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Resumo i

RESUMO

VICENTINI, F.T.M.C. Efeito fotoquimioprotetor de quercetina incorporada em
microemulsao contra os danos na pele causados pela radiacao ultravioleta.
2009. 173f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

A exposicao a radiacao ultravioleta (RUV) pode provocar desequilibrio no balanco
oxidante/antioxidante da pele, causando prejuizos a sua integridade e levando a
diversas alteracdes, entre as quais o envelhecimento precoce e o cancer de pele.
Considerando a estreita relagdo entre 0 aumento do estresse oxidativo e os efeitos
danosos causados pela RUV na pele, aliado ao fato de que estudos epidemiol6gicos
demonstram que o uso de protetores ou bloqueadores solares ndo é completamente
efetivo na prevencao dos diversos maleficios causados pela exposicdo a RUV, o uso
de antioxidantes aparece como importante alternativa nas terapias de fotoprotegao.
A administragcdo topica de antioxidantes, como a quercetina, poderia afetar as
alteracdes moleculares desencadeadas pela RUV e conseqientemente as seqlelas
biolégicas e clinicas resultantes das mesmas. Desta forma, na presente pesquisa,
sistema microemulsionado para a liberacdo cutdnea de quercetina foi obtido,
caracterizado e avaliado quanto a sua capacidade em promover maior penetracao
cuténea deste ativo, estabilidade, seguranca e eficacia in vivo contra os danos na
pele causados pela exposicdo a RUV. Além disso, o efeito da quercetina contra
diferentes alteragdes moleculares induzidas pela RUV foi também avaliado, com o
objetivo de investigar os possiveis mecanismos de acdo fotoprotetora deste
flavonodide. Os resultados demonstram que a incorporacao da quercetina em sistema
microemulsionado aumentou a penetracao cutanea in vitro e in vivo deste flavonodide
sem causar irritagcdo, sendo, portanto, uma importante estratégia para melhorar a
liberagdo topica da quercetina. O estudo de estabilidade demonstra a necessidade
de armazenamento deste sistema a 4°C para manutencgao de sua funcionalidade. A
microemulsao contendo quercetina inibiu a deplecdo do antioxidante enddgeno
GSH, assim como o aumento da atividade/secrecao de proteinases e da atividade da
MPO, induzidos pela exposicao a RUVB. O pré-tratamento de queratindcitos com
quercetina ndo alterou a inducédo pela RUV das MAP quinases, conseqlentemente
nao houve inibicdo na elevagdo dos niveis de c-Jun e c-Fos, assim como no
aumento da producédo das MMPs 1 e 3, mas por outro lado foi efetivo contra o
aumento na produgdo das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. Finalmente,
demonstrou-se que a acao fotoprotetora da quercetina contra os danos na pele
causados pela RUV é mediada principalmente pela inibicdo da via de sinalizacao do
NF-xB, uma vez que, enquanto o pré-tratamento de queratinécitos com quercetina
diminuiu a ativacao deste fator de transcricdo, nenhum efeito contra a indugdo da via
de sinalizagcdo da AP-1 foi observado. Concluindo, este trabalho sugere a
incorporagdo da quercetina em sistema microemulsionado como estratégia relevante
no combate ao aparecimento de desordens cutaneas causadas pela exposicao a
RUV, além de contribuir para a elucidacao, pelo menos em parte, do mecanismo de
acao fotoprotetora da quercetina contra alteracdes moleculares induzidas pela RUV.

Palavras-chave: Quercetina, RUV, NF-xB, Pele, Microemulsao,
Fotoquimioprotecéo.
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ABSTRACT

VICENTINI, F.T.M.C. Photochemoprotective effect of quercetin incorporated in
microemulsion against skin damages induced by ultraviolet irradiation. 2009.
173p. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

The ultraviolet radiation (UVR) exposition may lead to the skin oxidant/antioxidant
imbalance injuring its integrity and leading to several disorders, such as ageing and
skin cancer. Considering the close relationship between the increase in oxidative
stress and UV-induced skin damages, together with the fact that epidemiological
studies indicate that the use of sunscreen and sun block are not completely effective
in preventing UV-induced damages, the use of antioxidants arises as an important
approach to photoprotection therapies. The topical use of antioxidants, such as
quercetin, would affect the molecular changes induced by UV and subsequent
biological and clinical sequela. Therefore, in the present study, microemulsion system
for topical delivery of quercetin was obtained, characterized and evaluated with
regards to its capability to increase skin penetration of quercetin, stability, toxicity and
in vivo effectiveness against UV-induced skin damages. Moreover, quercetin effect
against different UV-induced molecular changes was also assessed, in order to
investigate the possible photoprotective mechanisms of action of this flavonoid. The
results demonstrate that the incorporation of quercetin into microemulsion increased
the in vitro and in vivo skin penetration of this flavonoid without causing skin irritation,
being an important strategy to improve the topical delivery of quercetin. The stability
study demonstrate the necessity to storage this system at 4°C to maintain its
functionality. The microemulsion containing quercetin inhibited the depletion of the
endogenous antioxidant GSH, as well as the increase in proteinases
activity/secretion and MPO activity induced by UVB irradiation exposure. The
pretreatment of keratinocytes with quercetin had no blocking effect on UV activation
of MAP kinases, consequently, there was no inhibition in the c-Jun and c-Fos levels,
as well as in the induction of MMPs 1 and 3, on the other hand, it was effective
against the increase in the production of cytokines IL-13, IL-6, IL-8 e TNF-a. Finally, it
was demonstrated that the photoprotective action of quercetin against UV-induced
skin damages is mediated mainly by suppression of NF-xB signaling pathway, once,
while the pretreatment of keratinocytes with quercetin suppressed the activation of
this transcription factor, no effect was observed against UV-induced AP-1 activation.
In conclusion, the present study suggests the incorporation of quercetin into
microemulsion system as a relevant strategy to prevent UV-induced skin disorders,
and contribute, at least in part, to the elucidation of quercetin photoprotective
mechanism of action against UV-induced molecular changes.

Keywords: Quercetin, UVR, NF-kB, Skin, Microemulsion, Photochemoprotection.
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1. INTRODUCAO
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A pele é um tecido altamente metabdlico, possui a maior area superficial do
corpo e serve como protecao fisica, microbiolégica e bioquimica para os 6rgaos
internos, sendo provida com grande numero de mecanismos de defesa antioxidante
(KOHEN; GATI, 2000). Mecanismos estes que contam com sistemas enzimaticos
(catalase, superédxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) e nao-
enzimaticos (glutationa, o-tocoferol, acido ascérbico, -caroteno)
(STEENVOORDEN; Van HENEGOUUWEN, 1997), que estdo em maior
concentracdo na epiderme, indicando ser esta mais susceptivel que a derme ao
estresse oxidativo (SHINDO et al., 1994).

Sob tensao normal de oxigénio tais mecanismos sao suficientes para manter
a homeostasia, removendo os radicais livres produzidos. Entretanto, a capacidade
destes sistemas é limitada e pode ser prejudicada pela exposicdo excessiva aos
raios ultravioleta (UV), deixando a pele vulneravel ao ataque das espécies reativas
de oxigénio (EROs) (PODDA et al., 1998), de forma que, quando a geracao destas
EROs excede a capacidade das células de reduzi-las quimicamente, a concentracao
de radicais livres aumenta incontrolavelmente, rompendo o equilibrio
oxidante/antioxidante no organismo, em favor do primeiro, com consequiente dano
nos lipidios, proteinas e &cidos nucléicos das células da epiderme. Além disso, o
aumento nas EROs é acompanhado pela ativacdo de diversos caminhos de
sinalizacdo sensiveis a estas espécies e inducdo na transcricdo de determinados
genes (ARRIGO, 1999; MAALOUF et al., 2002; MANTENA; KATIYAR, 2006;
SIERENS et al., 2001).

Desta forma, considerando a estreita relacdo entre aumento do estresse
oxidativo e efeitos danosos causados pela radiagdo ultravioleta (RUV) na pele,
aliado ao fato de que estudos epidemiologicos demonstram que o uso de protetores
ou bloqueadores solares ndao é completamente efetivo na prevencao do cancer de
pele induzido pela exposicdo a RUV, o uso de antioxidantes aparece como
importante alternativa nas terapias de fotoprotecdo e prevencao do cancer de pele e
outras patologias cutaneas (COOPER; RANGER-MOORE; BOWDEN, 2005;
GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008; MAALOUF et
al., 2002). A administracdo topica de antioxidantes poderia afetar as alteracdes
moleculares desencadeadas pela RUV e conseqiientemente as sequelas biolégicas
e clinicas resultantes (FUCHS, 1998).



Introdugdo 3

1.1. EVENTOS MOLECULARES INDUZIDOS PELA RADIACAO ULTRAVIOLETA

A RUV € a maior fonte de reacdes adversas na pele e o principal fator
ambiental causador de cancer (PEUS et al., 2001).

O sol emite RUV através das bandas UVC (200-280 nm), UVB (280-320 nm)
e UVA (320-400 nm). A radiacao UVC, de maior energia e conseqliientemente a mais
danosa biologicamente, é absorvida pela camada de ozdnio da atmosfera terrestre e
assim seu papel nas patogenias humanas causadas pela exposicao a radiacao solar
€ minimo. Ja as radiagbes UVB e em menor extensdao a UVA, sdo fatores
causadores de diversas desordens, incluindo cancer de pele (AFAQ; ADHAMI,
MUKHTAR, 2005).

Os raios UVB, os mais energéticos comprimentos de onda que atingem a
Terra, podem diretamente induzir lesdes no DNA, ja os raios UVA sdao menos
energéticos que UVB, mas tém maior poder de penetracdo, sendo que 0 seu
principal modo de acao ocorre pela geragdao de EROs (VIOUX-CHAGNOLEAU et al.,
2006). Em niveis moleculares, as radiagdes UVA e UVB diferem em seus sitios de
acao na geracao de lesdes. Os efeitos fotobioldgicos gerados pela radiacdo UVB
sao eritematogénicos e carcinogénicos, induzindo ao fotoenvelhecimento e aos
danos diretos do DNA, RNA, proteinas e outros componentes da célula. Enquanto
que a radiacdo UVA apresenta papel importante na indugcao de eritema pela geracao
de espécies fotossensibilizadas de oxigénio reativo, que danificam o DNA e
membranas celulares, promovendo carcinogénese e mudancas associadas com
fotoenvelhecimento (TEDESCO; MARTINEZ; GONZALEZ, 1997).

Para manifestar seus efeitos nas células, a energia eletromagnética inerente
da RUV deve ser absorvida pelos cromoforos celulares e convertida em energia
quimica. Croméforos celulares como DNA, porfirinas, acido urénico e aminoacidos
aromaticos sao capazes de absorver energia UV. Estes cromoforos energizados
podem reagir com oxigénio molecular, resultando na geracdao de EROs (XU;
FISHER, 2005). Tais espécies atuam como mensageiros quimicos modulando a
expressao de determinados genes pela ativacao de vias de transducao do sinal.
Particularmente nas vias de sinalizagdo induzidas pela RUV sugere-se a
participacao das EROs como mediadores (FUCHS, 1998).

A multiplicidade de fatores de transcricdo ativados em resposta a RUV sugere
que esta desencadeia diversos elementos da cascata de sinalizagcdo, tanto

nucleares quanto citoplasmaticos (FUCHS, 1998). Desta forma, como demonstrado
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no diagrama da Figura 1, a exposigdo a RUV altera uma variedade de eventos de
sinalizacao celular, causando modificacdes no perfil de expressdo de determinados
genes (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005). A elucidacdo dos mecanismos
moleculares induzidos pela RUV resulta na proposicao de métodos novos e eficazes
para prevenir os danos na pele induzidos pela exposicdo a RUV (XU; FISHER,
2005).
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Figura 1. Eventos moleculares induzidos pela radiacao ultravioleta. A exposicao das
células da pele a RUV resulta inicialmente na ativacao de receptores de superficie
celular para fatores de crescimento (como EGFR) e de receptores citocina (como
receptores de IL-1 e TNF-a), com conseqiiente ativacdo das multiplas vias de
transducao do sinal acopladas a estes receptores, como por exemplo, a via das MAP
quinases. A ativagdo de elementos da cascata de sinalizagdo permite a transmissao
do sinal da superficie celular para uma variedade de alvos intracelulares como os
fatores de transcricdo AP-1 e NF-xB, que por sua vez, regulam a expressao génica.
Dentre os genes regulados por estes fatores estdo os envolvidos na producao de
diversas citocinas, moléculas de adesdo, ciclooxigenase-2, éxido nitrico sintase e
metaloproteinases da matriz. Adaptado de KANG et al., 2003, 2005.
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A ativacao de receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é um
dos eventos iniciais da ativacdo das vias de sinalizacdo induzidas pela RUV, de
forma que a fosforilacdo da tirosina dos EGFR ocorre minutos apds a exposicao a
RUV. Embora a ativacdo de EGFR pela RUV tenha sido bem documentada, os
mecanismos envolvidos nao foram totalmente esclarecidos (XU; FISHER, 2005).

Além da ativacado de receptores de superficie celular, a geracdo das EROs
pela RUV tem papel critico na indugdo da sinalizacdo de proteinas quinases
ativadas por mitogénicos (MAP quinases). As EROs causam fosforilacdo e ativacao
das MAP quinases, importantes mediadores da resposta celular ao estresse
(FUCHS, 1998; KANG et al., 2003).

As MAP quinases compreendem um numero de serina/treonina quinases
envolvidas na regulacdo de diferentes processos celulares, incluindo proliferacéo,
diferenciacdo, adaptagdo ao estresse e apoptose (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR,
2005). Nas células de mamiferos, trés MAP quinases relacionadas estruturalmente,
mas distintas bioquimicamente e funcionalmente, foram identificadas, sdo elas:
quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2), quinase c-Jun amino-terminal
(JNK) e quinase p38 (CHUNG, 2003; MANTENA; KATIYAR, 2006).

Estas MAP quinases sdo mediadores na transducdo do sinal da superficie
celular para o nucleo e sdo de grande importancia no processo de ativagdo e
controle da expressao génica. As ERKs sdo ativadas em resposta a fatores de
crescimento e estimulam a proliferacao, sobrevivéncia e diferenciagao celular, tendo
papel importante também na promogao de tumores, principalmente estimulados pelo
estado oxidativo. Ja as MAP quinases JNK e p38 sao principalmente ativadas por
estressores ambientais como RUV, citocinas inflamatérias, choque térmico e
agentes causadores de dano no DNA, e a fosforilagao destas tem papel importante
na diferenciacao celular e resposta inflamatéria. Sugere-se que o balango dindmico
na ativacao das diversas vias das MAP quinases € importante para sobrevivéncia
celular, de modo que estas atuam nas células controlando a resposta aos diversos
sinais do meio (CHUNG, 2003; MANTENA; KATIYAR, 2006).

A ativacao destas MAP quinases resulta em aumento na expressao do fator
de transcricao c-Jun em pele humana. Os heterodimeros de c-Jun juntamente com o
fator de transcricdo c-Fos formam o complexo fator de transcrigdo da proteina
ativadora-1 (AP-1) (XU; FISHER, 2005).
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O fator de transcricdo AP-1 é um dimero de proteina que consiste tanto de
heterodimeros, produtos da familia de genes fos e jun, como homodimeros produtos
da familia de genes jun. Evidéncias sugerem o envolvimento da familia de proteinas
AP-1 na proliferacdo e sobrevivéncia celular pela regulacdo da expressao e funcao
de grande numero de proteinas reguladoras do ciclo celular. A atividade de
transcricao de AP-1 é dependente do grau de fosforilagcdo de c-Jun e da expressao
de c-Fos, assim como de sua abundancia. Estudos tém demonstrado que a
exposicdo a doses subletais de RUVB produz forte indugcao de c-Jun e c-Fos em
diversos tipos celulares (AFAQ; ADHAMI; MUKHTAR, 2005; MOON; CHUNG, 2006).

A atividade aumentada de AP-1 induz a expressao de diversos genes, dentre
estes, varios membros da familia das metaloproteinases. AP-1 € a principal forca
condutora da expressao de metaloproteinases em queratinécitos e fibroblastos de
pele, induzindo a transcrigdo das mesmas (KIM, M.S. et al., 2005; XU; FISHER,
2005).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo uma familia de zinco
endopeptidases capazes de degradar estruturas protéicas como colageno, elastina e
outras proteinas presentes na matriz extracelular (KOSSODO et al.,, 2004;
LAHMANN et al., 2001). Estas enzimas sado responsaveis principalmente pela
remodelagem, degradacao ou modificacdo da matriz extracelular (LAHMANN et al.,
2001; VIOUX-CHAGNOLEAU et al., 2006). Baseado em similaridades estruturais e
especificidade ao substrato, as MMPs sao divididas em sub-classes, incluindo
colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e outras nao classificadas
(MOON; CHUNG, 2006).

Em condigbes fisiologicas, as MMPs ativadas sao controladas por inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e sdo geralmente expressas em baixos
niveis. No entanto, os niveis de algumas destas MMPs podem ser elevados
rapidamente quando o tecido é submetido a RUV (FISHER et al.,, 1996, 1997),
durante a inflamacéo, a cicatrizacao de feridas e cancer no estagio de progressao
(STERNLICHT; WERB, 2001; ZUCKER et al., 2003).

A RUV induz aumento nos niveis de RNAm, de proteina e atividade
enzimatica de pelo menos trés MMPs. Sao elas: MMP-1 (colagenase 1 ou
colagenase intersticial), que degrada fibras de colageno tipo | e Illl, MMP-3
(estromelisina-1) que degrada colageno tipo IV e MMP-9 (gelatinase-B) que degrada

fragmentos de colageno gerados por MMP-1. Juntas, estas MMPs tém a capacidade
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de degradar a maior parte das proteinas estruturais que compde o tecido conectivo
dérmico (FISHER et al., 2001; XU; FISHER, 2005).

Ademais, além do fator de transcricdo AP-1, a RUV ativa ainda o fator
nuclear-kappa B (NF-kB), importante na regulagdo da expressdo de grande numero
de genes, principalmente aqueles envolvidos na producdo de substancias pro-
inflamatérias (COOPER; RANGER-MOORE; BOWDEN, 2005).

Descoberto em 1986, o NF-kB € um fator nuclear (NF) que, uma vez ativado
possui a capacidade de ligar-se a uma seqiéncia de 10 pares de bases na regido
promotora do gene que codifica a cadeia leve xdas moléculas de anticorpo das
células B (xB) (SEN; BALTIMORE, 1986).

Atualmente, cinco membros da familia NF-xB/Rel foram clonados e
caracterizados, sao eles: c-Rel, NF-xB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65)
e RelB. No entanto, em diversos sistemas celulares, o heterodimero constituido das
subunidades p65/p50 € o0 mais abundante e investigado, de forma que na literatura,
o termo NF-xB auténtico designa a combinagdo p50/RelA (BALDWIN JR, 1996;
COOPER; RANGER-MOORE; BOWDEN, 2005; GLEZER et al., 2000; MAALOUF et
al., 2002).

Sob condigbes normais, o fator NF-xB encontra-se no citoplasma como
complexo inativo, no qual as subunidades p65 e p50 estdo ligadas a proteina
inibitoria kappa B (1kB) (KANG et al., 2005). Duas formas de IkB (IxBa e IxBp) estdo
associadas a este complexo, de maneira que IkBa mantém NF-xB no citoplasma por
tornar a sequéncia de localizacao nuclear inacessivel e assim impedir sua
translocacao (BALDWIN JR, 1996). A fosforilacdo e degradacao de IxBa resultam
em rapida indugao de NF-kB, ao passo que a degradacao de |kBp esta associada a
ativagdo prolongada de NF-kB (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2005).

Estudos demonstrando correlagdo direta entre a perda de IkBa com o
aparecimento de NF-xB no nucleo e a recuperacdo nos niveis de IkBa em um
periodo de aproximadamente uma hora apo6s o estimulo, indicam que NF-xB e IkBa
sao componentes de um sistema regulatério matuo, no qual os niveis de um dos
componentes controlam a atividade ou quantidade do outro (BALDWIN JR, 1996).

A fosforilacdo de IkB ocorre pela acdo de proteinas quinase especificas,

como o complexo IkB quinase (IKK), composto pelas serina/treonina quinases IKKa
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e IKKB. A proteina IkB fosforilada sofre degradacao, dependente de ubiquitinacao,
pelo complexo proteassoma 26S. O desmembramento do complexo IkB/NF-xB
permite o transporte do NF-xB para o nucleo, com consequiente ligacdo deste nos
genes que apresentam a sequéncia regulatéria GGGACTTTCC junto a regiao
promotora, causando aumento na expressao do gene alvo (BALDWIN JR, 1996;
GLEZER et al., 2000; KIM, et al., 2007; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2005).

Estudos in vivo e in vitro demonstraram a capacidade dos diferentes dimeros
de NF-xB em reconhecer diferentes seqliiéncias de bases na regiao do DNA. Como
consequéncia, o fator de transcricdo NF-xB regula enorme quantidade de genes,
implicados em varios processos celulares (BALDWIN JR, 1996; GLEZER et al.,
2000).

Dentre os inumeros genes e fendmenos regulados pelo NF-xB, sua
participacao é crucial como mediador das respostas imuno inflamatérias (TANAKA et
al., 2005). Diversos trabalhos demonstraram papel fundamental deste fator de
transcricdo na regulacdo de grande numero de genes envolvidos na fungao
imunolégica e na resposta inflamatéria, como por exemplo, fator estimulador de
colénias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucinas (IL-1a, IL-1B e IL-6), etc, que promovem a reacao de outras células
efetoras como leucécitos e células endoteliais (BALDWIN JR, 1996; CARINI et al.,
2000; FUCHS, 1998).

Por isso, embora o NF-xB esteja envolvido na manutencdo da homeostasia
na pele, a excessiva ativacdo do mesmo é patogénica, justificando o freqliente uso
deste fator como alvo terapéutico no tratamento, principalmente, de doencas
inflamatérias, ja que a inibicdo de sua ativacao pode gerar beneficios terapéuticos
em varios tipos de inflamacédo. Assim, considera-se que a inibicdo de NF-xB seja
capaz de prevenir as alteragdes patogénicas induzidas pela RUV (MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2005; TANAKA et al., 2005).

Desta forma, a RUV exerce mdltiplos efeitos nas células da pele, sendo a
interacdo entre tais efeitos determinante na resposta gerada pela exposicdo a tal
radiacao (WANG; KOCHEVAR, 2005). Normalmente, a exposicao aguda a radiacao
solar pode causar queimaduras, eritemas dolorosos, danos no DNA, degradacao do
tecido conectivo e ainda alterar a fungcdo imune da pele; ja a exposi¢cao cronica,

resulta em envelhecimento precoce e fotoenvelhecimento, queda imunolégica,
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podendo finalmente levar ao cancer de pele (FUCHS, 1998; GARMYN, 1995; XU et
al., 2006). A incidéncia dessas doencas de pele cresce continuamente, a medida
que a estimativa de vida da populacdo aumenta e maiores quantidades de RUV
atingem a superficie da Terra em decorréncia da destruicdo da camada de 0zbnio
(MANTENA; KATIYAR, 2006).

1.2. QUERCETINA

A quercetina (3,5,7,3,4’ pentahidroxi flavona) foi isolada e biologicamente
identificada em 1936 por Szent-Gyorgyi. Pertencente a classe dos flavonols, é o
flavondide encontrado em maior quantidade nos alimentos, é lipossoluvel e pode ter
acucares ligados a molécula (FORMICA; REGELSON, 1995; SKIBOLA; SMITH,

2000). A estrutura quimica da quercetina esta representada pela Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica da quercetina.

Este importante flavondide apresenta diversas atividades bioldgicas, como
acao anti-hipertensiva, antiaterogénica, antiarritmica, antialérgica, antineoplasica,
antiagregante plaquetaria, antiviral, antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatéria
(FORMICA; REGELSON, 1995; MOON et al., 2003).

A atividade antiinflamatéria da quercetina tem sido atribuida ao seu efeito
inibitério sobre diversos processos envolvidos na resposta inflamatéria, tais como:
formacao de leucotrienos (LAUGHTON et al., 1991); expressdo de moléculas de
adesao por células endoteliais (KIM et al., 2006); producdo de 6xido nitrico por
macréfagos (MATSUDA et al., 2003); desgranulacao de neutréfilos e mastocitos
(MIDDLETON JR; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Os mecanismos moleculares envolvidos no efeito antiinflamatério da

quercetina ndo foram totalmente elucidados, mas investigagdes recentes sugerem
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que as vias da tirosina quinase e das MAP quinases possam ser possiveis alvos
farmacologicos (CHO et al., 2003). Além disso, a capacidade da quercetina em inibir
a atividade do fator de transcricdo NF-xB, importante na ativacdo de genes
envolvidos na producédo de substancias pré-inflamatérias, também foi observada
(CHO et al., 2003; DIAS et al., 2005; GARCIA-ROMAN et al., 2008; HAMALAINEN et
al., 2007; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2005; NAIR et al., 2006; RANGAN et al., 1999;
SATO et al.,, 1997; SHIH et al., 2004; TAN et al., 2003).

A quercetina apresenta ainda diversas caracteristicas que a torna um potente
composto anticarcinogénico, sendo relatada atividade antiproliferativa in vitro deste
flavonoide contra células cancerigenas do ovario, mama e estdmago (SCAMBIA et
al.,, 1990; YANAGIHARA et al., 1993). Além disso, Tan et al. (2003) evidenciaram
que a quercetina inibiu diversos passos importantes da angiogénesis, incluindo
proliferacdo, migracao e formagao in vitro do tubo de células endoteliais; além de
promover atividade antiangiogénica in vivo. Tais resultados sugerem que o constante
consumo de alimentos ricos em quercetina pode ser benéfico na prevencao e
controle de alguns tipos de cancer.

Este efeito protetor da quercetina tem sido atribuido a inibicdo de enzimas
chave da sinalizagdo, como por exemplo, proteina quinase C, tirosina quinase e
fosfoinositide 3-quinase, envolvidas na regulagdo da proliferacdo celular,
angiogénesis e apoptose, assim como por suas propriedades antioxidantes atuando
como sequestrador de EROs (MORROW et al., 2001).

Desta maneira, a ingestdao de quercetina pode ser benéfica para a saude
humana e sua atividade antioxidante poderia, pelo menos em parte, ser a
responsavel por tais efeitos bioldgicos (MAITI et al., 2005).

As propriedades antioxidantes da quercetina devem-se principalmente a sua
capacidade em eliminar radicais livres como hidroxil, peroxil e anions superoxido e
quelar metais de transicdo como Fe e Cu, que quando livres aumentam o potencial
de formacao das EROs pela reacao de Fenton (CHOI; CHEE; LEE, 2003). Diversas
pesquisas demonstraram que a quercetina inibe de forma efetiva a peroxidacao
lipidica por meio do sequestro de radicais livres e/ou quelando metais de transicao
(MAITI et al., 2005).

Erden Inal e Kahraman (2000) observaram queda nos niveis de
malondialdeido (MDA), conhecido produto da peroxidacdo lipidica, quando

administrada solucdo contendo quercetina em ratos previamente expostos a RUVA.
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Observaram ainda aumento na atividade de enzimas antioxidantes como glutationa
reduzida, glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase e superdxido
dismutase no figado, confirmando a agdo antioxidante deste flavondide.

Trés componentes estruturais revelaram ter papel importante na relacao
estrutura x atividade da quercetina, sédo eles: (i) presenca do grupo catecol no anel
B, o qual proporciona a formagao de radicais fenoxil mais estaveis apds a doag¢ao do
atomo de hidrogénio; (ii) a dupla ligagcao entre os C, — C3 em conjugacdo com o
grupo 4-carbonil presente no anel C, que permite o deslocamento de um elétron do
radical fenoxil no anel B para o anel C; e finalmente, (iii) a presenca do grupo 3-OH
em combinacao com a dupla ligacao entre os C,— C3, 0 que aumenta a estabilizacdo
por ressonancia dos elétrons deslocados sobre a molécula (BONINA et al., 1996;
PIETTA, 2000; SILVA et al., 2002; SUGIHARA et al., 1999).

Foram evidenciados também os efeitos benéficos do uso tépico da quercetina
na diminuicao dos danos oxidativos causados pela RUV na pele (CASAGRANDE et
al., 2006; SAIJA et al., 1998). No entanto, o uso de outras estratégias capazes de
promover aumento na penetracdo da quercetina pela pele deve ser considerado
para otimizar sua acao (SAIJA et al., 1998).

1.3. MICROEMULSAO COMO SISTEMA DE LIBERAGCAO

A pele é composta por trés camadas que desempenham funcdes especificas
e distintas (KOHEN; GATI, 2000). Uma camada profunda, a hipoderme ou camada
gordurosa subcutanea, uma intermediaria, a derme, e uma camada superior, a

epiderme (Figura 3).
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Epiderme

Hipoderme

Figura 3. Representacdo esquematica da pele. Adaptado de www.artistry.com,
obtida em fev. 20009.

A hipoderme ou camada gordurosa subcutdnea €& composta pelo tecido
adiposo e conjuntivo, interpondo-se entre a pele e os planos profundos adjacentes
funciona como barreira protetora isolante (BARRY, 1983; MASTERS; GONNORD;
CORCUFF, 1997).

A derme esta acima da hipoderme, e constitui-se de tecido conjuntivo
composto de fibroblastos, fibras colagenas e reticulineas, na qual se situam os vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e terminagdes nervosas, foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e sudoriparas. O suprimento vascular da derme regula a temperatura,
pressao, nutricao e remove produtos do metabolismo (BARRY, 1983; CHIEN, 1992).

A elasticidade da derme é atribuida a uma rede de proteinas fibrosas,
incluindo colageno (tipos | e lll) e elastina, envolvidos por material amorfo
(FOLDVARI, 2000). Oitenta por cento do colageno total da pele humana é do tipo |,
que esta presente em toda derme, concedendo forga de tensdo. O colageno tipo Il
constitui 15% do colageno dérmico, e desempenha importante papel de ancora da

epiderme a derme. O colageno tipo IV é o componente em maior quantidade na
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membrana de vasos, nervos, anexos € da juncdo dermo-epidérmica (MAUCH,;
KRIEG, 1993).

A epiderme é um epitélio estratificado, escamoso e queratinizado. Os
queratinécitos compreendem o principal componente celular (> 90%) e séao
responsaveis pela evolugao da funcéo barreira. A epiderme por si mesma pode ser
dividida em 5 camadas distintas:

¢ A camada basal ou estrato basal € responsavel pela renovacao
continua da epiderme (processo que ocorre a cada 20-30 dias). A proliferacao das
células stem na camada basal gera novos queratinécitos, os quais empurram as
células existentes para a superficie externa. Durante este transito celular, dado que
a epiderme é avascular, os queratinécitos comecam a se diferenciar, atingindo a
diferenciacao terminal no estrato cérneo (EC).

¢ A préxima camada da epiderme é o estrato espinhoso denominado
pelas inumeras projegcdes (desmossomas) na superficie das células. Os
queratinécitos mantém um conjunto completo de organelas e também granulos
envoltos por membranas (corpos lamelares), os quais sao originados no Golgi.

¢ Subseqgientemente encontra-se o estrato granuloso, caracterizado
pelos numerosos granulos de queratohialina presentes no citoplasma dos
queratinécitos mais achatados, porém ainda viaveis. Mais corpos lamelares também
sdo mais aparentes e concentrados na parte superior das células granulares. Os
corpos lamelares contém pilhas de vesiculas lipidicas achatadas.

¢ A camada de transicdo, o estrato lucido, compreende células
achatadas, as quais nao sao faceis de visualizar microscopicamente. As organelas
celulares encontram-se rompidas apresentando somente filamentos de queratina no
estrato granuloso, um material interflamentoso de matriz encontrado no
compartimento intracelular. Os granulos fundem-se com a membrana celular e
liberam seu conteudo no espaco intercelular. Estes lipidios intercelulares organizam-
se em dominios multilamelares.

+ Finalmente, no EC, a camada mais externa, proteinas sao adicionadas
a superficie interna da membrana celular para formar um envelope cornificado que
aumenta a resisténcia das células (HILLERY; LLOYD; SWARBRICK, 2001; MOSER
et al., 2001).
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As diversas camadas anatdmicas que compdem a epiderme representam
diferentes estagios de diferenciacdo celular, tornando-se queratinizadas a medida
que migram para a superficie da pele e quando isto ocorre, as células sao
denominadas corneécitos (MARJUKKA SUHONEN; BOUWSTRA; URTTI, 1999;
MENON, 2002).

O EC é a interface do organismo com o meio ambiente, sua estrutura o torna
altamente resistente as agressdes externas como exposicao a solventes organicos,
solugbes acidas e basicas e enzimas proteoliticas; protege contra a entrada de
microrganismos e de toxinas, naturais ou sintetizadas, e finalmente atua como
barreira semipermeavel a agua, eletrélitos e nao eletrélitos, representando assim o
principal obstaculo a permeacéao de ativos (ASBILL; MICHNIAK, 2000; FARTASCH,
1996; FOLDVARI, 2000).

As principais rotas (Figura 4) de penetracao de ativos através do EC sao:

¢ via transcelular: o ativo passa diretamente pelos corneécitos e pela
matriz lipidica intercelular intermediaria;

¢ viaintercelular: o ativo difunde-se entre os cornedcitos, permanecendo
na matriz lipidica - rota proposta para a maioria dos ativos (ABRAHAM; CHADHA;
MITCHELL, 1995; BARRY, 2001; HADGRAFT, 2004; MARJUKKA SUHONEN;
BOUWSTRA; URTTI, 1999);

¢ via apéndices: rota paralela na qual o ativo pode ser absorvido pelo
foliculo pilosebaceo e poros, sem a necessidade de hidratacdo do EC. Tais
apéndices representam apenas 0,1% da superficie cutanea, de modo que sua

contribuicdo é pequena.
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Figura 4. Rotas de penetracdo de ativos pelo estrato cérneo: (A) através dos
cornedcitos e da matriz lipidica (penetracao transcelular) e através da matriz lipidica,
entre os cornedcitos (penetracao intercelular), adaptado de MOSER et al., 2001 e
(B) através dos apéndices cutaneos, adaptado de GERAS, 1990.

O EC é principalmente visto como uma barreira predominantemente lipofilica
(isto faz muito sentido uma vez que o EC foi desenvolvido para evitar a perda
passiva de agua dos tecidos em um ambiente arido), a qual apresenta alto grau de
organizacao, e leva as moléculas permeadoras a um caminho de absorcao longo e
complexo. Estas caracteristicas determinam a permeabilidade da membrana e a
extensdo em que ativos de diferentes propriedades fisico-quimicas séao
transportados (MOSER et al., 2001).

Assim sendo, a pele representa um desafio (devido a funcao barreira) e
também uma oportunidade (devido a longa extensado e possibilidade de modular a
funcéo barreira) na administragdo de ativos. Técnicas fisicas, compostos quimicos e
sistemas de liberagdo, como as microemulsdes, tém sido utilizados na tentativa de
modular a fungéo barreira do EC e facilitar o transporte de ativos na pele (BARRY,
2004; KARANDE; JAIN; MITRAGOTRI, 2004; PRAUSNITZ; MITRAGOTRI;
LANGER, 2004).

A microemulsdo (ME) foi introduzida por Hoar e Schulman, em 1943, que
descreveram esse sistema como transparente ou translicido, obtido por titulacdo a

partir de uma emulsdo comum de aspecto leitoso, que pela adicao de um éalcool de
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cadeia média torna-se transparente (GARTI; ASERIN, 1996; LAWRENCE; REES,
2000).

Atualmente, MEs sao definidas como sistemas termodinamicamente estaveis,
isotropicos, transparentes, constituidos por dois liquidos imisciveis, usualmente agua
e 6leo, estabilizados por um filme de compostos tensoativos localizado na interface
agua/éleo (CHEN et al.,, 2006; FORMARIZ et al., 2005; KOGAN; GARTI, 2006;
KREILGAARD, 2002).

Do ponto de vista microestrutural (Figura 5), as MEs podem ser do tipo agua
em oleo (A/O), éleo em agua (O/A) ou estruturas bicontinuas. Nas MEs do tipo A/O,
o componente hidrofilico é disperso na forma de goticulas coloidais no componente
lipofilico. Ja nas MEs do tipo O/A, o componente lipofilico é disperso na forma de
goticulas coloidais no componente hidrofilico e ambas podem ser invertidas de A/O
para O/A ou vice-versa ao variar as condicbées de emulsificacdo. Nas MEs com
estrutura bicontinua os componentes hidrofilicos e lipofilicos formam canais
adjacentes alongados com goticulas na faixa de 1-100 nm, como uma rede de tubos
aquosos em matriz oleosa ou rede de tubos oleosos em matriz aquosa, contendo
volumes relativos aproximadamente iguais entre as fases aquosa e oleosa (D’CRUZ;
UCKUN, 2001; GODDEERIS et al., 2006; KREILGAARD, 2002; LAWRENCE; REES,
2000; LV et al., 2006; MO; ZHONG; ZHONG, 2000).

Microemulsao O/A Microemulsio A'Q

Microemulsao bicontinua

Figura 5. Representacdo esquematica da microestrutura dos trés tipos de
microemulsao mais comumente encontrados. Microemulsdo do tipo (A) éleo em
agua, (B) bicontinua e (C) agua em éleo. Adaptado de LAWRENCE; REES, 2000.

A formagdo da ME geralmente envolve a combinacdo de trés a cinco
componentes, tais como, tensoativo, agua, 6leo e, quando necessario, o co-
tensoativo (D’CRUZ; UCKUN, 2001; LAWRENCE, 1996). A orientacao para sistemas
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O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-quimicas do tensoativo e do 6leo,
da relacdo entre as proporcdes tensoativo/co-tensoativo e entre as proporcdes
agua/dleo (CONSTANTINIDES et al., 1994; D’CRUZ; UCKUN, 2001). Portanto, a
escolha adequada e as concentracbes desses componentes tornam-se
extremamente importantes para a orientacdo desses sistemas (KREILGAARD,
2002).

Embora as MEs sejam termodinamicamente estaveis, podem existir algumas
barreiras cinéticas para sua formacdo e a ordem de adicdo dos componentes
influencia a facilidade de obtencédo destes sistemas, sendo que em alguns casos o
uso de calor e/ou agitacdo mecanica pode facilitar o processo de formacdo das
mesmas (LAWRENCE; REES, 2000).

A possibilidade de formar MEs também depende do balanco entre as
propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinada ndo somente pela
sua estrutura quimica, mas também por outros fatores como temperatura, forgca
ibnica e a presenca de co-tensoativo (MITTAL, 1999). A literatura mostra que a
adicao de um co-tensoativo diminui o tamanho das goticulas e amplia as regides de
MEs e isso ocorre porque a mistura de tensoativo com um co-tensoativo € mais
eficiente em reduzir a tensao interfacial entre agua-6leo, proporcionando a reducao
maxima do tamanho das goticulas da fase interna (KREILGAARD, 2002;
LAWRENCE; REES, 2000; TROTTA; PATTARINO; IGNONI, 2002).

O fator de empacotamento (Equacao 1) é um parametro Util para predizer a
geometria preferencialmente formada por um composto anfifilico, uma vez que
relaciona o formato da molécula com propriedades que influenciam a curvatura da
interface polar-apolar e, consequentemente, o tipo de agregado formado
(MITCHELL; NINHAM, 1981):

Equacéo 1:

Em que: K= fator de empacotamento
V= volume da porgéao hidrofdbica do tensoativo
A= area da cabeca polar
L= comprimento da cauda do tensoativo
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A inclusdo de outros compostos no sistema microemulsionado pode
influenciar tais parametros e, consequientemente, modificar a microestrutura formada
(LAWRENCE; REES, 2000).

Deve-se ressaltar que tensoativos nao-ibnicos e anfotéricos sdo mais
aceitaveis para aplicagdes farmacéuticas, uma vez que sdo menos alterados pelas
mudancas de pH e forca idnica e contornam problemas de toxicidade (D’CRUZ;
UCKUN, 2001; KREILGAARD, 2002).

A caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas microemulsionados,
principalmente por estudos de viscosidade e determinagdo do tamanho das
goticulas, pode auxiliar na interpretacdo dos experimentos de liberacao in vitro € in
vivo. O diametro das goticulas da fase interna das MEs, assim como, a viscosidade
do sistema estdo diretamente relacionados com a velocidade de liberagdo in vitro e
com o processo de difusao in vivo, facilitando ou dificultando a fragao disponivel do
ativo por unidade de tempo (CORREA et al., 2005).

Varios métodos podem ser utilizados na caracterizacdo de uma ME, de forma
que para elucidacao da sua estrutura é necessario a analise por diferentes métodos,
sendo os mais utilizados:

¢ Microscopia de luz polarizada - verifica a isotropia;

¢ Espalhamento de luz - determina o didmetro da fase dispersa;

¢ Métodos espectroscopicos - a ressondncia magnética nuclear
caracteriza a estrutura interna da ME;

¢ Outros métodos - reologia para determinacdo da viscosidade e
condutividade elétrica do sistema para determinagdo do tipo de ME (NEUBERT;
SCHMALFUSZ, 1999).

Dentre estes, o mais utilizado para caracterizacao de MEs é o espalhamento
dinamico de luz. Trata-se de uma técnica nao invasiva para medigdo do tamanho de
particulas menores que 1 pum. Os sistemas microemulsionados apresentam
normalmente didmetro médio das goticulas entre 10 — 100 nm (100 — 1000 A), o que
torna estes sistemas opticamente transparentes, uma vez que o tamanho maximo
das goticulas € menor do que 4 do comprimento de onda da luz incidente, e assim,
as particulas nao espalham luz (SINTOV; SHAPIRO, 2004).

Diferente das emulsdes convencionais, as MEs sdo geralmente formadas

espontaneamente quando quantidades adequadas dos componentes sao
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misturadas, sem a necessidade de energia mecéanica adicional (KREILGAARD,
2002; LAWRENCE; REES, 2000; PAOLINO et al, 2002). As MEs sao ainda
superiores as solugcdes micelares em termos de potencial de solubilizacdo de
substancias, por isso, sdo usadas para aumentar a solubilizagdo e a absorcao de
ativos lipofilicos (CONSTANTINIDES, 1995; D’CRUZ; UCKUN, 2001).

As principais vantagens das MEs como veiculos para liberacao de ativos sao
a alta capacidade de solubilizacao de ativos com diferentes propriedades fisico-
quimicas, estabilidade termodindmica, simples tecnologia de preparo, custo
relativamente baixo, baixa viscosidade com comportamento Newtoniano, grande
area superficial e diametro das goticulas muito pequeno (CHEN et al., 2006;
DJORDJEVIC et al, 2004; KOGAN; GARTI, 2006; KREILGAARD, 2002;
LAWRENCE; REES, 2000; PELTOLA et al., 2003; SPICLIN et al., 2003).

O uso tépico de MEs tem aumentado a absorcdo cutanea de ativos tanto
hidrofilicos como lipofilicos quando comparados aos veiculos convencionais
(BOLTRI et al., 1994; BONINA et al., 1995; CHEN et al., 2004; DELGADO-CHARRO
et al., 1997; DREHER et al., 1997; KREILGAARD; PEDERSEN; JAROSZEWSKI,
2000; KRIWET; MULLER-GOYMANN, 1995; PELTOLA et al., 2003; RHEE et al.,
2001; SCHMALFUSZ; NEUBERT; WOHLRAB, 1997; SINTOV; SHAPIRO, 2004;
TROTTA et al., 1994; TROTTA; MOREL; GASCO, 1997; WU et al., 2001).

A Figura 6 representa um diagrama esquematico da variedade dos possiveis
eventos envolvidos na liberacdo tépica a partir de uma ME. Existem diferentes
processos de particdo ocorrendo entre as fases interna e externa da ME, e entre
estas fases e a pele (passos a, b e ¢). O transporte do ativo pode ser controlado por
qualquer um destes processos € a forga termodindmica impulsora da liberacao vai
refletir as atividades relativas do ativo nestas diferentes fases. Além disso, deve-se
considerar que um ou mais componentes da ME, por si s6, sdo capazes de interagir
de alguma forma com a membrana e alterar a fungdo barreira da pele (passo d).
Finalmente, existe ainda a possibilidade de que constituintes da pele como, por
exemplo, os lipidios sejam extraidos pelas MEs, o que permite maior penetracao do
ativo (passo e) (DELGADO-CHARRO et al., 1997).
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Figura 6. Diagrama esquematico da variedade dos possiveis eventos envolvidos na
liberacao topica a partir de uma microemulsao. (a, b e c) Particdo do ativo a partir de
uma ou mais fases. (d) Difusao pelo estrato corneo. (e) Remocao de constituintes da
pele. Adaptado de DELGADO-CHARRO et al., 1997.

Devido a estrutura dinamica das MEs, acredita-se que os mondmeros de
tensoativos possam difundir-se pela superficie da pele e atuar como promotores
tanto por romperem a estrutura lipidica do EC, facilitando a difusao dos ativos pela
camada barreira, como por aumentarem a solubilidade dos mesmos na pele,
aumentando assim o coeficiente de particdo entre a pele e o veiculo. Acredita-se
que as MEs, que atuam rompendo a estrutura lipidica do EC, promovem aumento
tanto na penetracdo quanto na permeacado dos ativos, enquanto os sistemas que
atuam aumentando a particdo dos ativos na pele promoverdao principalmente
aumento na penetragdo (KREILGAARD, 2002).

Os efeitos combinados dos componentes hidrofilicos e lipofilicos das MEs
aumentam a atividade do sistema. As MEs sao capazes de reduzir a tensao
interfacial entre a pele e o veiculo devido ao contato préximo com os lipidios do
epitélio, o que podera resultar em penetragcdo e permeacdo mais rapidas pelas
camadas mais profundas da pele. Assim, a localizacdo das substancias nas
camadas mais profundas deste tecido pode ser determinada pelas interacbées entre
os diferentes componentes da formulacdo e certos dominios estruturais do EC
(SCHMALFUSZ; NEUBERT; WOHLRAB, 1997).

No entanto, esta capacidade de interagir com os lipidios do EC pode
comprometer a barreira epidérmica. Além disso, o alto conteudo de tensoativos
presentes nas MEs pode causar irritacdo cutanea sendo, portanto, de grande
importancia a avaliagdo do potencial de irritagdo cutdnea e da ocorréncia de
possiveis reacbes téxicas desencadeadas pela aplicacdo destas formulagdes
(KREILGAARD, 2002; LEHMANN; KEIPERT; GLOOR, 2001).
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5. CONCLUSOES
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A discussao dos resultados obtidos permitiu concluir que:

¢ A cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando deteccao no UV mostrou-
se um método analitico sensivel e adequado para quantificacdo da quercetina
presente na [E +D] e no sistema microemulsionado. Apesar de nao ter sido seletiva
para quantificagdo de quercetina presente no estrato cérneo. A validagao do método

foi realizada, apresentando resultados adequados;

¢ A quercetina apresentou atividade antioxidante, atuando no sequestro do
radical estavel DPPH®. O método de medida da atividade doadora de H" ao radical
estavel DPPH® mostrou-se seletivo para quantificacdo de quercetina presente no
estrato corneo e para determinacao da atividade antioxidante da quercetina presente
nas microemulsdes até a concentracao final no meio de reacao de 1 ug/mL de ativo.

A validacao deste método apresentou resultados adequados;

¢ A quantidade maxima de quercetina capaz de ser solubilizada na
microemulsdo formada por 6leo de canola, Span® 80, Tween® 80, PG e agua, sem
haver alteragcao das caracteristicas fisico-quimicas, foi de 0,3% m/m.

¢ O sistema microemulsionado apresentou-se como sistema estavel, isotrépico
translucido, do tipo A/O, com comportamento reoldgico caracteristico de um fluido
Newtoniano e tamanho médio de goticulas e potencial zeta de aproximadamente 15

nm e -6 mV, respectivamente;

¢ Os métodos de extracdo da quercetina de secgdes de pele e da fase
receptora, propostos e padronizados neste trabalho, promoveram recuperagcao
adequada do ativo em anadlise, o que viabiliza seu emprego em estudos de

permeacao/retencdo que proponham o uso tdpico da quercetina;

¢ O uso da microemulsdo aumentou a penetracao cutanea in vitro e in vivo da
quercetina sem gerar permeacao do ativo, sendo, portanto, uma importante

estratégia para aumentar a liberacao topica deste flavondide lipofilico;
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¢ A aplicacao topica, por 15 dias consecutivos, da microemulsdo adicionada ou

nao de quercetina nao acarretou alteracdes que indiquem irritacdo cutanea;

¢ O estudo de estabilidade mostrou a necessidade de armazenamento do
sistema microemulsionado a 4°C para manutencao da concentracdo e atividade

antioxidante da quercetina;

¢ Os estudos de fotoestabilidade da microemulsao adicionada de quercetina
demonstraram nao ter havido degradacao ou perda de atividade deste flavondide
quando submetido a condicdes severas de exposicdo a radiacdo, sugerindo a
fotoestabilidade do mesmo e confirmando a viabilidade do uso deste sistema contra

os danos oxidativos na pele induzidos pela exposi¢cao a RUVB;

¢ A aplicacdo topica da microemulsdao contendo quercetina em camundongos
sem pélos mostrou-se eficaz contra os danos induzidos pela RUVB, sendo efetiva na
protecdo do antioxidante endégeno GSH, bem como na inibicdo da
atividade/secrecao de proteinases e da atividade da MPO. No entanto, a avaliacdo
do efeito deste sistema no aumento do eritema e nas alteracdes histopatolégicas
causadas pela exposicao a RUVB demonstra que a eficacia in vivo ndo é decorrente

de efeito protetor da formulacéo;

¢ O pré-tratamento de queratincitos humanos com quercetina nao alterou a
inducao pela RUV das MAP quinases ERK, JNK e p38, conseqientemente nao
houve inibicao na elevacao dos niveis de c-Jun e c-Fos, assim como no aumento da
produgao das MMPs 1 e 3, ndo sendo, portanto, detectado efeito deste flavondide
contra a inducado do fator de transcricdo AP-1. Por outro lado, este flavondide foi

efetivo contra 0 aumento na producao das citocinas IL-13, IL-6, IL-8 e TNF-a;

¢ O pré-tratamento de queratin6citos humanos com quercetina diminuiu os
niveis da subunidade RelA/p65 no nucleo e a atividade de ligagdo ao DNA do fator
de transcricao NF-xB, mas nao teve efeito algum na degradacao de lkBa induzida

pela exposicao a RUV;
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Desta forma, os resultados obtidos na presente pesquisa evidenciam que o
potencial do flavondide quercetina em atenuar os danos causados na pele pela
exposicao a RUV deve-se principalmente a seus efeitos inibitérios contra a ativacao
do fator de transcricdo NF-xB, importante mediador do processo inflamatério. Além
disso, considerando que a ativacao desta via de sinalizacao celular em resposta a
exposigao a RUV participa das reagOes inflamatérias envolvidas nos processos de
fotoenvelhecimento, fotodermatoses e fotocarcinogénese, o uso da microemulséao
contendo quercetina, desenvolvida e avaliada nesta pesquisa, como agente
fotoquimioprotetor, aparece como estratégia relevante no combate ao aparecimento

destas desordens cutaneas.
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