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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado a atividade antioxidante de extratos de Achyrocline
satureioides. Essa atividade tem sido atribuida a presenca de compostos flavonoidicos, em
especial, da quercetina. Neste contexto, o objetivo da presente dissertacdo foi desenvolver
nanoemulsdes de uso tépico contendo o extrato deste vegetal, bem com o flavondide
quercetina isolado. Numa primeira etapa, nanoemulsbes constituidas de octildodecanol,
lecitina de gema de ovo, solugéo extrativa de Achyrocline satureioides (NEE) ou quercetina
(NEQ) e agua foram preparadas por emulsificagdo espontanea. O procedimento conduziu a
obten¢do de nanoemulsées monodispersas (IP<0,2) com um didmetro médio de goticula de
cerca de 200 e 300 nm e potencial zeta de cerca de -27 e -42 mV, respectivamente, para
NEQ e NEE. Esses resultados sugerem a localizacdo de componentes do extrato de
Achyrocline satureioides na interface das nanoestruturas, como indicado pelas imagens
obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo. Numa segunda etapa, foi revalidado um
método isocratico para a quantificagdo da quercetina por CLAE, mostrando-se este linear,
preciso, exato e especifico. A quantidade de quercetina associada com as nanoemulsées foi
de 100%, para a concentragao de 100 yg/mL de quercetina. Apds, foi realizado o estudo de
retencao cutanea da quercetina a partir das formulagdes utilizando pele de orelha suina, em
células de difusao de Franz. Os resultados indicam um maior acumulo de quercetina na pele
a partir da NEE (~16 pg/g) em comparagéo a NEQ (~6 pg/g), apés 8 horas de permeacao,
indicando a influéncia de componentes do extrato sobre esta propriedade. Finalmente,
determinou-se a atividade antioxidante da quercetina através de medidas de substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBA-RS). Encontrou-se uma menor lipoperoxidagdo nos
testes realizados com o extrato de Achyrocline satureioides (56%) em relagdo aos testes
utilizando quercetina isolada (91%), sem diferencga na lipoperoxidagéo entre a NEQ (27 %) e
a NEE (22 %). A protegdo oferecida pelas formulagbes foi determinada nas peles
submetidas ao estudo de permeacgao, sendo detectada uma diminuicdo da lipoperoxidacao
no tecido que recebeu tratamento com NEE, contudo, essa atividade nao foi detectada para
NEQ. Em conclusdo, os resultados obtidos nesse estudo demonstram o efeito dos
constituintes das formulagdes sobre propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes, bem

como na sua retengdo na pele e na atividade antioxidante.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, quercetina, solugao extrativa, nanoemulsdes,

permeagao cutanea, antioxidante.






ABSTRACT

Several studies have demonstrated the antioxidant activity of Achyrocline satureioides
extracts. This activity has been attributed to the presence of flavonoids, mainly quercetin. In
this context, the aim of the present work was to develop topical nanoemulsions containing
extract of this plant, as well as isolated quercetin. In a first step, nanoemulsions composed
by octyldodecanol, egg lecithin, Achyrocline satureioides extract (NEE) or quercetin (NEQ)
and water were prepared by spontaneous emulsification procedure. This process led to
monodisperse nanoemulsions presenting mean droplet size of approximately 200 and 300
nm, and zeta potencial of —27 and —42 mV for NEQ and NEE, respectively. These results
suggest that Achyrocline satureioides extract compounds are located in the O/W interface of
nanoemulsions, as attested by the transmition electron microscopy. In a second step, an
isocratic method for quercetin quantification was revalidated. This showed to be linear,
accurate, precise and specific. The amout of quercetin associated with nanoemulsions was
close to 100%, for a 100 pyg/mL of quercetin. After that, a study of quercetin skin retention
from the formulations using pig’s skin ear was performed, in Franz diffusion cell. The results
revealed a higher accumulation of quercetin in skin from NEE (~16 ug/g) compared to NEQ
(~6 ug/g), after 8h of permeation, indicating the influence of the extract compounds on this
property. Finally, the antioxidant activity of quercetin was measured by tiobarbituric acid
reactive species (TBA-RS). It shows a minor lipoperoxidation for Achyrocline satureioides
extract (56%) than isolated quercetin (91%). No difference for NEQ (27 %) and NEE (22 %)
lipoperoxidation was found. The protection against oxidation by the formulations was
measured in the skin and it was found a reduction in tissue treated with NEE. This reduction
was not observed for NEQ. In conclusion, this study shows the effect of formulation over the
physico-chemical properties of nanoemulsion’s formulation, as well as on the skin retention

and its antioxidant activity.

Key-words: Achyrocline satureioides, quercetin, extractive solution, nanoemulsion, skin

permeation, antioxidant.






INTRODUCAO







A pele é uma barreira eficiente contra agressdes exégenas, tanto de origem
quimica como biolégica. Contudo, devido a sua constituicdo, a pele esta
constantemente sujeita ao estresse oxidativo decorrente, entre outros, de fatores
ambientais como a exposi¢cao a radiagao solar e poluigdao (HARRIS, 2003; OBAGI,
2004; VARGAS, 2004).

Sob influéncia destes fatores, a pele esta constantemente produzindo radicais
livres e espécies reativas. Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem
elétrons desemparelhados, as quais sdo altamente reativas. Outras moléculas
reativas, mesmo nao tendo elétrons desemparelhados, sdo capazes de iniciar
reacdes oxidativas e gerar radicais livres. Juntas, essas espécies sdo chamadas de
espécies restivas (ER). Quando oriundas do oxigénio, sdo chamadas de espécies
reativas do oxigénio (ERO) e sado inerentes ao anabolismo e catabolismo dos
tecidos, como a pele. De fato, a pele esta exposta a ERO de fontes enddgenas e
exogenas, sendo particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido ao seu alto
conteudo de membranas lipidicas. O balanco redox da pele é mantido através de
mecanismos preventivos e de reparo, defesas fisicas e sistema antioxidante
(GUARATINI, MEDEIROS e COLEPICOLO, 2007; HALLIWELL, 2001; PINNEL,
2003). Os principais problemas relacionados com o desequilibrio redox na pele séo
o envelhecimento cuténeo e o cancer (PINNEL, 2003; RATNAM et al., 2006).

Quando o organismo ndo consegue suprir a demanda de antioxidantes (AO),
para evitar alguma disfungdo metabdlica, a suplementagdo de AO por alguma fonte
exodgena € necessaria (PINNEL, 2003; RATNAM et al., 2006). AO sao substancias
capazes de neutralizar radicais livres, prevenindo o dano causado por eles.
Impedem que as substancias oxidantes atinjam seus alvos bioldgicos, prevenindo
que reagdes em cadeia sejam iniciadas, ou ainda, que outras espécies reativas
sejam formadas a partir de oxigénio (HALLIWELL, 2001).

Nos ultimos anos, diferentes espécies vegetais tém sido investigadas como
potenciais fontes de moléculas AO (PINNEL, 2003). A atividade antioxidante dos
extratos vegetais obtidos das plantas te sido correntemente relacionada com a
presenca de compostos polifendlicos, como por exemplo, flavonoides (LIGGINS et
al., 2000; SARTOR et al., 2002).



Na ultima década, alguns estudos tém demonstrado a atividade antioxidante
de solugdes extrativas de Achyrocline satureioides (marcela), uma planta nativa da
América do Sul (DESMARCHELIER et al., 1998; DE SOUZA, 2002; POLYDORO et
al., 2004). Essa atividade foi relacionada a presenga de compostos flavonoidicos,
tanto em extratos hidroalcodlicos como aquosos. Dentre os diferentes flavondides
presentes nas preparagdes, a atividade antioxidante foi frequentemente atribuida a
presenca do flavondide quercetina.

A obtengao de formas farmacéuticas de uso topico, geralmente de natureza
hidrofilica, contendo extratos vegetais constituidos de moléculas de reduzida
hidrossolubilidade, como é o caso das agliconas flavonoidicas, constitui um desafio
farmacotécnico. Neste sentido, o encapsulamento demoléculas com essas
caracteristicas em nanoemulsbes tem sido considerado por diversos autores
(ALVES et al., 2005; EZRA et al., 1996; FANG et al., 2004; FASOLO, 2007; PIEMI et
al., 1999; SILVA, 2006; YILMAZ e BORCHERT, 2005; ZEEVI et al., 1994).
Nanoemulsdes s&o sistemas constituidos de um nucleo oleoso de diametro
nanomeétrico estabilizado por um sistema tensoativo adequado, disperso numa fase
aquosa externa. Apresentam-se como liquidos de aspecto leitoso, sendo que as
moléculas de reduzida hidrossolubilidade encontram-se preferencialmente dispersas
no nucleo oleoso e/ou adsorvidas na interface da nanoestrutura. O interesse pelo
uso destes sistemas reside na possibilidade de melhoria de suas propriedades
fisicas, como espalhabilidade e oclusividade, na modul¢gdo da permecao de ativos
cosméticos através das diferentes camadas da pele, ou ainda, no direcionamento a
um sitio especifico (BENITA, 1999; BOUCHEMAL et al., 2004; FANG et al., 2004;
TROTTA et al., 2002; VANDAMME, 2002; WASHINGTON, 1996).

Assim, devido a reduzida hidrossolubilidade das agliconas flavonoidicas de
Achyrocline satureioides, para as quais tem sido atribuida uma atividade
antioxidante, esta dissertagdo de mestrado propde a avaliar as potencialidades de
nanoemulsdes de uso topico como carreadoras para o extrato deste vegetal, bem
como do flavonodide quercetina. Para tanto, neste primeiro estudo, apés uma etapa
de formulacao, o trabalho também visa a avaliar ex vivo a permeagao e atividade em

pele de orelha suina.



OBJETIVOS







Objetivo geral

e Desenvolver nanoemulsdes de uso topico como carreadoras de extrato obtido a

partir das inflorescéncias de Achyrocline satureioides.

Objetivos especificos

e Revalidar a metodologia para quantificacdo de quercetina em solugcédo extrativa
hidroalcodlica de A. satureioides e nanoemulsdes contendo extratos de A.

satureioides;

e Preparar e avaliar as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes contendo

extrato hidroalcodlico de A. satureioides ou quercetina isolada;

e Avaliar a permeacgao ex vivo da quercetina das nanoemulsdes obtidas em pele

de orelha suina;

e |Investigar ex vivo a capacidade antioxidante do extrato de A. satureioides ou

quercetina encapsulada em nanoemulsoes.






REVISAO DA LITERATURA







A pele constitui uma barreira eficiente contra agressdes exodgenas, de
natureza quimica ou bioldgica, impedindo a perda de agua e de proteinas para o
exterior. Ela também age como 6rgao sensorial, participa do sistema imunolégico e
exerce outras fungbes, como a regulagado da temperatura corporea, a produgcao de
vitamina D3, a excregao de eletrdlitos e outras substancias, e confere uma protecao
relativa contra agressdes fisicas. Embora a pele represente menos de 15% do peso
corporeo, ela €& considerada o maior 6rgdo humano, pois a sua extensdo
corresponde a uma area de 2 m? (HARRIS, 2003; OBAGI, 2004; SOUZA; VARGAS,
2004).

A pele esta dividida em trés camadas: epiderme, derme e tecido subcutaneo
ou hipoderme. Em toda a sua extenséo, a espessura da pele € variavel, sendo maior

nas superficies dorsal e extensora que nas superficies ventral e flexora.

A epiderme €& a camada mais externa da pele, formada por epitélio
estratificado e pavimentoso, suas varias camadas de células que vao se achatando
a medida que se tornam mais superficiais. A espessura dessa camada pode variar
de 0,05 a 1,5 mm. As células da epiderme se renovam indefinidamente gracas a
uma atividade mitdtica continua, que ocorre na camada basal. O tecido epitelial ndo
€ vascularizado, logo, o principal mecanismo de transporte de substancias é a
difusdo passiva. Divide-se em quatro camadas: (HARRIS, 2003; OBAGI, 2004,
SOUZA; VARGAS, 2004)

- Estrato corneo: é a camada mais superficial da pele, formada por células
epidérmicas anucleadas, com membranas celulares espessas e cujo citoplasma
corresponde a um sistema bifasico de filamentos de queratina encerrados em uma
matriz amorfa continua. O espaco intercelular € formado por uma estrutura lamelar,
que alterna camadas hidrofilicas e bicamadas lipofilicas formadas durante o

processo de queratinizacao.

- Estrato granuloso: formado por células granulosas, devido a elevada

quantidade de granulos de querato-hialina em seu citoplasma.

- Estrato espinhoso: formado por células espinhosas poligonais. Nesta

camada inicia-se o processo de queratinizagao, no qual os filamentos de queratina
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(desmossomos) atravessam o citoplasma das células, unindo-as a suas vizinhas.
Também se inicia o processo de formagao dos corpusculos lamelares, responsaveis

pela formagao do manto hidrolipidico no estrato cérneo.

- Camada basal: €& essencialmente germinativa, originando as demais
camadas da epiderme através de diferenciagao celular. Observa-se nessa camada

intensa atividade mitotica.

Os estratos granuloso, espinhoso e a camada basal constituem o que
chamamos de epiderme viavel (HARRIS, 2003; OBAGI, 2004; SOUZA; VARGAS,
2004).

Dentre os tipos celulares mais significativos que constituem a pele podemos
citar: queratinécitos e melandcitos. Os queratinocitos sofrem diferenciagado ao longo
das camadas epidérmicas, passando a sintetizar granulos ricos em proteinas
(querato-hialina) e outros ricos em lipidios (granulos lamelares). A querato-hialina
da origem a filagrina que, na camada cdérnea, sera responsavel por agregar os
filamentos de queratina em espessos feixes insoluveis que ocupam todo espaco
celular. A filagrina é liberada e hidrolisada fornecendo elementos necessarios para
a composicdo do fator natural de hidratagdo (NMF). Os grénulos lamelares
fundem-se com a membrana citoplasmatica e o seu conteudo lipidico € expulso
para o espago extracelular, criando uma barreira hidrofébica (HARRIS, 2003;
OBAGI, 2004; SOUZA; VARGAS, 2004).

Por sua vez, os melandcitos sdo responsaveis pela produ¢cdo de melanina.
Esta protege as células basais dos efeitos nocivos da radiagdo UV e, por isso,
individuos com menor produgao de melanina sdo mais propensos a manifestacao de
cancer de pele. Em funcédo da exposicéo a radiacdo UV, duas reagcdes ocorrem nas
células: (1) a reacao imediata ao UVB (que ocorre logo apds a exposi¢ao e dura
cerca de 4 horas) onde a melanina pré-fabricada é foto-oxidada e (2) a reagao tardia
em resposta as radiagdes UVA e UVB (2 a 3 dias apds exposi¢cédo), que envolve o
aumento na atividade dos melandcitos. Ocorre também um aumento da proliferagao
de queratindcitos e a transferéncia de melanossomos para dentro deles (HARRIS,
2003; OBAGI, 2004; SOUZA; VARGAS, 2004).
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A derme possui espessura de 0,5 a 3,0 mm e é composta principalmente por
fibras de colageno e cerca de 5% de elastina. Esta situada abaixo da epiderme,
dando sustentacdo a esta, além de suprir os nutrientes e remover produtos de
degradacéo da epiderme. Os desmossomos da membrana basal fazem a ligagao
entre as células basais da epiderme e o tecido conjuntivo da derme. As fibras de
colageno, as fibras elasticas e a substédncia amorfa sdo produzidas pelos
fibroblastos. Na derme encontram-se vasos, nervos e musculos eretores do pélo,
além dos anexos cutaneos, foliculos pilossebaceos e glandulas sudoriparas
(HABIF, 1995; HARRIS, 2003; OBAGI, 2004). Esta camada divide-se em duas
camadas distintas: a derme papilar e a derme reticular. Na derme papilar existe um
grande numero de fibroblastos, além de uma grande quantidade de colageno do tipo
Il — que sao fibras mais finas e ndo se agrupam em feixes, formando um tecido
conjuntivo frouxo. A derme reticular é formada por elevada quantidade de colageno
do tipo | e fibras elasticas, que conferem elevada densidade a esta camada. Os
feixes sdo permeados por colageno tipo Il e preenchidos pela substancia amorfa
(proteoglicanos) que € bastante rica em agua (HARRIS, 2003; OBAGI, 2004).

No tecido subcutédneo ha o predominio de adipdcitos. A gordura subcuténea
funciona como um amortecedor mecanico e barreira térmica, que sintetiza e estoca
rapidamente substancias energéticas prontamente disponiveis (AULTON, 2005;
HABIF, 1995; MENON, 2002).

A pele pode ser utilizada como via de administracao de diversos farmacos. Os
principais objetivos para a utilizagdo de farmacos sobre a pele sao para o tratamento
da superficie da pele, do estrato corneo, dos apéndices cutaneos, da epiderme
viavel, derme e sistémico. Para que ocorra uma acdo superficial, € desejavel a
formacao de um filme sobre a pele, o qual tem acéo oclusiva e auxilia na hidratagao
da pele, diminuindo a perda de agua (AULTON, 2005; BLOCK, 2000).

O estrato corneo também funciona como um depdsito quando farmacos
aplicados topicamente sdo acumulados, devido a sua particdo ou ligagdo com seus
constituintes. A penetracdo do farmaco na epiderme viavel e derme é uma etapa
determinante para que ocorra a acado terapéutica local ou sistémica, pois muitos
farmacos ndo conseguem atravessar o estrato cérneo (AULTON, 2005; BLOCK,
2000).
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A pele é muito efetiva como barreira de penetracdo seletiva. No
delineamento de medicamentos, € importante que sejam consideradas as
propriedades da pele e o farmaco deve ser incorporado em veiculos que
possibilitem sua liberacdo no local de acao, em concentracdo e velocidade
adequadas (AULTON, 2005; HADGRAFT, 2001; YAMASHITA; HASHIDA, 2003).

A absorcéo percutanea envolve varias etapas, iniciando-se pela dissolugao da
substancia ativa no veiculo e sua difusdo para a superficie da pele. Apds essa
etapa, ocorre a penetracido do farmaco através do estrato coérneo, difundindo-se para
as camadas mais profundas da pele, através de transporte passivo. A extensdo do
processo de permeacado dependera das propriedades fisico-quimicas do farmaco
combinado com a influéncia do veiculo em alterar sua permeacdo (BLOCK, 2000;
HADGRAFT, 2004).

Espécies reativas e estresse oxidativo

Radicais livres sado atomos ou moléculas que possuem elétrons
desemparelhados. Os radicais livres sao altamente reativos e tém vida curta, pois
reagem no proprio meio no qual sdo gerados. Outras moléculas reativas, como o
oxigénio molecular, oxigénio singlete e perdxido de hidrogénio ndo sao considerados
radicais livres propriamente ditos, mas sdo capazes de iniciar reacdes oxidativas e
gerar radicais livres. Juntas, essas espécies sdao chamadas de espécies reativas de
oxigénio (ERO). As ERO séao inerentes ao anabolismo e catabolismo dos tecidos,
incluindo a pele. Além das ERO, moléculas contendo nitrogénio podem gerar espécies
reativas de nitrogénio (ERN) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; PINNEL, 2003).

Dentre as varias ERO que sédo formadas na pele, sdo de grande importancia
os radicais hidroxila, superoxido, peroxila, oxigénio singlete e os peroxidos de
hidrogénio e organicos. As principais ERO estdo apresentadas na tabela 1. As
principais ERN s&o o6xido nitrico, oxido nitroso, acido nitroso, nitritos, nitratos e
peroxinitratos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; KOHEN, 1999; GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).
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Tabela 1: Principais Espécies Reativas de Oxigénio e sua origem.

ERRO

Origem

Anion superéxido (05

Produzido na cadeia de transporte de elétrons entre outros
locais. Pode gerar outras ERO, mas permanece no local de

origem.

Peroxido de
hidrogénio (H20>)

Nao € um radical livre, mas pode originar radicais livres
através de reagcbes com metais de transigdo ou com anion

superoxido. Sofre difusdo através de membranas.

Radical hidroxila (OH")

A espécie reativa mais importante no dano a moléculas

biolégicas. E produzido pelo H,O, na presenca de Fe*".

Radicais orgéanicos
(R))

Um radical orgéanico é produzido de RH pelo ataque de OH".
RH pode ser um carbono de uma ligagao dupla em um acido

graxo ou RSH.

Radical peroxido
organico (RCOO")

Produzido durante a degradacéo de lipidios.

Acido hipocloroso
(HOCI)

Produzido durante o processo de fagocitose de agentes

infecciosos, é altamente oxidante.

Oxigénio singlete ('0,)

Produzido por diversas reag¢des quimicas e fotoquimicas.

Decai com a liberacao de luz.

Adaptado de Marks, 1996

O oxigénio molecular sofre redugdo completa através da perda de quatro

elétrons, formando as seguintes espécies intermediarias: anion superoxido, peréxido

de hidrogénio, radical hidroxila e agua. A maior parte dessas reac¢des é gerada na

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, com producédo de energia. Porém a

reducdo incompleta do oxigénio, que ocorre pela transferéncia univalente de

elétrons, pode gerar intermediarios reativos (reacédo 1) (GUARATINI; MEDEIROS;
COLEPICOLO, 2007; HALLIWELL, 2001; PINNEL, 2003).
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O, — Oy'— HO;——>»HO'—— H,0 (1)

TN

HO,' H202 OH"

O radical superoxido pode induzir a desprotonagdes ou a transferéncia de
elétrons, além de atuar como potente nucledfilo. Embora possa reagir com DNA,
lipidios e proteinas, essas reacbes sao bastante lentas. O principal dano desse
radical é causado por sua reagdo com outros radicais, com grupamentos ferro-
enxofre de proteinas e pela indugdo indireta na formacdo do radical hidroxila,
através da reacao com metais de transicdo, como ferro e cobre. O perdxido de
hidrogénio € pouco reativo por si sO, porém é capaz de atravessar membranas e
reagir com os metais de transicdo formando o radical hidroxila. Essa reagédo é
chamada de Reacédo de Fenton (reagdo 2) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Fe** + H,0, —— Fe** + OH + HO®  (2)

O radical hidroxila é a ERO que mais provoca efeitos deletérios ao organismo.
Devido a sua meia-vida extremamente curta, dificilmente pode ser capturado in vivo.
Esse radical pode atacar outras moléculas pela captura de hidrogénio, reagir com
compostos por adicdo ou ainda transferir seus elétrons. O radical hidroxila também
pode ser gerado pela reagdo de Haber-Weiss (reacéo 3), na qual o anion superoxido
reage com peréxido de hidrogénio. Essa reagdo ocorre em elevadas concentragdes
do anion superoxido. (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1989)

07 + H,0, —— O+ OH +HO"  (3)

Os danos genéticos causados pela exposi¢cdo a radiagcdo UV envolvem nao
somente a absorgcao direta de energia pela molécula de DNA, mas também pela
geracao de radical hidroxila (reacédo 4) a partir de uma molécula de agua. O radical
hidroxila reage facilmente com o DNA, podendo ocasionar muta¢des que, em alguns
casos, induzem ao cancer. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007)
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H, O —— HO +H" (4)
luz UV

Lipidios, proteinas e DNA sao as estruturas mais sujeitas ao dano oxidativo.
O dano a essas moléculas pode interferir em suas fungdes normais e pode levar a
varios processos patologicos, como inflamacdo e cancer. Em proteinas, os
aminoacidos prolina, histidina, arginina, cisteina e metionina s&o particularmente
susceptiveis ao ataque pelo radical hidroxila e ao dano oxidativo. A oxidagao de
aminoacidos pode levar a fragmentagdo da proteina, agregacao e digestao
proteolitica. A maioria das proteinas ndo possui mecanismos de reparo, sendo que o
organismo deve sintetizar novas proteinas para substituir as que foram danificadas.
Muitas enzimas podem sofrer inativacdo pela acdo das ERO (BOKOV;
CHAUDHURI; RICHARDSON, 2004; MARKS, 1996)

A peroxidacao de moléculas lipidicas, também chamada de lipoperoxidacéao,
pode alterar ou danificar a estrutura dos lipidios. Quando os lipidios peroxidados séo
constituintes de membranas bioldgicas, o arranjo coesivo da bicamada lipidica e a
organizagao estrutural sao prejudicados. As ERO atacam as ligagcdes duplas de
acidos graxos poliinsaturados, responsaveis pela fluidez das membranas. (BAYIR,
2005; MARKS, 1996)

O DNA também é danificado pela acdo das ERO. Praticamente todos os
componentes do DNA reagem com ERO, danificando as bases puricas e
pirimidinicas, além da desoxirribose. As células possuem mecanismos que reparam
grande parte do DNA, por exemplo, os mecanismos de reparo por excisao de
nucleotideo e por excisdo de bases. Apesar de possuir um sistema de reparo
bastante desenvolvido, a permanente modificacdo do material genético pode levar a
mutagénese, carcinogénese e envelhecimento. (ICHIHASHI et al., 2003; VALKO,
2007; MARKS, 1996)

As ERO sao responsaveis por efeitos deletérios e benéficos aos organismos.
Alguns efeitos benéficos ocorrem quando niveis moderados de ERO induzem a
respostas celulares contra microrganismos infecciosos e também na indugdo de

resposta mitdtica. Os efeitos deletérios ocorrem quando ha um excesso de ERO. O
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aumento de ERO ocorre quando ha uma demanda metabdlica elevada ou por

agentes externos (como sol, cigarro e poluigdo). (PINNEL, 2003; VALKO, 2007)

O equilibrio adequado entre os efeitos benéficos e danosos dos radicais livres
€ importante para os seres vivos € € mantido pelo balango redox. As células
possuem varios mecanismos que as protegem contra o dano causado pelas ERO.
Os mecanismos de balan¢o redox incluem mecanismos preventivos e de reparo,
defesas fisicas e sistema antioxidante. Quando as ERO sdo produzidas mais
rapidamente do que sdo removidas pelos mecanismos de defesa celular ocorre o
estresse oxidativo. (KOHEN, 1999; MARKS, 1996; VALKO, 2007)

Equilibrio redox da pele e envelhecimento cutaneo

Poucos tecidos do corpo estdo tdo sujeitos ao estresse oxidativo quanto a
pele, principalmente pela exposicdo ao sol e poluigdo. Devido a mudancas no meio
ambiente, como a rapida destruicdo da camada de ozonio e altos niveis de poluigao,
0 organismo possui uma grande demanda de substéncias antioxidantes. A pele esta
exposta a ERO de fontes endégenas e exdgenas. E particularmente vulneravel ao
estresse oxidativo devido ao seu alto conteudo de membranas lipidicas. O balango
redox da pele é mantido através de mecanismos preventivos e de reparo, defesas
fisicas e sistema antioxidante (BENITA, 1999; PINNEL, 2003; RATNAM et al., 20006).

Quando a pele esta exposta a espécies reativas externas, ela reduz sua
producao de espécies reativas. Isso ocorre pela reducao da atividade de enzimas que,
indiretamente, geram metabdlitos de oxigénio. Defesas fisicas incluem a presenca de
moléculas que auxiliam na estabilidade das membranas ou moléculas que impedem
estericamente que as ERO cheguem aos seus alvos biolégicos. Outro mecanismo de
defesa é o reparo de moléculas. Através do mecanismo de reparo de DNA, enzimas
podem reconhecer uma base danificada, remové-la e incorporar uma nova base.
Contudo o mais importante mecanismo de defesa é o sistema antioxidante, composto

de enzimas e outras substancias ndo enzimaticas (KOHEN, 1999).

A pele possui um sistema antioxidante bastante variado, o que garante

protecao contra varias substancias oxidantes. A epiderme e a derme possuem esse

18



sistema de defesa, embora os niveis na epiderme sejam mais elevados. As principais
moléculas antioxidantes da pele sdo acido ascoérbico, a-tocoferol, glutationa e
ubiquinol, distribuidas em diferentes compartimentos celulares e quantidades. Os
antioxidantes de baixo peso molecular agem de varias maneiras na pele, através da
quelacdo de ions metalicos, pela captura de radicais livres, impedindo que estes
atinjam seus alvos bioldgicos. A agdo dos antioxidantes de baixo peso molecular no
tecido cutéaneo é integrada, de acordo com a estrutura quimica, localizagao no tecido e
potencial redox das moléculas. Por exemplo, quando uma ERO é gerada numa
estrutura lipofilica e € reduzida pelo a-tocoferol, ocorre a regeneragéo do a-tocoferol
oxidado pelo ubiquinol ou pelo acido ascorbico. O deidroascorbato é reduzido pela
glutationa, que, por sua vez, é reduzida pelo NAD(P)H. Esse balango é fundamental
para que o sistema antioxidante funcione adequadamente (KOHEN, 1999; PINNEL,
2003).

Entretanto, quando a pele esta excessivamente exposta ao estresse
oxidativo, o sistema antioxidante endégeno ndo é capaz de evitar o dano oxidativo.
Nesses casos, a utilizacdo de antioxidantes exdgenos pode trazer beneficios. A
pele, quando exposta a radiacao UV, diminui os niveis de vitamina E. A
concentracado de vitamina E pode ser significativamente aumentada pela aplicagcéao
tépica de vitamina E (BENITA, 1999).

O envelhecimento constitui um conjunto de modificagbes fisioldgicas
irreversiveis e inevitaveis, acompanhadas de uma mudanca do nivel de
homeostasia. O envelhecimento da pele participa das alteragdes involutivas que
ocorrem no individuo de uma maneira geral. O envelhecimento intrinseco é
caracterizado pela diminuicdo da capacidade funcional, aumento da susceptibilidade
a certas doengas e agressdes ambientais e é sofrido por todos os tecidos do
organismo. As mudangas mais perceptiveis na pele sao a flacidez, o
aprofundamento das rugas de expressdo e ressecamento (EL-DOMYATI et al.,
2002; NASCIMENTO, 2004; OBAGI, 2004).

O envelhecimento extrinseco pode ser causado por diversos fatores,
principalmente pela exposi¢ao ao sol, e se sobrepde ao envelhecimento intrinseco.
O aspecto da pele pode variar entre individuos e € dependente do grau de

melanizagcao, da predisposi¢cao individual, freqUéncia e duracdo da exposi¢cao ao
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longo da vida. Caracteriza-se pelo espessamento e ressecamento da pele, formagao
de rugas profundas, telangiectasias e outras lesdes benignas, pré-malignas e
malignas. Enquanto o envelhecimento intrinseco é percebido em areas pouco
expostas a radiagdo, o envelhecimento extrinseco ocorre em areas bastante
expostas, como o rosto, pescoco e maos (NASCIMENTO, 2004; OBAGI, 2004;
SHAPIRO; SALIOU, 2001).

A exposicao cronica ao sol é a principal responsavel pelo envelhecimento
extrinseco, também chamado de fotoenvelhecimento, e aumenta os riscos de
desenvolvimento de cancer. A sensibilidade aos raios solares € dependente da
pigmentacao da pele, ou seja, individuos com pigmentagao elevada sao geralmente
menos sensiveis que individuos com pigmentagdo diminuida (BIESALSKI e
OBERMUELLER-JEVIC, 2001; FISHER et al., 2002).

A queimadura solar € uma das formas mais comuns de dano agudo a pele. A
primeira resposta observada apds exposicao a radiacdo € a inflamacao,
caracterizada pelo avermelhamento da pele, edema e o aparecimento de bolhas em
casos mais severos. O eritema € caracterizado pela deplecao das células de
Langerhans e pela infiltracdo, na epiderme e derme, de varias células
antiinflamatérias, entre elas mastdécitos, neutréfilos, mondcitos e linfécitos, ocorrendo
hiperproliferagéo celular (BIESALSKI e OBERMUELLER-JEVIC, 2001; GUARATINI,
MEDEIROS e COLEPICOLO, 2007; LONGSTRETH et al., 1998).

A radiacdo UV, principal responsavel pelo fotoenvelhecimento, pode ser
dividida em trés faixas, de acordo com suas caracteristicas de propagacao e efeito
biolégico. UVC (100-290 nm) praticamente n&o chega na superficie da Terra, pois é
filtrada pela camada de ozénio. UVB (290-320 nm) possui alta energia e é
responsavel pelos danos imediatos da radiagado solar. UVA (320-400 nm) induz a
varias alteragdes celulares, fibroblastos e melandcitos sdo bastante susceptiveis
(GUARATINI, MEDEIROS e COLEPICOLO, 2007; HABIF, 1995).

A exposicao a radiagao UV também esta associada ao cancer de pele, sendo
que esse tipo de cancer € o mais comum entre populagdes de pele clara. Trés tipos
estdo associados a exposi¢cado solar: carcinoma basocelular (BCC), carcinoma de

células escamosas (SCC) e melanoma cutaneo (CM). BCC e SCC resultam da
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transformacao maligna dos queratindcitos, as principais células estruturais da pele,
enquanto o melanoma € uma alteracdo dos melandcitos, células produtoras de
pigmentos (LONGSTRETH et al., 1998).

A radiacdo UVB pode gerar carcinoma de células escamosas. O DNA absorve
a radiacdo UVB, levando a mutagdes na transcricdo das cadeias de DNA. A
radiacdo UVB é responsavel pela iniciagdo do tumor, enquanto que UVA gera a
promog¢do do tumor. Comparada com UVB, a radiagdo UVA gera mais estresse
oxidativo, sendo a principal responsavel pela lipoperoxidacdo. Além de provocar
mutagdes no DNA, a radiacao UVA também é capaz de inibir o reparo do DNA. Em
adicdo a maior capacidade de geracdo de ERO, a radiagdao UVA atinge camadas
mais profundas da pele, enquanto que a radiacdo UVB atinge somente a epiderme
(ICHIHASHI et al., 2003; PINNEL, 2003).

Os danos diretos, ou mediados pelas espécies reativas que ocorrem ao DNA,
disparam respostas celulares como ativagdo do sistema de reparo e enzimas que
controlam o ciclo celular. Esses intermediarios e seus metabolitos podem reagir com
eletréfilos celulares, alguns dos quais iniciam um processo de sinalizagao celular,
modificando a expressao génica. Independente dos danos causados ao DNA, o
desequilibrio no balango redox provocado pela radiagdo UV pode levar a
mecanismos de apoptose (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

As substancias capazes de absorver a radiacdo UV sao chamadas de
cromoforas. Na pele, existem varias substancias capazes de absorver a radiagao
UV, como DNA, melanina e acido trans-urocanico, desencadeando reagdes
fotoquimicas. A maior parte da absorcao da radiacdo pelos cromdéforos ocorre em
comprimentos de onda inferiores a 290 nm; essa condigdo pode ser agravada em
funcdo da crescente destruicdo da camada de ozdnio, que filtra praticamente toda
radiacdo UVC. O &cido trans-urocanico € um dos produtos da quebra de filagrina,
presente em altas concentragdes na pele. A absorgédo da radiacdo pela molécula de
acido trans-urocanico provoca a formagéo de oxigénio singlete. Uma vez formado,
esse radical livre pode atacar membranas celulares e gerar outras ERO
(LONGSTRETH et al., 1998; PINNEL, 2003).
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Outros sistemas da pele também podem ser afetados pela radiacédo UV. Foi
demonstrada a expressdo aumentada de Oxido nitrico sintase (NOS) na pele
exposta a radiacdo UVB, resultando na formacdo excessiva de o6xido nitrico, que
estimula os melandcitos a produzir mais melanina; além disso, o 6xido nitrico
também pode reagir com o anion superoxido formando peroxinitrito (ONOQO"), que é
altamente reativo (GUARATINI, MEDEIROS e COLEPICOLO, 2007).

Pequenas quantidades de radiagdo UV resultam na indugdo de uma série de
metaloproteinases (MMP), incluindo MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9. Juntas,
essas proteases sdo capazes de degradar as estruturas de colageno na pele.
Também ocorre inibicdo da sintese de pré-colageno, provavelmente através de
mecanismo relacionado com a degradacgéo de colageno. Os niveis da proteina pro-
colageno | estdo diminuidos, enquanto que a atividade de MMP-1 e MMP-2 esta
aumentada na pele exposta a radiacdo, quando comparada a pele ndo exposta. Tais
mudancas possivelmente ocorram devido a inducdo do fator de transcricdo da
proteina de ativagdo (AP-1), que é ativada por proteinas quinases. O fator de
transcricdo NF-xB também ¢é induzido pela radiagédo UV. O fator NF-xB € um fator
sensivel ao estresse oxidativo, que ativa multiplos genes envolvidos na expresséo
de mediadores proé-inflamatérios. AP-1 e NF-xB sdo ativadas por ERRO
(CASAGRANDE, 2007; FISHER et al., 2002; PINNEL, 2003).

A teoria de que os radicais livres estdo envolvidos no envelhecimento tem
sido bastante estudada. O acumulo de produtos de reagdes oxidativas pode estar
envolvido no processo de envelhecimento. Muitas enzimas sdo ativadas quando
expostas a radiacdo UV, indiretamente levando a produgdo de ERO, que geram o
estresse oxidativo. A quantificacdo de moléculas antioxidantes em pele envelhecida
demonstrou uma diminuicdo dessas moléculas, sugerindo que ocorra uma
diminuicdo no sistema antioxidante da pele, como resultado do envelhecimento
cutaneo (BOKOV, CHAUDHURI e RICHARDSON, 2004; KOHEN, 1999;
LONGSTRETH et al., 1998).
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Antioxidantes

A descoberta de que os radicais livres estdo envolvidos em uma série de
doencas, tais como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, disfuncdes
neurodegenerativas, bem como no envelhecimento, resultou num aumento da
utilizacdo de substéncias antioxidantes. Na pele, os principais problemas
relacionados com o desequilibrio redox sao o envelhecimento cutaneo e cancer de
pele (PINNEL, 2003; RATNAM et al., 2006).

Antioxidantes (AO) s&o substancias capazes de neutralizar radicais livres,
prevenindo o dano causado por eles. Impedem que as substadncias oxidantes
atinjam seus alvos biologicos, prevenindo que reagdes em cadeia sejam iniciadas,
ou que outras espécies reativas sejam formadas a partir de oxigénio. Os
antioxidantes podem ser divididos em duas grandes classes, antioxidantes
enzimaticos e nao-enzimaticos. Na pele, ambos interagem para prover a protegéao
intra e extracelular. Grande parte dos antioxidantes é produzida endogenamente,
como enzimas, moléculas de baixo peso molecular e co-fatores enzimaticos
(RATNAM et al., 2006).

A funcao dos antioxidantes enzimaticos, tais como catalase (CAT), superéxido
desmutase (SOD) e glutationa redutase (GR), é predominantemente celular. A CAT,
presente nos peroxissomos, € capaz de decompor peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua, sem gerar radicais livres. Assim como a CAT, a enzima glutationa
peroxidase (GPx) também decompde perdxido de hidrogénio. Além disso, catalisa a
reducdo de peroxidos lipidicos pela glutationa (GSH). A sulfidrila da GSH serve
como doador de elétrons, gerando a forma oxidada (GSSG). Uma vez formada, a
GSSG é reduzida pela agdo da glutationa redutase. As SOD s&o capazes de
catalisar a dismutacdo do superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio
molecular. CAT e SOD estdo entre os mais potentes agentes antioxidantes
conhecidos na natureza (MARKS, 1996; PINNEL, 2003; RATNAM et al., 2006).
Contudo, a utilizacdo de antioxidantes enzimaticos na terapéutica traz poucos
beneficios frente a outros AO. Contudo, ainda ndo foram desenvolvidas terapias
eficazes, substitutivas e seguras com essas enzimas (PINNEL, 2003; RATMAN et
al., 2006; YAMAMOTO, 2001).
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Os AO nao-enzimaticos compreendem um grande numero de substancia,
sendo alguns desses sintetizados pelo homem. Os principais AO ndo-enzimaticos
fisiolégicos sdo moléculas de baixo peso molecular como: vitaminas C e E,
ubiquinol e glutationa. A concentragdo dessas moléculas na epiderme é superior a
derme, e sua agao € de maneira coordenada e interativa, de acordo com suas
propriedades quimicas, localizagdo nos tecidos e potencial redox relativo (PINNEL,
2003; RATNAM et al., 2006). AO de baixo peso molecular endogenos, responsaveis
pela manutencédo do equilibrio redox na pele, sofrem deple¢cado durante periodos de
estresse oxidativo. A reposigcao de antioxidantes para protecdo da pele pode ser feita
através de suplementagdo via oral, porém essa via € dependente de absorgao,
solubilidade e transporte, que podem limitar quantidade que sera liberada na pele. A
ingestdo de vitamina E, por exemplo, deve ser acompanhada de uma refei¢do rica
em gordura, para que esta seja absorvida adequadamente (CASAGRANDE et al.,
2007; PINNEL, 2003). As principais substancias antioxidantes fisiolégicas, vitaminas
C e E, ubiquinol (CoQ-10) e glutationa, s&o candidatas a terapia com antioxidantes.
Entretanto a glutationa € um tripeptideo e encontra-se ionizada, dificultando sua
permeacao cutanea (PINNEL, 2003; RATNAM et al., 2006; YAMAMOTO, 2001).

A vitamina E é essencial na defesa da pele contra radicais livres. Di Mambro
et al. (2003) estudaram a atividade antioxidante de diferentes tocoferdis (a-tocoferol,
mistura de tocoferdis, acetato de tocoferol e Ronoxan MAP® - que contém palmitato
de ascorbila, mistura tocoferdis e maltodextrina) através de dois métodos,
quimiluminescéncia e capacidade doadora de H. No ensaio de quimiluminescéncia,
que é bastante sensivel, apenas o acetato de tocoferol ndo demonstrou atividade
antioxidante, o que sugere que o grupamento hidroxila, que se encontra acetilado,
seja importante para essa atividade. Na pele, € necessario que o acetato de
tocoferol seja convertido em a-tocoferol para uma atividade antioxidante. Os
resultados ndo demonstraram diferengas significativas para as outras amostras de
tocoferdis, que sédo igualmente potentes quando adicionados a formulagdes de uso
topico. Os resultados do ensaio de quimiluminescéncia foram confirmados pelo

ensaio DPPH, que mede a capacidade de captacao de radicais livres.

O uso de produtos vegetais com propriedades antioxidantes & bastante

difundido e, em funcdo disso, muitos estudos com seus extratos tém sido
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conduzidos para testar sua atividade. Como um exemplo recente, Di Mambro e
Fonseca (2005) estudaram a atividade antioxidante em extratos e em formulacdes
contendo os extratos de Glycyrrhiza glabra (GG), Ginkgo biloba (GB), Nelumbium
speciosum (NS) e uma mistura comercial de Glycyrrhiza glabra, Symphytum
officinale e raiz de Arctium majus (ME). A atividade foi testada através de trés
técnicas, quimiluminescéncia, pela capacidade doadora de H do radical livre estavel
DPPH’ e pela detecgdo de malondialdeido (MDA), indicador da peroxidagdo de
lipideos. Todas as formulagdes apresentaram um comportamento pseudoplastico, o
que resulta na formacdo de um filme sobre a pele, potencializando a agao
antioxidante. Os extratos e as formulagcdes contendo NS e ME apresentaram boa
atividade nos testes de quimiluminescéncia e na capacidade doadora de H, porém
esses extratos ndo apresentaram protecao a lipoperoxidacdo no teste de detecgao
de MDA. Esses resultados sugerem que NS e ME possuem atividade antioxidante,
entretanto ndo sao efetivos na protecdo da pele contra radiagcdo UV, uma vez que
nao sao capazes de inibir a peroxidagcdo de lipidios na pele. Os resultados
demonstraram que tanto os extratos quanto as formulagées contendo GG e GB nao
possuem boa atividade antioxidante quando comparados com a vitamina E nos trés

modelos estudados.

Na dultima década, a atividade antioxidante de Achyrocline satureioides
(marcela ou macela) tem sido especialmente estudada. Este vegetal € originario da
América do Sul, crescendo em paises como Argentina, Uruguai, Brasil e Paraguai
(SIMOES, 1998). Em 1998, DESMARCHELIER e colaboradores relataram o
potencial antioxidante de solu¢des extrativas metandlica e aquosa. Os resultados
demonstraram que os extratos aquosos possuiam atividade antioxidante superior
aos extratos metandlicos, estes efetivos em reduzir o dano a DNA catalisado por
Ferro Il. In vivo, DE SOUZA (2002) avaliou o potencial antioxidante dos produtos
secos por liofilizagcdo, empregando uma dose de 250 mg/Kg de produto seco
liofilizado, administrados por via oral e peritoneal em animais. Os resultados obtidos
mostraram uma maior atividade para o produto liofilizado obtido a partir de uma
solugcao extrativa hidroetandlica 80% (SE80), previamente padronizada por
SONAGLIO (1986), em comparagao aos produtos oriundos de uma solugéo extrativa
hidroetandlica a 40%, devido ao maior teor de flavondides na SE80. POLYDORO et

al. (2004) avaliou parametros de estresse oxidativo e de citotoxicidade dos
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liofilizados de A. satureioides e encontrou uma relagao de dose-dependéncia entre a
concentragdo de quercetina e a atividade e toxicidade, entretanto liofilizados que
demonstraram atividade antioxidante in vitro, induziram também a lipoperoxidagao
em doses mais elevadas, em ensaios biolégicos. De maneira geral, a atividade
antioxidante dos extratos de marcela € relacionada com a presenga de compostos
fendlicos como os flavondides, entre eles, a luteolina, a 3-O-metilquercetina, e

especialmente, a quercetina.

Os polifendis constituem um grande grupo de moléculas de origem vegetal
que merece destaque devido a sua capacidade de atuarem como sequestrantes de
radicais (scavenger) e por terem a capacidade de quelar ions metalicos. Dividem-se
em dois grandes grupos, flavondides e acidos fendlicos. Atualmente, os flavondides
tém recebido especial atengao devido a sua capacidade de inibir a lipoperoxidacao,
estimular a proliferacao de fibroblastos, diminuir a degradagao de colageno, além de
exibir atividade antiinflamatéria. Os intermediarios formados pela agao antioxidante
dos compostos polifendlicos sé&o relativamente estaveis, devido a ressonancia no
anel aromatico dessas estruturas. Embora muitos estudos demonstrem sua
capacidade antioxidante, outros estudos tém relatado uma atividade pré-oxidante
dos polifendis (BONINA et al., 1996; MORQUIO et al., 2005; POLYDORO et al.,
2004; RATTY e DAS, 1998; SAIJA et al., 1998; SCHMID, 2003; SOUSA et al., 2007).

Os flavondides, além de apresentar agdo antioxidante, protegem contra a
inflamacgao induzida pela radiacdo UV. A quercetina € um dos compostos fendlicos
mais estudados e possui elevada atividade, quando comparada a outros flavonodides.
A quercetina atua através de pelo menos trés mecanismos: capturando radicais
oxigénio, inibindo a peroxidacéo lipidica e quelando ions metalicos, sugerindo uma
acgao efetiva na prevengao ao dano causado pela radiacdo UVB (CASAGRANDE et
al., 2006).

Casagrande et al. (2006) estudaram a atividade antioxidante in vivo de
emulsdes contendo quercetina (1%) para uso topico. A exposi¢ao a radiagéo solar
induz a resposta inflamatdria, aumentando a atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO). Nesse estudo foi demonstrado que emulsdes contendo quercetina sao
capazes de reduzir a atividade da MPO, porém apenas a emulsao rica em lipidios

reduziu ao nivel controle. As formulacbes também inibiram a deplecdo de GSH
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induzida pela radiacdo UVB. As emulsbes de quercetina também reduziram a
atividade de MMP, sendo o efeito mais pronunciado na formulacdo com alto teor
lipidico. Os resultados demonstram que a utilizacdo topica de emulsdes contendo
quercetina pode trazer beneficios na prevencdo ao dano causado pela radiacdo UV.
Mais tarde, os autores avaliaram a absorgao cutanea in vitro de emulsdes contendo
quercetina (1%) e sua estabilidade funcional com agente antioxidante. Foi realizado
o ensaio com radical DPPH’, que demonstrou a capacidade da quercetina em
capturar radicais livres nas duas formulagbes. O doseamento do radical DPPH’
também foi empregado como parametro para determinar a capacidade antioxidante
da quercetina no estudo de estabilidade das formulagbes. A estabilidade foi
determinada para um periodo de seis meses em diferentes temperaturas (4°C, t
ambiente e 40°C) e UR de 70%. As emulsdes mantiveram-se estaveis durante todo
o periodo, apresentando a mesma atividade antioxidante do inicio do estudo. Os
resultados do estudo de permeacao demonstraram que a quercetina nao é capaz de
permear a pele, embora possua caracteristicas adequadas (log P 1,48). Porém,
quantidades suficientes de quercetina ficaram retidas na pele, comprovando sua
atividade topica. Neste estudo, a formulacdo rica em lipidios também demonstrou
um potencial antioxidante superior, demonstrando a importancia do veiculo para a
liberagao do farmaco (CASAGRANDE et al., 2007).

Bonina et al. (1996) estudaram a utilizacdo de flavondides para prevenir o
estresse foto-oxidativo na pele. Foram utilizados diferentes compostos flavonoidicos,
como a quercetina, a naringenina e a hesperetina para testar sua atividade de inibir
a peroxidacao induzida pela radiacdo UV e também sua capacidade de permeagao
na pele. A peroxidagdo foi monitorada pela redugdo dos niveis de malondialdeido
(MDA), sendo que os trés flavondides reduziram significativamente o nivel de MDA.
O estudo de permeacao revelou que naringenina e hesperitina, e em menor grau
quercetina, foram capazes de permear estrato corneo, atingindo as camadas mais

profundas da pele.

Atualmente, o emprego de fotoprotetores tem sido a principal estratégia para
diminuir os danos causados pela exposi¢cao solar. Entretanto, o uso corrente destes
pode desencadear reagdes alérgicas e inflamatorias na pele. Com o objetivo de

desenvolver uma alternativa para o uso de fotoprotetores, Georgetti et al. (2006)
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utilizaram extratos de soja, que além de efeitos antioxidantes também sao capazes
de reduzir a inflamagdo gerada pela exposicdo ao sol. Os extratos, ricos nas
isoflavonas genisteina e daidzeina, demonstraram atividade significativa contra
lipoperoxidagcao induzida por radiagdo UV. Também foi testada a capacidade
antioxidante pelo ensaio com o radical livre estavel DPPH’. Os resultados dos testes
revelaram que a atividade das isoflavonas € dose-dependente, e que as mesmas
demonstram bom potencial de utilizacdo em produtos topicos para protecdo contra

os radicais livres gerados pela exposi¢ao a radiagao UV.

O uso da via topica para a administracdo de AO tem como principal
vantagem, a aplicagao direta nas areas da pele que estdo mais sujeitas ao dano
oxidativo. Entretanto, alguns obstaculos devem ser superados para que a via tépica
possa ser utilizada. As moléculas antioxidantes sado bastante instaveis, o que
dificulta sua adicdo em muitas formulacdes; muitas sdo fortemente coradas, com
baixa aceitagdo devido ao apelo estético. Sado necessarias formulagoes
diferenciadas para que os antioxidantes consigam atingir camadas mais profundas
da pele. Os antioxidantes também precisam ter um efeito fotoprotetor, diminuindo o
eritema, reduzindo mutagbes ao DNA e pigmentagcdo anormal, entre outras

alteragdes desencadeadas pela radiagao UV (PINNEL, 2003).

Nanoemulsdes

Atualmente, a administracao tépica de antioxidantes tem sido extensivamente
estudada visando a reduzir principalmente os efeitos provocados pela exposi¢cao
solar. Nesta aplicacado, € importante que os componentes ativos permanegcam na
pele, penetrando suficientemente, sem contudo, serem absorvidos por via sistémica.
A penetragdo deve ser capaz de promover um efeito local e/ou regional. Desta
forma, a selegdo de um veiculo adequado, como a solubilizacdo e liberagao da
molécula de interesse do veiculo para a pele, ou ainda, a extensdo da penetracao
através do estrato corneo (BENITA, 1999; MULLER et al., 2002).

Nanoemulsdes (NE) tém sido consideradas como um sistema promissor para
a incorporagao de moléculas ativas, em especial, aquelas que apresentam reduzida

hidrossolubilidade, como por exemplo, os flavondides. Esses sistemas podem ser
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definidos como uma fina dispersao de goticulas de uma fase oleosa, por meio de um
sistema tensoativo adequado, em agua. As moléculas de reduzida hidrossolubilidade
veiculadas estdo preferencialmente localizadas na fase oleosa e/ou adsorvidas na
interface 6leo/agua (BENITA, 1999; BOUCHEMAL et al., 2004; FANG et al., 2004).

Recentemente, Bouchemal e colaboradores (2004) descreveram algumas
vantagens do emprego de nanoemulsdes, incluindo, (i) o tamanho reduzido das
goticulas permite um depdsito homogéneo sobre a pele, (ii)) a baixa tenséo
superficial do sistema e a baixa tenséo superficial das goticulas de 6leo dispersas na
agua possibilitam um aumento na penetragdo de farmacos na pele, (iii) devido ao
reduzido tamanho de goticula, as NE podem penetrar em pele bastante aspera,
facilitando a penetragdo da substancia ativa, (iv) a fluidez natural do sistema, sem a
utilizacdo de espessantes, pode ter um apelo estético diferenciado, (v) fragrancias
podem ser incorporadas em NE, sem uso de alcool, (vi) o uso de uma reduzida
concentragao de tensoativos (geralmente 3-10%) na estabilizagdo da nanoestrutura
em comparagao com as microemulsdes, e por fim (vii) NE podem ser substitutas de

lipossomas e vesiculas, que sdo menos estaveis.

A tabela 2 apresenta exemplos de composi¢cao de nanoemulsdes utilizadas

como veiculos de substancias de interesse para uso tépico.
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Tabela 2. Exemplos de composi¢cao de nanoemulsdes de uso topico.

Substancia Fase oleosa Sistema tensoativo Referéncia

Genisteina ODD e TCM Lecitina de ovo Silva, 2006

Ceramidas ODD Lipoid E80, Tween 80, Yilmaz; Borchert,
fosfatidilserina 2005

Nimesulida TCM Monoestearato de sorbitan, Alves; Pohlmann;

polissorbato 80

Guterres, 2005

Flurbiprofeno

Oleo soja; 6leo

coco, miristato de

Lecitina ovo, estearilamina,

acido deoxicolico

Fang et al. 2004

isopropila
Triclosan TCM Lecitina de soja, poloxamero  Maestrelli; Mura;
188 Alonso, 2004
Nitrato de miconazol, TCM Lipoid E80, poloxdmero 188, Piemi et al. 1999
econazol estearilamina
a-tocoferol TCM Lipoid E80, poloxamero, Benita, 1999
estearilamina
a-tocoferol TCM Lipoid E80, estearilamina, Ezra, 1996
poloxamero188,
Diclofenaco Oleo jojoba Lecitina ovo, Polioxil-35 Schwarz et al.
1996
Octilmetoxicinamato TCM Lipoid E-80, Lipoid E-75, Zeevi et al. 1994
(Parsol MCX) Lipoid E-PC I, poloxadmero
188, estearilamina,
Quercetina, 3-0O- OoDD Lipoid E8O Fasolo, 2007

metilquercetina

ODD: octildodecanol; TCM: triglicerideos de cadeia média.
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Como pode ser observado na tabela 2, varios tipos de d6leos (de origem
natural e/ou semi-sintética) podem compor a fase oleosa das NE. O nucleo oleoso
varia de 5 a 25% da formulagéo. A seleg¢do do nucleo oleoso é geralmente realizada
com base nas propriedades fisico-quimicas desejadas e estabilidade das
formulagcbes, bem como na solubilidade do composto ativo de interesse. Os
triglicerideos de cadeia média (TCM) e o octildodecanol (ODD) séao frequentemente
utilizados. Os TCM sdo muito utilizados devido a sua elevada capacidade de
solubilizagdo de farmacos (MAESTRELLI; MURA; ALONSO, 2004; TROTTA;
PATTARINO; IGNONI, 2002).

Diversos fatores podem influenciar o didmetro de goticula e indice de
dispersao de NE, incluindo a composicao da formulagdo e parametros relacionados
ao método de preparagdo. O didmetro de goticula pode ser determinado
microscopicamente, contudo, o método usualmente empregado é o espalhamento
de luz dindmico. A composig¢ao da fase interna das nanoemulsdes pode exercer um
efeito sobre o diametro de goticula das formulagbes. Como um exemplo, Fang e
colaboradores (2004) estudaram o preparo de NE utilizando trés tipos de fase
oleosa, miristato de isopropila, éleo de soja e 6leo de coco e tendo lecitina de gema
de ovo como agente emulsionante. As NE preparadas com miristato de isopropila
tiveram um menor tamanho de goticula, seguidas de 6leo de soja e 6leo de coco. O
Oleo de soja é formado por uma mistura de acidos graxos insaturados, incluindo
acido oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico (C18:3). O d6leo de coco € formado
por acido caprico (C10:0) e acido laurico (C12:0). O maior tamanho de goticula
obtido pelo 6leo de coco sugere que acidos graxos saturados de cadeia média

produzem goticulas maiores que acidos graxos insaturados de cadeia longa.

Da mesma forma, Bouchemal e colaboradores (2004) estudaram a influéncia
do tipo de 6leo formador do nucleo de NE sobre o tamanho das goticulas obtidas.
O o-tocoferol apresentou menor tamanho de goticula, seguido de laureato de
hexila, Miglyol® 812 e Myritol® 318. As misturas de TCM demonstraram duas
populagdes de goticulas, uma em torno de 310-320 nm e a segunda populagdo em
torno de 1980 nm. Os autores sugerem também que a viscosidade dos 6leos pode

influenciar no tamanho das goticulas. A viscosidade ndo é o unico fator que
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interfere nessa caracteristica, pois o laureato de hexila, apesar de pouco viscoso,

apresentou um tamanho de goticula reduzido.

A adicdo do farmaco também pode conduzir a um aumento no tamanho da
goticula com ampla distribuicdo de tamanho, por interacbes com os tensoativos
formadores do filme interfacial. O tamanho reduzido das goticulas pode aumentar a
estabilidade do sistema, uma vez que, diminui a cremeacdo. A coalescéncia é
resultado do aumento do tamanho de goticula. A estabilidade das NE pode ser
avaliada pela variagdo do tamanho de goticulas em fungédo o tempo. (ROLAND,
2003; SCHFFAZICK et al., 2003; SOLANS et al.,, 2005; TROTTA, PATTARINO e
IGNONI, 2002).

Diversos métodos podem ser empregados para a preparagao de NE, podendo
ser obtidas espontaneamente ou utilizando for¢a de cisalhamento, que possibilita um
melhor controle do tamanho de goticula. Dentre as técnicas, a homogeneizagdo em
altas pressodes e a microfluidizagao, além do preparo com aparelhos de ultra-som. A
emulsificacdo espontanea, em comparacdo com esses métodos, é rapida, simples,
de baixo custo, permite o preparo em pequenos lotes e é realizada em temperaturas
inferiores. Os resultados obtidos pelo processo de emulsificacdo espontanea sao
similares aos obtidos por métodos fisicos. Na emulsificagdo espontanea, o solvente
organico € removido por evaporagdo sob pressdo reduzida (BOUCHEMAL et al.,
2004; OLIVEIRA, 2004; SONEVILLE-AUBRUN, SIMONNET e L’ALLORET, 2004;
SCHWARZ, WEISSPAPIR e FRIEDMAN, 1995; WU et al., 2001).

No procedimento de emulsificagdo espontanea, o tamanho das goticulas e
sua distribuicdo de tamanho sdo dependentes da espontaneidade do processo. Park
(1999) desenvolveu nanoemulsdes contendo flurbiprofeno através do processo de
emulsificacdo espontanea, utilizando etanol como co-solvente. As nanoemulsdes
demonstraram boa estabilidade durante um periodo de seis meses e o tamanho

médio de goticula foi de 180 nm.

Além do tamanho de goticulas, a morfologia das nanoemulsées também pode
ser estudada através das técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
de transmissao (MET). Em funcao de sua fragil natureza coloidal, a observacao de

nanoemulsdes por técnicas convencionais de microscopia € bastante dificil. Uma
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técnica que tem fornecido bons resultados € a microscopia de transmissao
associada com criofratura. (TRIMAILE, 2001)

A avaliagédo da viscosidade é de grande importancia para o desenvolvimento
de nanoemulsdes. Diversos parametros como a concentracdao da fase interna, o
diametro de goticula e a viscosidade da fase oleosa podem influenciar na
viscosidade final da formulagdo. De maneira geral, goticulas menores resultam em
um aumento na viscosidade, bem como o aumento do volume da fase oleosa
geralmente resulta em um aumento na viscosidade do sistema. A viscosidade de
nanoemulsdes liquidas apresenta, na maioria das vezes, um comportamento
reoldgico do tipo newtoniano. (JUMAA; MULLER, 1998; SILVANDER, 2003)

Quando as nanoemulsdes sao utilizadas em produtos cosméticos, é
desejavel que o produto possua uma viscosidade adequada. A viscosidade pode
ser melhorada aumentando-se a proporgcao da fase oleosa ou através da adicao de
agentes espessantes ou gelificantes, como hidroxietilcelulose e quitosana. A
utilizagdo de carbémeros como agente espessante de NE é bastante comum,
embora possam contribuir para a instabilidade do sistema. (ALVES; POHLMANN;
GUTERRES, 2005; SCHWARZ; WEISSPAPIR; FRIEDMAN, 1995; SONEVILLE-
AUBRUN; SIMONNET; L’ALLORET, 2004; SOUTO et al., 2004)

O potencial zeta € o parametro mais adequado para quantificar as forcas
eletrostaticas do sistema. Reflete a composicédo da interface das NE, seja em
relagdo aos emulsionantes que formam o filme interfacial ou em relagao a presenca
de moléculas com carga localizadas na interface. Valores elevados de potencial
zeta, tanto positivos quanto negativos, contribuem para a repulsdo das goticulas.
Lecitinas e poloxameros (copolimeros dos oxidos de etileno e propileno) influenciam
no valor do potencial zeta. As lecitinas fornecem um potencial zeta negativo,
enquanto que os poloxameros tendem a reduzir o valor absoluto do potencial zeta.
Deve-se ficar atento também a composicdo oleosa do sistema, uma vez que esta
também pode influenciar no potencial zeta da nanoestrutura (ROLAND, 2003;
SCHAFFAZICK et al., 2003; WASHINGTON, 1996).

Conforme descrito na tabela 2, as lecitinas sdo correntemente empregadas na

preparagao de NE, devido a sua biocompatibilidade e degradabilidade. As lecitinas

33



sdo compostas por misturas de fosfolipideos (principalmente fosfatidilcolina), que
apresentam um comportamento anfotero e carga neutra em uma ampla faixa de pH.
Além destes, contém fosfolipideos carregados negativamente,como a
fosfatildiletanolamina, a fosfatidilserina e o acido fosfatidico. Nanoemulsées
estabilizadas com lecitinas apresentam carga negativa na superficie das goticulas
(JEONG, OH e KIM, 2001; NII e ISHII, 2004; TROTTA, PATTARINO e IGNONI,
2002; FASOLO, 2007). Uma vez que as lecitinas tém ionizagdo dependente do pH
do meio, para evitar fenbmenos de instabilidade, frequentemente sdo adicionados
de co-tensoativos na fase aquosa da formulacdo. A adicdo de tensoativos nao-
ibnicos, como poloxameros e polissorbatos, tem sido proposta por alguns autores
(TROTTA, PATTARINO e IGNONI, 2002).

Assim, o pH é outra propriedade importante que pode influenciar na
estabilidade de nanoemulsdes. A monitoracdo do pH de nanoemulsdes pode refletir
a instabilidade do sistema coloidal. Existe também uma estreita relacéo entre o pH
da formulacdo e o potencial zeta. A maior parte das nanoemulsdes de uso tépico é
composta de fosfolipidios, que apresentam ionizacdo dependente do pH do meio.
Fosfolipidios purificados tendem a originar NE de potencial zeta nulo em pH neutro,
enquanto que lecitinas de ovo e soja conduzem a NE com potencial zeta negativo no
mesmo pH. Nanoemulsdes contendo tensoativos ndo-ibnicos geralmente sdo menos
afetadas por mudangas de pH que aquelas que contém tensoativos idnicos (JEONG,
OH e KIM, 2001; KREILGAARD, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

No caso de NE catibnicas, é bastante empregada a estearilamina, um lipidio
catiénico que confere carga positiva ao sistema em uma ampla faixa de pH, devido
ao grupamento amina primaria. A utilizagdo de agentes emulsionantes combinados
tem como objetivo melhorar as propriedades das NE. Geralmente sdo empregadas
mistura binarias de emulsionantes, com valores de EHL diferentes, pois tais misturas
contribuem para a estabilidade das NE. Além de funcionarem como uma barreira
fisica, os emulsionantes conferem um potencial elétrico na interface déleo/agua. A
carga da superficie auxilia na estabilidade do sistema, aumentando a repulsao entre
as goticulas e, consequentemente, impedindo a coalescéncia da nanoemulsao
(JEONG, OH e KIM, 2001; TROTTA, PATTARINO e IGNONI, 2002).
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Uma das vantagens de sistemas nanoemulsionados é o aumento na
solubilizagcdo de farmacos lipofilicos. Bouchemal e colaboradores (2004)
incorporaram diversos farmacos lipofilicos (log P entre 1,6 e 4,0) em NE a fim de
verificar um aumento na solubilizagdo dos mesmos. As NE foram preparadas com
10% ou 20% de 6leo de soja e 1,2% ou 2,4% de lecitina de soja. Em comparacgao a
solubilidade na agua, todas as nanoemulsdes demonstraram maior solubilizagao
dos farmacos. O aumento da concentragao de lecitina ndo apresentou correlagao
com a solubilidade dos farmacos. Para os farmacos mais lipofilicos (log P > 2,7) o
aumento da fase oleosa foi determinante para a solubilidade. Alguns farmacos
tiveram um aumento na solubilidade entre 50 e 100%, quando a fase oleosa

aumentou de 10% para 20%.

A taxa de associacdo do farmaco pode ser realizada pela técnica de
ultracentrifugacéo, na qual a taxa de farmaco livre é determinada no sobrenadante,
apos centrifugacdo. A determinacdo de farmaco total € feita pela dissolugdo das
nanoemulsées em solvente adequado. A taxa de associacdo € calculada pela
diferenca entre a quantidade total de farmaco e a quantidade de farmaco livre. Outra
técnica empregada utiliza membranas para fazer a filtragdo das nanoemulsdes e a
taxa de associagao € calculada por diferenca, assim como na técnica anterior. As
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, o pH do meio, o tipo de 6leo empregado,
o tensoativo utilizado sédo alguns dos fatores que podem influenciar na quantidade
de farmaco que se associa a NE (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanoemuls8es como veiculo de uso tépico

Muitos farmacos exibem reduzida penetragao na pele, o que pode resultar em
eficacia diminuida. A penetracdo e permeacdao desses farmacos podem ser
aumentadas pela adicdo de promotores especificos, que estdo geralmente
associados com irritacdo da pele. Nas ultimas décadas, a utilizacdo de lipossomas
para a via tépica tem sido bastante estudada, sendo demonstrado que a interacao
dos fosfolipidios com o estrato corneo pode levar a um rearranjo estrutural das
camadas lipidicas, seguido de hidratacdo. O uso de fosfolipidios e lipidios em NE

sugere que o mecanismo de aumento na penetragdo seja semelhante ao proposto
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para os lipossomas. Porém, o nucleo oleoso das goticulas aumenta a capacidade de
solubilizacdo de compostos hidrofébicos, quando comparado com lipossomas e
outros veiculos oleosos (BENITA, 1999; FRIEDMAN, SCHWARZ e WEISSPAPIR,
1995; KREILGAARD, 2002).

Sistemas coloidais, de maneira geral, formam filmes oclusivos sobre a pele e
diminuem a perda de agua, melhorando a hidratagdo desta. A hidratagdo € um dos
fatores que podem aumentar a permeagao de farmacos via topica. O poder oclusivo
também ocorre devido ao reduzido tamanho das goticulas como é o caso das NE.
Que promove uma melhor hidratacdo da pele, um efeito desejavel para produtos
cosméticos. A permeacao de farmacos na pele é influenciada pelas caracteristicas
da superficie da goticula (PIEMI et al., 1999; SINICO et al., 2005; SONEVILLE-
AUBRUN et al., 2004; SOUTO et al., 2004).

Nanoemulsdes contendo a-tocoferol demonstraram pronunciada protecao
contra a lipoperoxidacdo em pele de ratos tratados com nanoemulsdes, 24h antes
de sofrerem irradiagdo com UVA. O homogeneizado de pele foi exposto a radicais
peroxila e o consumo de oxigénio foi inversamente proporcional a protegdo ao
dano oxidativo. As NE sem a-tocoferol consumiram quantidades de oxigénio
semelhantes ao grupo de ratos que nao utilizaram NE e que foram irradiados com
UVA. O conjunto desses resultados demonstra que as NE por si s6 ndo tiveram um
efeito protetor contra o dano oxidativo. Ja as NE contendo a-tocoferol, tanto de
carga positiva quanto negativa, tiveram o consumo de oxigénio semelhante ao
grupo controle que nao sofreu irradiacdo com UVA. Também foram realizados
testes nao-invasivos para detectar a produgado de hidroperéxido lipidico apods
exposicdo a radiacdo UVA. O teste demonstrou que apenas as NE contendo a-
tocoferol com carga positiva foram capazes de inibir a produgcédo de hidroperdxido
lipidico. Os resultados dos testes sugerem que as NE com carga negativa nao
estavam na superficie da pele durante a exposi¢ao a radiagédo UVA; ja as NE com
carga positiva interagiram com a superficie negativa da pele, permitindo que o a-
tocoferol permanecesse na mesma, com efeito protetor frente a radiacdo UVA
(EZRA, 1996).

Benita (1999) estudou o efeito de NE contendo a-tocoferol com diferentes

cargas de superficie, em culturas de células de fibroblastos humanos expostas ao
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dano oxidativo. As nanoemulsdes catidbnicas demonstraram um efeito protetor nas
células expostas ao dano oxidativo, enquanto que NE negativamente carregadas,
demonstraram um efeito protetor parcial. Possivelmente essa diferenca deve-se a
interacao eletrostatica das NE catidbnicas com os fosfolipidios presentes na
superficie das membranas, diminuindo os alvos de agentes oxidantes. Além disso,
foi testada a capacidade de protecdo da pele de ratos expostos a radiagao UVA,
através da deteccdo de hidroperdxido lipidico por método nao invasivo. Os
resultados demonstraram que apenas as NE catidnicas contendo a-tocoferol foram
capazes de prevenir a formacao de hidroperdxido lipidico. Além disso, os resultados
demonstraram que as NE catibnicas contendo a-tocoferol possuem um efeito

protetor da pele exposta a radiagdes solares.

A melatonina é um hormdnio produzido principalmente pela glandula pineal e
esta envolvido em varias fungdes fisioldgicas, como o controle do ciclo circadiano,
sono e neuromodulacdo. Recentemente tem sido descrita como um potente
antioxidante, pois é capaz de capturar radicais livres. O uso potencial da melatonina
como antioxidante inclui varias doengas como cancer e doencas
neurodegenerativas. Schaffazik e colaboradores (2005) estudaram a atividade da
melatonina contra a lipoperoxidagao em diferentes sistemas carreadores, incluindo
nanoemulsdes. Os resultados demonstraram que a melatonina é capaz de proteger
contra a lipoperoxidagéo (8 a 51%), dependendo da dose administrada, do tipo de

lipidio empregado e do sistema coloidal no qual a melatonina é incorporada.

Silva (2006) desenvolveu nanoemulsdes contendo genisteina, um potente
antioxidante. O preparo das nanoemulsdes foi através do processo de
emulsificagdo espontanea, que se mostrou adequado para a obtengao de goticulas
monodispersas com tamanho inferior a 300 nm. Foram utilizados dois tipos de
nucleo oleoso (TCM e octildodecanol), que influenciaram nas caracteristicas fisico-
quimicas das nanoemulsdes. Porém, independente do tipo de éleo empregado, a
associagcdo da genisteina as nanoemulsdes foi de aproximadamente 100%. A
permeagao da genisteina na pele foi bastante influenciada pela composi¢ao das
NE. Os resultados do estudo de permeacéao — baixo fluxo percutédneo e acumulo na
pele — sugerem que as formulagdes possam ser utilizadas para um efeito topico da

genisteina.
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Recentemente, um trabalho envolvendo o preparo e permeacao de NE
contendo os flavondides 3-O-metilquercetina e quercetinafoi desenvolvido por Fasolo
(2007). Nesse estudo, o nucleo oleoso utilizado foi o ODD e como agente tensoativo o
Lipoid E-80 e mistura de Lipoid E-80 com CTAB. Da mesma maneira que descrita por
Silva (2006), foi encontrada uma influéncia da composicdo das NE nas propriedades
fisico-quimicas e no perfil de permeacdo cutanea da quercetina. Contudo,
independente da formulacido, a permeagao dos flavonoides veiculados foi reduzida,

sendo detectada a influéncia do tesoativo catibnico CTAB.
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MATERIAIS E METODOS







Materiais

Materia-prima vegetal

Inflorescéncias de Achyrocline satureioides foram coletados na época de sua

floragcao, no més de margo de 2006, as quais foram adquiridas comercialmente.

Matérias-primas

Lecitina de gema de ovo (fosfatidilcolina 84 %; fosfatidiletanolamina 8 %; Liso-
fosfatidilcolina 2,2 %; Liso-fosfatidiletanolamina 0,4 %; Esfingomielina 2,2 %)

(Lipoid, Alemanha);

Octildodecanol - ODD (Delaware, Brasil).

Equipamentos e Acessorios

Agitador magnético Fisatom 725 A;

Balanca analitica Sartorius 2402;

Balanga semi-analitica Mettler PM 200;

Banho de agua Biomatic 869;

Coluna de aco inox Shimadzu (CLC-ODS (M)) RP-18, 5 ym (250 mm x4 mm d.i.)

Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia LC-10 Shimadzu, composto por bomba
Shimadzu LC-10AD, controlador espectrofotométrico Shimadzu SPD-10A, injetor
automatico Rheodyne 7725 com al¢a dosadora de 20 uL e médulo de tratamento
de dados Shimadzu C-R6A;

Evaporador rotatério Buchi R 114;
Membrana para filtragao de fluoreto de polivinilideno, Millipore-HVHP-0,5 um;
Membrana para filtragao de fluoreto de polivinilideno, Millipore-GVHP-0,45 um;

Microscopio eletrénico de transmissdo JEM-1200 ExlI, Jeol;
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¢ Moinho de facas Fritsch pulverisette 14;

e Potencidmetro pH-metro B374 Micronal;

e Pré-coluna com fase estacionaria Lichrosorb RP-18, 10 ym;
¢ Prensa hidraulica manual Hafico, capacidade 5 L;

e Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Inglaterra);

Zetasizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra);

Solventes e Reagentes

Etanol (Quimex, Brasil);

Acido trifluoracético 1% (Sigma, EUA);

Metanol grau CLAE (Merck, EUA);

Solugao tampao pH 4,0;

Solugao tampao pH 7,0.
Substancia quimica de referéncia

e Quercetina grau CLAE, com pureza minima de 98% (Sigma, Espanha).

Métodos

Matéria-prima vegetal

A matéria-prima vegetal foi seca ao abrigo da luz sola direta a temperatura
ambiente. As inflorescéncias foram separadas manualmente e cominuidas em

moinho de facas e utilizadas diretamente para o preparo da solugéo extrativa.
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Preparo e caracterizagao das solugdes extrativas

Preparo da solucao extrativa SE80

A solucdo extrativa SE80 foi preparada conforme descrito por SONAGLIO
(1987) O procedimento consiste em maceracdo de 75 g de matéria-prima vegetal
(capitulos florais) em 1000 mL solugdo etandlica 80 % (v/v). A maceragao foi
realizada durante 8 dias, em temperatura ambiente, sob prote¢do da luz e com uma
agitacdo diaria. Apos este periodo, o marco foi prensado e a solugdo extrativa
filtrada através de papel filtro. O volume resultante foi completado até a marca de
1000 mL utilizando para isso o solvente correspondente (solugéo etandlica 80 %). A

solucao foi armazenadas em frasco ambar para posterior caracterizagao.

Determinacédo do residuo seco (DEUTSCHES, 1986)

Uma amostra com cerca 20,0 g de solugao extrativa foi exatamente pesada
em pesa-filtro previamente tarado. A solucao foi evaporada até a secura em banho-
maria sob agitagao ocasional. O pesa-filtro foi colocado em estufa na temperatura de
105 °C por duas horas, resfriado em dessecador e pesado, até peso constante. O
resultado foi expresso em relacdo a 100,0 g do extrato pela média de trés

determinagdes (apresentado em média + desvio padréo).

Determinacédo do pH (F. BRAS. 1V, 1988)

A determinacdo do pH foi determinada utilizando 10 mL da SE80 em
potencidmetro previamente calibrado com solugées de pH 4,0 e 7,0. O resultado foi

expresso em media e desvio padrao de trés determinacdes de cada solucgao.
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Determinacéo da densidade (F. BRAS. 1V, 1988)

A densidades foi determinada a 25 °C, com auxilio de picnédmetro. Os
resultados foram expressos em média e desvio padrdao (g/mL) e correspondem a

trés determinacgdes.

Doseamento do teor de quercetina na solucdo extrativa de A. satureioides (adaptado
de DE SOUZA, 2002)

O doseamento do flavonodide de interesse da Achyrocline satureioides,
quercetina, foi realizado por CLAE. O sistema consistiu de uma bomba Waters 510
com controlador de fluxo automatico Waters 600, uma valvula de injegdo Rheodyne
7125 com 20 pL, coluna Shim-pack CLC-ODS (M) RP-18, 5§ uym, 250x4 mm i.d.,
detector UV 486 selecionado em 362 nm. Como fase movel tem-se uma mistura de
metanol:agua (53:47, v/v) com &cido trifluoracético 0,1% (concentracéo final) que é
filtrada por uma membrana de nylon de 0,45 um. O fluxo é de 0,6 mL/min operando

em temperatura ambiente.

Revalidacdo da metodologia de DE SOUZA (2002)

Linearidade

Para a determinacio da faixa de linearidade foram preparadas trés curvas de
calibracdo de quercetina em trés dias diferentes, sendo a curva composta de 5
concentragdes: 0,15; 0,30; 0,6; 0,9; e 1,5 pg/mL. Os resultados obtidos foram
tratados estatisticamente de modo a se determinar seu desvio-padrédo relativo

(DPR), coeficiente de determinagao (r?) e equagao da reta.
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Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

Os limites de quantificacdo e deteccado forma determinados matematicamente,
através das curvas de calibragdo como preconiza o ICH (2005), com base no desvio

padrao do intercepto com o eixo do y e na inclinagdo da curva de calibragéo.

Preciséo e Precisdo Intermediéaria

A avaliagdo da precisdo (repetibilidade do método) foi realizada através da
comparagado dos DPR de nove determinagbes da concentragdo média das curvas
padrao. Para a precisao intermediaria o procedimento adotado foi a comparagao dos
DPR relativos a trés determinacdes de area de cada concentragdo das curvas em
trés dias diferentes. Obteve-se assim um total de nove determinagcdes para cada

ponto.

Exatidao

A exatidao do método foi testada através da contaminagao das formulacdes
com solucdo de quercetina, resultando em trés diferentes concentracoes:
0,67ug/mL, 0,88 ug/mL e 0,1,19 pug/mL. Determinou-se a seguir a recuperagdo do

flavondide, através de 3 leituras para cada ponto.

Especificidade

A determinacdo da especificidade foi realizada através de CLAE com a
analise de um branco, observando-se a existéncia ou nao influéncia nos sinais

reportados.
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Preparacéo e caracterizacdo das nanoemulsoes

As nanoemulsbes foram preparadas pela técnica de emulsificagao
espontanea utilizando condi¢cbes experimentais anteriormente descritas por SILVA
(2006), FASOLO (2007) e MARTINI e colaboradores (2007), utilizando como agente
tensoativo a fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80) e como nucleo oleoso o
octildodecanol (ODD). Os componentes, fosfatidilcolina, ODD e extrato vegetal ou o
flavondide quercetina foram dissolvidos em etanol. Esta fase etandlica € vertida
sobre a agua, sob agitacdo magnética moderada havendo formagao esponténea da
nanoemulsdo. Apds 10 minutos de agitagdo ocorre a etapa de eliminagdo dos
solventes e o volume reduzido em evaporador rotatoério, até o volume de 8 mL. A
proporgdo de solventes utilizadas foi baseada no estudo de MARTINI (2006),

utilizando-se a proporcao de 30/60 com fase interna final de 10%.

Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata e as suas propriedades

fisico-quimicas caracterizadas como segue:

Determinacéo do pH (F. BRAS. 1V, 1988)

A determinagcdo do pH foi realizada utilizando 10 mL da dispersdao de
nanoemulsdes através em potencidbmetro previamente calibrado com solugdes de
pH 4,0 e 7,0. Os resultados foram expressos em meédia + desvio padrao de trés

determinacgdes.

Diametro médio de particula

As formulagbes de nanoemulsbes foram caracterizadas através de
espalhamento de luz dindmico pela difusdao de raio laser monocromatico que
atravessa a dispersao coloidal. Essa determinagao foi realizada observando-se o
espalhamento a 173° apos diluicdo das amostras em agua purificada, previamente
filtrada em membrana de 0,22 um (Millipore®). Os resultados foram expressos como

meédia de trés determinacdes de trés lotes.
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Potencial Zeta

O potencial zeta das nanoemulsées foi determinado pela mobilidade
eletroforética das particulas. As medidas foram realizadas apds calibracdo com uma
solucao padrao de latex. Utilizou-se uma diluicao prévia em solugao de NaCl 1 mM.
Os resultados encontram-se expressos em média e desvio padrao de trés

determinagdes dos lotes preparados.

Determinacédo da viscosidade

A viscosidade das amostras foi determinada através de viscosimetria capilar,
conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira 42 Edigdo, em viscosimetro de
Ostwald. Foi transferido para o viscosimetro um volume total de 5 mL de
nanoemulsoes. As analises foram realizadas a temperatura de 20 °C, levando-se em
conta o tempo de escoamento da amostra através do capilar e a viscosidade relativa

foi determinada através da equacao 1:
n=x.tp (3)
Onde:
n = viscosidade absoluta (cP);
Kk = constante do viscosimetro;
p = densidade do fluido a temperatura de 20 °C (g/mL);
t = tempo de escoamento (s).

O valor da constante de Ostwald (k) foi determinado experimentalmente (x =
0,0212), medindo-se o tempo de escoamento de um liquido padrdo (agua), e
aplicando-se na férmula apresentada o valor da viscosidade da agua a temperatura
de 20 °C (1,0087 cP). Para todas as amostras, a densidade foi determinada
experimentalmente, através do uso de picndmetro. Os resultados foram expressos

como média de trés determinagdes dos trés lotes preparados de cada formulacao.
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Avaliagdo morfologica

Para a avaliagdo morfoloégica da fase dispersa, foi utilizada microscopia
eletrbnica de transmissao. As dispersdes de nanoemulsdes foram diluidas em agua
na propor¢cao 1:10 (dispersdo:agua), sendo logo apods distribuidas em suporte
metalico (200 mesh) de cobre com revestimento de Formvar® e carbono. Para fins
de contraste foi utilizado o acetato de uranila 2 % durante 1 minuto, conforme estudo
prévio (SANTIN, 2007). As amostras serdo observadas em diferentes aumentos.

Especificidade e exatidao

Previamente a determinacdo do teor e taxa de associagado, realizou-se a
revalidacdo do método de quantificacdo descrito para a quercetina na presencga de
NE. Foram determinados os parametros de especificidade e exatiddo. A
especificidade foi realizada com comparagao visual dos cromatogramas obtidos para
Q e SE80 em relagdo ao cromatrograma da NEB. A exatidao do método foi realizada
através da contaminagao de formulagdes brancas (NEB) com solugdo padrao de Q
ou SE80. As concentragdes finais obtidas foram de 0,54; 0,80 e 1,05 ug/mL para
solugédo de quercetina e 0,46; 0,77 e 1,15 yg/mL para SE80 sendo realizadas trés

leituras por ponto.

Teor e taxa de associacao

A determinacdo do teor de quercetina foi realizada através da dissolucédo das
nanoestruturas em utilizado metanol com posterior filtracdo. O teor foi determinado

através da equacéao obtida na curva padrao.

A taxa de associacao foi avaliada através da ultrafiltragao/centrifugacéo das
formulagdes. Uma amostra de 1 mL foi submetida ao processo de filtracdo em
membranas de ultrafiltragdo (Amicon Ultra® de 10 kDa) em uma centrifuga Sigma 6-

15, durante 30 minutos a uma forga de 5000 g.
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Permeacao cutanea

Especificidade e exatidao

Objetivando a adequacdo do método cromatografico de quantificacdo da
quercetina ao estudo de permeacéao cutanea, foram determinados os parametros de

especificidade e exatiddo em presenca de um extrato de pele de orelha suina.

A determinacdo da especificidade foi realizada através de CLAE com a
andlise da pele de orelha suina em presenca de quercetina, observando-se a
existéncia ou ndo de influéncia nos sinais detectados. A exatiddo do método foi
testada através da contaminagdo de um extrato de orelha de pele suina com
solugdes de quercetina, resultando em trés diferentes concentragdes: alta, média,
baixa, correspondendo a 0,59; 0,86; e 1,14 yg/mL para a Q e 0,46, 0,68 e 0,89
Mg/mL para a SE80. A partir destes dados, determinou-se a recuper¢ao do
flavondide, por meio de 3 leituras para cada ponto, na presenca de pele de orelha

suina.

Células de difusao

Para os estudos de permeacao cutadnea foram utilizadas células de difusao de
Franz com drea interna de interface de 2,54 cm? e volume de fase aceptora de 10
mL. Os cortes circulares de pele suina foram colados com cola acrilica na borda da
fase aceptora. Estas peles situam-se na interface do meio doador e meio aceptor da
com a epiderme voltada para o meio doador. As peles foram hidratadas com tampao
fosfato pH 7,4 durante 12 horas sob refrigeracdo. Apds, retirou-se o tampao fosfato
do meio aceptor e este foi substituido por solucdo etandlica 50% por razdo da
solubilidade da quercetina e as células foram mantidas sob agitagdo com barras

magnéticas em banho termostatizado a temperatura de 37 °C.
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Cinética de permeacdao e retencdo da quercetina na pele de orelha suina

Para o estudo da permeacao foi adicionado 1 mL de nanoemulséo, tanto NEQ
quanto de NEE, perfazendo em cada célula uma quantidade de 100 pg de
quercetina. A aplicacdo procedeu-se de maneira que toda a superficie da pele
estivesse recoberta pela amostra. A permeacao de quercetina através da pele foi
calculada determinando-se a concentracdo de quercetina na fase aceptora em 1, 2,
3, 4, 6 e 8 horas ap0ds a aplicagdo da amostra na fase doadora. A cada amostragem,
retirou-se 3 mL da solugao etandlica do meio aceptor e completou-se com 0 mesmo
volume de uma mesma solugdo. As aliquotas foram analisadas por CLAE, utilizando
a metodologia anteriormente validada e seus dados foram expresso em quantidade

de substancia por area permeada (ug/cm?).

Para a quantificacdo da quercetina remanescente na pele suina, esta foi
retirada da célula de Franz, apds o término do estudo de cinética de permeacao, e
lavada com solugao etandlica 50 %. A seguir, cortou-se as amostras de pele em
minusculos pedacos, adicionou-se 2 mL de solucéo etandlica 50 % para a extracao
da Q e submeteu-se primeiramente, a homogeneizador de tecido durante 5 minutos
e num segundo momento a banho de ultra-som por 10 minutos. O volume total
extraido foi de 6 mL e foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL onde
completou-se o volume com a solugao etandlica. Os resultados apos a quantificagao

por CLAE foram expresso em microgramas de quercetina por grama de pele (ug/g).

Determinacdao da atividade antioxidante das nanoemulsdes

Determinacéo da atividade do extrato e das NE

Para a verificacdo da atividade antioxidante das formulagdes utilizou-se a
técnica de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) descrita por
Esterbauer e Cheeseman (1990). O sistema escolhido para causar o dano oxidativo
foi o AAPH [diidrocloro azobi(2-aminopropano)] e o alvo foi a gema de ovo a 1%. Foi

determinada a protecdo ao dano oxidativo da SE80 e da quercetina em relacdo ao
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controle (solugédo de etanol 80%) e das NEQ e NEE em relagéo ao controle (NEB).

Em todas as amostras, a concentragao de quercetina foi de 100 pug/mL.

Para a técnica, colocou-se em um tubo 100 pL de amostra (diluida 3 vezes),
1000 uL de gema de ovo 1% e 100 pL de solugdo de AAPH e deixou-se em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos para a geragcao do dano. Retirou-se uma aliquota de
300 pL e a esta adicionou-se 600 pL de acido tricloroacético 15% (TCA) e
centrifugou-se a 11000 rpm por 10 minutos. A seguir, foi retirada uma aliquota de
300 uyL do sobrenadante e foram adicionados 600 pL de solugdo de acido
tiobarbiturico e levado ao aquecimento em agua em ebuligdo. Houve a formagéao de
uma coloragao rosa que pode ser lida espectrofotometricamente em 532 nm. A
curva padrao foi realizada com 1,1,3,3-tetrametdxipropano. Os resultados obtidos

em triplicata foram expressos em % de lipoperoxidagao.

Determinacéo da lipoperoxidacao nas orelhas

Para a determinagao do nivel de protecao oferecida pelas formulagdes frente
a lipoperoxidagdo, fez-se uso da técnica TBA-RS para a verificacdo da
lipoperoxidacao nos tecidos. Foram feitas as analises nas peles de orelha suina
apés 8h de permeagdo e como controle utilizou-se pele que nao recebeu a

formulacgao.

Primeiramente, fez-se a homogeneizagdo dos tecidos em tampao PBS. Foi
adicionado a 300 yL de homogeneizado, 600 pL de TCA 15 % e centrifugou-se a
11000 rpm por 10 minutos. A seguir, foi retirada uma aliquota de 300 yL do
sobrenadante e foram adicionados 600 uL de solugcdo de acido tiobarbiturico e
levado ao aquecimento em agua em ebulicdo. Houve a formagédo de uma coloragao
rosa que pode ser lida espectrofotometricamente em 532 nm. A curva padrao foi
realizada com 1,1,3,3-tetrametdxipropano. Os resultados foram expressos em ug de
TBA-RS por MG de proteina para trés experimentos independentes. Para a

determinacao das proteinas, foi utilizado o método de Lowry e colaboradores (1956).
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Andlise estatistica

Os métodos estatisticos utilizados para o tratamento dos dados foram ANOVA

seguida de teste de Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAO







Validacdo da metodologia para quantificacdo da quercetina em solucao extrativa

de Achyrocline satureioides

Nesta primeira etapa, foi revalidada a metodologia analitica descrita por DE
SOUZA (2002), recentemente incluida na Farmacopéia Brasileira (F. BRAS., 2004),
utiizando CLAE para a quantificacdo do flavondide quercetina, com deteccdo na
regido do ultravioleta. A revalidagcdo do método foi realizada com base nos seguintes
parametros: especificidade, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacao,

precisao (intra-dia e inter-dia) e exatidao, de acordo com o ICH (2005).

A especificidade do método indica sua capacidade em avaliar sem equivoco o
analito de interesse, mesmo na presenca de outras substancias. A especificidade do
método pode ser comprovada, por exemplo, por comparacdo visual de
cromatogramas do analito na auséncia e na presenca da mistura de adjuvantes que
podem interferir na analise (BRASIL, 2003).

A determinacao da especificidade do método foi realizada através comparacao
dos cromatogramas da quercetina isolada e da SE80. A figura 1 apresenta os

resultados obtidos.
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Figura 1. Cromatograma da quercetina (linha tracejada) e da SE80 (linha cheia).

Como pode ser observado nos cromatogramas apresentados na figura 1, existe

uma sobreposi¢cao do pico correspondente a quercetina isolada e presente na solugéo
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extrativa SE80. Observa-se que o pico da quercetina mostra-se bem resolvido, ndo
havendo interferéncia dos componentes do extrato na quantificacao do flavonédide. O
tempo de retengdo da quercetina foi semelhante, em ambos os cromatogramas, de
cerca de 26,7 minutos. Contudo, o tempo de retengao difere do descrito por DE
SOUZA (2002) e pode ser atribuido, entre outros fatores, a substituicdo do acido

fosfdrico por acido trifluoracético na fase movel.

Apods a confirmacdo da auséncia de interferéncia dos componentes da SE80,
na quantificacdo da quercetina nas condigdes experimentais utilizadas, foi
determinada a faixa de linearidade do método. A linearidade € a capacidade do
método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracido da
substancia na amostra, dentro de um intervalo especificado. Esta avaliacdo é
realizada através da elaboragcdo de uma curva padréao e da analise estatistica da
linearidade, através da analise de regressao linear (BRASIL, 2003). A curva padrao
obtida para quantificagcdo de quercetina, foi realizada numa faixa de concentracao

compreendida entre 0,15 e 1,5 ug/mL.
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Figura 2: Representac&o da curva padréo de quercetina.

A linearidade do método foi analisada por meio do grafico de concentragao de
quercetina em fungdo da area média dos picos (figura 2). A equacgao da reta obtida

por regressao linear pelo método dos minimos quadrados foi y = 91289x — 3366. O
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coeficiente de determinagdo (r?) obtido foi de 0,9989, o que demonstra a elevada
relacdo existente entre a concentracdo de quercetina e a area obtida no
cromatograma. Deste modo, os resultados demonstram que o método € linear dentro
do intervalo de concentragdo especificado, pois apresentou regressao linear

significativa (p<0,05).

A sensibilidade do método foi avaliada através de determinagao dos limites de
detecgao e quantificacdo. O limite de detecgao pode ser definido como a menor
quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado, enquanto que o limite de quantificacdo representa a
menor concentracdo da substancia que pode ser determinada com exatidao e
precisao (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Neste contexto, a determinacéo dos limites de
deteccdo e quantificagdo foi realizada com base no desvio padrdo da resposta e

inclinagdo das curvas de calibracdo e pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3. Limite de detecc¢ado (LD) e limite de quantificagdo (LQ) da quercetina.

Quercetina
Limite de detecg¢ado (ug/mL) 0,014
Limite de quantificagao (ug/mL) 0,044

A precisao do método € a avaliagao da proximidade dos resultados em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL,
2003). A precisao pode ser avaliada pelo grau de reprodutibilidade ou repetibilidade
do método. A primeira € avaliada através de resultados obtidos de uma amostra
analisada em diferentes laboratorios, em diferentes dias, analistas ou equipamentos.
Ja a precisdo intermediaria (preciséo inter-dias) expressa o efeito de variagdes
dentro do laboratério devido a eventos diferentes como diferentes dias, analistas e
equipamentos. A repetibilidade (precisao intra-dia) € medida em fungao dos valores
encontrados através de varias reprodu¢des do método, nas mesmas condicdes em

um curto intervalo de tempo (ICH, 2005).

Os resultados obtidos na avaliagao da preciséo intermediaria e repetibilidade

do método estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Valores obtidos para repetibilidade e precisao intermediaria da quercetina.

Quercetina Dia 2 Dia 2 Dia 3 DPR DPR
(ug/mL) Area Area Area Intra-dia Inter-dia
(mV.s)?@ (mV.s)? (mV.s)?@

0,15 11348 11178 11423 0,63 —-1,87 1,11
0,3 23954 24639 24427 0,05-1,50 1,44
0,6 50657 50315 50283 0,51-0,73 0,41
0,9 76043 76623 77198 0,16 -1,19 0,75
1,5 136800 135766 134783 0,41 -0,54 0,74

8 Média de trés experimentos independentes

A avaliagdo da repetibilidade do método (precisdo intra-dia), para a
quercetina, foi realizada através da comparacdo dos desvios padrao relativos
(DPRs) de nove determinacdes de cada concentragao da curva padrao, durante trés
dias consecutivos, ou seja, obteve-se um DPR da concentragdo média das curvas
padrao de quercetina para cada dia de analise o que possibilitou determinar uma
faixa abrangendo estes trés valores. Para a precisao intermediaria (inter-dias), foram
comparados os desvios padrao das determinagcbes da area de cada concentragao
das curvas padrao, durante trés dias consecutivos, pelo mesmo operador. Assim,
obteve-se um total de nove determinagdes para cada area da curva padrdo. Os
resultados obtidos indicam DPR inferiores a 2% para os experimento no mesmo dia
(intra-dia) ou durante trés diferentes dias (inter-dia), indicando que o método

revalidado é preciso, de acordo com os cédigos oficiais (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A exatiddo de um método corresponde a proximidade entre os resultados
obtidos por um determinado método e o valor verdadeiro. A exatiddao pode ser
avaliada através da contaminacdo de amostras com quantidade conhecidas de
substéancia referéncia, sendo expressa em porcentagem de recuperacao (BRASIL,
2003; ICH, 2005).

Neste estudo, a avaliagdo da exatiddo do meétodo foi realizada através da

contaminagao de quantidade fixa de SE80 com quantidades crescentes de solugao
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de quercetina, resultando em trés diferentes concentragcdes adicionadas: 0,67; 0,88
e 1,19 pg/mL. A recuperagao do flavondide foi determinada, com trés leituras para

cada ponto e os resultados estdo expressos na tabela 5.

Tabela 5. Valores obtidos para exatidao em SE80.

Concentragao Area Concentragao Recuperacéao
tedrica (mV.s)? encontrada (%)
(Mg/mL) (ug/mL)

0,67 58665 + 647 0,68 101,25
0,88 74346 + 735 0,85 96,72
1,19 101294 + 1550 1,14 96,00

@ Média + desvio padrao

O conjunto de valores obtidos para a exatiddo do método, apresentou taxas
de recuperagao compreendidas entre 96,00 e 101,25 %, indicando que o método é
exato e permite a quantificagdo da real quantidade de quercetina na solugao
extrativa SE80.

Apos a revalidagdo da metodologia para a quantificagdo da quercetina na
solucdo extrativa de Achyrocline satureioides, partiu-se para a etapa de
caracterizacao das propriedades da SE80 preparada. Os parametros avaliados
foram pH, densidade, residuo seco (RS) e teor de quercetina. Os resultados obtidos

encontram-se descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Propriedades da SE80 de Achyrocline satureioides.

Propriedade Solugao extrativa?
PH 5,36 £ 0,015
Densidade (g/mL) 0,87 £ 0,018
Residuo seco (%, m/m) 1,44 + 0,001
Teor de quercetina (ug/mL) 413,37 + 13,14

@ Média + desvio padréo

Os resultados apresentados na tabela 6 na avaliacido do pH e densidade sao
similares aos encontrados por outros autores, para a mesma solugéo de Achyrocline
satureioides (SE 80). O pH da solucao extrativa foi de 5,36. Trabalhos anteriores
descreveram valores compreendidos entre 4,99 e 5,58 (SONAGLIO, 1987; LEMOS-
SENNA, 1993; DE PAULA, 1996; DE SOUZA, 2002). Essas pequenas diferengas
podem estar relacionadas com a matéria-prima vegetal utilizada, ou ainda, do
solvente utilizado. Em relagao a densidade encontrada para a SE80, de 0,866 g/mL,
o valor foi semelhante ao obtido por DE PAULA (1996) e DE SOUZA (2002) que
foram, respectivamente, de 0,86 e 0,88 g/mL. Esse resultado indica a influéncia da
densidade do solvente utilizado na preparacdo da solugcédo extrativa. Em relacdo ao
residuo seco da solugao extrativa Achyrocline satureioides, os valores obtidos sao
muito variados. Neste estudo, foi detectado um residuo seco de 1,44 %, contudo, a
literatura descreve resultados variando entre 1,02% e 1,73% (SONAGLIO, 1987; DE
SOUZA, 2002; LEMOS-SENNA, 1993; TEIXEIRA, 1996; DE PAULA, 1996).

Em uma ultima etapa, o teor de quercetina na solugdo extrativa foi
determinado. O valor encontrado (413,37 pg/mL) foi superior ao encontrado por DE
SOUZA (2002) que foi de 286,0 ug/mL, resultado que pode ser relacionado com o
maior valor de RS obtido neste trabalho em relacdo ao descrito pela autora. Tanto o
valor de teor de quercetina, quanto o de RS sugerem a influéncia de fatores
edafoclimaticos na quantidade de metabdlitos secundarios produzidos pela

Achyrocline satureioides.
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Preparo e caracterizagdo das NE

Apds a revalidagao da metodologia para a determinagao do teor de quercetina
da solugao extrativa, nesta etapa do trabalho, foram preparadas as nanoemulsdes,
pelo método de emulsificagdo esponténea. Estas foram constituidas de um nucleo
oleoso de octildodecanol estabilizadas por lecitina de gema de ovo, de acordo com
estudos anteriores de SILVA (2006) e FASOLO (2007). Além das nanoemulsdes,
contendo a solugcdo extrativa de Achyrocline satureioides (NEE), formulagdes
contendo a quercetina isolada (NEQ), bem como formulag¢des controle (NEB) foram

obtidas para fins de comparagéo.

Numa primeira etapa, foi realizado um estudo preliminar visando a determinar
a quantidade de solugdo extrativa maxima a ser utilizada na obtengao das estruturas
de diametro inferior a 300 nm. Para tanto, formulagdes utilizando quantidades
crescentes de solugdo extrativa foram preparadas. Os resultados de didmetro de

goticula e indice de polidispersao (IP) estao apresentados na figura 3.
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Figura 3. Variagao do didametro (colunas) e IP (pontos) das formulagbes contendo

quantidades crescentes de solugao extrativa SE80.

Conforme pode ser observado na figura 3, a adicdo de quantidades
crescentes de SE 80 conduz ao aumento progressivo do didmetro de goticula e IP

das nanoemulsdes. Os resultados indicam claramente, que até a concentracdo de
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residuo seco de 0,31% (m/m), o diametro de goticula e IP permanecem inferiores a
300 nm e 0,2, respectivamente. Contudo, quantidades suplementares conduzem a
um aumento marcante do IP e didametro das nanoestruturas, chegando até cerca de
900 nm para 0,78% (m/m) de residuo seco. Nesta condigdo, detectou-se uma
segunda populagdo de diametro inferior a 150 nm. Esses resultados podem ser
atribuidos a precipitacdo de componentes de menor polaridade, insoluveis na fase
externa das formulagdes. Groning e colaboradores (2001) relataram um fenémeno

de precipitacdo de compostos de extratos vegetais em suspensdes aquosas.

Com base nos resultados apresentados acima, as formulagdes contendo a
quantidade equivalente de 0,31% de residuo seco da solugcdo extrativa de
Achyrocline satureioides foram selecionadas para os estudos subsequentes. Para a
quantificacdo de quercetina nas formulacbes NEQ e NEE, a especificidade do
método foi primeiramente avaliada, visando a avaliar a influéncia dos constituintes
das NE no sinal de CLAE correspondente a quercetina. A figura 4 apresenta os

resultados.
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Figura 4. Cromatogramas da quercetina (A) e SE80 (B) sobreposto com o a NEB.
As linhas tracejadas s&o relativas as amostras quercetina e SE80 e

linhas cheias a NEB.

A especificidade foi determinada a partir da comparagcéo dos cromatogramas
de solucdo de quercetina e da SE80 com os cromatogramas referentes a NEB.
Como pode ser observado na figura 4, a analise dos cromatogramas indica que nao
existe influéncia dos constituintes das NE no sinal referente a quercetina, tanto para

a quantificagdo nas NEQ quanto para as NEE. O método mostra-se, portanto,
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especifico para a quantificacdo da quercetina nas condigdes experimentais

utilizadas.

Na seqliéncia, a exatiddo do método foi avaliada através da determinacao da
taxa de recuperacdo. A exatiddao foi determinada através da recuperagao de
quercetina a partir de amostras de NEB contaminadas com solug&o de quercetina e
SE80 em trés concentracdes crescentes: baixa, média e alta. Os resultados

referentes a recuperacao da quercetina estdo expressos na tabela 7.

Tabela 7. Valores obtidos para exatiddo em NE.

Concentragao Area Concentragdo  Recuperacéao
tedrica (ug/mL) (mV.s)?@ encontrada (%)
(Mg/mL)
0,54 45228 + 1756 0,52 96,90
Quercetina 0,80 70305 + 742 0,80 100,42
1,05 90218 + 1166 1,02 96,65
0,46 42731 £1311 0,51 111,09
SES80 0,77 70428 +1023 0,81 105,80
1,15 98598 +1636 1,11 96,29

@ Média + desvio padréo

Os valores obtidos para a recuperacdo da quercetina contida em solugao
referéncia e em solugdo extrativa, na presenca de NEB estdo dentro do
especificado. A diferenga nos valores de recuperagao para a SE80 sao aceitaveis,
uma vez que se trata de uma amostra complexa que sofre a influéncia de varios
constituintes (DE SOUZA, 2002). O método mostra-se portanto exato no que se

refere a recuperagao de quercetina.

Apos a revalidagcdo da metodologia para quantificagdo de quercetina, avaliou-

se o teor deste flavondide nas formulagcbes. Para a verificacdo da taxa de
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associacdo comparou-se o teor de quercetina das formulacdes e na fase externa,

apos ultrafiltracdo das formulacdes. A tabela 8 apresenta os valores obtidos.

Tabela 8. Teor de quercetina nas formulagdes e ultrafiltrado.

Quercetina (ug/mL)

Formulagcao Ultrafiltrado
NEQ 102,47 £ 4,67 N.D. 2
NEE 101,32 £ 0,79 N.D. @

2 N.D.: ndo detectado

O teor de quercetina detectado é estatisticamente semelhante (p<0,05) nas
formulagdes, indicando que os outros componentes do extrato nao influenciam a
veiculacdo da quercetina nas NE. A taxa de associacdo do flavonoide foi
considerada 100 % para ambas as formulagdes, uma vez que, nao foi detectada a
presenca de quercetina no ultrafiltrado, conforme ilustra o cromatograma da figura 5.
Resultados similares foram descritos recentemente por Fasolo (2007) que atribuiu a
elevada afinidade da quercetina na fase interna das nanoemulsdes a sua lipofilia; o

coeficiente de particdo octanol/agua da quercetina é 2,44.
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Figura 5. Cromatograma de ultrafiltrado de NEE.

E importante destacar que através do cromatograma das NEE (figura 6),
pode-se verificar o desaparecimento dos picos relativos aos compostos de menor
polaridade, como a quercetina, devido ao seu encapsulamento. Contudo, os
compostos de maior polaridade encontram-se soluveis na fase externa da

formulacao, podendo ser assim detectados no ultrafiltrado.

A tabela 9 apresenta as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes
NEQ, NEE, bem como NEB.

Tabela 9. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes

Formulagao Diametro Potencial zeta Viscosidade
(nm)? (mV)? (cP)?
NEB 172,50 + 6,60 -24,77 + 2,26 1,57 + 0,01
NEQ 197,00 + 0,95 -27,40 £ 6,0 1,62 + 0,02
NEE 295,58 + 9,04 -43,55 + 2,08 1,65+ 0,01

@ Média + desvio padréo
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As formulagdes obtidas apresentaram-se monodispersas (IP < 0,2), com
didmetro médio de goticula compreendido entre cerca de 170 e 300 nm (tabela 8),
de acordo com o publicado por outros autores para formulagcdes de composi¢ao
quali/quantitativa semelhantes, obtidas através do procedimento de emulsificacéo
espontanea (SILVA, 2006; FASOLO, 2007). Contudo, observa-se um aumento
significativo (p < 0,05) do didmetro das nanoestruturas na presenca do extrato de
Achyrocline satureioides, em relagao a NEB. Esses resultados podem ser atribuidos
a diferentes fendmenos ocorridos durante a formagao das nanoestruturas. Primeiro,
o aumento do didametro de NEE pode ser resultado da possivel interacdo de
componentes do extrato de Achyrocline satureioides com os fosfolipideos durante a
formacdo das estruturas. As interagdes flavonodides/fosfolipideos foram descritas
anteriormente por varios autores (SAIJA et al.,1998; OLLILA et al., 2002, TAMMELA
et al. 2004). Os componentes do extrato podem também ter conduzido a um
aumento das goticulas, em decorréncia de uma redugéo na velocidade de difuséo da
fase etandlica na agua. A velocidade de difusao da fase organica na agua é uma dos
principais parametros que influencia o didmetro de nanoestruturas obtidas através
de procedimentos com deslocamento de solvente (WEHRLE et al.,1995). Por fim, a
adsorcado de componentes do extrato na interface das emulsées pode conduzir a um

aumento do raio hidrodinamico das estruturas.

Esse fenbmeno de adsor¢dao de componentes do extrato na interface das
nanoemulsdes pode ter conduzido ao aumento marcante do potencial zeta da NEE
em relacdo a NEB, conforme pode ser observado na tabela 9. De fato, todas as
nanoemulsdes apresentaram potencial zeta negativo devido a presenca de
fosfolipideos carregados negativamente na lecitina de gema de ovo (Lipoid E-80°),
localizados na interface das nanoemulsdes. Por outro lado, o valor de potencial zeta
observado para a formulacdo NEQ n&o difere (p<0,05) da formulagdo NEB,
indicando que outros compostos presentes no extrato, além da quercetina,
influenciam esta propriedade fisico-quimica. Esses resultados estdo em contradi¢cao
com aqueles relatados por FASOLO (2007) que descreve uma reducéo significativa
no potencial zeta de nanoemulsdes contendo quercetina. Tais diferencas podem ser

atribuidas a concentragédo 10 vezes superior (1 mg/mL) utilizada naquele trabalho.

A fim de melhor caracterizar as nanoemulsdes, as goticulas da fase interna

foram observadas por MET, com base em condigdes experimentais padronizadas
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recentemente por Santin (2007). A figura 6 demonstra estruturas esféricas com
borda definida contrastada pelo acetato de uranila, sem influéncia marcante da
presencga da quercetina ou do extrato de Achyrocline satureiodies sobre a morfologia
das goticulas. Observam-se estruturas de diametro de 200-300 nm, corroborando
assim os resultados detectados por espalhamento de luz dinamico (tabela 8).
Contudo, foram observadas, com certa freqléncia, apenas para a NEE, estruturas
apresentando um envoltério na interface das goticulas (detalhe em 6F). Tal estrutura
poderia ser formada por compostos de maior polaridade extraidos na solugao
extrativa hidroalcodlica de marcela. Essa fracdo deve estar distribuida entre a fase
aquosa externa e a interface das nanoestruturas, uma vez que esses compostos
devem ser insoluveis na fase oleosa interna das nanoemulsdes. A localizagado desta
fracdo poderia estar influenciando as propriedades das nanoestruturas, como
didmetro e carga de superficie, como apresentado na tabela 8. Contudo, estudos
complementares sdo necessarios para investigar a localizagdo dos diferentes

compostos do extrato de Achyrocline satureioides nas nanoemulsoes.
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Figura 6. Eletromicrografias (MET) de nanoemulsdes brancas (A e B); contendo

quercetina (C e D) e nanoemulsdes contendo SE80 (E e F).
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Em relagédo a viscosidade das formulagdes, esta ndo foi alterada de maneira
significativa (p<0,05) na presenca de quercetina ou do extrato de Achyrocline
satureioides, apesar das diferengas no didmetro médio de goticula. Existem relatos
na literatura da maior viscosidade de sistemas de menor diametro de goticula, sendo
este fendbmeno atribuido ao aumento das interagdes interparticulares (ISHII et al.,
1990; SILVA et al., 2006). Contudo, neste estudo, os resultados obtidos poderiam
estar relacionados com a mesma concentragao de fase interna utilizada (10 %) em
todas as formulagdes. De fato, alguns autores postulam que a viscosidade de fluidos
newtonianos como as NE, so é influenciada pelo didmetro de goticula em altas
concentracdes de fase interna (TADROS et al., 2004; SILVANDER et al., 2005).

Permeacgédo/Retenc&o Cutanea

ApOs caracterizagao fisico-quimica das NE obtidas, nesta etapa do trabalho,
foi avaliada a permeacao/retencao da quercetina in vitro a partir das nanoemulsoes
contendo o flavonéide isolado (NEQ) ou o extrato de Achyrocline satureioides (NEE)
nas mesmas condigdes usadas por FASOLO (2007). Para tanto, utilizou-se pele de
orelha suina como modelo. Devido ao fato da epiderme suina ser histologicamente
comparavel com a pele humana em termos de espessura e estrutura celular
(FERNANDEZ et al., 2000), esse modelo tem sido correntemente empregado uma
vez que fornece informacgdes que podem ser relacionadas com a pele humana. Além
disso, o modelo de pele de orelha suina é pratico devido a disponibilidade e
facilidade de preparacdo do sistema. A avaliacdo permeacdo de compostos
polifendlicos utilizando pele de orelha suina em células de Franz tem sido
correntemente utilizada (WEBER et al., 2003; SILVA, 2006; FASOLO et al., 2007).

Numa etapa prévia ao estudo de permeacao, foi necessaria a avaliacdo dos
parametros especificidade e exatiddo do método, para a quantificacdo da quercetina
na pele de orelha suina, visando a avaliar a influéncia dos constituintes da pele no
sinal de CLAE correspondente a quercetina e a recuperacao do flavonoide quando

em contato com os componentes de homogeneizados de pele.

A especificidade foi determinada a partir da comparagéo dos cromatogramas

de solugdo de quercetina e da SE80 com os cromatogramas referentes ao
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homogeneizado de pele. As figuras 7A e 7B apresentam os resultados obtidos para

NEQ e NEE, respectivamente.
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Figura 7. Cromatogramas da quercetina (A) e SE80 (B) sobreposto com o
homogeneizado de pele de orelha suina. As linhas tracejadas s&o
relativas as amostras quercetina e SE80 e linhas cheias ao

homogeneizado de pele.
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Com a analise dos cromatogramas pode-se verificar que n&o ha influéncia
dos constituintes da pele no sinal referente a quercetina. O método mostra-se,

portanto, especifico para a determinacao da quercetina nas condicdes utilizadas.

A exatidao foi determinada através da recuperacgao de quercetina de amostras
de homogenatos de pele com solugdo de quercetina e SE80 em trés concentragdes
crescentes: baixa, média e alta. Os resultados referentes a taxa de recuperacido da

quercetina estao expressos na tabela 10.

Tabela 10. Valores obtidos para exatidao em pele

Concentragao Area Concentragcao Recuperacao
tedrica (mV.s)?@ encontrada (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
0,59 48539 + 748 0,57 96,37
Quercetina 0,86 78373 + 1361 0,89 103,73
1,14 108357 + 666 1,22 107,52
0,46 39621 + 758 0,47 101,72
SES80 0,68 58630 + 241 0,68 100,35
0,89 71587 + 743 0,82 91,89

@ Média + desvio padréo

Os valores obtidos para a recuperacdo, em presenca do extrato de pele
suina, foram compreendidos entre 96,37 e 107,52% para a quercetina isolada e
entre 91,89 e 101,72% para a quercetina contida no extrato. O conjunto destes
resultados comprova que o método é exato no que se refere a capacidade de

recuperacao da quercetina.

Apos a revalidagao dos parametros especificidade e exatidao, a quercetina
retida ou permeada na pele de orelha suina a partir das NEQ e NEE foi determinada,
em funcdo do tempo, utilizando-se célula de difusdo de Franz. A tabela 11

demonstra a quantidade de quercetina permeada (determinada na fase aceptora),
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bem como a retida na pele apdés 8 horas de permeacdo, sendo os resultados

expressos em pg/cm2 e ug/g de pele, respectivamente.

Tabela 11. Quantidade de quercetina permeada e retida na pele apdés 8 horas de

permeacao em pele de orelha suina.

Teor de quercetina

Permeada (ug/cm?) 2 Retida (ug/g) @
NEQ N.D.P 6,28 £ 1,23
NEE 1,29 £ 0,19 16,23 £ 2,56

2 média + desvio padrio; ° N.D.: ndo detectado

Muito embora preliminares, os resultados apresentados na tabela 11,
sugerem que o perfil de permeacao da quercetina dependente do modo como o
flavondide foi incorporado as nanoestruturas (isolado ou extrato de Achyrocline
satureioides). No que se refere a permeacao da quercetina a partir da formulagéo
NEQ, apdés 8h de estudo, ndo foi detectada a presenca do flavondide na fase
aceptora. Contudo, Fasolo (2007) havia relatado a permeac&o da quercetina a partir
de nanoemulsdes, de formulagdo similar as empregadas neste estudo, mesmo que
em baixas concentragdes quantidades (cerca de 0,60 pg/cmz, apos 8 horas). Essas
diferengcas de resultado podem se atribuidas a concentracdo de quercetina
encapsulada na formulacdo no trabalho do autor, dez vezes superior a utilizada
neste estudo. Essa diferengca de concentracdo pode ter interferido na difusdo da
quercetina através da pele de orelha suina. Em contrapartida, foi detectada a
presenca de quercetina na fase aceptora apds 8 horas de permeacéo a partir de
NEE (~1,3 upg/cm?), indicando que componentes do extrato de Achyrocline

satureioides podem estar influenciando a permeacao deste flavondide.

O conjunto dos resultados obtidos indica a baixa permeagao da quercetina
através da através da pele de orelha suina, indicando a sua possivel retengao
cutanea. Desta forma, foi determinada a quantidade de quercetina remanescente
apés 8h de permeacao. Como pode ser observado na tabela 11, a quantidade de
quercetina retida a partir de NEE difere, significativamente (p < 0,05), da formulacéo

NEQ, sendo cerca de 2,5 vezes superior. De modo similar a quantidade permeada,
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esse resultado indica o efeito positivo do extrato de Achyrocline satureioides sobre a
retencdo da quercetina na pele de orelha suina. De fato, a presenca de
componentes do extrato pode exercer influéncia sobre a estrutura do estrato cérneo,
podendo contribuir com a permeacdo da quercetina, ou ainda, a particido da

quercetina em relagao ao estrato corneo pode ser favorecida.

Determinacdao da atividade antioxidante

Na ultima etapa do trabalho, foi avaliada a lipoperoxidacdo da pele de orelha
suina, apos contato com as formulagdes. A técnica utilizada foi a de determinagao
de substancia reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) descrito por Esterbauer e
Chesseman (1990). O método do TBARS consiste numa medida de substancias que
sdo subprodutos da degradagdo de lipideos por reagdes oxidativas. A principal
dessas substancias, o malondialdeido (MDA) reage com o acido tiobarbiturico
produzindo um composto corado que pode ser lido espectrofotometricamente. O
MDA, s6 é produzido quando ocorre a quebra dos lipideos, portanto a redugédo de
sua produc¢do é um indicativo de dano a lipideos. Primeiramente, foi determinada a
protecdo oferecida pela quercetina frente a lipoperoxidacédo induzida por AAPH em
gema de ovo. Para tanto, foi utilizada uma solugdo de quercetina em etanol 80% e

do extrato de Achyrocline satureioides. Os resultados estao descritos na figura 8.
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Figura 8. Lipoperoxidacao (TBARS) em presenca de solugio de quercetina e de extrato de
Achyrocline satureioides. (*) representa diferengas entre os controles e tratados e

(#) representa diferencas entre os tratados.
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Os resultados apresentados na figura 8 indicam uma protegcdo da
lipoperoxidacao de 8,33% para a solugao de quercetina e de 43,33 % para o extrato
vegetal. Assim, o extrato de Achyrocline satureioides oferece uma protegao superior
a solucao de quercetina, frente a lipoperoxidacao induzida por AAPH. Isso evidencia
que nao sbé a quercetina esta envolvida na atividade antioxidante de Achyrocline
satureioides no que diz respeito a prevencédo de dano induzido por radical peroxila.
De fato, existem relatos da atividade antioxidante de outros compostos presentes no
extrato do vegetal, como o flavondide 3-O-metilquercetina, contudo, devido a
metilacdo na posigado 3, esta atividade seria inferior (CAO, 1997). Os resultados
acima expostos sugerem, portanto, um sinergismo entre os componentes da solugéo

extrativa.

Num segundo momento, foi avaliada a atividade antioxidante da quercetina
nas formulagbes contendo o flavondide isolado, ou ainda, o extrato de Achyrocline
satureioides. Foi determinada a producao de TBARS das NEQ e NEE, tendo como
controle as NEB utilizando como indutor de estresse oxidativo o AAPH. Os

resultados estdo apresentados na figura 9.
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Figura9. % de lipoperoxidagdo para as formulagcbes NEQ e NEE frente a NEB.

[(* e **) representam diferenga entre o controle e tratado].
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Os resultados apresentados na figura 9 indicam uma porcentagem de
lipoperoxidacao de 27,4% para as NEQ e de 22,4 % para as NEE, sendo inferior ao
encontrado para as NEB (107,8%). N&o foi encontrada diferencga significativa para o
efeito antioxidante entre as formulagées NEQ e NEE (p<0,05). Os dados sugerem,
portanto, que nio existe diferenca entre as atividades das formulagdes e que o efeito
dos demais constituintes do extrato de Achyrocline satureioides permanece

minimizado quando estes sdo submetidos ao encapsulamento.

Para melhor observar o efeito do encapsulamento da quercetina nas
nanoestruturas sobre a atividade antioxidante das formulacdes, pode-se comparar a
porcentagem de protecdo frente a lipoperoxidagcédo, induzida pelas amostras

testadas. A figura 10 apresenta esses resultados.
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Figura 10. Comparagao entre a inibicdo da lipoperoxidagdo das formulagdes e

controles.

Os dados apresentados na figura 10, indicam uma protecdo frente a
lipoperoxidacao de 8,33% para a quercetina em solugao e de 72,64% quando a
mesma se encontra nas nanoemulsdes. Da mesma forma ha um aumento na
protecédo da lipoperoxidacao das NEE (77,61%) em relagado a SE80 (43,33%). Uma
vez que todas as amostras apresentavam concentragdo de quercetina de 100

pMg/mL, pode-se sugerir que encapsulamento da quecetina pode conduzir a um
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aumento da sua atividade antioxidante. Resultados similares foram descritos por

Schaffazick (2005) com nanoestruturas contendo melatonina.

Finalmente, determinou-se a protecao oferecida pelas formulagcbes apds o
lipoperoxidagcdo das orelhas de suinos que foram submetidas ao processo de
permeacdo. Foram analisadas peles que receberam NEQ e NEE, tendo como
referéncia peles que ndo receberam nenhuma formulagdo. Os resultados sao

apresentados na figura 11 e estdo expressos em nmol de TBARS/ ug de proteina.
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Figura 11. Producdo de TBA-RS nas peles de orelha de porco tratadas com NEB,
NEQ e NEE (* e ** diferenga entre o controle e tratado e # diferenca

entre os tratados).

A figura 11 mostra uma redugdo na producdo de TBARS nas orelhas que
foram tratadas com NEE em relacdo ao controle. Tal diminuicdo nao foi detectada
nas orelhas que foram tratadas com NEQ. Essa diferenga pode ser atribuida a maior
quantidade de quercetina retida na pele que recebeu o tratamento com as NEE.
Embora a quantidade de quercetina retida na pele foi pequena para tal formulagao
(16,23 ug), esta foi suficiente para revelar atividade antioxidante. Isso demonstra a
viabilidade da utilizacdo de NE contendo SES80.
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CONCLUSOES







o O procedimento de emulsificacdo espontdnea mostrou-se
adequado para a obtencdo de nanoemulsbes monodispersas contendo

quercetina isolada ou estrato de Achyrocline satureioides.

As propriedades fisico-quimicas e morfologia das nanoemulsdes
obtidas foram influenciadas principalmente pela presengca do extrato de

Achyrocline satureioides.

A validagdo da metodologia de quantificacdo da quercetina por CLAE
mostrou-se linear, precisa, exata e especifica para a quantificacdo deste

flavondide na solugao extrativa, nas formulagdes e na pele de orelha suina.

satureioides, as nanoemulsdes desenvolvidas foi total, demonstrando a
afinidade deste flavondide pelo nucleo da nanoestruturas (para a concentragao
de 100 pg/mL).

A permeacdo e acumulo da quercetina na pele de orelha suina foram
infuenciadas pelo modo como este flavondide foi incorporado as nanoestruturas

(isolada ou extrato de Achyrocline satureioides).

A solugdo extrativa apresentou atividade antioxidante superior a

quercetina isolada, em especial, quando encapsulada nas nanoemulsdes.

A nanoemulsao contendo o extrato de Achyrocline satureioides inibiu a

lipoperoxidagao na pele de orelha suina.

O conjunto dos resultados obtidos demonstra a influéncia da
composi¢cao das nanoemulsdes sobre as propriedades fisico-quimicas das
nanoestruturas obtidas, bem como no perfil de permeacado cutanea in vitro e

atividade antioxidante da quercetina.
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