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RESUMO

Isoflavonas sdo compostos fendlicos que apresentam propriedades antioxidantes. No
presente estudo foi realizada a producdo de nanoemulséo contendo extrato de soja
padronizado em genistina (NEgs). A formulacdo foi avaliada quanto ao seu potencial
antioxidante e capacidade de penetracdo cutanea, sendo conjuntamente avaliada uma
nanoemulsdo contendo apenas genistina (NEgi). Os ensaios de permeacdo/retencdo
cutanea foram realizados em modelo in vitro utilizando pele de orelha suina. Marcadores
de dano oxidativo, tais como proteinas carboniladas, tidis totais e substancias reativas ao
acido tiobarbitarico foram avaliados ap6s tratamento da pele suina com as formulagdes e
exposicdo a radiacdo UVA/UVB. Ambas as nanoemulsdes aumentaram a retengdo
cutanea de genistina quando comparadas com uma suspensdo em propilenoglicol,
evidenciando o efeito promotor de penetracdo dos nanocarreadores utilizados. No
entanto, comparando-se as diferentes formulacdes, a genistina mostrou ser mais
facilmente liberada e com maior capacidade de retencdo cuténea a partir da NEkes,
demonstrando que os demais componentes do extrato influenciam positivamente o
comportamento desta isoflavona frente a tais parametros. Por fim, destaca-se que a maior
capacidade de fotoprotecdo cutdnea ocorreu durante o tratamento com NEgs. Sendo
assim, o conjunto de resultados sinaliza que nanoemulsdes contendo extrato de soja
podem ser consideradas promissores produtos antioxidantes para aplicacdo

dermatoldgica.

Palavras-chave: extrato de soja, genistina, nanoemulsdo, atividade antioxidante,

permeacao/retencéo cutanea.
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TOPICAL NANOEMULSIONS CONTAINING GLYCINE MAX EXTRACT:
PERMEATION STUDIES AND ANTIOXIDANT ACTIVITY

ABSTRACT

Isoflavones are phenolic compounds that have antioxidant activity. In the present study,
it was accomplished the production of nanoemulsions containing soybean extract
standardized in genistin (NEgs). The antioxidant potential and skin penetration of
formulation were evaluated, being also produced and analyzed nanoemulsions containing
only genistin (NEgi). Permeation / retention assays were performed in an in vitro model
using porcine ear skin. Oxidative damage markers such as carbonylated proteins, total
thiols and thiobarbituric acid reactive substances were evaluated after treatment of
porcine skin with the formulations and exposure to UVA / UVB radiations. Both
nanoemulsions increased cutaneous retention of genistin when compared to a suspension
in propylene glycol, evidencing the penetration-promoting effect of the nanocarriers.
However, comparing the different formulations, genistin showed to be more easily
released and with a greater skin retention capacity from NEgs, demonstrating that other
components present in the extract positively influence the behavior of this isoflavone
against such parameters. Finally, it was found that the greater capacity of cutaneous
photoprotection occurred during the treatment with NEgs. Thus, the set of results indicates
that nanoemulsions containing soybean extract may be considered promising antioxidant

product for dermatological application.

Keywords: soybean extract, genistin, nanoemulsion, antioxidant activity,

permeation/retention assays



INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e divide-se em trés camadas distintas:
epiderme, derme e hipoderme.! O envelhecimento cutaneo é um fendmeno fisioldgico,
progressivo e irreversivel que acontece por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos. O
envelhecimento intrinseco, ou cronoldgico, estd ligado a fatores genéticos, podendo
causar a diminuicao da producéo de elastina e de colageno. O envelhecimento extrinseco,
por sua vez, resulta de fatores ambientais como poluicdo, tabaco, radiagfes ultravioletas
e producdo de radicais livres, que provocam modificacdes deletérias em varios

constituintes celulares.?

Para evitar as consequéncias nocivas do sol sobre a pele, compostos extraidos de
matérias-primas vegetais vém sendo estudados como potenciais fontes de antioxidantes
naturais.®>* Na clinica dermatoldgica, os extratos vegetais enriquecidos em polifendis,
principalmente flavonoides, ganham destaque devido a alta capacidade antioxidante que
estes compostos apresentam.>’ Os mecanismos antioxidantes que os flavonoides
possuem estdo basicamente fundamentados na capacidade de sequestrar radicais livres,
ou ainda de atuar como quelante de metais, retardando a oxidacéo de lipideos e outras
biomoléculas.®® Porém, outros mecanismos podem estar presentes, a citar a inducio de
enzimas especificas antioxidantes, tais como superdxido dismutase catalase e glutationa
peroxidase, ou ainda inibi¢do do sistema enzimatico responsavel pela geracéo de radicais

livres, tais como ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase.'%%*°

Dentre diversos flavonoides estudados contra o envelhecimento cutaneo, as
isoflavonas tém atraido atencdo por sua consideravel acdo antioxidante,'*'® e também
devido a suas agOes estrogénica e fotoprotetora.®!4® A estrutura quimica base das
isoflavonas contém um nuicleo flavona, composto por dois anéis aromaticos ligados a um
anel heterociclico, com alguns substituintes caracteristicos. Essas substancias sdo
amplamente encontradas em leguminosas pertencentes a familia Fabaceae, podendo estar
presentes nas formas conjugadas a agucares, ou ainda nas suas formas livres, também

denominadas de agliconas.*®

A soja, Glycine max, é relatada como sendo uma leguminosa com alto teor de
isoflavonas. Devido a isso, ampla literatura € encontrada para avaliacdo das atividades
antioxidantes de seus diferentes derivados, tais como extratos e produtos alimentares.'®-

26 Nos gréos de soja estdo presentes doze isoflavonas, sendo elas as agliconas genisteina,
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daidzeina, gliciteina e majoritariamente as suas respectivas formas acetil, malonil e
glicosideo.® Com isso, destaca-se que devido a soja conter principalmente as formas
conjugadas de isoflavonas, ao realizar a extracdo de seus grdos, 0 extrato contera

predominantemente genistina, a forma heterosidica da genisteina.?’

Ampla literatura é encontrada quanto ao potencial estrogénico, antioxidante e
fotoprotetor de ambas as formas das isoflavonas, ou seja, conjugadas e néo
conjugadas.'*1"%8-32 No entanto, para uso topico, alguns pesquisadores relatam que 0 uso
das formas agliconas pode potencializar a capacidade de penetracdo na pele, e
consequentemente, aumentar os seus efeitos benéficos.'83 Dessa forma, muitos estudos
sdo encontrados relatando o desenvolvimento de produtos topicos contendo as formas
agliconas das isoflavonas, principalmente genisteina.'® No entanto, é importante destacar
que apesar de existirem alguns relatos de que as isoflavonas conjugadas possuem baixa
penetracdo cutanea, pouca exploracdo cientifica € encontrada para aprofundar, ou

contornar tal situagéo.

Durante o desenvolvimento de produtos, algumas estratégias tecnoldgicas podem
ser utilizadas a fim de auxiliar a administracdo topica de substancias com baixa
capacidade de penetracdo cutanea. Dentre essas estratégias encontra-se a utilizacdo de
nanoemulsdes que vém sendo recentemente propostas para aumentar a capacidade de
retencdo e/ou permeacdo cutdnea de alguns flavonoides.>**° Essas formulagBes sdo
caracterizadas como dispersdes nanomeétricas de goticulas oleosas em uma fase aquosa
externa, estabilizada por um sistema tensoativo. Apresentam como vantagem o aumento
da hidratacdo cutdnea, bem como possibilidade de formacdo de um depésito mais

uniforme dos compostos de interesse com a pele.*

Face ao exposto, o presente estudo apresenta como principal objetivo o
desenvolvimento de novos produtos contendo genistina, principal isoflavona conjugada
da soja, reconhecida por apresentar propriedades antioxidantes e baixa capacidade de
penetragdo cutdnea. Para tanto, foi avaliado o emprego de nanoemulsdes como
carreadores de extrato de soja padronizado em genistina, bem como para esta isoflavona
isolada. As formulacdes foram avaliadas quanto a capacidade de aumentar a
permeacao/retencdo cutnea da substancia de interesse, e também de promover a

fotoprotecdo de pele exposta a radiacdes ultravioletas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Produtos Quimicos e Reagentes

As sementes de soja (cultivar EMBRAPA BRS262) utilizadas neste trabalho
foram gentilmente doadas pela empresa SEMEL sementes (Sdo Paulo, Brazil). As
isoflavonas genistina e genisteina foram comercialmente adquiridas da Cayman Chemical
Company (Ann Arbor, MI, USA). A lecitina de gema de ovo e triglicerideos de cadeia
média (TCM) utilizados para producdo das nanoemulsdes foram adquiridos da Lipoid
GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). Os reagentes para cromatografia e ensaios
antioxidantes foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany), Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) e Dinadmica (Diadema, SP, Brazil). As membranas de libera¢&o foram
adquiridas da Merck Millipore (Darmstadt, Germany). As orelhas suinas utilizadas no

ensaio de permeacao foram adquiridas do frigorifico Ouro do Sul (Harmonia, RS, Brasil).

Preparo do extrato de soja

As sementes de soja foram moidas e desengorduradas com n-hexano. O pé
desengordurado (10 g) foi submetido a procedimento de extracdo em aparelho de Soxhlet
com 200 mL de etanol 80% (v/v) durante 8 h. Ao final do processo o extrato foi filtrado

e armazenado a 4 °C.

Meétodo cromatogréafico para analise da genistina

A genistina presente no extrato de soja foi avaliada quantitativamente por método
de cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE). As condi¢des cromatogréficas
utilizadas basearam-se no método de andlise de isoflavonas previamente descrito por
Nemitz e colaboradores (2015).*> Porém, foi necessario primeiramente averiguar a
possibilidade de utilizacdo do método para analise de genistina, e logo na sequéncia, o
método foi entdo adequado para esta nova aplicacdo. Dessa forma, foi realizado o preparo
de curvas analiticas de genistina na faixa de concentracio de 0,1 a 10 ug.mL* durante
trés dias consecutivos. Os parametros cromatograficos de adequabilidade do sistema,
especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo do método foram avaliados de acordo

com o guia internacional de validag&o.*
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Para analise cromatografica do extrato, este foi diluido na propor¢cdo 1:10 em
acetonitrila 50 % (v/v) e filtrado em membrana 0,22 um. Complementarmente, 0 método
foi avaliado para quantificacdo de genistina nas demais etapas deste trabalho, ou seja,
determinacdo desta isoflavona nas nanoemulsdes e estudos de liberagdo e permeacao.
Destaca-se ainda que a genisteina, forma aglicona da genistina, também foi avaliada

qualitativamente durante algumas etapas do presente estudo.

Método de CLUE

As analises foram realizadas em um cromatdgrafo da Shimadzu com detector de
arranjo de diodos (DAD) e injetor automético controlado por software LC-Solution
Multi-PDA (Kioto, Japan). A fase estacionaria foi constituida pela coluna Shim-pack XR
ODS (Shimadzu, 100 x 2.0 mm i.d.; tamanho da particula, 2.2 um) com pré-coluna
(Phenomenex,USA). A fase movel consistiu de (A) acido trifluoroacético (TFA) 0.1 %
(v/v) em &gua e (B) acetonitrila. A eluicdo do gradiente foi 20-25 % B (0-2 min), 25-30
% B (2-3 min), 30—35 % B (3-4 min), e 35-20 % B (4—6 min). A coluna foi reequilibrada
com 20 % B por 2 minutos antes da proxima analise. O fluxo do sistema consistiu de um
gradiente de 0,35 mL.min*? (0-1,5 min), 0,35-0,5 mL.min! (1,5-2 min), 0,5 mL.min!
(2-3 min), 0,5-0,35 mL.min* (3-4 min), e 0,35 mL.min! por 8 minutos. O comprimento
de onda utilizado nas analises foi de 260 nm, o volume de injecéo foi de 3 UL, e a analise

foi realizada a uma temperatura de 55 °C.

Validacao do método para andlise de genistina
Especificidade

A especificidade do método foi avaliada por meio de injecbes do padrdo de
genistina e das matrizes de interesse. Foram avaliadas trés diferentes matrizes: extrato de
soja, nanoemuls&o branca e extrato metanolico de pele de orelha suina. A pureza de pico,
o0 tempo de retencao e o espectro de UV do pico correspondente de genistina presente no
extrato de soja foram comparados com estes mesmos pardmetros para o pico da solucéo
padrdo de genistina. Para as demais matrizes foi avaliado se ocorreu, ou ndo, co-eluicoes

de picos no mesmo tempo de retengdo que o pico da solucdo padrdo de genistina.
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Linearidade

Para realizar a confecgcdo das curvas de calibrac@o foi primeiramente preparada
uma solucéo estoque pesando-se 1,5 mg de genistina e realizando-se a sua solubilizagdo
em 30 mL de metanol. As demais diluicbes foram realizadas com acetonitrila:agua
(50:50, v/v). Cada curva de calibracao foi preparada nas concentracdes de 0,1, 0,5, 1,0,
2,0, 4,0,6,0,8,0 e 10 pg.mL™. A linearidade do método foi expressa através da média de
trés curvas padrdo, obtidas em trés diferentes dias. Durante cada dia, foram analisadas
trés determinac6es de cada concentracdo. Para a construcao das curvas, graficos de area
versus concentracdo foram construidos e analisados, e a partir disso foram calculados e

avaliados a equacéo da reta e o coeficiente de correlagéo (r).

Precisdo e exatidao

A precisdo do método foi avaliada através das analises de repetibilidade e preciséo
intermediaria. A repetibilidade foi determinada pelo desvio padréo relativo (DPR) entre
os resultados obtidos apds andlise de trés amostras de genistina nas concentracGes baixa,
média e alta da curva (0,1, 4,0 e 10,0 pg.mL™). A precisdo intermediéaria foi calculada

pelo DPR apresentado em trés dias diferentes destas analises.

A avaliacdo da exatidao foi realizada pela adi¢do de quantidades conhecidas de
genistina em uma solugdo em trés diferentes niveis (0,1, 4,0 e 10,0 pg.mL™?). Para cada
nivel foi avaliado trés réplicas. A recuperacdo foi determinada pela equacdo: %

recuperado = [(média da concentracdo analisada — valor adicionado) / valor adicionado].

Preparo das nanoemulsdes

Nanoemulsdes contendo genistina (NEgi) ou extrato de soja (NEgs), bem como
nanoemulsdes brancas (NEg) foram preparadas utilizando-se 0 método de emulsificagdo
espontanea. Esse método consiste em misturar a fase organica em uma fase aquosa sob
agitacdo magnética e deixar a mistura formar emuls&o por 15 minutos, e ap0s, 0 excesso
de solvente é evaporado sob pressdo reduzida a 40 °C em rotaevaporador até o volume
final desejado. A composicao final das formulagcfes esta apresentada na Tabela 1. O
marcador das formulagbes NEgi ou NEgs foi a genistina, sendo incorporada a uma

concentracéo final de 0,03%.
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Tabela 1. Composicéo final das formulagdes

Componentes (%0)

Formulacao Lecitinade 5o orbato Marcador Agua
TCM  gemade 80 (genistina) asp
ovo
NEo 8 2 1 0,03 100
NEEs 8 2 1 0,03 100
NEs 8 2 1 - 100

NEgi: nanoemulséo contendo genistina; NEes: nanoemulséo contendo extrato de soja; NEg:
nanoemulsdo branca, TCM: triglicerideos de cadeia média.

Para obtencdo da NEgi, foi primeiramente preparado uma mistura de TCM,
lecitina de gema de ovo, genistina (1,5 mg) e etanol. A mistura foi deixada sob agitacdo,
e apos dissolucdo de todos componentes, esta foi vertida em uma fase aquosa contendo
polissorbato 80 e 4gua. A mistura foi agitada constantemente durante 15 min, e evaporada
até 5 mL. Processo similar foi realizado para obtencdo da NEgs. Para isso, primeiramente
foi misturado 20 mL de extrato de soja (contendo o correspondente a 1,5 mg de genistina)
com TCM, lecitina de gema de ovo e etanol. A mistura foi deixada sob agitacéo, e apds
dissolucdo de todos componentes, esta foi vertida em uma fase aquosa contendo
polissorbato 80 e 4gua. A mistura foi agitada constantemente durante 15 min, e evaporada

até 5 mL.

Caracterizacéo das Formulagdes
Determinacéo do pH

O pH das formulages foi determinado sem dilui¢do prévia através da utilizacao
de potencidmetro calibrado previamente (Modelo pH 21, Hanna Instruments, Brasil). Os

resultados foram expressos como média de trés determinagdes independentes.

Determinacdo do tamanho e indice de polidisperséo

As formulagbes foram caracterizadas atraves do espalhamento de luz dindmico
pela difusdo de raio laser monocromatico que atravessa a dispersdo coloidal utilizando o
equipamento Zetasizer (3000HS Zetasizer; Malverninstruments, Malvern, England).

Essa determinacdo foi realizada observando-se o espalhamento a 90 ° apos diluicdo das
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amostras em agua purificada (1:1000), previamente filtrada em membrana de 0,22 pm.

Os resultados foram expressos como média de trés determinagdes independentes.

Determinacéo do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado através da mobilidade eletroforética das
goticulas no equipamento Zetasizer (3000HS Zetasizer; Malverninstruments, Malvern,
England). Todas as analises foram realizadas ap6s a diluicdo das amostras em NaCl 1
mM (1:1000), previamente filtrado em membrana de 0,22 um. Os resultados foram

expressos como media de trés determinac6es independentes.

Determinacéo do teor de genistina

As formulacBes foram avaliadas quanto ao teor de genistina por meio do método
de CLUE previamente descrito. Para isso, as nanoemulsées foram diluidas na proporc¢éo

1:100 em acetonitrila 50 % (v/v) e as amostras foram filtradas em membrana 0,22 um.

Estudos de liberacéo

Para realizar os ensaios de liberacdo foram utilizadas Células de Difusdo de Franz.
Membranas de éster de celulose com porosidade de 50 nm foram acondicionadas entre o
compartimento doador e receptor e quantidade conhecida de fluido receptor (tampéo
fosfato pH 7,4: etanol, 70:30 v/v) foi adicionado as células. A temperatura foi mantida a
32 °C, e 0 ensaio permaneceu a uma velocidade de 450 rpm com agitacdo constante.
Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas a cada uma hora de experimento, e quantidade
equivalente de fluido fresco foi adicionado novamente a célula. A duracéo total do ensaio
foi de 10 horas. As aliquotas foram filtradas para vials para posterior analise pelo método
de CLUE.

Estudos de retencéo/permeacédo cutanea

Para realizar os ensaios de retencdo/permeacdo cutanea também foram utilizadas
Células de Difusao de Franz. Primeiramente, foram preparados os cortes circulares de
peles de orelhas suinas a serem utilizadas durante o experimento. Para isso, 0s pelos e a

cartilagem foram removidos, e entdo as peles foram cortadas no didmetro de interesse,
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acondicionadas com papel aluminio e armazenadas a -20 °C ate sua utilizacdo (por um
periodo méximo de 30 dias). Nos dias de experimento as peles foram descongeladas e
mantidas em um recipiente contendo tampéo fosfato pH 7,4 durante 15 minutos. Apos,
elas foram alocadas entre 0 compartimento doador e o receptor deixando-se a parte da
derme em contato com o fluido receptor (tampédo fosfato pH 7,4: etanol, 70:30 v/v).
Foram separadamente adicionados 400 puL das formulagdes na parte do compartimento
doador de cada célula. A temperatura foi mantida a 32 °C e o ensaio permaneceu a uma
velocidade de 450 rpm com agitacdo constante durante 8 horas. No final do experimento,
uma aliquota de cada fluido foi retirada, e as amostras foram filtradas para posterior
andlise pelo método de CLUE. As peles foram retiradas das células de Franz, limpas com
agua e gaze. Foram efetuados cortes circulares de cada pele (referente ao espacgo que ficou
marcado pela célula) e os seus diametros foram medidos. Foi realizado um procedimento
de tape stripping com auxilio de uma fita adesiva para se retirar o excesso de formulacdes
das peles, e entdo foram realizados os procedimentos de cortes destas em pequenos
pedacos. Em seguida, o material representativo da pele de cada célula de Franz foi
transferido para tubo de ensaio e extraido com 2 mL de metanol em ultrassom durante 30
minutos. Apos, o conteldo foi filtrado em membrana de 0,22 um para vials e estes foram

posteriormente analisados pelo método de CLUE.

Atividade Antioxidante das formulacdes

O potencial antioxidante total das nanoemulsdes contendo genistina ou extrato de
soja foi avaliado utilizando os ensaios de Potencial Antioxidante Reativo Total (TRAP).
Este método é normalmente utilizado para estimar a capacidade antioxidante de amostras
in vitro, e avaliar a capacidade de reacdo da substancia quando ha um aumento de radicais

livres.

O ensaio de TRAP foi realizado conforme descrito por Dresch e colaboradores
(2009).* Uma solucdo de 2,2°-Azobis (Amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP) e
luminol foi preparada e mantida em repouso para a estabilizacdo durante 2 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, em placa de 96 pocos foram adicionados 180 pL
desta solucdo e 20 pL das formulagdes. A intensidade da quimiluminescéncia induzida
por ABAP foi avaliada em um contador de cintilacdo liquido (Wallac 1450 Micobeta®
TriLux, Perkin-Elmer, Boston, MA, EUA). O TRAP foi determinado pelo calculo da area
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sob a curva (AUC) da intensidade da quimiluminescéncia de luminol ao longo do tempo.

O Trolox em concentragédo de 40 uM foi utilizado como controle positivo.

Capacidade fotoprotetora das formulacdes

A capacidade fotoprotetora das nanoemulsdes foi avaliada através da
determinacdo de proteinas carboniladas, tidis totais e determinacdo de substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em pele de orelha suina tratadas com as

formulacBes e expostas a radiacdo ultravioleta conforme descrito a seguir.

Tratamentos e exposi¢ao da pele frente a radiagfes UVA/UVB

O protocolo experimental para tratamento da pele e exposicéo frente a radiagoes
UVA/UVB foi realizado conforme Balestrin e colaboradores (2016).%° Assim, as peles de
orelhas suinas foram previamente cortadas em pedacos e congeladas. No dia do ensaio,
estas foram descongeladas e hidratadas com tampao fosfato pH 7,4 por 15 minutos. Em
uma placa foi adicionado papel filtro e algoddo umedecido com agua e as peles foram
mantidas sob o algoddo durante todo o experimento a fim de manter a hidratacdo das
mesmas. Nesta placa foram adicionadas peles com area de 2,54 cmz2 divididas em quatro
grupos: pele sem nenhum tratamento ou ainda peles que foram tratadas com 500 uL de
nanoemulsdes (NEg, NEgi, NEgs). A placa foi levada a uma camara para realizar a
exposicdo das peles as radiacbes UV por uma lampada UVA Exo Terra Sun.
GloNeodimio 100 W (41 mW.cm; comprimento de onda de 365 nm) e por uma lampada
UVB Exo Terra ReptiGlo 15 W (dose de 1,8 mW.cm; comprimento de onda 290 nm).
A cada 2 h foram feitos intervalos de exposicao para fazer a reposicdo das nanoemulsdes
para que as peles ndo ficassem secas. O tempo total de exposicdo foi de 6 horas. A pele
sem nenhum tratamento foi denominada como controle positivo (pele irradiada).
Complementarmente, pedacos de pele foram mantidos sob um algod&o embebido de agua

fora da camara para servir como controle negativo do processo (pele nédo irradiada).

ApoOs o tempo de exposicdo, as peles foram lavadas e homogeneizadas com
tampdo fosfato pH 7,4 em Ultra-Turrax® e posteriormente centrifugadas. Os
sobrenadantes foram reservados, denominados por “amostras”, as quais foram analisadas

nos diferentes ensaios, conforme descrito a seguir.
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Quantificacao de Proteinas Totais

O teor de proteinas totais nas amostras foi determinado utilizando albumina
bovina como padrdo,*® e este valor serviu para normalizar os resultados obtidos nos

ensaios de avaliacdo dos danos oxidativos.

Ensaio para determinacgdo de proteinas carboniladas

O ensaio para determinacéo de proteinas carboniladas foi realizado de acordo com
Levine (1990).4" Neste ensaio a dinitrofenilhidrazina (DNPH) reage com as proteinas
carboniladas, formando hidrazonas que podem ser quantificadas por espectrofotdmetro.
Para tanto, em tubos de eppendorf foram adicionados 200 pL de amostra e 200 pL de
acido tricloroacético 20 %, a fim de precipitar as proteinas. O contetdo foi centrifugado,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso com 200 puL de NaOH 2 M
e homogeneizado em vartex. Foram adicionados 100 ul de DNPH 10 mM e a mistura foi
centrifugada novamente. O precipitado foi lavado trés vezes com etanol/acetato de etila
(1:1 v/v) e ressuspenso com uma solucdo de ureia 8 M (pH 2,3). Por fim, a solugéo foi

analisada por um espectrofotémetro a 370 nm.

Ensaio para determinagéo de tiois totais

O ensaio para determinacdo de tidis totais foi realizado de acordo com Ellman
(1959).#8 Neste ensaio 0 &cido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTDB) reage com 0s
grupamentos SH, proteico e ndo proteicos, formando um composto amarelo que pode ser
quantificado por espectrofotdmetro. Para tanto, uma aliquota de volume conhecido de
cada amostra foi diluida com tampao fosfato pH 7,4. Posteriormente, 10 ul de DTDB 10
mM foi diluido em etanol e adicionado as amostras. Apos 60 minutos de reacdo, a

intensidade da cor amarela formada foi lida por um espectrofotdmetro a 412 nm.

Ensaio para determinagéo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

O ensaio para determinacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico foi
realizado de acordo com a metodologia de Draper e Hadley (1990).%° Neste ensaio o &cido
tiobarbitarico reage com lipideos oxidados, especialmente malondialdeido (MDA),

causando a producdo de um composto de coloragdo rosa que pode ser quantificado por
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espectrofotbmetro. Para tanto, em tubos de eppendorf foram adicionados 200 pL de
amostra e 200 pL de acido tricloroacético 10 %. O conteudo foi centrifugado, e 100 pl
do sobrenadante foram homogeneizados com 100 ul de &cido tiobarbitrico a 0,67 %. A
mistura foi incubada com banho seco durante 20 minutos. Por fim, a cor desenvolvida

pela presenca TBARS foi lida por um espectrofotémetro a 532 nm.

Estabilidade da genistina frente a radiacao

Na camara de exposicdo foram concomitantemente expostos frascos contendo
solucdo metandlica de genistina e nanoemulsdes contendo genistina, para servirem de
controles da estabilidade desta isoflavona frente as radiacbes UVA e UVB. ApGs 6 h de
exposicao, o contetido destes frascos foi diluido, filtrado para vial e analisado por CLUE.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos ensaios foi realizada pelo software GraphPad Prism®
versdo 6.1. Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA one-way e
complementacdo com teste Tukey para as comparagfes multiplas. O nivel de

significancia adotado foi a=0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencdo do extrato de soja

Um dos objetivos do presente estudo foi realizar a incorporacdo de um extrato de
soja padronizado em teor de genistina em nanoemulsdes de uso topico. Para poder obter
o0 extrato de interesse, primeiramente foi realizada uma pesquisa bibliogréfica a procura
de gendtipos de soja do Brasil que poderiam ter um diferencial para a obtencéo de alto
teor de isoflavonas. Dessa forma, optou-se por realizar os estudos com sementes da
cultivar EMBRAPA BRS262, uma vez que segundo Avila e colaboradores (2011)%° o

teor de isoflavonas é considerado elevado nesta amostra.

As sementes de soja foram moidas e desengorduradas e o extrato foi obtido apds
processo extrativo em meio hidroetanolico. Para determinar o teor de genistina presente

no extrato optou-se por avaliar se método de Nemitz e colaboradores (2015)* poderia ser
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utilizado para esta finalidade. Este método havia sido previamente validado apenas para
a quantificacdo de genisteina, daidzeina e gliciteina em amostras de soja, formulagdes e
ensaios bioanaliticos. Com isso, para verificagdo da nova aplicacéo, o método foi avaliado
quanto a sua adequabilidade em determinar o teor de genistina com reprodutibilidade e

exatidao durante as analises aqui propostas.

Método cromatogréafico para determinacéo de genistina

O método mostrou-se adequado para analise de genistina no extrato de soja, uma
vez que o pico cromatografico referente a esta isoflavona apresentou os parametros de
adequabilidade dentro dos limites preconizados, conforme apresentado na Tabela 2. Os
pardmetros avaliados ficaram conforme a especificagdo de Shabir (2003)° e Snyder e
colaboradores (2010).5> O comprimento de onda escolhido foi 260 nm, uma vez que o

espectro de absorcdo da genistina apresenta sua maxima absor¢do nesta condicao.

Tabela 2. Parametros de adequabilidade do método de CLUE para a determinacéo de
genistina em solucédo padrao e extrato de soja

Pico Pico
Genistina Genistina
Sol. Padrao Extrato

Parametros
cromatogréficos

Especificacdo

Tempo de retengdo 1,91 1,92 -

(min)

Pratos teoricos 2924 3872 > 2000 (Shabir, 2003)
Fator de cauda 1,79 1,84 < 2,0 (Shabir, 2003)
Resolugéo pico anterior - 4,96 > 2,0 (Shabir, 2003)
Resolugéo pico posterior - 5,84 > 2,0 (Shabir, 2003)
Rgpetibilidade de 0,06 0,07 < 1,0 (Shabir, 2003)
injecao

Fator de capacidade (k’) 1,72 1,82 %O—lég) (Snyderet al.,

A especificidade do meétodo foi confirmada pela analise de pureza de pico
referente a genistina tanto na solucdo padrdo como no extrato de soja. Além disso, devido

a necessidade de determinacdo desta isoflavona nas demais etapas do presente trabalho,
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foi realizada também a avaliacdo das matrizes: formulacdo branca (NEg) e extrato
metandlico de pele de orelha suina (Figura 1). Como pode ser observado, ndo houve co-
eluicdes de picos das matrizes no mesmo tempo de retencdo do pico referente a genistina,

demonstrando a especificadade do método para essas aplicacoes.

u
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Nancemulsdo branca
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125000
100000? | [\ Solugéo padrao de genistina
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Figura 1. Cromatogramas obtidos na analise por CLUE do extrato de soja
hidroetanolico ndo hidrolisado diluido a uma concentracdo correspondente a
aproximadamente 5 pug.mL de genistina, da solucdo de genistina padréo a 4 pug.mL?,
da nanoemulséo branca e do extrato metandlico de pele de orelha de porco. Ambos com
leitura em 260 nm. Onde: 1= genistina; 2=genisteina.

O método mostrou-se linear na faixa de 0,1 a 10,0 pg.mL™* através da anélise de
regressao linear (y = 19204x — 1188, r = 0,998). O limite de deteccéo calculado a partir
da curva foi de 0,103 pg.mL? e o de quantificacio foi de 0, 311 pg.mL™2. A precisio
intradia e interdia foi avaliada durante analise de trés réplicas em pontos baixo (0,1
pg.mL™?), médio (4,0 pg.mL™?) e alto (10,0 pg.mL™?) e apresentou desvio padréo relativo
(DPR) inferior a 5,0 % em todas as situagdes. Durante a analise de exatiddo, o método
apresentou recuperacdo meédia de 105,05 %, 98,57 % e 99,35 % para 0s pontos baixo,

médio e alto da curva, respectivamente.

Apos a adequacdo do método, o teor de genistina presente no extrato
hidroetanolico de soja foi determinado, sendo correspondente a 75,1 + 0,19 pg.mL™.
Além disso, como pode ser observado na Figura 1, mesmo sem realizacdo de hidrolise, é
encontrada uma pequena quantidade de genisteina na amostra. Isto ocorre devido a

22



presenca da porcéo livre desta isoflavona na planta in natura, corroborando com o ja

descrito na literatura.?’>?

Nanoemuls6es contendo extrato de soja

Nanoemulsdes vém sendo descritas como promissores sistemas para aumentar a
penetragdo cutanea de flavonoides.® Neste sentido, o presente estudo avaliou o preparo
de nanoemulsdes contendo extrato de soja, € 0 impacto causado na permeacao/retencdo
cutanea da genistina, principal isoflavona presente na formulacao. Paralelamente, foram
preparadas nanoemulsdes contendo apenas a isoflavona isolada, para fins de comparacao

da penetracdo a partir das formulagdes.

Destaca-se que ao realizar a avaliacdo dos estudos da literatura, ndo foram
encontrados relatos a respeito do uso de nanoemulsées como promotores de penetracdo
cuténea de genistina. Por outro lado, produtos tépicos envolvendo nanotecnologia ja
foram descritos para incorporacdo da sua respectiva forma aglicona, ou seja, genisteina,

relatando, inclusive, 0 aumento da capacidade da sua permeacéo/retencdo cutanea.'8

A producdo das nanoemulsdes foi realizada por meio de emulsificacdo
espontanea. Os resultados referentes as analises de caracteristicas fisico-quimicas das
formulagdes contendo extrato de soja (NEes), apenas genistina (NEgi) ou nenhum

composto ativo (NEg) estdo apresentados na Tabela 3.

Pode-se observar que todas as formulagfes possuem tamanho de goticula inferior
a 200 nm e sdo consideradas monodispersas, uma vez que apresentaram valores baixos
de indice de polidispersao (IPD<0,2). O pH de todas as formulagdes encontrou-se na faixa
de 4,0 a 5,0. Estes resultados estdo de acordo com a faixa aceitavel de pH para produtos
topicos, que estima que o “natural” do pH da superficie da pele seja, em média, 4,7.>* 0
potencial zeta apresentou-se negativo muito provavelmente devido a presenca de lecitina
de gema de ovo na formulacédo, que contém fosfolipideos &cidos como fosfatidilserina e
0 acido fosfatidico conferindo carga negativa ao sistema nesta faixa de pH.>>°® O teor de
genistina nas NEes e NEg;i foi estatisticamente semelhante e préoximo a 0,3 pg.mL™,
demonstrando que praticamente 100% do teor inicialmente adicionado esta contido nas
formulagdes. Ndo houve diferenga significativa de tamanho e potencial zeta entre as
formulacGes de NEg e NEgi. Entretanto, na formulacdo de NEgs ha uma diminuigdo no
tamanho e um aumento (em mdédulo) do potencial zeta, indicando que provavelmente os

componentes do extrato podem estar adsorvidos na superficie externa das nanogoticulas.
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Situacio semelhante foi relatada por Zorzi e colaboradores (2016),%° onde nanoemulsdes
contendo extrato de Achyrocline satureioides apresentaram um potencial zeta maior
quando comparado com formulagdes brancas ou formulagdes contendo apenas um

flavonoide.

Tabela 3. Caracterizagdo fisico-quimica das formulacdes

. Teor de
;I;]a”rganho IPD (Pr?]s)nual zeta genistina oH
(mg.mL1)
NEs 168,70+6,10 0,124+0,01 -15,2+1,35 NA 4,0-5,0

NEei 160,51+7,02 0,137+0,02 -16,6+3,00 0,31 £ 0,001 4,0-5,0
NEes 144,38+7,14* 0,160+0,03 -39,3+1,00 0,34 +0,016 4,0-5,0

IPD: Indice de Polidispersdo; NEg: Nanoemulséo branca; NEgi: Nanoemulséo contendo
genistina; NEgs: Nanoemulsdo contendo extrato de soja. Onde * representa diferenca
estatistica dos demais resultados em uma mesma coluna (p<0,05).

Estudos de liberacéo

Estudos de liberacdo servem como uma importante ferramenta para avaliar
inicialmente o potencial de aplicacdo de novas formulagdes, pois a substancia de interesse
deve se liberar do veiculo e estar disponivel para atingir seu sitio especifico de acdo. No
caso de formulacbes a serem administradas na pele, a liberacdo das substancias deve
ocorrer para que essas possam penetrar no estrato corneo, principal barreira que a pele
possui.>” Estes estudos sdo realizados normalmente com membranas sintéticas, que
funcionam como barreiras de difusdo passiva onde a taxa € determinada pela
concentracio do soluto.%® Destaca-se que a liberacio de um farmaco a partir de
determinado produto depende diretamente da substancia de interesse e das caracteristicas

fisico-quimicas dos demais componentes da formulagio.*®

Neste sentido, foi realizado um estudo de liberacdo da genistina a partir das
nanoemulsdes (NEgs e NEgi). Foi utilizado como controle do ensaio uma suspenséo de
genistina em propilenoglicol (PG), uma vez que neste solvente a isoflavona esta
totalmente disponivel para ser liberada.®® Os perfis de liberacdo da genistina a partir do
controle em PG, e das formulacGes estdo apresentados na Figura 2. Apos 10 h foi
observado um percentual liberado de genistina de 96,87 = 1,04 % a partir do controle em
PG, 69,96 + 4,18 % a partir da NEgi € 86,37+ 4,95% a partir da NEes.
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Figura 2. Perfil de liberacédo de genistina durante 10 horas de ensaio, em células de
difusdo do tipo Franz e com membrana de celulose, a partir das amostras: suspensao
controle de propilenoglicol e nanoemulsdes (NEgi € NEes). Onde NEgi: Nanoemulséo
contendo genistina; NEgs: Nanoemulséo contendo extrato de soja.

Além do perfil de liberagdo, foi também determinado o fluxo de liberagdo de
genistina a partir do controle em PG e formulagdes. Assim, o fluxo de liberacdo da
genistina a partir do controle foi de 6,79 + 0,073 pug.cm?.h%, a partir da NEg; foi de 4,91
+0,293 pug.cm?2.ht e a partir da NEgs foi de 6,06 + 0,347 pug.cm.h™t. Comparando-se 0s
resultados, foi observado que o fluxo a partir das formulagdes foi estatisticamente inferior
ao controle (p<0,05), o que demonstra uma liberacdo da genistna retardada a partir dos
nanocarreadores. Além disso, comparando-se as nanoemulsdes, foi observado que o
fluxo de liberacdo da genistina a partir NEEs foi estatisticamente superior a NEgi (p<0,05).
Muito provavelmente essa situacdo pode ter ocorrido devido a um efeito positivo dos

demais componentes presentes no extrato de soja durante a liberacdo da genistina.

Estudos de retencdo/permeacéao cutanea

Os ensaios de permeacéo/retencéo cutanea foram realizados utilizando um modelo
experimental in vitro com pele de orelha suina, uma vez que esta é comparavel com a
pele humana em termos morfoldgicos e biogquimicos.®* Conforme pode ser observado na
Figura 3, a retencdo cutanea de genistina a partir das formulacdes de NEgi e NEgs
aumentou cerca de 1,5 e 6 vezes em relagéo ao seu controle em PG, respectivamente. A
promoc¢édo da penetracdo de moléculas através da fluizagdo dos componentes da pele é

relacionada provavelmente & presenca de TCM e dos tensoativos das nanoemulsdes.®?
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Além disso, de uma forma geral, nanoemulsdes formam filmes oclusivos devido a
presenca de lipideos em suas goticulas, diminuindo com isso a perda de agua, e
aumentando a hidratacdo da pele. Essa situacdo faz com que ocorra uma desorganizagédo
do estrato corneo, causando uma diminui¢do da resisténcia da pele a difusdo das

substancias ativas presentes na formulagdo.*-3

A ocorréncia de uma maior retencdo de genistina a partir da NEgs pode estar
relacionada com um efeito positivo que os demais componentes do extrato exercem na
penetracao dessa substancia. Situacdo semelhante foi relatada por Zorzi e colaboradores
(2016),%° uma vez que a retencdo de quercetina a partir de nanoemulsdes contendo extrato
de Achyrocline satureioides foi superior a retencdo a partir de uma nanoemulséo contendo

apenas a substancia isolada.

0.3

0.2+

Genistina retina (ug/cmz)

controle NEGi NEEs

Figura 3. Quantidade de genistina retida em pele de orelha suina ap6s 8 h de ensaio, em
células de Franz, a partir de: suspensdo controle de propilenoglicol e nanoemulsdes.
Onde NEgi: Nanoemulséo contendo genistina; NEgs: Nanoemulsdo contendo extrato de
soja e * significa estatisticamente superior aos demais grupos (p<0,05).

E importante destacar ainda, que foram detectados picos cromatogréficos de
genisteina na pele apos realizacdo do ensaio de permeacdo de genistina a partir de NEgi
(Figura 4). Embora a quantidade detectada encontrou-se inferior ao do limite de
quantificacéo, foi verificado que ocorreu transformacéo de genistina até a forma aglicona

de genisteina durante o ensaio de permeacao.
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Figura 4. Cromatograma ampliado obtido na andlise por CLUE apds ensaio de
permeacdo/retencdo aplicando-se na pele a nanoemulsdo de genistina. Onde: 1=
genistina; 2=genisteina.

A presenca do pico de genisteina durante a permeacdo de NEgi pode estar
relacionado com diversos fatores, sendo uma das possiveis explicagdes uma provavel
atividade enzimaética (B-glicosidica) que a pele possui, podendo apresentar certa
capacidade de hidrolisar a forma conjugada até sua forma livre durante a penetragdo nas
camadas da pele. Esse resultado opde-se ao relatado por Schmid e Zulli (2002),%* em que
propem que a pele ndo tem enzimas que hidrolisam as moléculas glicosiladas em

agliconas.

Atividade Antioxidante das formulacdes

Em uma Ultima etapa deste trabalho, foi verificada a atividade antioxidante das
formulacGes obtidas. Desta forma, o potencial antioxidante total das nanoemulsdes foi
avaliado pela anélise de TRAP. Este ensaio sugere o potencial antioxidante de amostras
baseados na quimioluminescéncia formada quando o luminol é incubado na presenca de
uma fonte de radicais livres (ABAP). Assim, quando adicionado uma substancia
sequestrante de radicais livres a intensidade da quimioluminescéncia se reduz e o tempo
de recuperar a luminescéncia é relacionado a quantidade total de antioxidantes presentes
na amostra. Ao final do ensaio, o tempo calculado é entdo comparado com o tempo de
inducdo do padréo trolox, um potente composto antioxidante, onde quanto menor a AUC

maior a atividade antioxidante da amostra.5®

27



Na Figura 5 é apresentado o resultado da atividade antioxidante total das
formulagdes por ensaio de TRAP. Como pode ser observado, a NEgs apresentou uma area
sob a curva (AUC) mais proxima ao trolox em comparacdo com as demais formulagdes
testadas, é possivel verificar que a NEg e a NEgi apresentaram AUC estatisticamente
semelhante, o que indica uma menor capacidade antioxidante total para essas formulacdes

quando comparadas a nanoemulsdo contendo o extrato de soja.
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Figura 5. Avaliacéo do potencial antioxidante de NEgi, NEgs por determinacéo de TRAP
— Potencial Antioxiante Reativo Total. Onde, NEgi: Nanoemulsdo contendo genistina;
NEes: Nanoemulséo contendo extrato de soja, AUC: area sob a curva, (a) refere-se a
diferenca em relacdo a NEg; (b) refere-se a diferenca em relacéo a NEgs e (c) refere-se
a diferenca em relacédo a NEg;.

Por fim, a capacidade fotoprotetora das formulacdes foi avaliada contra os danos
induzidos por radiagcdes UV, utilizando um protocolo experimental com pele de orelha
suina. Diferentes danos cutaneos podem ser causados pelas radiacbes UVA (320 — 400
nm) e UVB (290 — 320 nm), pois elas tém diferentes energias e distintas capacidades de
penetracdo na pele.®® Dessa forma, ambos os tipos de radiagdes podem levar a sérios
riscos cutaneos. Exemplos de danos causados pela radiacdo UVA séo o envelhecimento
precoce da pele, reducdo na quantidade de células de Langerhans e aumento na
quantidade de células inflamatdrias presentes na derme. Por outro lado, a radiagdo UVB
causa danos mais profundos, atingindo o DNA, podendo causar mutac¢6es nos dimeros de
pirimidina que estdo associadas ao cancer de pele ndo-melanoma, geracdo de processos
inflamatorios e carcinogénese.’ Devido a isso, a busca por substancias que apresentem

capacidade de protecdo por meio de mecanismos de acdo antioxidantes pode ser uma
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estratégia na busca de produtos topicos destinados a prevencdo dos efeitos danosos

causados pelas radiagdes UV.

A Figura 6 apresenta os resultados dos niveis de diferentes marcadores do dano
oxidativo antes e ap0s exposicao da pele frente as radiacbes UVA e UVB, bem como a
capacidade protetora das diferentes formulagdes (NEgi, NEese NEg). Ensaios com a NEg
foram realizados a fim de avaliar uma possivel atividade protetora exercida pelos
excipientes e pela propria nanoemulsdo. Destaca-se que em paralelo foi avaliada a
estabilidade da genistina frente a exposicdo da radiacdo UVA e UVB. Assim, ap0s expor
na cdmara de radiacdo uma solucdo metanodlica contendo genistina, ou ainda NEg;i, esta
isoflavona manteve-se estavel durante as seis horas do ensaio, ndo apresentando hidrélise

até sua respectiva forma aglicona.

Para determinar o nivel de protecdo oferecida pelas formulacGes frente as
proteinas, foi realizado o ensaio de determinacdo de proteinas carboniladas. A
carbonilacdo € um dano que ocorre nas células quando em presenca de espécies reativas
de oxigénio (ERQ) e é caracterizada por ser um evento oxidativo de inicio rapido, estavel

e altamente doloso aos tecidos.®®

Conforme demonstrado na Figura 6A, a pele irradiada sem tratamento (CP)
apresentou alta taxa de proteinas carboniladas, o que indica alto dano oxidativo a essas
estruturas, enquanto que a pele ndo irradiada (CN) demostrou baixa carbonilacédo
proteica, indicando assim um dano oxidativo bem menos pronunciado para estas
amostras. As peles tratadas com as nanoemulsfes e posteriormente irradiadas,
apresentaram uma significativa protecdo a partir de todos os tratamentos, visto que a
producdo de proteinas carboniladas foi menor do que no CP em todos os casos (p<0.05).
No entanto, comparando-se 0s resultados da protecdo das formulacdes com a pele ndo
irradiada, a formulacdo capaz de oferecer um efeito protetor mais pronunciado frente a
carbonilacdo proteica foi a NEgs, uma vez que foram estes 0s resultados mais proximos

ao valor basal da pele ndo irradiada (CN).
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Figura 6. Avaliacdo do estresse oxidativo em pele de orelha suina apos radiagdes
UVA/UVB e diferentes tratamentos, determinado por (A) proteinas carboniladas, (B)
tiois totais (proteico e néo proteicos) e (C) substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), onde os tratamentos significam CP: controle positivo (pele irradiada sem
tratamento), CN: controle negativo (pele sem irradiacdo e sem tratamento); NEg:
nanoemulsdo branca; NEgs: nanoemulsédo contendo extrato de soja; NEgi: nanoemulséo
contendo genistina; As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA seguido
de Tukey (p <0,05), onde (a) refere-se a diferenca em relacéo a NEg; (b) refere-se a
diferenca em relacé@o a NEkes; () refere-se a diferenca em relacéo a NEgi e (d) refere-se
a diferenca em relacéo ao CP.
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Além disso, foi avaliado outro marcador de dano de proteinas por meio do ensaio
de determinacédo de grupamentos tiois totais expressos pelos grupamentos SH, proteicos
ou ndo proteicos. Diferentemente das proteinas carboniladas, a presenca de grupamentos
—SH em altas taxas demonstra a protecdo dos tecidos frente a presenca de ERO.% Assim,
conforme apresentado na Figura 6B, a pele irradiada sem tratamento (CP) apresentou alta
taxa de deplecdo dos grupamentos tidis (SH), enquanto que a pele ndo irradiada (CN)
apresentou baixa deplecdo dos mesmos, o que indica baixo dano oxidativo a estes
grupamentos. Para as peles que foram tratadas com as nanoemulsdes e posteriormente
irradiadas, foi possivel observar uma significativa protecdo aos grupamentos de -SH a
partir dos tratamentos de NEes e NEg quando comparado ao CP (p<0.05), demonstrando
que nessas situacdes houve uma preservacdo dos grupamentos tidis das proteinas.
Comparando-se os resultados da protecdo das formulacBes com a pele ndo irradiada,
apenas a formulacdo NEgs apresentou um resultado de alta protecdo, uma vez que 0S
resultados foram ainda superiores que os valores basais apresentados no CN. No entanto,
destaca-se que a NEgi ndo promoveu nenhum tipo de protecdo, uma vez que a quantidade

de grupamentos —SH foi semelhante ao encontrado no CP (p>0.05).

Para determinar o nivel de protecdo oferecida pelas formulacbes contra a
lipoperoxidagdo, realizou-se o ensaio de substncias reativas ao &cido barbiturico
(TBARS). Esse ensaio consiste em avaliar a presenca de subprodutos da degradacéo dos
lipideos causados por reacdes oxidativas quando em presenca de ERO.”® Conforme
demonstrado na Figura 6C, a pele irradiada sem tratamento (CP) apresentou alta taxa de
TBARS, o que indica alto dano lipidico nesta amostra, enquanto que a pele nao irradiada
(CN) apresentou baixa taxa desses compostos. Quando as peles foram tratadas com as
nanoemulsdes e posteriormente irradiadas, foi possivel observar uma significativa
protecdo a partir de todos os tratamentos, visto que a producdo de TBARS foi menor do
que no CP em todos os casos (p<0.05). No entanto, comparando-se os resultados da
protecdo das formulacdes com a pele néo irradiada, a formulacdo que melhor protegeu
contra os danos de lipoperoxidagéo foi a NEes, uma vez que foram estes os resultados

mais proximos aos valores basais do CN.

De uma forma geral, o conjunto dos resultados aqui apresentados demonstra que
nanoemulsdes contendo extrato de soja apresentam um efeito protetor as proteinas e
lipideos presentes na pele frente o estresse oxidativo induzido pelas radiagcbes UV. A

protecdo de danos oxidativos, tais como os aqui avaliados, pode ocorrer por mecanismos
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de acdo enzimaticos ou nao-enzimaticos. Destaca-se que existem na literatura relatos de
que derivados de soja possuem capacidade antioxidante por meio de diferentes
mecanismos de defesa. Segundo um estudo realizado por Rao e Chaitanya (2015),%
extratos de soja apresentam atividades in vitro indutora de importantes enzimas
antioxidantes, tais como superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e glutationa
redutase, reduzindo os danos oxidativos mediados por ERO. Além disso, diversos estudos
relatam as atividades antioxidantes dos extratos de soja através da capacidade
sequestradora de radicais livres, avaliado durante ensaios de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH).7% 23,2421

Extratos de sementes de soja sdo relatados por possuirem majoritariamente
genistina, porém apresentam também quantidades significativas das demais isoflavonas,
tais como as suas formas agliconas.?’” Tanto as formas conjugadas, quanto as livres s&o
estudadas individualmente e relatadas por serem substancias com potencial antioxidante.
14.17.28-32 No entanto, alguns pesquisadores descrevem que as formas agliconas possuem
maiores capacidades de sequestrar radicais livres do que as conjugadas. Sendo assim, a
presenca das demais isoflavonas no extrato de soja pode explicar a maior fotoprotecao
que a NEgs causou na pele apés radi¢cbes UV quando comparado a NEgi. Além disso,
extratos de soja também possuem saponinas, que sao consideradas substancias com certa
capacidade antioxidante,’® podendo complementar a explicacio da maior fotoprotecio

apresentada pela NEgs.

Destaca-se, por fim, que formulagdes topicas convencionais do tipo 6leo em agua
(o/a) foram desenvolvidas por Georgetti e colaboradores (2006)% contendo extrato de
soja. Tais autores descrevem o potencial antioxidante do extrato antes e apds
incorporacdo em formulacbes através de ensaios in vitro de DPPH e TBARS em
homogeneizado de figado previamente extraido de ratos Wistars e expostos a danos de
fons ferrosos (Fe?"). Posteriormente, Georgetti e colaboradores (2008)"2 demonstraram a
atividade antioxidante in vivo dessas formulacdes através da inibicdo do conteudo de
H20. e TBARS em pele de camundongos tratados e expostos a dano oxidativo induzido
por tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). No entanto, convém ressaltar que o extrato
utilizado nestes trabalhos prévios é um extrato comercial (Isoflavin®) e, além disso, 0s
produtos ndo foram desenvolvidos utilizando nanotecnologia, diferindo, portanto, do

produto aqui desenvolvido.
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CONCLUSOES

O presente estudo realizou a obtencdo de um extrato de soja padronizado em
genistina e a sua incorporacdo em nanoemulsdes. Um método cromatografico para
determinacdo de genistina durante os estudos deste trabalho mostrou-se especifico, linear,
preciso e exato. O procedimento de emulsificacdo espontanea permitiu a obtencdo de
nanoemulsdes contendo genistina isolada (NEgi) ou extrato de soja (NEgs) com
caracteristicas adequadas para aplicacdo topica. Ambas as formulacGes apresentaram
potencialidade de uso para promover a penetracdo de genistina na pele. No entanto,
destaca-se que tanto a taxa de liberagdo como a retencdo cutanea da genistina foram
maiores a partir da NEgs do que a partir da NEgi. Dessa forma, sugere-se que os demais
componentes do extrato de soja podem exercer efeitos positivos sobre a liberacdo e
penetracdo cutdnea da genistina. Além disso, foi evidenciado que a pele provavelmente
possui atividade B-glicosidica baixa, porém presente, a qual é capaz de hidrolisar a forma
conjugada (genistina) até sua forma livre (genisteina) durante a penetracdo desta
isoflavona nas camadas da pele. Por fim, destaca-se que a NEgs foi capaz de proteger a
pele de danos oxidativos proteicos e lipidicos ap6s exposi¢do a luz UV, demonstrando a
potencialidade desta formulacdo para ser utilizada como um produto antioxidante para

administracdo dermatoldgica.
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ANEXO 1

NORMAS E INSTRUCOES AOS AUTORES (QUIMICA NOVA)

1. GERAL

Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em Portugués,
Inglés e Espanhol, que cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre
Ensino de Quimica, Historia da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas
afins, desde que tenham acentuado contetido quimico (clique aqui para acessar as normas
de restricdo). Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades abaixo:
Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma
usual de apresentacéo, contendo as sec¢Oes Introducdo, Parte Experimental, Resultados e
Discussédo, Conclusao e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros
elementos.

Artigos sobre Educacao: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de graduacéo
em Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduacdo e pos-
graduacdo. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, e
outros elementos.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou
acessorios desenvolvidos no laboratorio de origem do autor do manuscrito, desde que
apresentem acentuado contetdo quimico. Devem seguir a forma usual de apresentacéo,
contendo as secoes Introducéo, Parte Experimental, Resultados
e Discussédo, Concluséo e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 péginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc.

Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como
politica cientifica, programas de graduacdo e po6s-graduacdo, histéria da quimica, etc.
Deverdo ter no maximo 40 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros
elementos.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica de
Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo ter no maximo 40 paginas,
incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.

Para submeter um artigo de Revisao, é imprescindivel que o autor tenha publicacbes que
comprovem a sua experiéncia e qualificacdo na referida &rea. Antes do envio do
manuscrito, o autor devera submeter a editoria, para quimicanova@sbqg.org.br, um
resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta explicativa da pertinéncia do
trabalho e lista de publicacbes do autor na area em que pretende publicar. O material
sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera solicitado ao autor o envio do
manuscrito completo, dentro das normas de QN, e sé entdo sera dado inicio ao processo
de avaliacdo pelos assessores. O aceite da submissdo ndo garante a publicacdo do
manuscrito, que passara pelo processo formal de avaliacdo equivalente ao das outras
modalidades.

2. ANTES DA SUBMISSAO

2.1 Direitos autorais

Ao submeter um manuscrito a revista Quimica Nova, assume-se que ele nao foi publicado
previamente, que ndo estd sob processo de avaliacdo por outra entidade e que nédo sera
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publicado simultaneamente em outro veiculo de divulgacdo, no mesmo formato, sem a
permissao por escrito dos Editores. Além disso, subentende-se que o autor responsavel
pela submissdo tem o consentimento de todos os outros autores. Os autores também
concordam que os direitos autorais do manuscrito serdo transferidos para a Sociedade
Brasileira de Quimica (SBQ), caso o0 manuscrito seja aceito para publicagcdo. Manuscritos
aceitos e ilustracOes se tornarao propriedades da SBQ.

2.2 Organizacao do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A secdo Introducdo devera
identificar de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza do
problema sob investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele. Revisdes extensas da
literatura ndo serdo aceitas.

A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir apds a secdo Resultados e Discusséo,
mas devem ser necessariamente separadas. A secdo Conclusfes, que resumird
brevemente as principais conclusGes do trabalho, devera ser disposta logo apds a
secdo Resultados e Discussao.

A parte experimental do manuscrito deve descrever 0s experimentos de maneira
suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam reproduzi-los. O grau
de pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as quantidades
utilizadas. A descricdo de procedimentos ja estabelecidos ndo €é necessaria. A
instrumentacdo utilizada s6 deve ser descrita caso ndo seja padrdo. Deve-se referir a
instrumentos disponiveis comercialmente a partir de suas marcas e modelos.

Todos os compostos novos devem ser completamente caracterizados, incluindo dados
espectroscopicos e analises elementares. Espectros de massas de alta resolucdo poderao
substituir analises elementares caso sejam acompanhados de provas inquestionaveis da
pureza da amostra (pontos de fusdo, cdpias dos espectros RMN, etc.). Para compostos
sintetizados em formas enantiomericamente puras ou enantiomericamente enriquecidas,
sua rotacdo especifica devera ser fornecida. Nos casos em que 0 excesso enantiomérico
for determinado por técnicas cromatograficas e/ou espectroscopicas, as cOpias dos
cromatogramas e/ou espectros devem ser inclusas no Material Suplementar (ver
secdo Material Suplementar).

Muitas publicacbes de Quimica Teorica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas
em métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso €
suficiente citar a variante utilizada, referindo-se a publicacGes importantes nas quais 0s
métodos foram desenvolvidos, e o programa de computador utilizado, indicando
brevemente as modificacdes realizadas pelo autor.

E de responsabilidade dos autores a obtencdo de permissdes para reproducéo de graficos
e imagens retiradas de outros periodicos. Essas permissdes para reproducdo devem ser
enviadas no momento da submissdo, juntamente com 0s outros arquivos do manuscrito.
A reproducdo deve também ser informada nas respectivas legendas.

Os Editores poderdo solicitar a revisdo do idioma do manuscrito em qualquer etapa do
processo de avaliacdo do manuscrito. Neste caso, 0s autores deverdo apresentar um
certificado de revisdo por empresa/profissional especializado, que deve ser submetido
pela plataforma ScholarOne no momento da submissao da verséo revisada do manuscrito.

2.3 Preparo dos manuscritos

Geral

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O espacamento
entre linhas deve ser de 1,5%. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, no
canto inferior direito. As linhas e os titulos e subtitulos das se¢bes ndo devem ser
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enumerados. Os titulos das se¢Bes devem ser escritos em negrito e caixa alta, os subtitulos
apenas em negrito e os subsubtitulos apenas em italico.

O Material Suplementar deve ser o ultimo elemento do manuscrito, e deve conter
informacdes relevantes e complementares aquelas ja apresentadas no manuscrito (ver
secdo Material Suplementar).

Detalhes

A primeira pagina devera conter o graphical abstract (ver se¢do Graphical Abstract),
titulo do trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e enderego. Se 0
enderec¢o onde o trabalho foi conduzido é diferente do endereco atual de qualquer um dos
autores, uma nota de rodapé indicando a posicéo atual pode ser incluida. Havendo autores
com diferentes enderecos, estes deverdo ser listados em sequéncia e indicados utilizando-
se letras sequénciais.

Um exemplo:

José A. Benicio?d, Maria C. Cavalcante®e Jodo D. de Almeida®*
aDepartamento de Quimica, Universidade Estadual de Maring4, 87020-900 Maringé - PR,
Brasil

bDepartamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, 05508-000 S&o Paulo - SP, Brasil

*e-mail: jalmeida@dqg.uem.br

Como mostra o exemplo, o autor para correspondéncia devera ser indicado com asterisco
(*) e seu e-mail colocado logo abaixo dos enderegos. A menor unidade do endereco deve
ser o0 departamento. Em seguida devem ser indicados a faculdade/instituto, a
universidade, o CEP, a cidade, o estado e o pais. Laboratdrios, programas de pds-
graduacao e cursos ndo devem ser inclusos no endereco. A segunda pagina devera conter
o titulo e o resumo do trabalho, ambos em inglés, com no méximo 200 (duzentas)
palavras, e a indicacdo de 3 a 5 palavras-chave (keywords), também em inglés. O texto
deve se iniciar a partir da terceira pédgina do  manuscrito.
Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:

[1 Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverdo ser escritas em
italico.

[1 Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira letra do
nome em caixa alta.

Alguns exemplos:

0S experimentos foram realizados in situ;
A bactéria Escherichia coli...;
O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin;

[1 Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espago simples (inclusive
o0 grau Celsius). A mesma regra é valida para o caso de unidades em sequéncia.

Alguns exemplos:

10 °C;
15 mg L (evitar mg/L);
10 m s (evitar m/s?);

Atencéo: Toda a nomenclatura utilizada devera ser consistente, clara e de acordo com as
regras estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International Union of
Biochemistry, Abstracts Service, Nomenclature Commitee of the American Chemical
Society, entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as recomendagdes da IUPAC.
Os autores devem evitar o uso de unidades que ndo fazem parte do SlI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Graéficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais que
acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o trabalho
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em relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para elementos gerados
por computador, deve-se evitar planos de fundo ou sombreamento.

Férmulas estruturais e equagdes quimicas: todas as estruturas quimicas ou equagoes
devem ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.

Equacdes: as equagdes devem ser escritas utilizando-se um editor de equag0es
(MathType, Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao longo do
manuscrito.

Fotografias: As fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens.
Caso haja necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e néo abaixo.
N&o serdo aceitas fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informagdes diretas ao
leitor. Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informacao extra deve
vir abaixo da tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, ¢ e assim por
diante.

Graphical abstract (em inglés): O graphical abstract deve resumir o conteddo do
trabalho de forma concisa e dedicada a capturar a atencdo de um publico amplo. O autor
deve apresentar uma figura nova, usando como parametro uma estrutura chave, uma
reacao, uma equacao, um conceito, um grafico, um teorema, entre outras possibilidades.
Recomenda-se que seja de carater artistico e possua cores diversas. Ndo serdo aceitas
fotos de equipamentos comerciais.

Atencdo: a imagem deve possuir alta resolucdo (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro
de ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de
largura [os elementos textuais devem ser legiveis nessas dimensdes]. Junto com
o graphical abstract, o autor devera enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo
Axt, .rtf ou .doc) de, no méximo, 3 linhas.

Normas para citaces e lista de referéncias

Os elementos gréficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto, utilizando-se
a primeira letra em caixa alta. Ndo se deve abreviar as citagdes.

Alguns exemplos:

como pode ser verificado na Tabela 1.
A Figura 3 mostra 0 sistema utilizado...
(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviacdes dos titulos dos elementos ndo devem ser
utilizadas)

As citacdes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numérica
sobrescrita (sem parénteses ou colchetes), sempre apds a pontuacdo, quando houver.
CitacOes de duas ou mais referéncias devem ser separadas por virgulas. CitacOes de trés
ou mais referéncias consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-). Ndo
utilizar espacos entre as citacdes ou entre a citacdo e o caractere sobre o qual esta
posicionada.

A Quimica Nova ndo publica notas de rodapé. Quaisquer notas do autor devem ser
inclusas na lista de referéncias e, no texto, devem seguir o0 mesmo padrédo das citagoes,
mantendo inclusive a sequéncia humérica.

Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estédo de acordo com a literatura."
Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,®*? bem como das propriedades
dos materiais empregados.*3
salicilato de sodio, '3
Nishide et al.,*

pela reducéo do acido cromico,*812

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)
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Na se¢do Referéncias, as abreviagdes dos titulos de periddicos devem estar de acordo com
as definidas no Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://cassi.cas.org). Caso
0 periddico ndo esteja listado no CASSI, o titulo deve ser escrito por extenso.

As normas para 0 ano, 0 volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de
literaturas. A pontuacdo, 0s espacamentos, 0s negritos e os italicos devem ser verificados
com aten¢do. Manuscritos com referéncias fora das normas da revista serdo reenviados
ao autor até que os erros sejam verificados e corrigidos.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.;J. Indian Chem. Soc.1990,67, 518.
2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu

namero de Chemical Abstract, como segue:
Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; 1zv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976,19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar DOI da seguinte
maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L.
H.; Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.
4. E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de
uma lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o seguinte:
Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.;
Andrade, C. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem.
Soc. 1996, 7, 123; Angelo, A. C.D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.;Quim.
Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).
5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai
Tokkyo Koho 79 73,771 1979.(CA 91:P193174v)
6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br Pl 9.604.468-3,19909.
Livros:

com editor(es):
8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry;
Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):
9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New
York, 1988.

Programas de computacéao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement;
Universidade de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil, 1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Quimica, Pocos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material néo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo.
Para material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem.
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Soc., submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicacdo pessoal: Magalhdes, U. H.;
trabalho ndo publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Resultados nédo
publicados s6 poderdo ser citados com a permissdo explicita das pessoas envolvidas na
sua obtencéo.

Manuscritos contendo RMN, 1V, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto é sintetizado ou identificado (novo ou conhecido previamente),
€ obrigatério o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros) como Material
Suplementar (ver se¢do Material Suplementar) no momento da submissdo do manuscrito.
Material Suplementar

Esta modalidade foi criada para que o texto principal seja objetivo e contenha o nimero
estritamente necessario de Figuras e Tabelas.

O conteudo do Material Suplementar (MS) devera ser colocado no final do trabalho, apos
a secdo REFERENCIAS. Quando houver MS, deve ser criada uma secio MATERIAL
SUPLEMENTAR, logo ap6s a secdo CONCLUSAO, com a descricdo de seu conteddo.
O texto deve também indicar o acesso livre ao MS a partir do website da revista Quimica
Nova (http://quimicanova.sbq.org.br/).

Elementos graficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas
sequencialmente, com a letra S apds a numeracdo. Ex: Figura 1S, Tabela 48, etc.

Apesar de complementar a informagdo do manuscrito, 0 MS deve ser um documento
completo. Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do préprio MS
e numeradas na forma 1S, 2S, ...

Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a separacao de
Material Suplementar.

3. DURANTE A SUBMISSAO

A QN oferece aos autores apenas submissdo on line.

Todos os autores devem ter seus nomes introduzidos na plataforma, portanto, durante a
submissdo, preencha os campos necessarios informando o endereco de e-mails dos
coautores.

Na plataforma ScholarOne-QN é necessario fazer o upload, SEPARADAMENTE, dos
seguintes materiais:

1. Main document (full.doc), incluindo todas as figuras, tabelas e respectivas legendas,
as quais devem ser inseridas ap6s a primeira citacdo. Esse arquivo deve ser feito
utilizando, necessariamente, o modelodisponivel para download. No caso do
manuscrito conter Material Suplementar, esse deve ser adicionado no final do main
document.

2. Todos os arquivos originais de figuras, incluindo o graphical abstract, em jpg, tiff,
opj, xls, cdx, etc. Por exemplo, se 0 manuscrito contiver 6 figuras, é necessario fazer
o upload dos 6 arquivos originais (opj, xls, tiff, etc.) e também o main document com
as figuras inclusas.

Observacéo:
- No caso da figura ser um arquivo de imagem, esse precisa ter alta resolucéo
(minimo de 300 dpi);

- Por favor, ndo envie as figuras inseridas num arquivo .doc, envie todos 0s arquivos
originais (opj, xls, tiff, etc.). Isso ird acelerar a avaliagdo de seu manuscrito e o
processo de publicagdo, no caso de 0 manuscrito ser aceito.

Atencdo: apesar de a versdo online da revista ser colorida, as impressdes sdo feitas
em preto e branco (exceto pelos graphical abstracts). Ao produzir as figuras, 0s
autores devem ter em mente que estas serdo convertidas no momento da impresséo,
evitando assim possivel perda de informagdes baseadas unicamente nas cores.

43


http://quimicanova.sbq.org.br/

3. Um Unico arquivo .doc ou .docx contendo todas as tabelas;

4. Arquivos originais das figuras do Material Suplementar.
A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessério, pequenas alteracoes
nos manuscritos, de modo a adequé-los as normas da revista ou tornar seu estilo mais
claro, respeitando, naturalmente, o conteudo do trabalho. Qualquer que seja a natureza
do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacéo,

interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho poderd ser atestada por
consultor(es) ad hoc, indicados pela Editoria.
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