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RESUMO

Os extratos obtidos a partir da propolis vermelha brasileira (PVB) tém sido investigados
devido as suas amplas atividades biolégicas. Recentemente, em nosso grupo de pesquisa,
demonstramos a viabilidade da incorporacdo de um extrato n-hexanico de PVB em
nanoemulsdes de uso topico, bem como sua permeacao/retencdo em pele de orelha suina.
No presente estudo, avaliamos as propriedades fisico-quimicas e reolégicas de hidrogéis
contendo essas nanoemulsdes visando a obtencdo de um produto semissélido adequado
para aplicacéo topica. Em uma primeira fase, foram preparadas nanoemulsfes compostas
de nucleo oleoso contendo extrato n—hexanico de PVB, miristato de isopropila, lecitina de
ovo (NE) e DOTAP (NE/DT), e fase externa aquosa. O polimero gelificante
hidroxietilcelulose foi incorporado as formulagfes ap0s a sua obtencdo por emulsificacdo
espontanea (H-NE e H-NE/DT). As formulacdes apresentaram-se monodispersas com
diametro médio na faixa de 200-300 nm, confirmado por microscopia eletrbnica de
transmissdo. H-NE apresentou um potencial zeta negativo (-38mV), enquanto o0 mesmo
parametro para H-NE/DT foi positivo (+36mV), devido a presenca do lipideo catidnico
DOTAP na formulagdo. O teor de benzofenonas totais, determinado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), foi de cerca de 85 mg/g de extrato. Esses parametros
mantiveram-se constantes durante 90 dias de armazenamento a 4°C. As formula¢cdes H/NE
e H-NE/DT apresentaram um comportamento ndo-Newtoniano pseudoplastico. Estudos de
permeacao/retencdo das benzofenonas através da pele de orelha suina foram realizados
utilizando células de difuséo do tipo Franz. A maior retencdo das benzofenonas na pele
(18,11 pg/cm? apés 8h) foi observada para a formulagdo H-NE/DT, demonstrando o efeito do
lipideo catibnico DOTAP nesse parametro. Em uma Ultima etapa, investigou-se a
capacidade das formulac6es de conferirem protecéo a pele de orelha suina frente ao dano
oxidativo gerado pela sua exposi¢ao a luz UVA/UVB. A protecdo da pele de orelha suina foi
evidenciada pelas técnicas de TBARS, carbonilagdo de proteinas e grupamentos tiois totais.
Os resultados obtidos sugerem que os Hidrogéis contendo extrato de PVB apresentam
propriedades fisico-quimicas e reoldgicas adequadas para serem utilizadas topicamente

para a prevencdo do dano oxidativo causado pela exposi¢éo a luz UVA/UVB.

Palavras-chave: Benzofenona; dano oxidativo; hidrogel; nanoemulséao;

permeacdo/retencao cutanea; prépolis vermelha brasileira.






ABSTRACT

Brazilian red propolis (BRP) extracts have been investigated due to their extensive biological
activities. Recently, in our research group, we demonstrated the feasibility of incorporating an
n-hexane extract of BRP into topical nanoemulsions, as well as the permeation/retention of
these compounds in porcine ear skin. In the present study, we evaluated the
physicochemical and rheological properties of hydrogels containing these nanoemulsions in
order to obtain a semi-solid product suitable for topical application. In a first step,
nanoemulsions composed of an oil nucleus containing BRP n-hexane extract, isopropyl
myristate, egg lecithin (NE) and DOTAP (NE/DT), and an aqueous external phase were
prepared. The hydroxyethylcellulose gelling polymer was incorporated into the formulations
after being obtained by spontaneous emulsification (H-NE and H-NE/DT). The formulations
were monodisperse exhibiting a mean diameter in the 200-300 nm range, confirmed by
transmission electron microscopy. H-NE presented a negative zeta potential (-38mV), while
H-NE/DT showed a positive value (+ 36mV) due to the presence of the cationic lipid DOTAP
in the formulation. The total benzophenone content, determined by high performance liquid
chromatography (HPLC), was about 85 mg/g extract. These parameters were maintained
constant for 90 days of storage at 4°C. The formulations H/NE and H-NE/DT presented a
non-Newtonian pseudoplastic behavior. Permeation/retention studies of benzophenones
through porcine ear skin were performed using Franz type diffusion cells. The highest
retention of benzophenones in the skin (18.11 pyg/cm? after 8h) was observed for the H-
NE/DT formulation, demonstrating the effect of the DOTAP cationic lipid on this parameter. In
a last step, the ability of the formulations to confer protection of porcine ear skin against
oxidative damage, generated by its exposure to UVA/UVB light, was investigated. The
protection was evidenced by the TBARS, carbonylation of proteins, and total thiol groups
techniques. The results obtained suggest that the hydrogels containing BRP have adequate
physicochemical and rheological properties to be used topically for the prevention of
oxidative damage caused by exposure to UVA/UVB light.

Keywords: Benzophenone; brasilian red propolis; hydrogel; nanoemulsion; oxidative

damage; skin permeation/retention.
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A propolis € um produto resinoso natural complexo produzido por abelhas da
espécie Apis mellifera a partir de substancias coletadas de diferentes partes de
plantas como ramos, brotos, exsudatos, entre outros. Esse produto, rico em
polifendis, € produzido por abelhas com o objetivo de proteger as suas colmeias
contra insetos e agentes infecciosos. Em geral, a propolis € composta de resinas e
balsamos (50-60%), ceras (30-40%), 6leos essenciais (5-10%), gréos de poélen (5%),
microelementos e vitaminas (Piccinelli et al.; 2011; Rufatto et al., 2017). No total,
treze tipos de prépolis ja foram identificados no Brasil, os quais foram classificados
de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, dentre eles destaca-se a
propolis vermelha. Esse tipo é encontrado nas regiées norte e nordeste do Brasil, e
possui a cor avermelhada devido aos exsudatos vermelhos presentes na superficie
da espécie vegetal Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub, popularmente chamada rabo-
de-bugio que é coletada por abelhas que vivem nessas regides (Corréa et al., 2017,
Rufatto et al., 20017).

A prépolis vermelha brasileira (PVB) tem despertado grande interesse dos
pesquisadores devido as diversas atividades biolégicas apresentadas, tais como
antimicrobiana, anti-inflamatoéria, anticariogénica, anticancerigena, antifingica e
antioxidante. De modo geral, essas atividades séo relatadas para extratos etanélicos
e hidroetandlicos (Alencar et al., 2007; Righi et al., 2011). A composi¢ao quimica da
prépolis € complexa e variada, uma vez que se trata de uma mistura de diferentes
substancias, sendo que as mais citadas sdo os compostos fendlicos (Trusheva et al.,
2004; Trusheva et al., 2006; Lustosa et al., 2008).

Dentre os compostos fendlicos da PVB, alguns estudos relatam a presenca
de benzofenonas polipreniladas (como a gutiferona E, o xantochimol e a
oblongifolina A) em extratos (Piccinelli et al., 2011; Rufatto et al., 2017). Fasolo e
colaboradores (2016) descreveram a presenca dessas benzofenonas em extrato
lipofilico (n-hexanico) de PVB. Esses autores também descreveram a
desenvolvimento e validacdo de um método analitico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo no ultravioleta para a quantificacdo do teor de
benzofenonas totais em extratos, formulacdes e amostras bionanaliticas, expressas

em uma benzofenona poliprenilada comercial, o garcinol.
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Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa foi demonstrada a
viabilidade de incorporacédo de um extrato n-hexano da PVB (rico em benzofenonas)
em nanoemulsfes de uso tépico otimizadas por meio de experimento do tipo Box-
Behnken. A formulagdo otimizada foi selecionada com base no menor tamanho de
goticula e maior valor de potencial zeta, assim como eficiéncia de associacdo das
benzofenonas. Além disso, foi avaliada a permeacao/retencdo das nanoemulsdes
contendo benzofenonas em pele de orelha suina em células de difusdo do tipo
Franz. O conjunto destes resultados demonstrou que as benzofenonas se acumulam
na estrutura cutanea (epiderme e derme) com auséncia de permeacédo através das
camadas da pele, apontando assim para uma possivel utilizacdo das formulacdes

para aplicacéo topica local (Fasolo et al., 2016).

Apesar destes resultados promissores, as nanoemulsdes sdo obtidas como
uma dispersao liquida de nanogoticulas de 6leo em &gua, e sua incorporacdo em
uma forma farmacéutica com viscosidade adequada a aplicacdo topica deve ser
investigada. Assim, a presente dissertacdo visa desenvolver hidrogéis contendo
extrato de PBV veiculado em nanoemulsdes, bem como avaliar as potencialidades
do produto desenvolvido na protecdo de pele de orelha suina frente ao dano
oxidativo causado pela luz UVA/UVB.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

Desenvolver hidrogel contendo extrato rico em benzofenonas da PVB
incorporado em nanoemulses visando a obtencdo de produto com atividade

antioxidante para aplicacéo topica.

Objetivos especificos
e Obter fracao rica em benzofenonas polipreniladas;

e Preparar, caracterizar as propriedades fisico-quimicas e determinar o teor de
benzofenonas polipreniladas totais em nanoemulsdes contendo extrato n-
hexano de PVB;

e Preparar hidrogel derivado contendo o extrato n-hexano de PVB incorporado
em nanoemulsoes;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, morfologia e comportamento
reologico dos hidrogéis contendo o extrato n-hexano de PVB incorporado em
nanoemulsoes;

e Avaliar a estabilidade das formulacdes obtidas;

e Avaliar a permeacao/retencdo das formulacdes a partir das nanoemulsdes
contendo o extrato n-hexano de PVB em células de difuséo do tipo Franz;

e Avaliar a atividade antioxidante de nanoemulsdes contendo o extrato n-
hexano de PVB incorporadas em hidrogel em pele de orelha suina, apos

exposicdo a luz UVA/UVB.
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CAPITULO |

Revisao da literatura







1. Propolis

A propolis € um produto resinoso composto por ceras, agucares e exsudatos,
produzida por abelha da espécie Apis mellifera que vem sendo utilizada na medicina
popular por séculos (Alencar et al., 2007; Sawaya, et al, 2010). As abelhas utilizam a
prépolis para diversos fins, entre eles a vedacao de aberturas na colmeia e como

uma arma quimica contra microrganismos e insetos.

Este papel natural de defesa confere a propolis um amplo espectro de
atividades bioldgicas, validando o seu uso no tratamento de varias condi¢cdes,
incluindo inflamacdes, feridas ou queimaduras, dor de garganta, infec¢des virais e
Ulceras. Este produto resinoso apresenta também efeito antifingico, antimicrobiano
e antioxidante (Alencar et al., 2007; Farooqui et al., 2010; Fasolo et al., 2016). A
propolis também € um sensibilizador potente, podendo resultar em reagcdes alérgicas
da pele e mucosas. Dermatite de contato e prurido também tem sido relatadas
(Castaldo et.al., 2002; Farroqui et al., 2010; Almeida et al., 2013).

Na ultima década, o conhecimento sobre a composicdo quimica da propolis
avancou consideravelmente. Estudos revelam que a sua composi¢cao varia muito de
acordo com a vegetacao no local de coleta e sua localizacdo geografica, o que pode
determinar a sua diversidade quimica (Piccinelli et al., 2011; Jacob et al., 2015). Este
fato resulta na diversidade de sua composi¢cao quimica, especialmente para prépolis

originérias de regides tropicais (Piccinelli et al., 2011; Jacob et al., 2015).

Até 2006, de acordo com Trusheva (2006), nenhum dado quimico havia sido
publicado sobre a PVB. Até este periodo existiam 12 tipos de prépolis brasileiras que
foram caracterizadas e classificadas (Park et al., 2000; Alencar et al., 2007). Porém,
um décimo terceiro tipo de propolis foi identificado no estado de Alagoas, recebendo
o nome de Propolis Vermelha Brasileira (PVB), devido a sua coloragédo. Esta foi
descoberta em colmeias ao longo das linhas costeiras da regido Nordeste do Brasil,
e verificou-se a presenca de compostos caracteristicos dos exsudatos de coloracao
vermelha, produzidos pela espécie vegetal Dalbergia ecastophyllum (L.) (Fabaceae)
(Piccinelli et al., 2011; Jacob et al., 2015; Rufatto et al., 2017), que sao coletados
pelas abelhas Apis mellifera. Outras espécies vegetais que sao utilizadas pelas
abelhas na producdo da prépolis vermelha brasileira sdo espécies de Clusia

(Guittiferae), produtoras de benzofenonas polipreniladas (Piccinelli et al., 2011).
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Na PVB foram encontradas, além de benzofenonas, compostos como
elemicina, isoelemicina, metil isoeugenol, metil eugenol, formononetina, bioquanina
A, isoliquiritigenina, liquiritigenina, medicarpina, homopterocarpano, quercetina e
vestitol. Ensaios preliminares com fragcdes hexanicas, clorofémicas e etandlicas, de
PVB avaliaram a sua composi¢do quimica, bem como demonstraram importantes
atividades biologicas, tais como antioxidante, anti-inflamatoria, antifangica e
antimicrobiana (Trusheva et al., 2006; Alencar et al., 2007; Piccinelli, et al., 2011,
Jacob et al., 2015; Fasolo et al., 2016).

Estudos vém sendo realizados na tentativa de identificar novos componentes
e atividades para a PVB. Dentre eles, o estudo realizado por Alencar et al. (2007)
que verificou a presenca de trés componentes nunca antes observados em outros
tipos de prépolis: homopterocarpina, medicarpina e 4,7-dimetoxi-2-isoflavonol.
Somado a este estudo, Fasolo et al. (2016) descreveu extrato lipofilico (n-hexano) de
PVB rico em benzofenonas polipreniladas. Até estes trabalhos, os estudos
descreviam apenas extratos etandlicos (Alencar et al., 2007; Farooqui et al., 2010;
Piccinelli et al., 2011; Sawaya et al., 2011; Jacob et al., 2015).

Benzofenonas apresentam diversas atividades, tais como antitumoral, anti-
inflamatoria, antiulcerosa e antioxidante (Truscheva et al., 2006; Piccinelli et al.,
2011; Bae et al, 2016; Fasolo et al, 2016). As benzofenonas polipreniladas (BPPSs)
tém sido foco de diversos estudos devido as suas propriedades bioldgicas. Os
géneros Garcinia e Clusia (Familia Clusiaceae) tém sido reportados como as
principais fontes de BPPs. Esses compostos também ocorrem em espécies de
outros géneros da mesma familia, tais como Vismia, Allanblackia, Moronobea,
Symphonia, Hypericum, Tovomita, Tovomiptosis Ochrocarpus (Acuna et al., 2009).
Vale salientar que as resinas vém sendo extensamente utilizadas na medicina
popular, provavelmente em funcdo de que constituem uma fonte importante de
BPPs, que apresentam uma vasta gama de atividades bioldgicas (Trusheva et al.,
2004). Na figura 1 apresenta a estrutura quimica das benzofenonas identificadas no
extrato n-hexano da PVB. O garcinol (4) ndo foi relatado em PVB mas é um isémero

comercialmente disponivel que pode ser utilizado nas analises quantitativas.
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Figura 1. Estrutura quimica da gutiferona E (1), xantochimol (2), oblongifolina A (3) e
garcinol (4) (adaptada de Fasolo et al., 2016).

2. Pele e radiacdo UVA/UVB

A pele é o 6rgdo que reveste, molda e protege o corpo humano, sendo
composta por trés camadas tissulares distintas, a epiderme, a derme e a hipoderme.
A epiderme é a responsavel pela formacédo do estrato cérneo que além de ser a
camada mais externa da pele, apresenta-se como a principal barreira a penetracao
de substancias nocivas ao organismo. Por constituir uma interface com o meio
ambiente e devido a funcdo de barreira, a pele € considerada um 6rgdo alvo de
fatores externos como a radiacdo ultravioleta (UV), radiacdo ionizante e varios

compostos quimicos téxicos (Balogh et al., 2011; Oliveira et al., 2015).

A radiacdo eletromagnética emitida pelo sol mostra um amplo espectro de
comprimentos de onda, como pode ser verificado na Figura 2. Tal radiacdo € dividida
em duas maiores regibes de acordo com a capacidade de ionizacdo atomica:
radiacdo ionizante, que por sua vez é subdividida em raios-X e raios gama, e
radiacdo ndao-ionizante. A radiacdo ndao-ionizante se subdivide em radiacao

ultravioleta, luz visivel e radiacao infravermelho.
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Figura 2: Representacdo esquematica do espectro solar (Khury et al., 2007).

Entende-se por radiacdo ultravioleta (radiacdo UV) a regido do espectro
eletromagnético emitido pelo sol compreendido entre os comprimentos de ondas de
200 a 400 nm, o que corresponde a apenas 5% do espectro solar, sendo, entretanto,
causadora de 99% dos efeitos prejudiciais. Esta regido esta dividida em trés faixas:
ultravioleta C (UV-C), de 200 a 290 nm, ultravioleta B (UV-B), de 290 a 320 nm,
ultravioleta A (UV-A), de 320 a 400 nm (Masson et al., 2003; Salgado et al., 2004,
Katiyar et al., 2017).

Exposicdes moderadas das radiagdes solares, em curto prazo, podem ser
causar efeitos benéficos ao organismo como o aumento da circulagdo sanguinea e
incremento da producdo de vitamina D3 por estimulacdo do 7-dehidrocolesterol.
Danos a saude como queimaduras, hiperqueratinizacdo, imunossupressao,
envelhecimento da pele e cancer cutaneo podem ocorrer a médio e longo prazo.
Neste contexto, os antioxidantes surgem como uma ferramenta para que possam
reagir com os radicais livres produzidos pela radiacdo UV inibindo ou retardando

seus efeitos nocivos (Bravo et al.,1998; Gregoris et al., 2011; Saric et al., 2016).

3. Antioxidantes

Radicais livres sdo moléculas instaveis que possuem um numero impar de
elétrons na Ultima camada eletrdnica, o que os torna instaveis e altamente reativos.
A produgcdo destes ocorre continuamente em todas as ceélulas vivas, como
consequéncia de numerosos processos fisiolégicos e bioquimicos gerando a
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formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS). Os mecanismos de geracao de
radicais livres ocorrem normalmente nas mitocondrias, membranas celulares e no

citoplasma.

Os seres vivos aerobios realizam processos oxidativos como consequéncia
do consumo natural de oxigénio. Este se encontra em sua habitual forma estavel, no
entanto, determinadas situacbes como o consumo de cigarro, alcool, processos
inflamatorios, radiacdes ionizantes e radiacdes ultravioleta, podem produzir espécies
reativas de oxigénio que sdo especialmente nocivas porque tem um elétron néo
pareado, 0 que as deixa altamente instaveis e buscando o pareamento com um
elétron de outra molécula para estabilizar-se (Cheeseman et al., 1993; Galvez, 2010,
Gregoris et al., 2011). Por conseguinte, quando ocorre uma producao excessiva
destes radicais livres ocorre o estresse oxidativo que € capaz de causar danos nas
células da pele, tais como a peroxidacao lipidica, desnaturacdo de proteinas e
alteracbes do DNA. Os danos causados podem resultar em imunossupressao,
envelhecimento prematuro da pele e desenvolvimento de cancer (Galvez, 2010;
Nichols et al., 2010; Balogh et al., 2011).

Neste contexto, surgem os antioxidantes que quando presentes em baixas
concentracbes em comparagcdo com 0s de um substrato oxidavel, reduzem ou
evitam a oxidacdo desse substrato. Eles podem prevenir a formacédo de radicais
livres, a reparacdo dos danos causados por estes ou sequestra-los. Muitos produtos
cosmeéticos disponiveis no mercado tém adicionados antioxidantes para combater os

sinais de envelhecimento da pele (Oliveira et al., 2015).

Alguns estudos avaliam a sua acéo na prevencao do eritema cutaneo pela
determinacao do valor do Fator de Protecdo Solar e outros avaliam a sua protecao e
efeitos contra os danos causados pelo estresse oxidativo induzido por radiacdo UV
(Alencar et al., 2007; Farooqui et al., 2010; Galvez, 2010; Nichols et al., 2010;
Balogh et al., 2011; Piccinelli et al., 2011).

A atividade antioxidante da PVB vem sendo relatada na literatura e parece
estar relacionada a presenca de isoflavonas (Trusheva et al., 2006; Alencar et al.,
2007; Machado et al., 2016) e de benzofenonas na sua composi¢ao (Farooqui et al,
2010; Sawaia et al, 2001). Alguns dos estudos que demonstram a atividade

antioxidante exercida pelo extrato da PVB estéo listados na tabela 1.
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Tabela 1: Exemplos de estudos demonstrando a atividade antioxidante da PVB.

Extrato e Ensaio
antioxidante

Principais resultados

Referéncia

EHE (70%) e
DPPH

Diferentes métodos cromatogréaficos aplicados a
separacao, identificagdo e quantificacdo de
componentes da PVB e da Propolis Verde
Brasileira. Também foi avaliada atividade
antioxidante de compostos isolados da Propolis
com as benzofenonas apresentando os melhores

resultados.

Sawaia et al,
2010

EHE (70%) e
DPPH

Foram identificados 14 novos compostos na PVB
e realizados testes antioxidantes pela presenca

de Benzofenonas polipreniladas.

Popova et al.,
2006

EHE (80%) e
DPPH

O estudo avaliou amostras de diferentes tipos de
prépolis (vermelho, verde e marrom), coletados
em diferentes regides do Brasil. Dentre as
amostras avaliadas, a propolis vermelha de
Sergipe e Alagoas) apresentou o maior potencial
biol6gico, assim como o maior teor de compostos

antioxidantes.

Machado et al.,
2016

EHE: Extrato hidroetandlico

Como pode ser observado, em todos os casos, 0s estudos foram realizados
com extratos hidroetandlicos e o ensaio realizado foi o DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila). Esse método baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por acao de um
antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui cor purpura é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcao, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo

da absorvancia.

Evidéncias sugerem que o extrato de propolis exerce efeito antioxidante

através de diferentes mecanismos, incluindo a atividade de eliminacdo de radicais
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livres, capacidade de doar hidrogénio e atividade quelante (Trusheva et al., 2006;
Farooqui et al., 2010; Rufatto et al., 2017).

4. Nanoemulsdes e Hidrogéis

Nanoemuls@es sdo constituidas de goticulas oleosas dispersas em uma fase
aguosa, estabilizadas por um sistema tensoativo e tém sido investigadas como
potenciais carreadores para extratos e/ou fragdes de compostos bioativos oriundos
de produtos de origem natural (Saraf, 2010). Esses carreadores apresentam
dimensdes nanométricas. Moléculas de reduzida hidrossolubilidade encontram-se
preferencialmente incorporadas na fase oleosa e/ou adsorvidas na interface O/A
enquanto que os mais hidrofilicos permanecem na fase aquosa externa. Assim, a
incorporacdo de extratos vegetais pode conduzir a protecdo de compostos bioativos
frente a degradacdo, além de proporcionar maiores concentracdes no local de acéo
devido ao aumento da solubilidade (Bidone et al., 2014; Gupta et al., 2016).

A viabilidade de incorporacdo dos extratoSs em nanoestruturas, como
nanoemulsdes, nanoparticulas, lipossomas e agregados, foi descrita por nosso
grupo de pesquisa (Carvalho et al.,, 2008). Bidone e colaboradores (2013)
demonstraram a possibilidade de obten¢do de nanoemulsdes contendo até 1,0% de
extrato de marcela (Achyrocline satureioides (Lam). DC), em residuo seco, sendo
que a partir dessas nanoemulsdes foi alcancada satisfatéria penetracdo dos
marcadores quercetina e 3-O-metilquercetina até a epiderme apos oito horas de
estudos de penetracdo cutanea. Mais recentemente, Fasolo e colaboradores (2016)
desenvolveram nanoemulsbes contendo extrato n-hexanico da PVB, onde a
otimizacdo das mesmas foi realizada por meio de um experimento do tipo Box-
Behnken, sendo possivel obter formula¢cdes com tamanho de goticula em torno de
140 nm e com um elevado potencial zeta. Estudos de permeacao/retencédo cutanea
demonstraram o acumulo das benzofenonas na estrutura cutdanea e auséncia de
permeacdo desses compostos, apontando para uma possivel utilizacdo das

formulag@es para aplicacéo topica local (Fasolo et al., 2016).

Apesar de promissoras, as nanoemulsfes apresentam-se como dispersdes

liguidas, o que representa um inconveniente quando se busca aplicagdo por via

s

topica. Neste sentido, o aumento da viscosidade da formulagcdo é um fator

importante para sua aplicabilidade, além de interferir na liberagdo e penetragéo
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cutadnea das moléculas (Bonina e Montenegro, 1994). Neste contexto, os hidrogéis
apresentam-se como uma Otima opc¢do, pois se assemelham ao tecido vivo. Isso
ocorre devido ao seu elevado teor de agua e consisténcia suave que € semelhante
ao tecido natural. Este alto teor de agua também contribui para a sua
biocompatibilidade. S&o formula¢cdes aquosas com sensor de toque Umido e
agradavel, propriedades que ndo apresentam afinidade por gotas de 6leo ou

compostos lipofilicos (Ratner et al., 1976; Peppas et al., 2000).

Os hidrogéis apresentam uma estrutura hidrofilica que os torna capazes de
reter grande quantidade de agua em suas redes tridimensionais. Atualmente ocorre
uma extensa utilizacdo deste tipo de produto em diversas areas industriais, devido a
sua ampla gama de aplicacdes (Ahmed, 2015). A hidroxietil celulose (Natrosol® e
Celosize®) é um polimero neutro (ndo ibnico) que permite a obtencdo de
formulactes semissolidas em uma ampla faixa de viscosidade e grande variagcdo em
relacdo ao pH e tem sido amplamente divulgado por suas propriedades de dispersao
e facilidade de manipulacdo e aplicacao sobre a pele. Além disso, possui toque mais
aveludado que os Carbop6is® e tem sido recomendado para o preparo de géis em
que serdo incorporados derivados de plantas, devido sua elevada estabilidade
(Ferrari, 2001; Fresno, 2002).

Os estudos citados na tabela 2 demonstram que a hidroxietilcelulose vem
sendo utilizada entre 0,25 e 3% nas formulagbes. De modo geral, os estudos
demonstram que uma maior concentracdo do polimero aumenta a viscosidade
proporcionalmente e consisténcia da formulacdo, também aumentando a liberacdo

dos componentes contidos na matriz do hidrogel.
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Tabela 2 — Exemplos de estudos utilizando hidroxietilcelulose como espessante de

nanoemulsdes

Farmaco/Composto bioativo HEC (%) Referéncia
Prépolis Verde Brasileira 1,0 Soares et al., 2009
Oleo de melaleuca e Vitamina A 0,25e0,5 Oliveira, 2011
Cumestrol 3,0 Argenta et al., 2011
Oleo de Copaiba 2,0 Lucca et al., 2017
Pomegranato 1,0 Nemazifard et al.,2017
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1. Introducéo

A pele é um 6rgao complexo formado por diferentes estruturas atuando como
uma barreira protetora dos O0rgaos internos ao ambiente. Uma producdo excessiva
de radicais livres, gerados pela exposicdo da pele especialmente a agentes fisicos,
como a luz ultravioleta, pode levar a um quadro de estresse oxidativo. Os radicais
livres gerados podem causar danos nas células que compdem a pele como a
peroxidacao lipidica, desnaturacdo de proteinas e alteracbes no DNA. Estudos
relacionam os danos causados pelos radicais livres ao envelhecimento e
desenvolvimento de cancer de pele (Galvez, 2010; Nichols et al., 2010; Balogh et al.,
2011).

O uso de extratos ou compostos isolados de produtos naturais com atividade
antioxidante tem sido considerado na prevencéao e terapia de doencas relacionadas
ao estresse oxidativo (Parejo et al., 2003; Silva et al., 2005). Neste sentido, a
propolis, uma resina natural e complexa constituida por ceras, acucares e
exsudatos, tem se destacado. Essa resina € produzida por abelhas (Apis mellifera
L.) através da coleta de secrecdes de diferentes partes de plantas e modicadas por
enzimas salivares das préprias abelhas (Farroqui et al., 2010; Sawaya et al., 2011,
Rufatto et al., 2017). No Brasil existem treze tipos de prépolis identificados pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas, origem geografica e flora (Alencar et al., 2007;
trusheva et al., 2007; Fasolo et al., 2016). O dltimo tipo, identificado no estado de
Alagoas, foi denominado de Prépolis Vermelha Brasileira (PVB) devido a sua
coloragdo. A PVB foi descoberta em colmeias ao longo das linhas costeiras da
regido Nordeste do Brasil, onde foram encontrados exsudatos vermelhos na
superficie das espécies vegetais Dalbergia ecastophyllum (L.) (Fabaceae) que € a
principal fonte de resina para a producdo da PVB (Piccinelli et al., 2011; Jacob et al.,
2015; Parolia et al., 2015; Rufatto et al., 2017).

A PVB tem uma composicdo complexa, sendo especialmente relatada a
presenca de compostos fendlicos. Alguns estudos tém relatado a presenca de
benzofenonas polipreniladas em extratos alcodlicos e n-hexanico de PVB (Monzote
et al., 2011; Piccinelli et al., 2011; Fasolo et al., 2016), sendo identificadas a
guttiferona E, xanthoquimol e oblongifolina A (Figura 1). A presenca destas

substancias indica que as abelhas utilizam espécies de Clusia (Clusiaceae) na
53



producdo desse tipo de propolis, uma vez que benzofenonas polipreniladas séo
abundantes nesses vegetais. Esses compostos apresentam diferentes atividades
bioldgicas, incluindo a atividade antioxidante (Farooqui et al., 2010; Sawaya et al.,
2011; Rufatto et al., 2017). Fasolo e colaboradores (2016) validaram um método de
CLAE/UV para a determinacdo quantitativa de benzofenonas totais da PVB,

expressas em garcinol que € um diasteroisomero da BZP Guttiferona E.

Figura 1. Estrutura quimica das BZP identificadas na PVB: gutiferona E (A),
xantochimol (B) e oblongifolina A (C).

Devido a reduzida solubilidade das benzofenonas da PBV, nosso grupo de
pesquisa recentemente descreveu a otimizacdo da incorporacdo desses compostos
em nanoemulsfes de uso tépico, através de um delineamento experimental do tipo
Box-Benkhen Design (Fasolo et al.,, 2018). Nanoemulsdes sdo dispersdes de
goticulas oleosas dispersas uma fase aquosa, estabilizadas por um sistema
tensoativo que tém sido investigadas como potenciais carreadores para extratos
e/ou fracdes de compostos bioativos oriundos de produtos de origem natural (Saraf,
2010). Esses carreadores apresentam dimensdes nanométricas, geralmente entre
100 a 300 nm, e sdo capazes de carrear compostos lipofilicos incorporados
preferencialmente na fase oleosa e/ou adsorvidos na interface O/A. Assim, a
incorporacdo de compostos pode conduzir a protecdo de compostos bioativos frente
a degradacao, além de proporcionar maiores concentragdes no local de acdo devido

ao aumento da solubilidade (Bidone et al., 2014; Gupta, et al., 2016).

Apesar das vantagens apresentadas pelas nanoemulsbes, a apresentacao

como dispersdes liquidas representa um inconveniente quando se busca a aplicacao
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topica. Nesse contexto, a adequacgéo da viscosidade da formulacdo para uso topico
€ um fator importante para sua aplicabilidade, além de interferir na liberacdo e
penetracdo cutanea das moléculas (Bonina e Montenegro, 1994). Neste contexto, o
propésito deste estudo foi desenvolver hidrogéis de hidroxietilcelulose contendo um
extrato de PBV incorporado em nanoemulsdes, visando o desenvolvimento de um

produto de uso tépico com atividade antioxidante.
2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Propolis vermelha Brasileira PVB (Natucentro, Brasil); n-hexano (Neon,
Brasil); acetona (Neon, Brasil); Etanol (Exodo, Brasil); 1,2-dioleoil-3-trimetilamdnio-
propano (DOTAP) (Lipoid, Alemanha); Lecitina E80 (Lipoid, Alemanha); Miristato de
isopropila (MIP) (Delaware, Brasil); Hidroetilcelulose (Natrosol®) (Pharma nostra,
Brasil); Metanol (J. T. Barker, USA); Acetonitrila (J. T. Barker, USA); Pele de orelha

Suina (Cooperativa Ouro do Sul (Rio Grande do Sul, Brasil).
2.2. Metodos

2.2.1. Preparagao do extrato n-hexanico

O extrato n-hexanico da PVB foi obtido por maceracdo do material seco por
72 h (por trés vezes) na proporcao de solvente de 1:10 (m/v), de acordo com o
descrito previamente por Fasolo et al. (2016). Os extratos foram entdo combinados e
evaporados até secura sob pressao reduzida utilizando um evaporador rotatério a
temperatura 40°C. O residuo foi tratado na sequéncia com acetona fria para a
remocao de ceras e obtencao de um residuo lipidico. A fracdo soluvel em acetona foi

evaporada até a secura e utilizada nos diferentes experimentos.

2.2.2. Anélise do teor de BZP no extrato de PVB

O teor de BZP foi determinado por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) com deteccéo no ultravioleta, conforme recentemente descrito por Fasolo et
al. (2016). Para tanto, foi utilizada coluna cromatografica de fase reversa Cig (Shim-
pack ODS, Shimadzu, Kyoto, Japan) 250 x 4,6 mm, 5 um. A separacao foi realizada
sob eluic&o isocratica com metanol: acetonitrila (80:20, v/v) com tempo de corrida de
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10 min & temperatura ambiente. Os parametros do sistema foram os seguintes: taxa
de fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20 pL, comprimento de onda de
deteccdo a 260 nm. Para injecdo, as amostras (extratos, nanoemulsdes contendo o
extrato e pele) foram solubilizados previamente em metanol e o conteudo de BZP
totais (somatério de gutiferona E, xantochimol e oblongifolina A) foi expresso em
garcinol, partindo de uma curva de linearidade desta benzofenona.

2.2.3. Obtencéo das nanoemulsdes e hidrogéis derivados

As nanoemulsdes foram obtidas pelo método da emulsificacdo espontéanea.
Os componentes do nucleo oleoso (miristato de isopropila, lecitina de gema de ovo e
DOTAP) (NE/DT) foram dissolvidos em etanol, e o extrato de propolis em acetona.
Apods, a fase organica foi vertida sobre a fase aquosa (dgua purificada) sob
moderada e constante agitacdo magnética. Apdés 15 minutos, a formulacdo foi
concentrada até 10 mL por evaporacao sob pressdo reduzida a 40°C. Da mesma
forma, também foi obtida uma formulacéo isenta do lipideo catidnico, DOTAP (NE),
para fins de comparacdo. Os hidrogéis foram preparados adicionando-se
diretamente o agente gelificante hidroxietilcelulose nas nanoemulsdes (gerando as
formulacBes semissdlidas codificadas como H-NE/DT e H-NE). Como controle foram
utilizados gel natrosol contendo o extrato de PVB, hidrogel branco com (H-NE/DTb)
e sem DOTAP (HNEb). A composicao final das formulacdes esta apresentada na
tabela 1.

Tabela 1. Composicéo final (%, m/m) das formulaces.

NE H-NE H-NEb NE/DT H-NE/DT H-NE/DTb

Extrato de PvB® 0,34 0,34 - 0,34 0,34 -
MIP 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Lecitina 1,82 1,82 1,82 1,82 1,82 1,82
DOTAP - - - 0,20 0,20 0,20
Natrosol - 1,00 1,00 - 1,00 1,00
Agua g.s.p. 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

(a) O teor de BZP totais no extrato de PBV foi de cerca de 25%
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2.2.4. Caracterizacao das formulacdes
Diametro médio de goticula, indice de polidisperséo e potencial zeta

As formulacdes foram caracterizadas pelo tamanho médio de goticula e indice
de polidispersdo, através da espectroscopia de correlacdo de fotons, apos previa
diluicdo das amostras em agua purificada, a 25°C. O potencial zeta foi determinado
pela mobilidade eletroforética e as analises foram realizadas em triplicata apos
previa diluicAo das amostras em NaCl 1 mM, a 25°C. Essas andlises foram

realizadas no equipamento Zetasizer Nano-ZS90® (Malvern Instruments, Inglaterra).
Morfologia por microscopia eletrénica de transmissao

Para avaliacdo morfolégica das nanoemulsdes dispersas nos hidrogéis foi
utilizada microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). As amostras foram
previamente diluidas em agua na proporcdo 1:20 (hidrogel:adgua) e distribuidas em
suporte metélico (200 mesh) de cobre com revestimento de Formvar® e carbono.
Como contraste, foi utilizado o acetato de uranila (2%), onde a amostra permaneceu

em contato por 24 horas.
Determinacao do pH

Determinacdo do pH das formulacfes foi realizada em potenciébmetro com

eletrodo para microvolumes (Digimed®), previamente calibrado.
Avaliagcao da viscosidade

A avaliacdo da viscosidade dos géis foi realizada utilizando o equipamento
Brookfield RVDV Il equipado com spindle n° 21 a aproximadamente 23°C. Os
resultados foram apresentados através da relacdo entre taxa e tensdo e de

cisalhamento.
Avaliacado da estabilidade das formulagdes

Os estudos de estabilidade das formulagbes foram realizados a partir da

avaliacdo das propriedades fisico-quimicas (tamanho médio de goticula, indice de
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polidispersao, potencial zeta, pH e teor de BZP totais) por 90 dias e armazenamento
a 4°C. O teste foi realizado em triplicata.

2.2.5. Estudos de permeacéao/retencao cutanea

Para avaliacdo da permeacao/retencdo cutanea do extrato de PVB a partir
dos hidrogéis (H-NE e H-NE/DT), foi utilizado n=6, e equipamento de células de
difusdo do tipo Franz (DIST, Brasil). Primeiramente, cortes circulares de pele de
orelhas suinas foram hidratados com tampé&o fosfato (PBS) e dispostos sobre o
compartimento receptor da célula (2,54 cm?). A temperatura foi ajustada a 32 + 1 °C,
e 0 compartimento receptor preenchido com um fluido adequado composto de PBS
pH 7.0 e etanol na proporcao 70:30 (v/v), sob agitacdo constante.

As formulacdes (500 uL) foram entdo adicionadas no compartimento doador e
apoés 1, 2 e 8 horas de experimento, aliquotas (1 mL) foram coletadas do
compartimento receptor a fim de avaliar a taxa de permeacao cutanea das amostras.
Ao final do ensaio, ap0s limpeza dos cortes e retirada da formulagcdo remanescente,
a extracao das benzofenonas a partir da pele foi realizada pela adicdo de metanol (5
mL) em banho de ultrassom durante 30 minutos a fim de avaliar a retencdo das
formulacdes sobre a pele. As amostras foram, entdo, avaliadas de acordo com o teor
de BZP totais em CLAE utilizando a metodologia analitica descrita na se¢édo 2.2.2.
Para fins de comparacao, também foi preparada uma formulacao controle composta
por extrato n-hexanico de PVB incorporada no hidrogel.

2.2.6. Estudo da atividade antioxidante

A fim de avaliar a capacidade protetora das formulacdes frente a radiacao
UVA e UVB, peles de orelha suina foram tratadas com H-NE, H-NEb, H-NE/DT e H-
NE-DTb e controle (100 mg por 2,54 cm2). Amostras de pele n&o tratada sem a
exposicdo a UVA/UVB (NIST) e submetidas a exposicdo UVA/UVB (IST) foram
utilizadas como controle. As amostras foram dispostas em placas sobre papel filtro e
algoddao embebido em agua, e entdo expostas as radiacbes UVA/UVB por um

periodo de 5 horas.
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Apébs o tempo de exposicao, as amostras foram lavadas, homogeneizadas em
Ultraturrax® com fosfato (PBS) pH 7,4, centrifugadas e congeladas para posteriores
avaliacdes. Hidrogéis contendo nanoemulsdes sem o extrato de PVB e o hidrogel
contendo o extrato de PBV foram utilizados. Todos os resultados foram expressos
em proteinas totais, determinadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951),
utilizando albumina de soro fetal bovino como padrdo. O valor obtido nesta
quantificacao foi utilizado para normalizar os resultados obtidos em todos os ensaios

redox.
Determinacgéo de Proteinas Carboniladas

O ensaio para determinacdo de proteinas carboniladas foi realizado como
descrito por Levine et al. (1990). As proteinas carboniladas das amostras de pele
foram precipitadas pela adicdo de 300 pL de &cido tricloroacético a 20% (na
proporcao de 1:1). ApGs centrifugacdo, o pellet formado foi ressuspendido em 300
pL de NaOH 2M e acrescido 300 pL de 2,4-dinitrofenil-hidrazina DNPH 10 mM,
responsavel pela coloracdo amarela. Apés, o material foi centrifugado e o pellet
lavado trés vezes com uma mistura de etanol/acetato de etila 1:1 (para evitar reacao
dos reagentes utilizados com a ureia que serd adicionada), e ressuspendido com
uma solucdo de ureia 8M pH 2,3. Em seguida, a absorbancia foi lida em
espectrofotometro a 370 nm.

Determinacao de Tidis totais (t-SH)

Neste ensaio, a reacdo do acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) com
grupamentos SH, forma um composto amarelo que pode ser quantificado por
espectrofotometria. Como descrito por Ellman (1959), uma aliquota de cada amostra
foi diluida previamente em tampédo PBS (pH 7,4) e adicionou-se DTNB as amostras.
Apés 60 minutos de reacdo, a intensidade da coloragcdo amarela formada foi

quantificada em espectrofotobmetro a 412 nm.
Lipoperoxidacdo (TBARS)

A lipoperoxidacdo foi determinada pela avaliacdo dos niveis de substancias
reativas ao 4cido tiobarbitlrico (TBARS) nas peles conforme metodologia descrita

por Draper E hadley (1990). Primeiramente, aos homogeneizados de pele foi
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adicionada uma solucdo de &cido tricloroacético (concentracao final de 50 %) para a
hidrélise dos lipoperoxidos da pele, e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos.
Em seguida, uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi adicionada a 100 uL de
acido tiobarbitarico a 0,67%, e aquecida em dryblock por 20 minutos. A absorbancia

foi determinada por espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 532 nm.
3. Resultados e Discusséo
3.1. Preparacéo e caracterizacdo das formulacdes

Como descrito anteriormente, a otimizacdo da composicdo qualitativa e
guantitativa das nanoemulsdes foi descrita pelo nosso grupo de pesquisa (Fasolo et
al., 2016). Essa otimizagao permitiu identificar a melhor combinagéo que conduz ao
menor tamanho de goticula, maior potencial zeta e eficiéncia de associacdo de BZP
com as nanoemulsdes. A tabela 2 apresenta os resultados de caracterizacao fisico-
quimica. Os resultados obtidos para as nanoemulsfes estd em acordo com relatos
da literatura de nanoemulsdes obtidas por emulsificacdo espontanea (Bidone et al.,
2015; Balestrin et al., 2016; Fasolo et al., 2016; Argenta et al., 2018).

O emprego de hidrogéis na area farmacéutica tem sido uma escolha para a
administracdo topica de farmacos, uma vez que apresentam um elevado teor de
agua, sao biocompativeis, lavaveis e ndo apresentarem aspecto gorduroso sobre a
pele, promovendo, assim, uma maior aceitacdo pelo paciente (Corréa et al., 2005;
Peppas et al., 2009). A incorporacdo de hidroxietilcelulose 1% (H-NE e H-NE/DT)
conduziu a um aumento significativo tukey (p<0,05) do diametro médio de goticula e
do indice de polidispersdo, quando comparadas as formula¢des liquidas (NE e
NE/DT), demonstrando a influéncia do polimero gelificante nas caracteristicas da
formulacdo. Esses resultados podem estar relacionados com a adsor¢do do polimero

na interface O/A das nanoemulsfes (Souto et al., 2004; Lucca et al., 2017).

A avaliacdo morfolégica das nanoemulsdes por MET utilizando contraste
negativo confirmou a dimensdo das goticulas dispersas observadas por
espectroscopia de correlacdo de fétons. Como se observa na figura 2, os hidrogéis
H-NE/DT apresentaram tamanho de particula inferior a 200 nm corroborando os
resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica. As goticulas apresentam forma

esférica com borda bem definida (Figura 2a). Em contrapartida, os hidrogéis
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contendo as formulacdes NE (H-NE) apresentaram goticulas com tamanho préximo
a 300 nm (Figura 2b), provavelmente em funcdo da auséncia de tensoativo cationico.
Esse parece influenciar o diametro da goticula e o indice de polidispersdo das
formulacdes, pois quanto menor é o diametro de goticula e PDI mais homogénea é a

formulacéo (El-Aneed et al, 2004).
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes (NE e NE/DT) e hidrogéis (H-NEe H-NE/DT)

NE** H-NE** H-NEb* NE/DT H-NE/DT H-NE/DTb)*
Diametro médio (nm) 172.3+2.96°  280.2+5.85% 286,1+3,30 152.3+1.95 181.5+3.01° 183,4+1,41
Potencial zeta (mV) -47,9+1,70 -41.1+2,35 -43,0+0.90 41.1+1,94 36,9+2,09 34,9+1,03
indice de polidispers&o 0,188+0,02° 0,284+0,03"®  0,276+0,24  0,152+0,02  0,215+0,01¢ 0,220+0,01
pH 5,4 +0,15 5,4+0,14 5,35+0,21 5,2+0,23 5,2+0,15 5,2+0,22
Teor de benzofenonas (mg/g)# 0,85%0,02 0,86+0,05 - 0,87+0,03 0,86+0,01 -

*Formulagdes que ndo contem extrato n-hexanico de PVB

*Formulacdes que ndo contem DOTAP

Considerando a incorporacdo de 0,34% extrato de PVB. Hidrogéis foram obtidos com a adicdo de 1% de natrosol diretamente na
nanoemulséo.

% Aumento significativo tukey (p<0,05) entre os parametros analisados.

®Aumento significativo tukey (p<0,05) entre os parAmetros analisados.

‘Aumento significativo tukey (p<0,05) entre os parametros analisados.

dAumento significativo tukey (p<0,05) entre os parametros analisados.

#mg de extrato por g de formulagéo
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Figura 2. Imagens das nanoemulsdes contendo o extrato de PBV incorporadas em
hidroxietilcelulose 1%, obtidas por microscopia eletronica de transmissao (MET): H-
NE/DT (A) de 100-200 nm e H-NE (B) de 200-300 nm.

As formulacdes NE e H-NE apresentaram potencial zeta negativo devido a
presenca de fosfolipideos de carga negativa e acidos graxos livres da lecitina de
gema de ovo (Fasolo et al., 2016). A adigdo do tensoativo catibnico DOTAP conduz
a uma inversao do potencial zeta para valores positivos (NE/DT, H-NE/DT) devido ao
fato desses tensoativos apresentarem um grupamento aménio quaternério que deve
estar localizado na interface O/A das nanoemulsdes (El-Aneed et al., 2004; Fasolo
al., 2016). Ainda, observa-se uma tendéncia de reducéo dos valores de potencial
zeta nas formula¢cdes que contém o polimero hidroxietilcelulose devido a sua

provavel localizacdo da interface das formulacdes.

O pH de ambas formulagbes manteve-se em torno de 5,30. Este pH é
proximo ao da pele que normalmente é levemente &cido (4,6 - 5,8). E importante a
preservacdo deste manto acido da pele, pois se comporta como uma barreira a
entrada de agentes externos como microrganismos (Parra et al., 2003).
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O teor de BZP para H-NE e H-NE/DT foi de aproximadamente 0,85 mg/g,
avaliado como teor de benzofenonas totais, expresso em garcinol. De acordo com a
figura 3, é possivel verificar no pico do tempo de retencdo de cerca de 6,0 minutos
das benzofenonas do extrato lipofilico (n-hexanico), sendo identificadas como
benzofenonas polipreniladas (guttiferona E, xanthoquimol e oblongifolina A). Em
nosso grupo de pesquisa, Fasolo e colaboradores (2016) confirmaram a presenca
dessas benzofenonas na PVB.

= Detector A:260nm

77—
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Figura 3: Perfil cromatogréafico do extrato n-hexanico de PVB em método HPCL/UV.
A separacdo foi realizada sob eluigcéo isocratica com metanol: acetonitrila (80:20, v/v)
com tempo de corrida de 10 min a temperatura ambiente. Os parametros do sistema
foram os seguintes: taxa de fluxo de 1 mL/min, volume de inje¢cdo de 20 pL,
comprimento de onda de detec¢édo a 260 nm.

A fim de avaliar preliminarmente a estabilidade fisico-quimica, as formulacdes
(H-NE e H-NE/DT) foram armazenadas em refrigerador (4 °C) e alguns parametros
fisico-quimicos foram avaliados: diametro de goticula, indice de polidisperséao,
potencial zeta e teor de BZP. Os resultados estdo apresentados na tabela 3. A
caracterizacgao fisico-quimica de diferentes lotes avaliados indica que as formulacdes
sao estaveis em refrigeracdo por 60 dias considerando que os parametros avaliados
permaneceram constantes. Apos 90 dias de armazenamento, entretanto, um

aumento significativo (p<0,05) do diametro e indice de polidispersao foi detectado.

64



Esses resultados indicam que a presenca do lipideo catidbnico DOTAP nas
formulagbes (H-NE/DT) contribui favoravelmente para a manutengéo do diametro e
indice de polidispersdo das formula¢des ao longo do periodo avaliado, de acordo
com a literatura (EI-Aneed et al, 2004; Saetern et al., 2005). Por fim, cabe salientar,
que mesmo para as formulacdes da série H-NE apds 90 dias e armazenamento néo
foi evidenciada coalescéncia ou separacédo de fases das formulagdes.

Tabela 3. Caracterizacdo fisico-quimica e teor de BZP dos hidrogéis H-NE e H-
NE/DT em fung&o do tempo de armazenamento a 4°C.

Tempo DP Pz IPD pH Teor
(min)

0 281+5,85 -39,1+0,50 0,277+0,03 5,33+0,15 0,85+0,14
3 278+2,80 -38,6+0,35 0,274+0,02 5,23+0,11 0,86+0,20
7 279+0,23  -38,8+0,38 0,285+0,35 5,40+0,20 0,85+0,16
I'IZIJ 15 272+5,87 -39,3+0,46 0,278+0,01 5,38+0,30 0,86+0,05
T 30 278+2,31 -38,8+0,50 0,279+0,01 5,41+0,10 0,72+0,01
60 291+5,01* -38,2+1,90 0,305+0,10" 5,45+0,22 0,74+0,05
90 315+3,02* -44,3+4,33 0,310+0,42° 5,51+0,15 0,80+ 0,08
184+3,45 36,9+1,59 0,214+0,01 5,13+0,15 0,86+0,04
183+2,61 36,3+1,90 0,211+0,03 5,16+0,15 0,86+0,12
— 181+2,94  36,8+2,81 0,215+0,03 5,23+0,3  0,87+0,07
% 15 182+2,33  36,1+1,85 0,216+0,01 5,21+0,20 0,87+0,04
i 30 184+3,86  37,5+0,40 0,216+0,05 5,23+0,12 0,85+0,32
60 186+0,75 36,3+1,40 0,215+0,01 5,25+0,24 0,82+0,22
90 200+4,55% 36,5+0,50 0,223+0,23 5,30+0,16 0,86+0,18

DP (diametro da particula), PZ (potencial zeta), PDI (indice de polidispersao), pH (potencial
hidrogenibnico) e teor (teor de BZP na formulag&o) para as formulagées H-NE (hidrogel com
extrato de PVB sem DOTAP) e H-NE/DT (hidrogel com extrato de PVB com DOTAP).
#Aumento significativo tukey (p<0,05) entre os demais resultados para 0 mesmo parametro
analisado DP.

®Aumento significativo tukey (p<0,05) entre os demais resultados para 0 mesmo parametro
analisado IPD.
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De modo geral, os hidrogéis possuem comportamento reolégico do tipo
pseudoplastico, ou seja, deformam-se durante a aplicagéo, tornando-se mais fluidos,
facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no momento que

encerra a aplicacdo, o que evita que o produto escorra.

A Figura 4 demonstra o perfil reoldgico dos hidrogéis H-NE e H-NE/DT. Os
reogramas demonstram que os hidrogéis desenvolvidos apresentam comportamento
nao-Newtoniano, uma vez que a relacdo entre tensdo de cisalhamento e taxa de
cisalhamento é ndo linear. Entre os fluidos nao-Newtonianos, existem trés
comportamentos: plastico, pseudoplastico ou dilatante. De acordo com os resultados
obtidos, os hidrogéis produzidos apresentam caracteristicas pseudoplasticas, pois
em repouso, apresentam suas moléculas em um estado desordenado, e quando
submetidas a uma tensado de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na
direcdo da forca aplicada. E quanto maior esta forca, maior sera a ordenacao e,
consequentemente, menor sera a viscosidade aparente (Beck et al, 2011; Lucca et

al., 2017).

O H-NE/DT apresentou maior viscosidade em relacdo a H-NE. Este fato pode
estar relacionado a presenca do tensoativo cationico DOTAP, pois a formulacdo H-
NE/DT apresenta um menor tamanho de particula em relacdo a H-NE, o que poderia
aumentar a sua viscosidade (Ishii et al., 1990) em virtude do aumento das interacdes

interparticulares dos polimeros.
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Figura 4: Avaliacao reoldgica do hidrogel contendo NE (A) e NE/DT (B).

3.2. Estudo de permeacao/retencdo cutanea

A anadlise da permeacdo/retengcdo cutanea das BZP a partir dos hidrogéis foi
realizada em diferentes tempos: 1, 2 e 8 horas. Estes tempos foram escolhidos
visando verificar se em curto periodo de tempo ja seria possivel quantificar as BZP

contidas nas formulacdes. Os resultados estéo dispostos na tabela 4.
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Desde a primeira hora de experimento, foi detectada a retencédo das BZP na
pele para as formulacdes analisadas: H-NE (4,00£2,46 pug/cm?), H-NE/DT (8,81+2,21
pmg/cm?2) e controle (4,07+0,56 pg/cm?). A medida que o tempo transcorreu, um
aumento progressivo da retencao das BZP foi observado até 8 horas, atingindo até
18,11+1,10 pg/cm? para a formulagédo HNE-DT. Esses resultados demonstram que o
hidrogel contendo a formulac&o catidnica (H-NE/DT) possui retengcéo cutanea 29%
maior do que a formulacéo isenta deste lipideo catidénico (H-NE) e 80% superior em
relacdo ao controle. Estes resultados podem ser explicados em virtude das células
epiteliais apresentarem cargas negativas em sua superficie. Assim sendo, 0s
epitélios podem ser seletivos a sistemas de entrega positivamente carregados, que
interagem com as células aumentando a permeabilidade de farmacos (Pieira et al,
2007). Nao foi detectada BZP no fluido receptor em nenhuma das analises

realizadas.

Tabela 4. BZP (ug/cm?) retidas na pele de orelha suina a partir das formulacées (H-
NE, H-NE/DT e controle) em funcdo do tempo.

BZP (ug/cm?)

Tempo (h) H-NE H-NE/DT Controle**
1 4,00£2,46 8,81+2,21% 4,07+0,56
2 11,26+1,92° 13,87+2,07" 5,37+0,54
8 14,27+0,66 18,11+1,10' 10,41+1,75

**Controle= gel natrosol contendo o extrato de PVB

Existe diferenca estatistica (Tukey, p>0,05) para o tempo de: a. 1 h entre H-NE e H-NE / DT;
b. 1 h entre H-NE e Controle; c. 1 h entre H-NE/DT e Controle; d. 2 h entre H-NE e H-
NE/DT; e. 2 h entre H-NE e Controle; f. 2 h entre H-NE/DT e Controle; g. 8 h entre H-NE e
H-NE/DT; h. 8 h entre H-NE e Controle; i. 8 h entre H-NE / DT e Controle (p b 0.05).

3.3. Estudo da atividade antioxidante

A capacidade de protecdo da pele pelas formulag¢des, quando induzida por
radiacdo UV, foi avaliada através da analise de diferentes parametros de oxidagao
(proteinas carboniladas, formacéao de grupos sulfidrila e TBARS) (Figura 5).
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Figura 5. Avaliagdo de estresse oxidativo através da determinacdo de (A) proteinas
carboniladas, (B) tidis totais (proteicos e nado-protéicos), (C) espécies reativas ao
acido tiobarbittrico (TBARS). Controle — Hidrogel contendo o estrato de PVB; H-NEb
— Hidrogel sem o extrato de PVB e sem Dotap ; H-NE/DTb — Hidrogel sem extrato
de PVB com DOTAP; H-NE- Hidrogel incorporado a nanoemulsao de PVB sem
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DOTAP; H-NE/DT — Hidrogel incorporado a nanoemulsdo de PVB com DOTAP; IST
— Pele irradiada sem tratamento; NIST — Pele ndo irradiada sem tratamento.

A exposicdo da pele a radiacdo UVA pode danificar macromoléculas, como
DNA, lipidios e proteinas gerando flacidez e fotoenvelhecimento. A radiacdo UVB é
responsavel por provocar queimaduras na pele. Assim, a protecdo contra 0s raios
UVA e UVB é essencial, estando os dois tipos de radiacdo diretamente envolvidos
no cancer de pele (Oliveira et al., 2015; Katiyar et al.,2017). As espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas constantemente nas células em baixas concentracoes.
Quando h& a producdo excessiva dessas especies, ocorre 0 estresse oxidativo,
sendo que o alvo celular primério do estresse pode variar dependendo do tipo de
célula, obstaculos, duracdo da producdo das espécies reativas e proximidade do
oxidante com um substrato celular especifico. As proteinas sdo principais alvos para

EROs e subprodutos secundarios de estresse oxidativo (Dalle-Donne et al., 2006).

Algumas modificacdes induzidas pelos EROs as proteinas séo reversiveis e
outras irreversiveis, como as causadas pela carbonilagdo, uma vez que as células
nao conseguem reparar carbonilas de proteinas. Os grupos carbonil sdo introduzidos
em proteinas por uma variedade de vias oxidativas. As espécies reativas podem
reagir diretamente com a proteina ou com outras moléculas como acucares e
lipidios, gerando espécies reativas de carbonila (reactive carbonyl | species). A
oxidacdo direta de proteinas por radicais livres produz derivados de carbonila
altamente reativos, podendo resultar em modificacbes destas proteinas, as quais
podem produzir um efeito sobre a atividade biolégica de outras proteinas. Proteinas

carboniladas formam agregados resistentes a degradagdo, que acabam se

acumulando em massas disfuncionais de proteinas danificadas.

De acordo com o presente estudo foi possivel verificar que a pele de orelha
suina tratada com a formulacdo H-NEb e IST foram as que apresentam a maior
concentracdo de proteinas carboniladas, apresentando diferenca significativa
(Tukey, p<0,05) em relacdo as demais formulacdes. Isto pode ter ocorrido porque
esta formulacdo ndo possui o extrato de PVB, que como ja relatado em estudos
anteriores, apresenta resultados positivos em relagéo a esta atividade (Jacob et al.,
2015; Ruffato et al.,, 2017). As analises realizadas na pele irradiada (IST),
demonstraram maior geracao de proteinas carboniladas, fonte de EROs, em funcgéo

da alta exposicdo a radiacdo UV (Mizutani et al., 2016). A formulacdo que
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apresentou resultados mais promissores foi o hidrogel (H-NE/DT) devido a presenca
do extrato de PVB, que apresenta atividade antioxidante (Farooqui et al., 2010;
Ruffato et al., 2017), e do tensoativo catibnico DOTAP que conduz a uma maior

retencdo das BZP na pele.

O teste sulfidrila também foi realizado para verificar a atividade antioxidante.
Tiois sdo uma classe de compostos que incluem um grupo sulfidrila (-SH) e pode
reagir com radicais livres de oxigénio para proteger os tecidos. A formacdo de
ligacBes dissulfeto é reversivel por antioxidantes enddgenos ou exégenos. Quando o
equilibrio de tiol-dissulfeto é prejudicado, como resultado do estresse oxidativo,
atividades celulares podem ser interrompidas (Balta et al., 2018). Como observado
na figura 5, a maior concentracdo de —SH foi observada na pela pele ndo tratada e
sem exposicdo a radiacado (NIST) e a pele tratada com H-NE/DT, indicando que a
formulacéo foi capaz de aumentar a producao de grupos tiol para proteger, isto pode
ter ocorrido pois esta € a formulacdo que também mostrou-se mais estavel e que
permitiu uma maior retencdo na pele, corroborando uma melhor atividade e possivel
maior protecdo contra a radiacdo UVA/UVB. A pele ndo tradada que passou pela
radiacdo (IST), foi a que apresentou a menor concentracao de grupamento —SH. Isto
pode ter ocorrido porque a maioria dos grupos -SH da pele sdo proteicos, e em
proteinas com grupos tiol (-SH), o EROS pode levar a oxidacao dos grupos tiol e,
consequentemente, a perda de funcéo (Balta et al., 2018).

Por fim, para avaliar o dano oxidativo lipidico, foi utilizada a determinacéo dos
niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Essa reacdo se
baseia na reacdo do malondialdeido, produto da oxidacdo lipidica, com o &cido
tiobarbarbitirico gerando um composto corado que € determinado
espectrofometricamente (Bonina et al.,1996). Neste estudo também foi possivel
observar melhores resultados para as formulagbes contendo o extrato de PVB, e
dentre as formulacdes contendo o extrato, a formulacdo H-NE/DT apresentou um

dano lipidico inferior.

Os resultados do presente trabalho evidenciaram que formulagdes contendo o
extrato n-hexanico de PVB foram os mais promissores em combater o estresse
oxidativo. Este resultado pode ser devido a presenca de benzofenonas

polipreniladas (Santa-Cecilia et al., 2012). Embora outras caracteristicas também
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contribuam para a atividade antioxidante de diversos compostos, esta €, geralmente,
determinada pelo numero de hidroxilas presentes na molécula (Rajalaksmi et
al.,1995).

As benzofenonas exibem uma série de atividades biolégicas, incluindo
antifangica, anti-HIV, e citotdxica, entre outras. Devido a estrutura fenodlica, possuem
propriedades antioxidantes que muitas vezes sdo as responsaveis pelas atividades
verificadas (Wu et al.,, 2014). Quanto ao mecanismo antioxidante, Sang e
colaboradores (2001) relataram que o0s principais responsaveis pelas reacbes
antioxidantes séo a 1,3-dicetona e o anel fendlico presentes nessas substancias.

De fato, a atividade antioxidante de varias benzofenonas polipreniladas ja foi
demonstrada. Entre essas, pode-se citar gutiferona H, gambogenona, xantochimol,
isoxantochimol, gutiferona E, cicloxantochimol, aristofenonas A e B, garcinol e
isogarcinol (Almanza et al.,, 2011; Wu et al., 2014). Além dos produtos isolados,
Trusheva e colaboradores (2006), verificaram a atividade antioxidante de uma

mistura de benzofenonas isoladas de Propolis Vermelha Brasileira.

4. Conclusao

O presente estudo demonstrou as potencialidades de uso das formulacdes
desenvolvidas, especialmente H-NE/DT, na protecao da pele contra o dano oxidativo
causado pela luz UVA/UVB. Os resultados demonstraram a manutencdo da
estrutura nanométrica das nanoemulsdes apos a adicdo do agente gelificante pelo
menos durante um periodo de trés meses. A adicdo do lipideo catibnico DOTAP nas
formulagcées (H-NE/DT) conduziu a um aumento da retencédo das BZP na pele de
orelha suina ao longo do tempo. Os estudos antioxidantes realizados permitiram
demonstrar uma protecdo da pele frente ao dano oxidativo da radiacdo UVA/UVB
com um possivel efeito aditivo entre o extrato de PBV e o sistema nanoestruturado
decorrente da sua capacidade de espalhamento de luz.
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