inferior a 300 nm e indice de polidispersao inferior a
0,2. Um aumento significativo do tamanho medio de goticula foi observado com
a incorporagdo do extrato de A. satureioides nas nanoemulsdes, contudo a
incorporacdo da NE em material gelificante (Carbopol® Ultrez) ndo alterou de
maneira significativa (Tukey, p>0,05) esse parametro. A incorporacdo do extrato
de A. satureioides também aumenta em modulo o potencial zeta das
nanoemulsdes. As caracteristicas anionicas do Carbopol® Ultrez néo interferiram
na carga interfacial das nanoemulsbGes, sendo que o potencial zeta das
formulagdes permanece praticamente inalterado (Tukey, p>0,05) apés a

incorporacgdo dos nanossistemas no hidrogel.

Para a determinacdo dos teores dos flavonoides QCT, LUT e 3MQ
incorporados nas nanoemulsées, os resultados demonstraram quantificacdo de
teores elevados de flavonoides nos sistemas (aproximadamente 1mg/mL), com a

manutencdo das concentragdes apods a preparacao do hidrogel (Tukey, p>0,05).
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Tabela 2: Caracterizacdo fisico-quimica e teor de flavonoides das nanoemulsdes
contendo o extrato de A. satureioides (ASNE), hidrogel derivado (HASNE) e controles
(NE e HNE) obtidos sem a adicéo do extrato vegetal.

NE ASNE" HNE HASNE"
Tamanho (nm) 202 +1,70 2459+ 11,0 209,7+1,6 253,8 £ 3,73
IP 0,10 £ 0,05 0,19 £ 0,09 0,18 £ 0,05 0,17 £0,01
Potencial zeta -27 £ 4,00 -50,7+3,0 -284+27 -48+2,3
(mV)
QCT - 319,0+ 16,1 - 296,5+ 12,0
Teor (ug/mL)  LUT - 1544+ 55 - 153,7 + 0,14
3MQ - 621,2+ 174 - 602,0 + 18,4

“Considerando a incorporagéo de 1% de residuo seco de extrato de AS, que corresponde a 325,5 pg de
QCT, 1615 pg de LUT e 657,1 pug de 3MQ. Hidrogéis foram obtidos com a adicdo de 0.15% de
Carbopol Ultrez® 20 diretamente na nanoemulsao.

A avaliacdo morfologica das nanoemulsdes por MET utilizando contraste
negativo confirmou a dimensdo das goticulas dispersas observadas por
espectroscopia de correlacdo de fotons. As imagens da Figura 3 mostram que as
nanoemulsdes antes (Figura 3A) e ap6s a adicdo do Carbopol® Ultrez (Figura 2B)
apresentam forma esferoide com borda bem definida e tamanho de goticula na
faixa de 200 a 300 nm. Por outro lado, também pode ser observado na imagem
representativa dos hidrogéis a presenca de goticulas com formatos mais

irregulares (Figura 3B).
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Figura 3: Imagns da‘haoerhulsﬁeskobtidas pof microscopia eletronica de transmissdo
(MET) a partir das formulagcdes ASNE (2A) e HASNE(2B).

3.2.  Avaliacdo da estabilidade das nanoemulsdes

Apds a obtencdo de todas as formulacGes, estas foram armazenadas sob
temperatura de 4°C e protegidas da luz por 90 dias. A estabilidade de ASNE e
HASNE foi determinada a partir da avaliacdo do tamanho médio de goticula,
indice de polidispersdo, potencial zeta e teor de flavonoides das formulagdes
apos 1, 30, 60 e 90 dias. Os resultados estdo apresentados na Tabelas 2. A analise
visual n&o indicou presenca de instabilidade, como cremagem, coalescéncia ou
separacdo de fases. Por sua vez, a caracterizacdo fisico-quimica de diferentes
lotes de ASNE, indicou que este sistema é estavel por 90 dias, sem alteracdo
significativa (Tukey, p>0,05) do tamanho médio de goticula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e o teor de flavonoides. As nanoemuls@es contidas
na formulacdo semissolida HNE e HASNE também mantiveram suas
caracteristicas inalteradas durante os 90 dias, nas mesmas condicdes de

armazenamento.
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Tabela 3: Caracterizacdo fisico-quimica e teor de flavonoides das nanoemulsbes contendo o extrato de A. satureioides (ASNE) e hidrogel
derivado (HASNE) em funcéo do tempo de armazenamento a 4°C.

ASNE HASNE
1 30 60 90 1 30 60 90

Didmetro (nm) 287,1+41 2888+40 289,0+56 288,2%5,6 239,3+3,1 2418 £3,2 2442+158 246,8+3,3
IP 0,28+0,05 024+005 0,25+0,03 0,29+0,05 022+0,02 026+005 0,25+0,06 0,22+0,1
Potencial zeta (mV) -423+6,1 -420+55 -457+28 -46,6+1,21 -450+35 -460+30 -454+19 -425+2,2

QCT 296,5+120 2895+53 2864+16 2910+23 319,0+16,0 304380 3169+259 301,6+120
Flavonoides LUT 153,7+0,14 1418+8,7 140,6+17,4 1410%+35 1544+55 1589+6,7 1570+23 156,8+6,2

3MQ 602,0+18,4 597,2+19,1 599,9+16,1 5950%7,9 609,7+55 600,3+28,7 5996+84 596,4+6,6
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3.3.  Andlise reologica de HASNE

O comportamento reolégico do gel de Carpobol® Ultrez contendo ASNE
foi caracterizado, bem como determinado o modelo de fluxo. A Figura 4
representa o grafico da analise reoldgica do gel. Como pode ser observado,
HASNE apresenta comportamento de um fluido ndo-Newtoniano pseudoplastico,
uma vez que a viscosidade parece diminuir com o aumento da velocidade de
cisalhamento. A pequena inclinacdo do grafico é decorrente da baixa
concentracdo de Carbopol® Ultrez (0,15%). Além disso, nas condicBes
experimentais utilizadas neste trabalho, o HASNE demonstra uma tendéncia de
comportamento tixotrépico, uma vez que pode-se verificar uma discreta histerese

entre a curva ascendente e descendente.
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Figura 4: Avaliacdo reolégica do gel de Carbopol® Ultrez contendo ASNE.

Os dados obtidos para taxas e tensfes de cisalhamento foram ajustados a
quatro diferentes modelos matematicos, Bingham, Ostwald, Casson e Herschel-
Bulkley a fim de determinar aquele que melhor descreve o fluxo da formulagéo
HASNE. Os coeficientes de determinacéo obtidos para cada modelo encontram-

se na Tabela 3. Como pode ser observado, o0 modelo de fluxo que melhor se
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aplica a formulagio HASNE ¢é o modelo de Ostwald (T= Ky" , onde , T
representa a tensdo de cisalnamento K representa o indice de consisténcia; y
representa a taxa de deformacdo (S™) e n, o indice de comportamento de fluxo).

O indice de fluxo (n) obtido por este modelo foi de 0,66.

Tabela 4: Coeficientes de determinacéo (r?) obtidos ap6s ajuste dos dados de
analise reoldgica em diferentes modelos de fluxo.

Coeficiente de determinacéo (r‘)

Formulagéo Bingham Ostwald Casson Herschel-Bulkley

HASNE 0,9991 0,9996 0,9995 0,9611

3.4. Estudos de liberacéo a partir de HASNE

Para os estudos de liberacdo foi utilizado o flavonoide 3MQ como
marcador, uma vez que € 0 composto majoritario e esta relacionado a atividades
farmacol6gicas do extrato de A. satureioides. A Figura 5 apresenta o perfil de
liberacdo de 3MQ obtido a partir de ASNE e HASNE. Para ASNE foi observada
uma liberacdo de 3MQ de 84% apds 8 horas de cinética, estando de acordo com
trabalhos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa. O fluxo de liberagédo
de 3MQ calculada para ASNE foi de 8.55 pg/mL/h. Por sua vez, o marcador foi
liberado do HASNE mais lentamente, visto que apresentou um fluxo de 6.56
png/mL/h. depois de 8 horas, apenas 53% de 3MQ foi liberado a partir do
HASNE.
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Figura 5: Perfil de liberacéo (%) da 3MQ a partir de HASNE e ASNE.

3.5. Estudos de permeacéo/ retengdo cutanea dos flavonoides

A Figura 6A apresenta a quantidade de flavonoides totais detectados na
pele de orelha suina em funcdo do volume de amostra colocado no
compartimento doador. Como pode ser observado, a adigdo de quantidades
crescentes da formulacdo conduz a um aumento progressivo da quantidade de
flavonoides retidos na pele até cerca de 2 pg/cm? de flavonoides para o volume
de 100 uL de amostra aplicada. A partir desse volume, um platd pode ser
observado e a quantidade de flavonoides retida permanece praticamente
inalterada. A Figura 6B apresenta o perfil de retencdo de cada flavonoide
separadamente. Independente do flavonoide, como pode ser observado, um
aumento da retencdo de QCT, LUT e 3MQ foi observado até a quantidade de 100

uL de formulacéo.
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Figura 6: Perfis de retencdo cutanea dos flavonoides ap6s administracdo tdpica de
diferentes quantidades de ASNE. Os resultados séo apresentados para a soma total dos
trés flavonoides (Figura 6A) cada flavonoide isoladamente (Figura 6B), onde tem-se (m)
QCT, (A)3MQ e (o) LUT (A).

A quantidade de QCT, LUT e 3MQ retida na pele de orelha suina a partir
da aplicacdo de 100 pL de HASNE esta apresentada na Figura 7, em comparacao
com ASNE. O perfil de retencdo cutdnea dos flavonoides a partir do hidrogel
(HASNE) é semelhante ao obtido utilizando a nanoemulsdo ndo incorporada em
hidrogel de Carpobol® Ultrez (ASNE) ap6s 8 horas de cinética, ou seja, uma
maior quantidade de 3MQ foi encontrada na pele, seguida de QCT e LUT. Por
outro lado, observa-se uma tendéncia de reducdo da quantidade de flavonoide
retida na pele a partir de HASNE em comparacdo com ASNE; contudo, sem
diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p>0,05). Em nenhuma das

condicdes avaliadas houve deteccdo de QCT, LUT ou 3MQ no fluido receptor.
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Figura 7: Retencdo de QCT, LUT e 3MQ em pele ap0s estudo de permeacao/retencao
usando nanoemulsdo (ASNE) ou nanoemulsdo incorporada em gel de Carbopol Ultrez®
(HASNE).

Em experimento paralelo, ao final do estudo de permeacao/retencao
cutanea, o excesso das formulagGes foi removido dos tecidos e fotomicrografias
foram obtidas em diferentes aumentos. As imagens 8A e 8B mostram a superficie
homogénea de um corte de pele que ndo recebeu tratamento. Por sua vez, nas
imagens 8C e 8D pode-se visualizar pequenos agregados esferoides, sugerindo a
presenca de gotas de 6leo. Por fim, nas imagens 8E e 8F, além dos agregados,
pode-se visualizar a presenca de massa amorfa compacta, provavelmente

proveniente do material gelificante Carbopol® Ultrez.
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Figura 8: Fotomicrografias de pele sem tratamento (A-B) e tratadas com ASNE (B-C)
ou HASNE (E-F), ap6s 8 horas de estudo de permeacéo/retencéo.

3.6. Avaliagdo da atividade antioxidante

O estresse oxidativo mediado por exposi¢do UVA/UVB foi determinado
pela avaliacdo dos niveis de grupamentos carbonil, tidis totais (t-SH) e
substancias reativas ao &cido tiobarbitrico (TBARS). Os resultados obtidos
estdo apresentados na Figura 8. Como pode ser visualizado, a figura 9A mostra
um nivel significativamente maior de proteinas carboniladas na pele submetida a
irradiacdo UVA/UVB sem tratamento quando comparada as peles irradiadas
tratadas com os géis (Tukey, p<0,05). No entanto, para este parametro, ndo foi

observada diferenca entre os tratamentos com HNE e HASNE.

Com relacdo a determinacdo de tiois totais (proteicos e ndo-proteicos)
demonstrada na Figura 8B, obteve-se uma diminuicdo na deplecdo destes
grupamentos nas amostras de peles tratadas com HNE e HASNE quando
comparadas aos controles NIS e IS (Tukey, p<0,05). Quando as amostras sdo
tratadas com HNE os niveis de t-SH sdo de 5,5 nmol e para as amostras tratadas
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com HASNE sdo ainda maiores, em torno de 8,5 nmol SH/mg de proteina. Para
0S grupos controles ndo tratados, submetidos ou ndo a irradiacdio UVA/UVB,
deplecbes de t-SH s&o significativamente maiores (Tukey, p<0,05), alcangando

niveis de até 3 nmol SH/mg de proteina (grupo IS).

Por fim, observando a figura 9C, percebe-se um aumento significativo na
producdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico apds irradiacdo da pele
com UVA/UVB. No entanto, esta producdo de TBARS é significativamente
reduzida quando as peles sdo tratadas com HASNE (Tukey, p<0,05),
apresentando diminuicdo de pelo menos 100 nmol TBARS/mg de proteina em

relacdo ao grupo tratado com HNE e ao grupo que nao recebeu tratamento (IS) .
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Figura 9: Avaliacdo de estresse oxidativo através da determinacdo de (A) proteinas
carboniladas, (B) tidis totais (proteicos e ndo-protéicos) e (C) espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Legenda: HNE: pele tratada com HNE; HASNE: pele tratada
com HASNE; IS: pele irradiada sem tratamento; NIS: pele sem tratamento e auséncia de
irradiacdo. As diferencas estatisticas foram definidas com Tukey (p<0,05): a refere-se a
diferenga em relacdo a NIS, b refere-se a diferenca em relacdo a IS e ¢ refere-se a
diferenca em relacdo a HNE. Sendo: HNE (hidrogel contendo nanoemulsao branca) e
HASNE (hidogel contendo nanoemulséo carregada com extrato de A. satureioides.

90



4. Discussao

Em estudos recentes de nosso grupo de pesquisa demonstramos a
viabilidade de incorporar extratos de A. satureioides em nanoemulsdes lipidicas
em apenas uma etapa e contendo um elevado teor dos flavonoides (QCT, LUT e
3MQ) majoritarios desta planta medicinal (CARVALHO et al., 2008; BIDONE
et al., 2014a). O procedimento empregado, emulsificacdo espontanea, conduziu a
obtencdo de formulagbes monodispersas com tamanho de goticula de cerca de
200-300nm. Recentemente, foi demonstrada um aumento da retengdo destes
flavonoides em pele de orelha e mucosa esofagica suina a partir dessas
formulacbes, sendo tal fato ilustrado por imagens de microscopia confocal
(BIDONE et al., 2015). A obtencdo de sistemas nanoemulsionados contendo o
extrato desta planta medicinal ¢ de grande relevancia, uma vez que possuem
maior poder oclusivo e possibilita um aumento da penetracdo dos flavonoides
majoritarios QCT, LUT e 3MQ na pele.

A incorporacdo do extrato em nanocarreadores também permite a sua
veiculagdo em formas farmacéuticas semissolidas de caracteristicas adequadas
para uso topico. Os extratos fluidos e secos de A. satureioides sdo de dificil
incorporacdo em bases hidrofilicas ou hidrofdbicas, e originam formulagfes com
baixo teor de ativos ou com caracteristicas sensoriais de baixa aceitacdo. Além
disso, a aplicacdo direta de nanoemuls6es sobre a pele possui 0 inconveniente da
reduzida viscosidade desta forma farmacéutica e do curto periodo de contato com
o0 local de acdo. Com base neste conjunto de caracteristicas, 0 desenvolvimento
de uma formulacdo semissolida contendo nanoemulsdes de extrato de A.
satureioides representa uma alternativa promissora para a potencial exploracédo

dos beneficios terapéuticos desta planta no tratamento de patologias cutaneas.

No presente trabalho, preparou-se uma formulacdo semissolida contendo
extrato de A. satureioides incorporado em nanoemulsdes, apos espessamento da
fase externa do nanossistema com Carbopol® Ultrez. Hidrogéis a partir deste

polimero tém sido recentemente avaliados em diversos estudos, uma vez que
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apresentam adequada viscosidade, caracteristicas sensoriais agradaveis e boa
capacidade bioadesiva (ALVES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011.; VARGAS
et al., 2012; EID et al., 2014; SOMAGONI et al., 2014; AL-ROHAIMI et al.,
2015; SONPATHI et al.,, 2015). A bioadesdo € uma propriedade de grande
importancia para formulagfes de uso tdpico, pois ao prolongar a retencdo da
formulacdo no local aplicado possibilita maior difusdo de moléculas ativas para a
pele (ANDREWS et al, 2009).

As nanoemulsfes mantiveram suas principais caracteristicas fisico-
quimicas inalteradas apds sua incorporacdo no hidrogel de Carbopol® Ultrez,
conforme evidenciado pelas analises de espectroscopia de correlacdo de fotons e
imagens de microscopia eletronica de transmissdo, indicando a viabilidade de
utilizacdo da formulacdo semissolida. A retencdo das nanogoticulas oleosas entre
0s espacgos da rede polimérica do hidrogel parece ndo ter alterado a estrutura
coloidal formada. Além disso, o estudo de estabilidade demonstrou que as
nanoemulsdes, incorporadas ou ndo em hidrogéis, sao estaveis por até 90 dias. As
formulacbes mantiveram-se monodispersas com tamanho médio de goticula
inferior a 300 nm e potencial zeta de cerca de -45 mV. Essa estabilidade pode ter
sido positivamente influenciada pelo potencial zeta negativo das formulagdes. O
elevado valor observado foi previamente relacionado a presenca de componentes
do extrato de A. satureioides adsorvidos na interface das nanoemulsdes, como 0s
acidos fenolicos (&cido caféico e clorogénico) presentes nos extratos etanolicos
desta planta medicinal (Desmarchelier et al., 1998; Bidone et al., 2014a). Vale
ressaltar que, segundo Roland (2003), valores de potencial zeta superiores a 20

mV (em modulo) contribuem para a estabilidade de sistemas emulsionados.

A analise reoldgica do hidrogel HASNE indicou que este possui
comportamento nao-Newtoniano pseudoplastico. Neste modelo, a viscosidade
aparente diminui com o aumento da tensdo. Tal fato foi confirmado pela
determinacdo do indice de fluxo pela equacdo de Ostwald, que foi inferior a 1
(n=0,66). Nestes casos, a seguinte relacdo € adotada, n=1 para fluidos

newtonianos, n<l para fluidos n&o-newtonianos pseudoplasticos e n>1 para
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fluidos ndo-newtonianos dilatantes. Além disso, sob as condi¢des experimentais,
utilizadas neste estudo, HASNE apresentou um discreto comportamento
tixotrdpico, visto que a viscosidade aparente diminui com o aumento do tempo
de aplicacdo da tenséo de cisalhamento. Foi também observado uma reducdo da
viscosidade do gel de Carbopol® Ultrez com a incorporacdo de nanoemulsdes ao
sistema (dados ndo mostrados), podendo tal fato estar relacionado a possiveis
interagdes das nanoemulsdes com a rede de polimero, conforme relatado em
estudos anteriores (ARGENTA et al., 2015). Caracteristicas pseudoplasticas e
tixotropicas sdo altamente desejaveis em formulagdes de uso tdpico, pois
proporcionam maior facilidade de administracdo, melhor espalhamento e
consequentemente maior uniformidade de distribui¢cdo da formulacdo no local de
aplicacdo (BONACUCINA et al., 2004).

ApoOs a caracterizacdo da formulacdo semissolida HASNE, buscou-se
avaliar o comportamento de liberacéo do flavonoide 3MQ a partir da formulacao.
Esta avaliacdo é de grande importancia considerando que uma molécula precisa
ser liberada da formulacdo e estar disponivel no meio para que possa interagir
com membranas e células, penetrar nos tecidos e ter uma acéo terapéutica efetiva.
Os resultados obtidos demonstraram que a liberagdo da 3MQ a partir do hidrogel
ocorre mais lentamente quando comparada com a nanoemulsdo sem
espessamento com o uso de Carbopol® Ultrez, pois para as ASNE houve uma
liberacdo de pelo menos 84% de 3MQ para o fluido receptor ap6s as 8 horas de
cinética de liberacdo, resultado este que estad de acordo com aquele apresentado
recentemente por BIDONE et al., (2014a), que descreveu uma liberacédo de cerca
de 90 % de 3MQ ap0ds 8 horas em condi¢des experimentais similares. Enquanto
isso, a partir dos HASNE a liberacdo de 3MQ foi de cerca de 53%, ou seja, 31%
de 3MQ liberada a menos, nas mesmas 8 horas, em relacdo a ASNE, o que indica
que a barreira imposta pela rede polimérica intumescida do Carbopol® Ultrez
parece reduzir a velocidade de difusdo desses flavonoides a partir da formulacao

até o meio de liberacao.

93



Na etapa seguinte, foi avaliada a penetracdo dos flavonoides QCT, LUT e
3MQ na pele de orelha suina. Assim, em um primeiro momento, buscou-se
otimizar a quantidade de formulacéo a ser aplicada sobre a pele. Esta otimizacao
foi baseada na busca da menor quantidade de formulacdo que conduz a maior
quantidade de flavonoides retida na pele. Assim, neste estudo, diferentes
quantidades de nanoemulsdes foram aplicadas sobre a pele em um estudo de
permeacdo/retencdo cutdnea utilizando células de difusdo do tipo Franz e a
retencdo dos flavonoides no tecido foi determinada. Com isso, verificou-se que
100 pL de nanoemulsdo contendo extrato de A.satureioides, aplicados em uma
area de 2,54 cm? de pele, obtém-se a méxima concentracio de QCT, LUT e 3MQ
retida na pele. Quantidades maiores, até um limite de 1000 uL, ndo conduziram a
um aumento significativo na retencdo cutanea dos flavonoides. Por esta razao,
100 uL de nanoemulséo, incorporadas ou ndo em hidrogel, foi a dose selecionada

para 0s estudos de permeacdo/retencdo cuténea e avaliacdo do estresse oxidativo.

E importante salientar neste momento, que independente da dose de
nanoemulsdo aplicada sobre a pele, o perfil de retencdo cutanea dos flavonoides
foi semelhante, ou seja, a 3MQ foi o flavonoide que mais penetrou na pele,
seguido de QCT e LUT, respectivamente. Para verificar se tal comportamento é
influenciado apenas pela concentragédo inicial de cada flavonoide incorporado na
formulacdo ou se outros fatores poderiam estar envolvidos no processo de
retencdo, o gréfico da Figura 10 foi construido apresentando-se a razdo entre a
concentracdo de flavonoide retida e a concentragéo inicialmente aplicada sobre a
pele. Observa-se que os perfis de todos os flavonoides se sobrepdem, indicando
que a penetracédo diferencial de QCT, LUT e 3MQ ocorre principalmente devido
as diferentes concentracbes destas moléculas na nanoemulsdo. Além disso,
verifica-se que a proporcdo de flavonoide retida com relacdo a dose aplicada
mantém-se semelhante a partir de 100 pL, em torno de 1 a 2% (~2 pg/cm?). O
que sugere uma saturacdo do tecido cutdneo com esta concentragdo de

flavonoides, nas condic¢des do estudo.
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Figura 10: Proporcdo entre concentracdo de QCT, LUT e 3MQ retida na pele e
concentracdo inicial de flavonoide aplicada sobre a pele.

No estudo de permeacdo/retencdo cutanea usando o hidrogel HASNE, as
concentragbes de QCT, LUT e 3MQ encontradas retidas na pele foram
estatisticamente iguais (Tukey, p>0,05) do que aquelas encontradas usando as
nanoemulsées (ASNE). Apesar de o hidrogel tornar o fluxo de liberagdo dos
flavonoides um pouco mais lento, isto ndo acarretou em reducéo significativa da
retencdo cutanea destas moléculas, ao contrério do que foi relatado em estudos
anteriores (ARGENTA et al.,, 2015), provavelmente em decorréncia de
diferencas na constituicdo das nanoestruturas e dos hidrogéis. Com base nas
imagens de MEV, sugere-se que a estrutura esferoide da emulsdo é mantida
durante as oito horas de contato da formulagdo com a pele, o que pode contribuir
para a penetragdo cutanea dos flavonoides. Nenhum dos flavonoides permeou a
pele até o fluido receptor em todo o periodo do estudo de permeacdo, 0 que é

desejado quando se deseja uma acdo local da formulacéo.
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O conhecimento da extensdo da permeacdo e/ou retencdo de moléculas na
pele é de extrema importancia, especialmente quando se deseja desenvolver uma
formulagdo tdpica de acdo antioxidante. As espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo encontradas tanto na epiderme quanto na derme (KATIYAR et al., 2001).
Como antioxidantes tépicos, inimeros compostos naturais tém sido avaliados
(PINNEL et al., 2003), incluindo extratos de A. satureioides (MORQUIO et al.,
2005; ZORZlI et al., 2015).

Neste estudo, a determinacdo da capacidade antioxidante da formulacéo
HASNE foi testada frente a diferentes parametros de estresse oxidativo. O
estimulo a producdo de espécies reativas de oxigénio foi realizado pela irradiacdo
da pele, tratada e ndo-tratada, com radiagbes UVA/UVB. As radiacbes UVB
(290-320 nm) e UVA (320-400 nm) possuem diferentes energias e capacidade de
penetracdo, provocando danos a pele de distintas magnitudes (VICENTINI et al.,
2008). Os danos oxidativos as proteinas da pele foram determinados através da
quantificacdo da taxa de proteinas carboniladas. A carbonilagdo é uma
modificacdo proteica irreversivel, onde grupamentos carbonil sdo formados pela
reacdo de proteinas com espécies reativas de oxigénio (ROS). Proteinas
carboniladas formam agregados resistentes a degradacdo, que acabam se
acumulando em massas disfuncionais de proteinas danificadas (DALLE-DONNE
et al., 2006). As proteinas carboniladas (cetonas e aldeidos) reagem com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando hidrazonas, podendo ser quantificadas
por espectrofotometria. Neste estudo, a pele irradiada com UVA/UVB mostrou
aumento significativamente no nivel de proteinas carboniladas (45 nmol de
carbonil/mg de proteinas) comparada a pele ndo irradiada (~25 nmol de
carbonil/mg de proteinas). No entanto, os tratamentos com os hidrogéis HNE e
HASNE protegeram a pele de danos proteicos por cabonilacdo mediados por
exposicdo ao UVA/UVB, permanecendo as taxas de proteinas carboniladas em
nivel basal. A inducdo de carbonilacdo de proteinas de queratinocitos apos
exposicao a radiacdo UVA/UVB ja foi descrita em outros trabalhos (PERLUIGI
et al., 2010). A protecdo a pele exercida pela formulacdo HNE, ou seja, hidrogel
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contendo nanoemulsdes sem extrato de A. satureioides, pode ser decorrente da
formacdo de um filme pelo hidrogel e, especialmente, pelas nanoemulsdes,
refratario as radiacbes UVA/UVB. Alguns estudos tém descrito as propriedades
de espalhamento de luz de nanossistemas, estando esta propriedade relacionada
ao tamanho nanométrico, a forma esférica e aos constituintes do sistema
(MORABITO et al., 2011).

O dano proteico tambeém foi avaliado pela determinagdo dos niveis de tidis
totais (-SH). Subprodutos do estresse oxidativo podem conduzir a formacdo de
pontes dissulfeto (-SS-) em proteinas que possuem grupamentos tidis (-SH),
causando a oxidacdo e perda das funcGes das proteinas. Ao contrério da
carbonilacdo, este dano € reversivel pelos antioxidantes (GSH, flavonoides). Em
nosso estudo, a irradiacdo da pele com UVA/UVB conduziu a uma reducédo
significativa dos niveis de -SH em comparacéo a pele ndo irradiada. Por sua vez,
0 tratamento com a formulacdo HNE protegeu a pele da oxidagdo dos
grupamentos tidis, ficando os niveis de -SH semelhantes aos niveis encontrados
na pele ndo irradiada. Tal fato indica, mais uma vez, a protecdo exercida pelos
nanocarreadores. Quando o extrato de A. satureioides estava presente na
formulacdo, além de protecdo, pode-se observar uma reversao na oxidacdo de
alguns grupamentos —SH, visto que os niveis de t-SH encontrados nas peles
tratadas com HASNE s&o maiores que 0s encontrados no grupo que néo recebeu
irradiacdo. Estes resultados comprovam a elevada capacidade antioxidante de
compostos presentes no extrato de A. satureioides, principalmente dos
flavonoides QCT, LUT e 3MQ. A acdo antioxidante destes flavonoides ja foi
comprovada em alguns estudos, como o realizado por CASAGRANDE et al.
(2006) que mostrou a reducdo da deplecdo de GSH na pele de animais tratados

topicamente com quercetina e expostos a radiacdo UVB.

Por fim, a avaliacdo da lipoperoxidacéo foi realizada pela determinacao das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). A oxidacdo de lipideos

gera subprodutos, principalmente malondialdeido, que reagem com é&cido
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tiobarbiturico, produzindo um composto rosa que podem ser quantificados
espectrofotometricamente. Para este parametro, apenas a formulacdo HASNE, ou
seja, contendo o extrato de A. satureioides, foi capaz de proteger parcialmente a
pele da lipoperoxidacdo induzida pela exposicédo a radiacdo UVA/UVB. Embora
0 nivel de TBARS na pele tratada com HASNE tenha sido significativamente
superior aquele encontrado para a pele ndo irradiada, a protecédo parcial exercida
pela formulacdo a pele irradiada com UVA/UVB foi bastante significativa. A
protecdo de lipideos contra oxidacdo mediada por radiacdo UV usando
flavonoides foi também demonstrada em estudo realizado por BONINA et al.
(2006), que obteve reducdo dos niveis de malondialdeido apds misturar o

fosfolipideo fosfatidilcolina com quercetina, hesperidina e naringenina.

Em conclusédo, os resultados obtidos para caracterizacdo do hidrogel de
Carbopol® Ultrez contendo A. satureioides incorporado em nanoemulsdes,
ensaios de permeacdo/retencdo cutanea dos flavonoides QCT, LUT e 3MQ e
avaliacdo de pardmetros de estresse oxidativo apos tratamento HASNE, mostram
a potencialidade do uso topico desta formulacdo para protecdo da pele contra

danos causados por estresse oxidativo.
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CONCLUSOES







— As nanoemulsdes obtidas utilizando metodologia de emulsificacdo

espontanea mostraram-se monodispersas e com tamanho nanometrico;

— A incorporagdo em hidrogel ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas
das nanoemulsdes, de acordo com analises de espectroscopia de
correlacdo de fotons e imagens de microscopia eletrénica de transmisséo,

indicando a viabilidade de utilizacao da formulagdo semissolida;

— Apo6s 90 dias de armazenamento, ndo foram detectadas alteracfes
marcantes das propriedades fisico-quimicas e teor dos flavonoides as

nanoemulsdes incorporadas em hidrogel;

— Os hidrogéis obtidos apresentaram comportamento ndo-Newtoniano

pseudoplastico, caracteristicas desejaveis em formulacdes de uso tdpico;

— A liberacdo de 3MQ a partir de HASNE é mais lenta quando comparada a
ASNE, demonstrando o efeito da rede polimérica do Carbopol® Ultrez

sobre a velocidade de difusdo do flavonoide.

— A guantidade de flavonoides retida na pele atinge um platé quando 100 pl
de nanoemulses é aplicado em uma area média de pele de 2,54 cm?,

representando cerca de 1-2% da quantidade inicial de flavonoides;

— Quando analisada a permeacdo/retencdo dos flavonoides a partir dos
HASNE nédo foi observada redugédo significativa desta na pele, quando

comparado com as nanoemulsoes;

— Os flavonoides permaneceram retidos na pele, ndo sendo possivel

identifica-los no fluido receptor, independente da formulacéo;

— A partir dos estudos de avaliacdo de atividade antioxidante foi possivel
evidenciar a protecdo da pele de orelha suina ao dano oxidativo decorrente
da radiacdo UVA/UVB com a aplicagéo das formulacdes. O conjunto dos
resultados evidenciou um efeito aditivo, da propriedade de espalhamento
de luz dos nanocarreadores com atividade antioxidante exercida pelo
extrato de A. satureioides na protecdo da pele contra as radiacOes.

101






REFERENCIAS







AL-ROHAIMI, A.H., Comparative Anti-inflammatory potential of crystalline and
amorphus nano curcumin in topical drug delivery. Journal of Oleo Science. 64, (1) 27-
40 (2015)

ALVES, M.P.; SCARRONE, A. L.; SANTOS, M.; POHLMANN, A. R.; GUTERRES,
S.S. Human skin penetration and distribution of nimesulide from hydrophilic gels
containing nanocarriers. International Journal of Pharmaceutics v. 341, (2007), p.
215-220

ANDREWS,G .P.; LAVERTY, T. P.; JONES, D.S. Mucoadhesive polymeric platforms
for controlled drug delivery. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics 71 (2009) 505-518.

ARGENTA, D.F.; BIDONE, J.; MISTURINI, F.D.; KOESTER, L.S.; BASSANI, V.L.;
SIMOES, C.M.O.; TEIXEIRA, H.F. In vitro evaluation of mucosa permeation/retention
and antiherpes activity of genistein from cationic nanoemulsions. Journal of
Nanosciences and Nanotecnology (submetido 2015)

BIDONE, J.; ZORZI, G.; CARVALHO, E. L. ; SIMOES, C. M. O.; KOESTER, L. S,
BASSANI.; TEIXEIRA, H. F. Incorporation of Achyrocline satureioides (Lam.) DC
extracts in to topical nanoemulsions obtained by means of spontaneous emulsification
procedure. Industrial Crops and Products. V.62., P. 421-429. 20142

BIDONE, J.; BICA, V. C.; PETROVICK, P. R.;: SIMOES, C. M. O.;: KOESTER, L. S.;
BASSANI, V. L.; TEIXEIRA, H. F. Simultaneous quantification of flavonoids from
Achyrocline satureioides by a polar-reversed phase LC method — application to skin
permeation/retention studies. Pharmazie. V. 69, p. 5-9, 2014b

BIDONE,J.; ARGENTA, D. F.; KRATZ, J.; PETTENUZZO, L. F.; HORN, A. P,;
KOESTER, L. S.; BASSANI, V. L.; SIMOES, C. M. O.; TEIXEIRA, H. F. Antiherpes
activity and skin/mucosa distribution of flavonoids from Achyrocline satureioides
extract incorporated into topical nanoemulsions. Biomedical Research International.
Submetido, 2015

BONACUCINA, G.; MARTELLI, S.; PALMIERI, G. F. Rheological, mucoadhesive
and release properties of Carbopol gels in hydrophilic cosolvents, International
Journal of Pharmaceutics v. 282, (2004) p.115-130

BONINA, F.; LANZA, M.; MONTENEGRO, L.; PUGLISI, C.; TOMAINO, A,
TROMBETTA, D.; CASTELLI, F.; SAUJA, A. Flavonoids as potential protective
agents against photo-oxidative skin demage. International Journal of Pharmaceutics,
v. 145, n. 1-2, p. 87-94, 1996

105



CARVALHO, E. L. S..; ZORZI, G. K.; POSER, G. L. V.; TEIXEIRA, H. F.
MOREIRA, J. C. F.; BASSANI, V. L.. Nanoestrutura compreendendo extratos
vegetais, processo de produgdo de nanoestrutura compreendendo extratos vegetais e
composicdes compreendendo as mesmas (P10805156-9) (2008).

CASAGRANDE,R.; GEORGETTIS.R; VERRI JUNIOR, W.A.; BORIN, M.F;
LOPEZ,R.F.V; FORSECA, M.J.V. Protective effect of topical formulations
containing quercetin against UVB-induced oxidative stress in hairless mice. Journal
of Photochemistry and Photobiology B: Biology 84 (2006) 21-27

Dalle-Donne, I.; Aldini, G.; Carini, M.; Colombo, R.; Rossi, R.; Protein carbonylation,
cellular dysfunction, and disease progression. Journal of Cellular and Molecular
Medicine. 10(2):389-406. 2006

DE SOUZA, K. C. B.; BASSANI, V. L.; SCHAPOVAL, E. E. S. Influence of
excipients and technological process on anti-inflammatory activity of quercetin and
Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. extracts. Phytomedicine 14 (2007) 102-108

DESMARCHELIER, C.; COUSSIO,J.; CICCIA, G. Antioxidant and free radical
scavenging effects of the medicinal herb Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (‘A.
satureioides’) Brazilian Jornal of Medical and Biological Research, v.31, p. 1163-
1170, 1998

DRAPER, H.H., HADLEY, M., 1990. Malondialdehyde determination as index of lipid
peroxidation. Methods Enzymol. 186, 421431

EID, AM.; EL-ENSHASY, H.A.; AZIZ, R.; ELMARZUGI, N.A Preparation,
Characterization and Anti-Inflammatory Activity of Swietenia
macrophylla Nanoemulgel. Journal Nanomedicine Nanotechnology 5:190 (2014)

ELLMAN, G.L., 1959. Tissue sulfhydryl groups. Arch. Biochem. Biophys. 82, 70-77

KATIYAR, S.; AFAK, F.; PEREZ, A.; MUKHATAR, H. Green tea polyphenol (-)-
epigallactechin-3-gallate treatment of human skin inhibitus ultravioleta radiation
induced oxidative stress. Carcinogenesis. V. 22, p. 287-294, 2001

LEVINE, R.L., GARLAND, D., OLIVER, C.N., 1990. Determination of carbonyl
content in oxidatively modified proteins. Methods Enzymology. 186, 464-478.

LOWRY, H. O.; ROSEBROUGH, N. J;FARR, L. A.; RANDALL, R. PROTEIN
MEASUREMENT WITH THE FOLIN PHENOL REAGENT. The Jornal oh
Biological Quemistry. 2009

MORABITO, K.; SHAPLEY, N. C.; STEELEY, K. G.; TRIPATHI, A. Review of
sunscreen and the emergence of non-conventional absorbers and their applications in

106


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aldini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16796807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16796807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colombo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16796807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16796807

ultraviolet protection. International Journal of Cosmetic Science, V. 33, P. 385-390,
2011

MORQUIO, A.; RIVERA-MEGRET,F.; DAJAS,F. Photoprotection by topical
application of Achyrocline satureioides (‘A. satureioides’). Phytoterapy Research,
v.19, p.486-490. 2005

MURRAY, J. C, J. A. BURCH, et al. A topical antioxidant solution containing
vitamins C and E stabilized by ferulic acid provides protection for human skin against
damage caused by ultraviolet irradiation. Journal of the American Academy of
Dermatology, v.59, n.3, p.418-425. 2008

OLIVEIRA, J. S., AGUIAR, T. A, MEZADRI, H., DOS SANTOS , O. D. H.
Attainment of hydrogel-thickened nanoemulsions with tea tree oil (Melaleuca
alternifolia) and retinyl palmitate. African Journal of Biotecnology. V. 10, Issue 60, 5
October 2011, P. 13014-13018.

PERLUIGI, M.; DI DOMENICO, F.; BLARZINO, C.; FOPPOLI, C.; CINI, C;
GIORGI, A.; GRILLO.; DE MARCO, F.; BUTTERFIELD, D. A.; ECHININA, M. E.;
COCCIA, R. Effects of UVB-induced oxidative stress on protein expression and
specific protein oxidation in normal human epithelial keratinocytes: a proteomic
approach. Proteome Science (2010) 8:13

PINNEL, R. S. Cutaneous photodamage, oxidative stress, and topical antioxidant
protection. Jourrnal of the American Academy of Dermatology, 2003

PRAKASH, D., G. UPADHYAY, et al. Antioxidant and free radical-scavenging
activities of seeds and agri-wastes of some varieties of soybean (Glycine max). Food
Chemistry, v.104, n.2, p.783-790. 2007.

RETTA, D., DELLACASSA, E., VILLAMIL, J., SUAREZ, S. A., BANDONI, A. L. A.
satureioides, a promising medicinal and aromatic plant from Latin America: A review.
Industrial Crops and Products. V. 38, P. 27-38. 2012

ROLAND, I.; PIEL, G.; DELATTRE, L.; EVRARD, B. Systematic characterization of
oil-in-water emulsions for formulation design. International Journal of
Pharmaceutics, v. 263, p. 85-94, 2003

SAMPATHI, S., MANKALA, S. K;;NANKAR, J.; DODOALA, S. Nanoemulsion
based hydrogels of itraconazole for transdermal drug delivery. Journal of scientific
and Industrial Research. VVolume 74, Issue 2, 2015, Pages 88-92

SHINDE, A. N., N. MALPATHAK, et al. Determination of isoflavone content and
antioxidant activity in Psoralea corylifolia L. callus cultures. Food Chemistry, v.118,
n.1, p.128-132. 2010.

107



SOMAGONI J, BOAKYE CHA, GODUGU C, PATEL AR, MENDONCA FARIA
HA, ET AL. (2014) Nanomiemgel - A Novel Drug Delivery System for Topical
Application - In Vitro and In Vivo Evaluation. PLoS ONE 9(12): e115952.

VARGAS, B.A., BIDONE, J., OLIVEIRA, L.K., KOESTER, L.S., BASSANI, V.L,,
TEIXEIRA, H.F., 2012. Development of topical hydrogels containing genistein-loaded
nanoemulsions. Journal of Biomedical and Nanotechnology. 8, 1-7. April 2012,
pp. 330-336(7)

VICENTINI, F. T. M. C,; SIMI, T. R. M.; DEL CIAMPO, J. O.; , NILCE O. WOLGA,
N. O.; PITOL, D. L ; IYOMASA, M. M.; BENTLEY, M. V. L. B A, FONSECA, M. J.
V. Quercetin in w/o microemulsion: In vitro and in vivo skin penetration and efficacy
against UVB-induced skin damages evaluated in vivo. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics 69 (2008) 948-957

ZORZI, G. K.; CAREGNATO, F.; MOREIRA, J. C. F.; TEIXEIRA, H. F,;
CARVALHO.; E. L. S. Antioxidant effect nanoemulsions containing extract o0s
Achyrocline satureioides (Lam) D.C. — Asteraceae (Submetido 2015)

108



