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RESUMO

Achyrocline satureioides (AS) - Asteraceae, conhecida como marcela, € uma planta
medicinal amplamente utilizada na América do Sul. Estudos recentes demonstraram
a atividade anti-herpética dos extratos hidroalcodlicos de AS. Tal atividade tem sido
relacionada a presenca de constituintes flavonoidicos (i.e. quercetina, luteolina e 3-
O- metilquercetina) nesses extratos. Neste contexto, o objetivo do presente estudo
foi desenvolver nanoemulsdes de uso topico contendo o extrato de AS visando o
tratamento do herpes simples. Em uma primeira etapa, o extrato hidroetandlico
liquido ou seco (asperséo ou liofilizacdo) de AS foi incorporado em nanoemulsées
constituidas de um nucleo oleoso de triglicerideos de cadeia média estabilizado por
lecitina de gema de ovo e polissorbato 80. As nanoemulsdes foram obtidas por
emulsificacdo espontanea. As formulagdes foram adicionalmente caracterizadas por
medidas de tamanho, potencial zeta, viscosidade e morfologia. A incorporacdo dos
flavonoides nas nanoemulsdes foi total e mostrou-se estavel por quatro meses. A
liberagdo da 3-O-metilquercetina a partir das formulagdes contendo extratos ocorreu
dentro de 8 horas seguindo uma cinética de 12 ordem, utilizando células de difusédo
de Franz. Quando a membrana utilizada foi pele de orelha suina, ndo foram
detectados flavonoides no fluido receptor. Os flavonoides foram detectados nas
camadas da pele, especialmente quando essa foi lesionada, o que foi confirmado
por microscopia confocal usando Vermelho do Nilo como marcador fluorescente. A
utilizacdo de mucosa esofagica como membrana conduziu a uma maior retencao
dos flavonéides em comparacédo a pele, e a remocao da camada superficial permitiu
a permeacdo dos flavondides. A determinacdo dos flavonoides tanto nas
formulac6es como na pele e mucosa suina foi realizada por cromatografia liquida em
condicdes analiticas validadas ao longo do estudo. A avaliacdo da atividade anti-
herpética in vitro frente ao HSV (tipo 1) demonstrou que a incorporacdo de extrato
de AS em nanoemulsdes conduz a redugdo da concentracdo inibitéria 50% e ao
aumento do indice de seletividade. O conjunto dos resultados demonstra que

nanoemulsdes sdo potenciais carreadores de uso topico para o extrato de AS.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, nanoemulsédo, validacdo, penetragcéo/
retengdo, atividade anti-herpética.






ABSTRACT

Achyrocline satureioides (AS) - Asteraceae, known as marcela, is a medicinal plant
widely used in South America. Recent studies have demonstrated the antiherpetic
activity of hydroalcoholic extracts of AS. Such activity has been related to the
presence of flavonoids (i.e. quercetin, luteolin, and 3-O-methylquercetin) in these
extracts. In this context, the objective of this study was to develop topical
nanoemulsions containing extract of AS intended for the treatment of herpes simples.
First, the liquid or dry (spray- or freeze-dried) hydroethanolic extract was incorporated
in nanoemulsions, composed of an oil core of medium chain triglycerides stabilized
by egg-lecithin and polysorbate 80. The extracts were incorporated during the
preparation of the nanoemulsion by spontaneous emulsification. The formulations
were further characterized by evaluating size, zeta potential, viscosity, and
morphology. The incorporation of the flavonoids in the nanoemulsions was total and
the formulation was stable for four months. The release of 3-O-methylquercetin from
nanoemulsions containing extracts occurred within 8 hours following 1st-order
kinetics, using the Franz diffusion cells. When the membrane used was pig ear skin,
flavonoids were not detected in the receptor fluid. The flavonoids were detected in
the skin layers, especially when this was injured, which was confirmed by confocal
microscopy using Nile Red as a fluorescent marker. The use of esophageal mucosa
as membrane led to greater retention of flavonoids in comparison to skin, and the
removal the superficial layer of epithelium allowed the permeation of the
flavonoids.The determination of the flavonoids in the formulations and the pig ear
skin layers was assayed by liquid chromatography in analytical conditions validated
throughout the study. The evaluation of the in vitro antiherpetic activity over HSV
(Type 1) demonstrated that the incorporation of AS extract into nanoemulsions led to
a reduction of the inhibitory concentration and an increase in the selectivity index.
The overall results show that nanoemulsions are potential carriers for the topical use

of AS extract.

Keywords: Achyrocline satureioides, nanoemulsion, validation, penetration/
retention, antiherpetic activity.
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INTRODUGCAO







A resisténcia dos virus herpéticos aos farmacos de primeira escolha,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, torna as infec¢fes herpéticas
um preocupante problema de saude publica (FIELD, 2001; SCHNITZLER et al.,
2007; MUNDINGER e EFFERTH, 2008). Até o momento, ndo existe tratamento
totalmente eficaz para o herpes simples, uma vez que a farmacoterapia disponivel
apenas minimiza as crises, retarda ou espaga 0 aparecimento de novas
manifestacfes. Desta maneira, a busca por novos farmacos e estratégias para o

tratamento das infeccBes herpéticas é crescente.

Diversos estudos recentes tém demonstrado as potencialidades do uso de
extratos, fracbes e/ou compostos bioativos isolados de plantas medicinais no
tratamento de diversas doencas (SCHMIDT et al., 2009). Neste sentido, uma planta
tradicional do Sul do Brasil, a Achyrocline satureioides Lam DC — Asteraceae
(marcela), tem revelado diversas atividades biologicas, incluindo a anti-herpética.
Estudos relataram a atividade de extratos hidroalcéolicos e secos por aspersao
frente ao Virus Herpético tipo 1 (HSV-1) indicando uma perturbacéo tardia no ciclo
de replicacdo do virus (SIMOES et al., 1999; BETTEGA et al., 2004). Tal atividade
foi atribuida & presenca das agliconas flavonoidicas majoritarias, especialmente
qguercetina e 3-O-metilquercetina, uma vez que a atividade antiviral destes

compostos isolados ja foi claramente demonstrada (KHAN et al., 2005).

Contudo, esses flavonoides do extrato de marcela apresentam uma reduzida
hidrossolubilidade, o que dificulta a incorporagdo dos extratos em formulagcbes de
uso topico, geralmente de carater hidrofilico. Nanoemulsdes de uso topico tém sido
descritas como potenciais carreadores de moléculas de reduzida hidrossolubilidade,
como no caso dos flavonoides (FASOLO et al., 2009; VARGAS, 2012).
Nanoemulsbes sdo sistemas constituidos de um nucleo oleoso de diametro
nanometrico estabilizado por um sistema tensoativo, disperso em uma fase aquosa.
O interesse destes sistemas reside na possibilidade de melhoria de suas
propriedades fisicas, como espalhabilidade e oclusividade, na modulagdo da
permeacdo de farmacos através das camadas da pele e mucosas, ou ainda, no
direcionamento a um sitio especifico (FRONZA et al., 2007; GUTIERREZ et al.,
2008; CEVC e VIERL, 2010).
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Em 2007, Zorzi e colaboradores descreveram um processo de obtencéo de
sistemas nanoestruturados de uso topico contendo o extrato de Achyrocline
satureioides que originou uma patente - INPI-PI0805156-9 (CARVALHO et al.,
2008). No seu conjunto, os resultados obtidos demonstraram a viabilidade de
incorporacdo dos constituintes majoritarios do extrato hidroalcodlico da referida
planta medicinal em nanoestruturas de composicéo lipidica, polimérica ou mista, na

forma de nanoemulsdes, nanoparticulas, lipossomas e agregados.

A incorporagdo do extrato de Achyrocline satureioides em sistemas
nanoestruturados pode exercer um efeito positivo tanto na permeacao/retencao dos
flavondides majoritarios (i.e. quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina) através da
pele e mucosas, bem como na atividade anti-herpética dos extratos desta planta
medicinal. Partindo-se desta hipétese, a presente tese de doutorado tem por objetivo
principal aplicar a tecnologia de obtenc&do de nanoestruturas contendo extrato de
Achyrocline satureioides (CARVALHO et al., 2008) com énfase no desenvolvimento
de sistemas nanoemulsionados destinados a aplicacéo tépica para o tratamento do

herpes simples. A tese esta apresentada em quatro capitulos:

— O capitulo 1 apresenta uma revisdo dos estudos de desenvolvimento de

produtos contendo extratos de Achyrocline satureioides;

— O capitulo 2 descreve a validacao de uma metodologia por cromatografia para

a quantificacdo dos flavonoides majoritarios da planta;

— O capitulo 3 apresentada uma metodologia de incorporacdo de extratos
liquidos ou secos (por aspersado ou liofilizacdo) de Achyrocline satureioides
em nanoemulsdes de uso tépico, bem como as propriedades fisico-quimicas

dos produtos desenvolvidos;

— O capitulo 4 investiga o efeito da incorporacdo do extrato de Achyrocline
satureiodes sobre a permeacao/retencédo dos flavondides majoritarios em pele
e mucosa integras e lesionadas, bem como na atividade anti-herpética in

vitro.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

A presente tese tem por objetivo geral o desenvolvimento tecnolégico de
nanoemulsdes de uso tépico contendo extrato etandlico de Achyrocline satureioides
(Lam) D.C. — Asteraceae (marcela) visando a obtenc&o de produtos com atividade

anti-herpética.

Objetivos especificos

— Preparar nanoemulsGes de uso topico contendo extratos liquidos ou secos

(por aspersao ou liofilizacdo) de Achyrocline satureioides;

— Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsfes, avaliando o
efeito da incorporacdo do extrato (concentragdo e modo de incorporagao)

sobre as propriedades das nanoestruturas;

— Validar metodologia analitica por cromatografia liquida para a determinagéo
simultdnea dos flavondides majoritarios de Achyrocline satureioides nas

formulacdes, e em camadas de pele de orelha suina;

— Investigar o perfil de permeacdo e retencdo cutdnea dos flavondides
majoritarios de Achyrocline satureiodies em mucosa esofagica e em pele de

orelha suina integras e lesionadas;

— Avaliar in vitro a atividade anti-herpética dos produtos desenvolvidos frente

aos virus herpéticos do tipo 1.
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CAPITULO 1

Revisao dos estudos de base tecnologica realizados para obtencao de extratos e

produtos a partir de Achyrocline satureioides







Neste primeiro capitulo da tese buscou-se revisar os estudos realizados para a
obtencdo de extratos a partir de Achyrocline satureioides (marcela) visando o
desenvolvimento de formula¢gdes farmacéuticas e cosméticas. De maneira geral, em
uma primeira etapa, os estudos descrevem a obtencdo de extratos a partir das
inflorescéncias de marcela por maceracao utilizando solugfes hidroetandlicas como
liquido extrator. Em condi¢bes otimizadas, os extratos contém elevados teores dos
flavonoides majoritarios da planta: quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina. A
esses flavonoides é atribuida a maior parte das atividades bioldgicas relatadas aos
extratos de marcela. Alguns estudos descrevem a obtencéo de extratos secos por
aspersao a partir de macerados de marcela em escala piloto ou semi-industrial.
Esses produtos intermediarios foram diretamente incorporados em formulacdes
semissolidas (pomadas e cremes), ou ainda, utilizados no desenvolvimento de
comprimidos, obtidos apds a prévia granulacdo dos extratos. Mais recentemente,
produtos de base nanotecnolégica contendo extratos de marcela foram
desenvolvidos como lipossomas, nanoparticulas e nanoemulsdes. O crescente
namero de patentes de produtos intermediarios ou finais contendo extratos de
Achyrocline satureioides demonstra o interesse comercial de produtos contendo
extratos dessa planta, especialmente no setor de cosméticos. A compilacao de todos
estes estudos de base tecnolégica envolvendo a Achyrocline satureioides sera
submetida a um periodico da area. Por esta razdo, nesta versao foram suprimidas as

paginas 33 a 54.
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CAPITULO 2
Validacdo de uma metodologia por cromatografia liquida para a determinacéo da
retencdo na pele de flavondides a partir de nanoemulsdes contendo extratos de

Achyrocline satureioides







No segundo capitulo deste trabalho objetivou-se a validagcdo de um método por
cromatografia liqguida com sensibilidade adequada para quantificar os flavonoides
majoritarios da Achyrocline satureioides (marcela) em pele de orelha de porco apés
ensaio de permeacdo/ penetracdo com nanoemulsdes contendo extratos da planta.
O método selecionado utiliza como fase mével metanol: &cido fosférico 0,16M:
acetonitrila (46:44:10, v/vlv) e como fase estacionaria uma coluna de fase reversa
polar, que permite uma otimizacdo do tempo de andlise das amostras. O processo
de validacdo englobou todos os parametros exigidos para analise de amostras
biol6gicas. Nenhum interferente da nanoemuls&o ou extrato da pele foi observado no
tempo de retencdo dos flavonoides e a pureza dos picos foi adequada. O método
mostrou ser linear na faixa de concentracédo de 0,25 a 10 pg/mL com coeficiente de
determinacdo maior que 0,999 para os trés flavonoides avaliados. O limite de
quantificacdo inferior (LLOQ) obtido foi de 0,25 pg/ mL. Na determinag&o da precisao
intra e inter-dia os resultados ficaram compreendidos entre 1,79 a 6,73% para 0,25
pug/mL e entre 0,23 a 0,96 % para a concentracdo de 10 pg/mL. A recuperacdo dos
flavonoides a partir da nanoemulséo e do extrato da pele encontra-se entre 90,05 e
109,88 %. O método foi utilizado para a determinagéo de quercetina, luteolina e 3-O-
metil quercetina em nanoemulsdes contendo 1% de extrato de marcela (calculado
como residuo seco) e em amostras de pele ap6s ensaio de permeacao/penetracao
utilizando células de difuséo de Franz. O teor de flavonoides nas nanoemulsdes foi
aproximadamente 100 %. Apdés 2 horas de permeacéo, 0,63 + 0,05 ug/g de luteolina
e 0,92 + 0,22 pg/g de 3-O- metilquercetina foram detectados na pele. Quercetina néo
foi detectada nas mesmas condi¢cdes experimentais. Em conclusdo, o método
selecionado para quantificacdo dos principais flavonoides da marcela em
nanoemulsdes e em pele de orelha de porco mostrou ser adequado, sendo
especifico, linear, preciso e exato. Tais resultados foram aceitos para publicacéo na
revista Pharmazie, n° 68, DOl 10.1691/ph.2013.3049. Devido aos direitos de

confidenciabilidade, as paginas 59 a 71 desta tese foram suprimidas.
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CAPITULO 3

Incorporacao de extratos liquido e secos de Achyrocline satureioides Lam (DC) em

nanoemulsdes de uso tépico obtidas por emulsificacdo espontanea







Neste terceiro capitulo, extratos de Achyrocline satureioides (marcela) liquido ou
secos (por aspersédo ou liofolizagdo) foram incorporados em nanoemulsdes. Os
extratos foram adicionados a fase organica durante o processo de preparo das
nanoemulsdes por emulsificacdo espontanea. Em uma primeira etapa, quantidades
crescentes do extrato liquido foram adicionadas as nanoemulsdes a fim de avaliar a
capacidade do nanocarreador em incorporar o extrato. Os resultados demonstraram
que as formulacdes permanecem monodispersas com um diametro medio proximo
de 250nm até a incorporacédo de 1,0 % de extrato, calculado como residuo seco. Na
sequencia, os extratos secos por liofilizacdo ou aspersdo foram incorporados as
formulacbes nesta mesma concentracdo (1%). Independente do tipo de extrato
utilizado, o procedimento mostrou-se adequado, resultando em nanoemulsdes com
tamanho médio de 264,59 a 266,95 nm e indice de polidispersédo de 0,13 a 0,15. O
potencial zeta foi aproximadamente -44,0 mV para todas as formulacdes e os teores
obtidos foram maiores que 84 % para os trés flavonoides monitorados: quercetina,
luteolina e 3-O-metilquercetina. Prosseguiu-se com o estudo de liberacdo das
nanoemulsdes preparadas com os diferentes extratos nas duas concentracfes
0.25% e 1.0% de extrato, utilizando como marcador o constituinte majoritario da
marcela, 3-O- metilquercetina. Apés 8 horas de ensaio, até 90 % deste flavonoide foi
liberado a partir das formulacdes, com uma cinética de liberacdo de primeira ordem.
Para a avaliacdo da permeacdo/penetracdo cutanea foi utilizada a metodologia das
células de difusédo de Franz com pele de orelha suina. A maior concentracdo de 3-O-
MQ retida na pele foi encontrada para a formulagdo preparada com a maior
concentracdo de extrato hidroetandlico (1.0%): 5+1,27 ug/g apés oito horas de
ensaio. A avaliacao histol6gica demonstrou que nenhuma das formulacdes avaliadas
neste estudo causa danos a pele. Assim, concluiu-se que é possivel a obtencao de
nanoemulsdes contendo elevada quantidade de extratos de Achyrocline
satureioides. A nanoemulséo preparada com extrato hidroetanolico foi escolhida
para experimentos posteriores, pelo numero reduzido de etapas tecnoldgicas para
sua obtencdo, bem como pelos resultados observados no estudo de retencéo
cutanea. Este terceiro capitulo foi organizado em um artigo a ser submetido a um

periodico da area. Por esta razdo, as paginas 77 a 100 desta tese foram suprimidas.
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CAPITULO 4

Avaliacéo do efeito da integridade de pele e mucosa suina na retencao de

flavondides a partir de nanoemulsdes contendo extrato de Achyrocline satureioides







Neste ultimo capitulo buscou-se o aprofundamento dos conhecimentos a cerca da
formulacdo preparada com 1 % de extrato hidroetandlico de Achyrocline
satureioides. Em um primeiro momento, a estabilidade da formulacdo foi avaliada
por 180 dias. Parametros como tamanho médio, potencial zeta, indice de
polidispersao e viscosidade demonstraram que tais formulacdes sdo estaveis neste
periodo, embora o teor de quercetina tenha apresentado alteracdo a partir de 150
dias. Em continuidade, com intuito da utilizacdo das formulagbes para o tratamento
topico do herpes simples, a permeacdo/penetracdo cutanea dos flavondides
guercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina foi determinada nas diferentes camadas
da pele usando células de difusdo de Franz e pele de orelha suina integra ou
lesionada’ por tape stripping. A retengéo das trés moléculas foi mais pronunciada no
estrato cérneo (0,24; 0,39 e 1,02 pg/cm? para quercetina, luteolina e 3-O-metil
guercetina), sendo que maiores concentracdes na epiderme e derme foram obtidas
qguando a barreira cutanea foi alterada pelo tape stripping. Concentracdo de 3-O-
metilquercetina cerca de quatorze vezes maior foi encontrada na epiderme quando o
estrato corneo foi lesionado com 60 fitas. Os resultados obtidos no estudo de
permeacao/penetracdo foram confirmados pela analise das peles por microscopia
confocal. A marcacéao fluorescente nas camadas superiores da pele foi mais intensa
com o estrato cérneo ndo integro. A avaliacdo da permeacdo/retencdo de
flavondéides em modelo de mucosa esoféagica suina também foi realizada, sendo
obtidos resultados superiores aos encontrados no ensaio de permeacao com pele.
Por fim, a atividade anti-herpética frente ao HSV, tipo 1, do extrato de Achyrocline
satureioides e do flavonoide quercetina, bem como das nanoemulsdes preparadas
com estes compostos, foi avaliada. Quando a quercetina estava incorporada na
nanoemulsao o Clsp reduziu de 6,50 para 5,28 pug/mL; para o extrato esta reducéo foi
de 12,83 para 2,55 pg/mL. O indice de seletividade, por sua vez, aumentou cerca de
9 vezes para quercetina e 8 vezes para o extrato quando os nanocarreadores foram
avaliados. Com isso, verifica-se que a incorporagdo do extrato de Achyrocline
sauteioides em nanoemulsdes pode melhorar a atividade anti-herpética deste
extrato, sendo uma promissora alternativa no desenvolvimento de uma nova forma
farmacéutica para o tratamento topico do herpes simples. Tais resultados e
discussdes foram inseridos em um artigo a ser submetido e por questbes de

confidenciabilidade as paginas 105 a 126 da tese foram suprimidas.
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DISCUSSAO GERAL




O herpes labial € uma infec¢do causada pelos virus do herpes simples (HSV)
que provoca ulceracdes nos labios e regido perioral. O HSV permanece intacto e
latente em nervos adjacentes a regido afetada e causa infecgdes recorrentes. Até o
momento, o herpes ndo possui cura, sendo os tratamentos disponiveis eficazes
apenas frente a manifestacdo aguda da doenca. Infeccao, reinfeccdo e recorréncia
do HSV estdo associadas a alteracdes do sistema imunolégico (RIEDIGER et al.,
2009). O tratamento topico do herpes labial baseia-se em sucessivas aplicacdes de
formulacdes contendo aciclovir ou penciclovir, que levam ao desaparecimento das
lesbes e ao alivio da dor (HASLER-NGUYEN et al., 2009). No entanto, a ampla
utilizacdo deste esquema terapéutico tem ocasionado a disseminagdo de cepas
resistentes, principalmente em pacientes imunocomprometidos (SAUERBREI et al.,
2010; FIELD e BISWAS, 2011).

Neste contexto, observa-se um crescimento na busca de novos compostos
antivirais, especialmente a partir de plantas medicianais uma vez que essas tém se
mostrado uma promissora fonte de novos farmacos (ZHU et al., 2006; DE CLERCQ,
2012; CECILIO et al., 2012). No Brasil, essa estratégia torna-se ainda mais relevante
considerando-se a riqueza da nossa flora (CECILIO et al., 2012). Frente aos virus
HSV, estudos tém mostrado elevada atividade de extratos ricos em polifendis e
compostos flavonoidicos (GONCALVES et al., 2001; CHUANASA et al., 2008). No
Sul da América do Sul é encontrada a Achyrocline satureioides, uma planta
amplamente utilizada na medicina popular conhecida como marcela ou macela.
Dentre as inUmeras atividades atribuidas a ela, recentemente foi comprovada a
atividade anti-herpética de extratos secos por aspersdo, o que foi relacionado a
presenca das agliconas flavonoidicas QCT, LUT e 3-O-MQ (BETTEGA et al., 2004
RETTA et al., 2012).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um procedimento
visando a incorporacdo do extrato hidroetandlico de Achyrocline satureioides em
sistemas nanoestruturados lipidicos e/ou poliméricos (CARVALHO et al., 2008). Nas
condicdes experimetais utilizadas, o extrato hidroalcodlico da planta medicinal
substituiu uma parte do solvente correntemente utilizado na metodologia de

preparacao de nanemulsdes por emulsificacdo espontanea.
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Partindo-se da metodologia proposta por Carvalho e colaboradores (2008),
que possibilitou a incorporacdo dos flavonoides em uma Unica etapa tecnoldgica,
sem a prévia desalcoolizacdo do extrato, o presente trabalho teve por objetivo
principal obter formulacdes de uso tépico contendo os componentes bioativos
(especialmente flavonoides) do extrato etandlico de Achyrocline satureioides (Lam)
D.C. — Asteraceae (marcela), com énfase no desenvolvimento de nanoemulsdes

com atividade anti-herpética.

A primeria etapa do trabalho consistiu na validacdo de uma metodologia
analitica para a quantificacdo dos flavonoides de Achyrocline satureioides a partir
dos extratos, formulacbes e amostras de pele, utilizada ao longo do trabalho. A
quantificacdo simultanea das agliconas QCT, LUT e 3-O-MQ encontradas no extrato
da planta medicinal reveste-se de grande interesse, uma vez que esses flavondides
apresentam atividade anti-herpética. Nossos estudos tiveram como ponto de partida
o relato recente de Bica (2009) que propds o0 uso de uma coluna fenila para separar
e quantificar os trés flavondides com um tempo de retencdo bastante inferior aos
descritos para essa planta medicinal (RETTA et al.,, 2011). O método validado
monstrou-se linear em uma faixa de 0,25 a 10 pug/ mL, especifico, preciso e exato,
sendo adequado para as andlises pretendidas no trabalho. O reduzido valor do limite
de quantificacdo (LLOQ = 0,25 pg/mL), determinado através dos parametros
preconizados para analise de amostras biolégicas (FDA, 2001), foi satisfatorio visto

gue as concentracdes de compostos retidas na pele sdo geralmente muito baixas.

Nas condi¢cdes analiticas validadas, o primeiro conjunto de experimentos
visou avaliar a capacidade das formulagdes desenvolvidas em incorporar o0 extrato
de Achyrocline satureioides. Para tanto, quantidades crescentes de extrato foram
adicionadas a fase etanodlica do procedimento de emulsificacdo espontanea. Os
resultados mostraram um teor crescente de QCT, LUT e 3-O-MQ até a concentracao
final de 2.0% do residuo do extrato de Achyrocline satureioides. Contudo, a partir da
adicado de 1% de extrato, as formula¢des apresentaram um aumento significativo do
didmetro médio, indice de polidispersao e viscosidiade. Desta forma, a concentracéo
de 1% de residuo foi selecionada para os estudos subsequentes. Nessa
concentracdo, as formulacbes apresentam-se monodispersas com um diametro

médio de cerca de 250 nm e um teor de flavonoides de 1,3 mg/mL de nanoemulséo.
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Extratos secos apresentam diversas vantagens sobre os liquidos, incluindo a
concentracdo e a estabilidade dos compostos bioativos (TEAGARDEN e BAKER,
2002). Assim, nesse estudo, a substituicdo do extrato liquido de Achyrocline
satureioides por extratos secos (por aspersao ou liofilizagéo) desta planta medicinal
foi paralelamente avaliada. Foi desmonstrada a incorporacdo dos flavonoides
majoritarios do extrato nas nanoemulsdes. A incorporacgdo foi realizada mediante a
solubilizacdo dos mesmos na fase etandlica do procedimento de emulsificacao
espontanea. Independente do extrato adicionado, os flavonoides parecem estar
incorporados nas nanoemulsdes considerando-se que 0S mesmos ndo foram
detectados na fase aquosa externa das formulagfes, obtida apds a separacdo em
membranas de ultrafiltracdo. Tal resultado pode ser atribuido a reduzida
hidrosolubilidade dessas agliconas favorecendo assim a particdo na fase interna
oleosa das formulagbes. Contudo, cabe ressaltar que a incoporagdao dos extratos
secos nas formulacdes, apesar de promissora, necessita da diluicdo do extrato
hidroalcodlico para a liofilizacdo e a adicdo de adjuvantes de secagem e tensoativos
para evitar a precipitacdo de compostos pouco soluveis do extrato de Achyrocline
satureioides (BASSANI et al., 2001).

A avaliacdo do diametro médio de goticula, indice de polidispersdo, potencial
zeta e viscosidade demonstrou que o tipo de extrato incorporado nao influencia de
maneira marcante as propriedades das nanoemulsdes. Algumas pequenas
diferencas foram detectadas, especialmente para a formulacdo contendo o extrato
seco por aspersao, fato atribuido a presenca do adjuvante de secagem (dioxido de
silicio coloidal). O diametro e morfologia das nanogoticulas foram paralelamente
avaliados por microscopia eletrbnica de transmissédo. As fotomicrografias obtidas,
apresentadas nos capitulos 3 e 4, demonstram que as formulacbes apresentam
nanogoticulas homogéneas individualizadas, independentemente do tipo de extrato
adicionado.

Para as formula¢cdes contendo o extrato liquido, as propriedades fisico-
quimicas formulacdes foram avaliadas em funcdo do tempo (até 6 meses). Os
resultados mostraram-se similares aqueles observados logo ap0s o preparo:
diametro médio de cerca de 250 nm com indice de polidispersédo e viscosidade

proximos a 0,1 e 2 cP, respectivamente. Apenas uma pequena variacdo do teor de
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guercetina foi observada a partir de 150 dias fato esse que precisa ser investigado
de maneira mais aprofundada com base nos interessantes resultados sobre a
estabilidade dos flavonoides de marcela descritos por Holzschuh (2007). A
estabilidade fisico-quimica pode ser atribuida ao filme interfacial misto constitutido
de lecitina de gema de ovo e polissorbato 80, bem como ao elevado potencial zeta
negativo das formulagcdes. Esse, por sua vez, aumenta progressivamente com a
adicao de quantidades crescentes de extrato de Achyrocline satureioides. Apesar de
ser complexa a atribuicdo desta carga de superficie a um composto especifico do
extrato, pode ser sugerido que a adsorcdo de compostos como acidos fendlicos
(DESMARCHELIER et al., 1998) na interface 6leo/agua poderia contribuir para esse

resultado.

Os compostos bioativos devem ser liberados a partir da formulacdo para
alcancarem o seu sitio de acéo. A liberacdo da 3-O-MQ a partir das formulacdes foi
avaliada utilizando-se células de difusdo de Franz. Uma liberacdo de cerca de 60%
ou 90% foi observada para as formulagdes contendo 0,25% ou 1,0% dos diferentes
extratos apos 8 horas de ensaio. A extensdo da liberacdo da 3-O-MQ foi influenciada
pela quantidade de extrato incorporado nas formulagdes seguindo em todos os
casos uma cinética de 12 ordem, indicando que a liberacdo foi dependente da
concentracdo de flavonoide remanescente no carreador. A formulacdo preparada
com o extrato seco por aspersao liberou um pouco mais lentamente nos tempos
curtos, sendo esse resultado atribuido a presenca dos adjuvantes de secagem.
Quando a liberacédo da 3-O-MQ foi avaliada a partir de uma formulacdo contendo a
molécula isolada, obteve-se uma liberacdo maxima de 50 % em 8 horas, seguindo
uma cinética de ordem zero. Isto indica que a presenca de outros compostos do
extrato influencia na liberacdo da 3-O- MQ a partir do carreador, provavelmente em

decorréncia de maior saturacdo do nucleo oleoso e interface da nanoestrutura.

Para as moléculas com potencial atividade anti-herpética deve ser verificada a
capacidade destas em penetrar na pele. O melhor efeito dos farmacos antivirais
aplicados topicamente esta relacionado a concentracdo que alcanca a camada basal
da epiderme, que € o principal local de replicacédo do HSV (HASLER-NGUYEN et al.,
2009). O conjunto dos resultados obtidos indicou que os flavonoides ndo chegam a

fase aceptora apos 8 horas de experimento com pele suina, independente do tipo de
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extrato utilizado. A estratificacdo mostrou que os flavonoides ficam retidos nas
camadas da pele seguindo a seguinte ordem: estrato corneo > epiderme > derme.
Além disso, foi observado que a penetracdo de QCT, LUT e 3-O-MQ na pele é mais
dependente da estrutura da molécula (Log P) do que da sua concentracdo no
extrato. ApOs os estudos de permeacdo, a andlise histolégica das peles de orelha
suina foi realizada e as imagens mostraram que as formula¢cdes ndo provocam
danos a pele. Os resultados de liberacédo e histologia sdo bastante importantes na
determinacdo do tempo a ser utilizado no ensaio de permeacdo/ penetracao

cutanea.

A manifestacdo mais comum da infec¢cdo herpética é o aparecimento de
lesdes, que geralmente surgem no inicio da fase aguda e permanecem por até 10
dias. Inicialmente aparecem como vesiculas na borda labial, e rapidamente se
colapsam em ulceracdes, pustulas e crostas (YUE et al., 2002). Considerando-se
esta importante etapa do processo patolégico do herpes simples buscou-se avaliar a
penetracdo cutanea dos flavonoides a partir da nanoemulsdo também em amostras
de pele lesionada. A metodologia do tape stripping foi escolhida para lesionar o
estrato cérneo e com isso diminuir o efeito da barreira cutédnea. O tape stripping tem
sido amplamente utilizado para avaliar a penetracdo de farmacos em peles nao
integras (JENSEN et al.,, 2011; SPAGNUL et al.,, 2011). Diferentes graus de
comprometimento da integridade cutanea foram obtidos com crescente niumero de
fitas no tape stripping. Quando a barreira cutanea foi alterada, uma maior
concentracdo de flavonodides foi encontrada na epiderme e na derme, sendo a
resposta proporcional a extensdo da lesdo provocada. Esta é uma observagdo de
relevante importancia, visto que a aplicacdo tépica de farmacos anti-herpéticos
ocorre comumente no periodo de aparecimentos das lesdes labiais (BRADY e
BERNSTEIN, 2004).

Visando ilustrar essa distribuicdo dos compostos a partir das formulacdes, o
perfil de penetracao e retencdo dos flavonoides liberados a partir da nanoemulsao
foi avaliado utilizando-se um marcador fluorescente incorporado no nucleo oleoso
das nanoemulsdes, o Vermelho do Nilo. A intensidade da fluorescéncia observada
foi maior na camada mais superior da pele e aumentou na epiderme e derme

guando o estrato cérneo foi lesionado.
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Neste estudo, a permeacao/retencdo dos flavondides também foi avaliada
utilizando mucosa esofégica suina. Devido as caracteristicas peculiares do herpes
simples que acomete labios, regido perioral e cavidade oral, a administracdo do
tratamento na mucosa bucal é uma alteranativa bastante interessante. A mucosa
oral é constituida por trés regides bem definidas, sendo a regido denominada como
mucosa bucal uma area ndo-queratinizada de elevada permeabilidade (SHOJAEI,
1998). Como a mucosa bucal suina é frequentemente lesionada no processo de
alimentacdo do animal, além de ser de dificil separacdo a partir da muscultura
adjacente, modelo com mucosa esofagica tem sido descrito para substituicdo
(CONSUELO et al., 2005; CAON et al., 2011), tendo sido adotado neste trabalho. A
mucosa esofagica € constituida de epitélio estratificado ndo-queratinizado, similar ao
epitélio da mucosa bucal. Os resultados obtidos para permeacao/retencdo dos
flavonoides confirmaram a elevada permeabilidade das mucosas. Maiores
concentracfes de QCT, LUT e 3-O-MQ foram extraidas a partir da mucosa, além de
ter sido obtida permeacdo dos flavondides, fato ndo observado nos ensaios de
permeacdo com a pele suina. A retirada da camada mais superficial do epitélio

aumentou ainda mais a retencao dos flavondides.

A extrapolagcdo de comportamentos apresentados por formulacdes em
avaliacdes in vitro para uma escala in vivo é bastante complexa (PATEL et al., 1996)
e conduz na maior parte das vezes a propor¢cdes de doses altamente distintas. No
entanto, 0s ensaios in vitro sdo de extrema importancia na predicdo da real
aplicabilidade de uma determinada molécula ou formulagdo. Neste trabalho, a
atividade anti-herpética dos flavonoides do extrato hidroetandlico de Achyrocline
satureioides, bem como do flavonéide isolado quercetina, em solucdo ou
incorporados em nanoemulsées, foi avaliada frente ao HSV, tipo 1, cepa KOS. Com
os resultados observou-se que a incorporagcado de quercetina ou extrato em sistemas
nanoestruturados intensifica a atividade antiviral dos compostos por reducdo da

citotoxicidade ou por diminui¢cdo da dose efetiva.
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CONCLUSOES




O meétodo analitico proposto para doseamento simultaneo dos flavondides
QCT, LUT e 3-O-MQ do extrato da Achyrocline satureioides mostrou ser
adequado para analise do teor desses compostos em nanoemulsdes e para

guantificacdo destes em extratos de pele em estudos de permeacédo cutanea.

Foi demonstrada a viabilidade de incorporacdo de extratos liquidos e secos
(obtidos por aspersdao ou liofilizacdo) de Achyrocline satureioides em
nanoemulsbes através da técnica de emulsificacdo espontanea, sem
alteracdes marcantes das propriedades fisico-quimicas das mesmas (até 1%

de residuo seco).

As propriedades fisico-quimicas e o teor dos flavondides das nanoemulsdes
contendo o extrato de Achyrocline satureioides permaneceram constantes

durante 4 meses de armazenamento.

A liberacdo do marcador quimico 3-O-MQ a partir das nanoemulsdes
contendo o extrato de Achyrocline satureioides foi dependente da

concentacao inicial de extrato, seguindo uma cinética de 12 ordem.

Os estudos de permeacao/retencdo cutanea in vitro mostraram que 0S
flavondides do extrato de Achyrocline satureioides permanecem
preferencialmente retidos no estrato cérneo e na epiderme de pele de orelha

suina.

Um aumento significativo da quantidade de flavonoides, a partir das
nanoemulsdes contendo extrato de Achyrocline satureioides, foi detectado na
epiderme e na derme em pele lesada, como sugerido pelos estudos de

microscopia confocal usando Vermelho do Nilo como marcador.

A retencdo dos flavonoides nas camadas mais superficiais da mucosa
esofagica suina foi claramente demonstrada, sendo que a localizagcdo em
camadas mais profundas e uma permeacao através desta foi detectada

guando a camada superficial do epitélio foi removida;

Os ensaios in vitro demonstraram que a incorporacdo de flavonoides em
nanoemulsées reduz consideravelvente sua citotoxicidade. Além disso,
guercetina e extrato de A. satureioides em nanoemulsfes mostraram ser mais

seletivos frente a cepa KOS do HSV-1.
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