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RESUMO
O mecanismo de defesa antioxidante da pele conta a radiagdo UV nao ¢ suficiente para
eliminacao dos radicais livres produzidos. Assim, ¢ inquestionavel a importancia do uso
de substancias antioxidantes. Dentre os agentes quimiopreventivos, ¢ possivel destacar
substancias naturais, como a quercetina. No entanto, a baixa solubilidade em 4gua, meia-
vida reduzida, instabilidade quimica e baixa permeabilidade através da pele dificulta sua
aplicagdo topica. Assim, a nanoencapsulacao desse ativo ¢ uma alternativa promissora.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver carreadores lipidicos
nanoestruturados visando a encapsula¢do de quercetina (CLN-QCT) com intuito de
quimioprevencdo contra os efeitos danosos da radiacio UVA. Os CLN foram
desenvolvidos por irradiacdo ultrassonica utilizando-se uma mistura de lipideos de
origem vegetal e copolimeros em bloco. Os CLN apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes as descritas na literatura, com DHm de 230,7 nm + 30,6, PZ de -
36,5 £ 2,1 mV, IP de 0,247 £ 0,07 ¢ EE de 91,29 + 2,09%. Durante trés meses, a
formulagdo apresentou estabilidade preliminar satisfatéria em todas as condi¢des de
armazenamento. No ensaio com a linhagem de fibroblastos, foi observado que a
nanoestruturacao pode contribuir para uma maior tolerabilidade das células em relacao a
QCT livre. Por outro lado, para os queratindcitos, ndo houve diferenca significativa entre
os valores de viabilidade celular para a QCT e os CLN-QCT. Ademais, para ambas
linhagens celulares, a formulagdo contendo 50 pg/mL de QCT nao apresentou diferenca
significativa na viabilidade das células quando em comparagao ao controle negativo. No
ensaio cometa, foi possivel observar que os CLN contendo QCT (50 pg/mL) foram
eficazes em impedir danos ao DNA das células de fibroblastos, os quais foram
ocasionados pela radiacio UVA. Esse efeito foi mais pronunciado quando em
compara¢do a QCT livre e aos grupos controle. Diante disso, ¢ possivel sugerir que o
nanocarreador desenvolvido possa ser promissor para a prevencao de efeitos danosos ao

DNA decorrentes da radiagao UVA.

Palavras-chave: Radiagdo UVA, quimioprevengdo, quercetina, carreadores lipidicos

nanoestruturados, ensaio cometa



ABSTRACT
The skin's antioxidant defense mechanism against UV radiation is not sufficient to
eliminate the free radicals produced. This, the importance of using antioxidant substances
is unquestionable. Among the chemopreventive agents, it is possible to highlight natural
substances, such as quercetin. However, the low water solubility, reduced half-life,
chemical instability and low permeability through the skin makes its topical application
difficult. This, the nanoencapsulation of this active is a promising alternative. This, the
present work aimed to develop nanostructured lipid carriers for the encapsulation of
quercetin (CLN-QCT) with the aim of chemoprevention against the harmful effects of
UVA radiation. NLCs were developed by ultrasonic irradiation using a mixture of plant-
derived lipids and block copolymers. The NLCs showed physicochemical characteristics
similar to those described in the literature, with DHm of 230.7 nm + 30.6, PZ of -36.5 +
2.1 mV, IP of 0.247 + 0.07 and EE of 91.29 + 2.09%. During three months, the
formulation showed satisfactory preliminary stability under all storage conditions. In the
assay with the fibroblast lineage, it was observed that nanostructuring may contribute to
a greater tolerability of cells in relation to free QCT. On the other hand, for keratinocytes,
there was no significant difference between the cell viability values for QCT and CLN-
QCT. Furthermore, for both cell lines, the formulation containing 50 pg/mL of QCT
showed no significant difference in cell viability when compared to the negative control.
In the comet assay, it was possible to observe that NLCs containing QCT (50 pg/mL)
were effective in preventing damage to the DNA of fibroblast cells, which was caused by
UVA radiation. This effect was more pronounced when compared to free QCT and
control groups. In view of this, it is possible to suggest that the developed nanocarrier
may be promising for the prevention of DNA-damaging effects resulting from UVA

radiation.

Keywords: UV radiation, chemoprevention, quercetin, nanostructured lipid carriers,

comet assay
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1 INTRODUCAO

A radiagao ultravioleta (RUV) proveniente da luz solar compreende a radiagdo
UVA, abrangendo os comprimentos de 320-400nm; UVB, de 290-320nm; e UVC de 100-
290nm (SUN et al., 2020; GOUVEA et al., 2014). A radiacdo UVA corresponde a 95%
da RUV que atinge a superficie terrestre, sendo a grande responsavel pelo
fotoenvelhecimento, especialmente pela sua capacidade de penetragao na pele. Os danos
envolvidos pela radiacdo UVA estdo relacionados a danos indiretos a molécula de DNA,
devido a geragdo de radicais livres através de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
também devido a alteragdo da atividade de células apresentadores de antigenos da
epiderme (GUERRA; CRANE, 2020).

A radiacdo UVB ¢ a principal responsavel pelo desenvolvimento de cancer de
pele. A exposicao a essa radiagdo causa aberragdes em varias vias bioquimicas e
moleculares (PRASAD et al., 2020). Isso se deve a geragdo de danos diretos ao DNA
com a formagao de dimeros de ciclobutano pirimidina e fotoprodutos de pirimidina. J& a
radiagdo UVC ¢ completamente absorvida pela camada de ozdnio, e, portanto, sua
incidéncia ¢ baixa (GUERRA; CRANE, 2020). Dessa forma, a radiacdo solar ¢
considerada um potencial agente genotoxico, podendo levar a danos ao DNA através de
multiplos mecanismos. Nesse ponto, ¢ importante destacar a formacao de ERO que geram
danos ao DNA (SUN et al., 2020; SUOZZI; TURBAN; GIRARDI, 2020)

A fotoprotecdo ¢ a estratégia mais usual para prevengao dos efeitos deletérios da
RUV. No entanto, os cosméticos fotoprotetores podem nao ser completamente efetivos
contra os danos ao DNA, especialmente em relagdo as ERO. Dessa forma, substancias
com atividade antioxidante representam importante complemento (LIM; ARELLANO-
MENDOZA; STENGEL, 2017). Neste cenario, destacam-se os insumos farmacéuticos
ativos (IFAs) derivados de produtos naturais (SAEWAN; JIMTAISONG, 2015;
STEVANATO; BERTELLE; FABRIS, 2014; SILVA et al., 2020; KUMAR; JOSE,
2020; KARAPETSAS et al., 2020). Alguns IFAs possuem acdo antioxidante, além de
atuarem em vias proliferativas e apoptoticas (UMEZAWA et al., 2019; LISKOVA et al.,
2020)

Dentre as substancias de origem natural, a quercetina desponta como um IFA com
relevante acdo quimiopreventiva (KASHYAP et al., 2019). No entanto, a baixa

solubilidade em 4gua, meia-vida reduzida, instabilidade quimica e baixa
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biodisponibilidade dificultam sua utilizagdo. Além disso, a permeabilidade da quercetina
através da pele ¢ reduzida, o que dificulta sua aplicagdo topica (PALLIYAGE et al.,
2019). Acredita-se que o uso da nanotecnologia pode ser um grande aliado, especialmente
através do uso de nanocarreadores com boa penetragdo topica, como os carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN). Os CLN proporcionam melhores niveis de permeagao
cutanea e controle da liberacdo da substancia ativa, além de apresentarem maior
estabilidade quando em comparagdo a outros carreadores nanoestruturados (TEKADE et
al.,2017; GHANBARZADEH et al., 2015; GARCES et al., 2018).

Pelo exposto e considerando a inexisténcia de estudos semelhantes na literatura,
o presente trabalho teve como objetivo desenvolver carreadores lipidicos
nanoestruturados visando a encapsulacdo de quercetina com intuito de utilizagdo na

quimioprevengao, especificamente contra os efeitos danosos da radiacdo UVA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECTRO SOLAR

A luz solar ¢ formada por uma ampla gama de radiagdes eletromagnéticas,
incluindo a luz infravermelha, a luz visivel e a luz ultravioleta (Figura 1). O espectro
eletromagnético solar ¢ formado por comprimentos de onda de 100 a 400nm. Os
comprimentos mais longos atingem a superficie da Terra, sendo compreendidos pela
radiagdo UV A na faixa de 320-400nm. Essa radiacdo representa cerca de 95% da radiagao
que atinge a superficie terrestre (SONDENHEIMER; KRUTMANN, 2019; HEDAYAT
et al., 2020)

Ja aradiacdo UVB representa os outros 5%, através dos comprimentos de onda de
290 a 320nm, os quais apresentam maior energia. Sua distribui¢do ¢ varidvel devido a
absor¢ao pela camada de ozonio. Por outro lado, a radiagdo UVC abrange os espectros
menores que 290 nm, sendo absorvida pela camada de ozo6nio e, com isso, ndo atinge a

superficie terrestre (MOSHAMMER; SIMIC; HALUZA, 2016; HEDAYAT et al., 2020).

Figura 1- Espectro eletromagnético solar

Ultravioleta Visivel Infravermelho |

uve|  |uvB]  [UvA

100nm 280nm 320nm  400nm 700nm

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Adaptado de GOETZKE, 2019.
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2.1.1 Danos ocasionados pela Radiaciao Solar

O comprimento de onda da radiacao e a energia contida num foton de radiacao
sdo inversamente proporcionais. Dessa forma, quanto menor o comprimento de onda,
maior serd a energia da radiagdo solar e menor a penetracao na pele. Nesse sentido, a
radiagdo UVA, devido ao seu poder de penetracdo, atua sobre os vasos da derme,
provocando vasodilatagdo e eritema gradual. Além disso, esse espectro também esta
associado a pigmentacdo imediata e tardia, envelhecimento precoce e carcinogénese
(HEDAYAT et al., 2020). Ja a radiagao UVB, apesar de possuir menor penetragao nas
camadas da pele, pode causar lesdes as células epiteliais, levando a producao de
substancias vasodilatadores, como as prostaglandinas. Além disso, essa radiacdo pode
causar eritema, pigmentacdo tardia e espessamento da epiderme. A radiagdo UVB
também atua no metabolismo epidérmico da vitamina D (HAWK, 2020).

A incidéncia da radiagdo ultravioleta aumentou nas ultimas décadas,
especialmente devido a depledagdo da camada de ozoOnio causada por poluentes
atmosféricos, como clorofluorcarbonetos, clorocarbonetos e organobrometos. A
biomassa ou a queima de combustivel com a geracdo de espécies reativas de nitrogénio
também causam desgaste da camada de ozonio (RICHA; SINHA; HADER, 2014;
SCHUCH et al., 2013).

2.1.1.1 Impactos bioldgicos das ERO

A RUV ¢ um dos grandes agentes indutores da producao de ERO, especialmente
a radiacdo UVA. Essas espécies reativas sdo caracterizadas por possuirem grande
potencial destrutivo. Um resumo das reagdes em cadeia que levam a geracdo de ERO ¢
apresentado na Figura 2. Inicialmente, o oxigénio molecular (0,) recebe um elétron ou
ha a transferéncia de energia, ocasionando um aumento de sua reatividade. Com isso, O,
¢ convertido respectivamente em anion superoxido (0O, ) ou em singleto de oxigénio
(10, ). Devido a sua grande instabilidade, o 4nion superéxido pode dar origem a alguns
produtos téxicos ou muito reativos como o peroxinitrito. Além disso, ele pode ser
convertido em perdxido de hidrogénio (H,0,) espontancamente ou através da enzima

superoxido dismutase (SOD) (PETRUCK et al., 2018; JAKUBCZYK et al., 2020).
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O H,0, pode ser eliminado com a acdo da glutationa peroxidase presente no
citosol, na mitocondria ou no meio extracelular. Nessa reacdo ocorre a conversao do H,0,
em agua. Além disso, os hidroperdxidos lipidicos provenientes das membranas sdo
transformados em alcoois estaveis. Outra via de neutralizacdo do H,0, ¢ através de sua
conversao em acido hipocloroso (HCIO) por meio da enzima mieloperoxidase (MPO)
presente nos lisossomos dos neutréfilos (CADET; WAGNER, 2013).

Apesar de sua maior estabilidade ao ser comparado ao anion superoxido, o
H,0, em presenca de fon ferro (Fe?*) ou cobre (Cu?") pode ser convertido em radical
hidroxila (- OH), pela reagio de Fenton, (Fe?* + H,0, — Fe3* + - OH + fon hidroxil)
(PISOSCHI; POP, 2015). O radical hidroxila formado apresenta elevada instabilidade,
podendo reagir com varias biomoléculas capazes de ceder elétrons, como DNA,
protéinas, enzimas e aminoacidos. Ao reagir com fosfolipideos de membrana, hd a
formagao de radicais alcoxila (LO -), radicais peroxila (LOO) e hidroperdxidos lipidicos
(LOOH), que sdo precursores da peroxidagado lipidica (PISOSCHI; POP, 2015; CHEN;
HU; WANG, 2012)

Figura 2 - Geragao de Espécies Reativas de Oxigénio
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Nesse contexto, a exposi¢do a RUV pode levar a superproducao de ERO, os quais
podem ocasionar a geragao de reagdes em cadeia de peroxidagdo lipidica. A peroxidagao
lipidica ¢ o processo em que as ERO reagem com os acidos graxos poliinsaturados
presentes nas membranas celulares, gerando a desorganizacdo da membrana celular e a
liberacao de fosfolipidios de membrana (SCHUCH et al., 2013). Com isso, a RUV causa
um aumento das atividades da fosfolipase A2 e também da ciclooxigenase-2 (COX-2) e
consequentemente ha maior producao de prostaglandinas, especialmente a prostaglandina
E2, responsavel pela indugao de inflamacao na pele (SHIN et al., 2019; OCA et al., 2017).

A exposicao a RUV também estimula a producao e liberagao do fator de necrose
tumoral (TFN-a) em queratindcitos para a corrente sanguinea. A ativacdo da TNF-a
ocorre através da participagdo da interleucina (IL) -1 juntamente de ERO. A ativacdo
dessas citocinas, estimula a producdo de outras citocinas pré-inflamatorias como IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12. Essas citocinas formadas impulsionam a produ¢ao de ERO, elevando
o estresse oxidativo. Caso esse sistema ndo seja interrompido, pode ocasionar a
fotocarcinogénese. As citocinas formadas podem também atuar através da estimulagdo
dos niveis do fator nuclear - kappa B (NF-kB) ou por meio da estimulacao das proteinas
quinasas ativadas por mitoégenos (MAP quinase) (SHIN ef al., 2019; PACHOLCZYK;
CZERNICKI; FERENC, 2016)

Dessa forma, a RUV ativa também o NF-kB, presente na regulacao de diferentes
genes e atuante na producao de substancias pro-inflamatdrias. Normalmente, o complexo
NF-kB esta inativo ligado a proteina inibitoria kappa B (IkB). A exposi¢do a RUV, faz
com que haja a liberacdo de mediadores inflamatérios IL-1 e TNF-a, que promovem a
degradagdo do complexo NF-kB/IkB. Apds liberado, o NF-kB chega ao nucleo e ativa os
genes envolvidos na producdo de substancias pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF- o),
além da ativagdo e producdo de metaloproteinases (NAKAJIMA; KITAMURA, 2013)

As citocinas formadas podem também atuar através da estimulagao dos niveis do
fator nuclear - kappa B (NF-kB) ou por meio da estimulacdo das proteinas quinasas
ativadas por mitogenos (MAP quinase). As MAP quinases sdo serina/treonina quinases
que atuam na regulagdo de diversas vias celulares, como a proliferacao, diferenciagao,
adaptacao ao estressse e apoptose. Trés MAP quinases podem ser destacadas: a quinase
c-jun n-terminal (JNK), quinase p 38 e a proteina quinase regulada através de sinais

extracelulares (ERK) (HOTAMISLIGIL; DAVIS, 2018).
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As MAP quinases exercem fundamental importancia no processo de ativagdo e
controle da expressdo génica, atuando como mediadores na transducdo do sinal da
superficie celular ao nucleo. A ERK atua na promocao de tumores, especialmente
estimulados pelo estado oxidativo, estimulando a proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciagdo celular. Ja a JNK e p38 sdo ativadas através de citocinas inflamatdrias,
exposi¢ao a RUV, choque térmico e outros agentes danosos ao DNA. A sua fosforilagao
tem importante papel na diferenciagado celular e resposta inflamatoria (BORISOVA et al.,
2018; HOTAMISLIGIL; DAVIS, 2018).

A ativacdo das MAP quinases leva ao aumento da expressao do fator de
transcri¢do c-Jun na pele humana e também do fator de transcri¢ao c-Fos que formam o
complexo AP-1. Esse fator de transcricdo ¢ altamente ativo e induz a expressdo de
diversos genes, principalmente varios membros da familia das metaloproteinases. AP-1
estimula a expressao de metaloproteinases em queratindcitos e fibroblastos (KWON et
al., 2019).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo endopeptidases que degradam
estruturas proteicas como colageno, elastina e outras proteinas da matriz extracelular. A
RUYV estimula os niveis de acido ribonucleico mensageiro (RNAm), de proteina ¢ a
atividade enzimatica de pelo menos trés MMPs: a MMP-1 (colagenase 1 ou colagenase
intersticial) que degrada a estrutura das fibras de colageno tipo I e III, a MMP-3
(estromelisina-1) que rompe a organizagao do colageno tipo IV, e MMP-9 (gelatinase-B)
que finaliza a degradacdo de fragmentos de colageno gerador pela MMP-1. A atuacdo
conjunta dessas MMPs causa a degradacgao das proteinas estruturais presentes no tecido
conectivo dérmico, sendo considerada um marcador importante ao fotoenvelhecimento
induzido por RUV (SHIN et al., 2019; KIM 2016; KWON et al., 2019).

Além disso, a interag@o da radiagdo ionizante e ERO induzida pela radiacdo UVA
pode ocasionar dano oxidativo e cruzamento intra e inter cadeia de DNA. A exposi¢do a
radiacdo RUV pode levar a quebra da fita dupla de DNA (SSB - single strand breaks),
sendo considerada uma das lesdes mais prejudiciais ao material genético que pode
ocasionar a perda de fragmento cromossomico, ocasionando a instabilidade do genoma.
(ROY, 2017). O esquema a seguir (Figura 3) mostra os efeitos descritos apos a exposi¢ao

a RUV.
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Figura 3 - Esquema simplificado das alteragdes bioquimicas e vias de sinalizagao
envolvidas na pele apos a exposi¢do a radiagao UV
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Fonte: SOUZA; FONSECA, 2015

2.1.1.2 Danos ao DNA

A estabilidade e integridade da informagdo genética ¢ de extrema importancia a
manuten¢do da vida. Com isso, a compressdo da molécula de DNA ¢ fundamental. O
DNA ¢ formado a partir de nucleotideos capazes de ligarem entre si. Cada nucleotideo ¢
constituido por uma molécula de desoxirribose, um grupamento fosfato e uma das quatros
possiveis base nitrogenada, sendo elas: adenina, citosina, timina e guanina. A unido dos
nucleotideos ¢ feita através de ligacao fosfodiéster, possibilitando a formagao de uma fita
simples de DNA. Além disso, os nucleotideos também possuem a capacidade de
complementariedade através de pontes de hidrogénio. Com isso, ocorre a unido de fitas
complementares. Dessa forma, as forg¢as envolvidas nas pontes de hidrogénio e nas
ligagdes fosfodiéster, permitem a molécula de DNA de dupla fita a caracteristica
tridimensional de dupla-hélice. A depender da fase do ciclo celular em que a célula se

apresenta, a molécula de DNA pode estar altamente compactada, sendo denominada de
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cromossomos, ou no menor nivel de compactacdo, sendo denominada de cromatina
(GHANNAM; WANG; ARIFF, 2020)

No entanto, alguns agentes genotoxicos podem causar alteracao em sua estrutura,
levando a danos ao material genético e, consequentemente, impedindo o desenvolvimento
de suas fungdes (NOHMI, 2018). Dentre os diversos agentes que podem levar a danos no
DNA, ¢ possivel destacar a radiacdo solar, que afeta a estabilidade genomica de
organismos vivos bem como pode ocasionar a altera¢do da estrutura de proteinas e outras
moléculas biologicas (FUENTES-LEON et al., 2020)

A radiagao solar pode provocar danos ao DNA, em diversas formas de vida. A
radiacdo UVC ¢ considerada a mais prejudicial a indugdo de danos ao DNA, tendo
maxima absor¢do pelos acidos nucleicos, especialmente a 260nm. No entanto, essa
radiagdo ¢ absorvida pela camada de 0z6nio. Por outro lado, as radiagdes UVA e UVB,
as quais atingem a superficie terrestre, também sdo consideradas indutoras de danos ao
DNA (ROY, 2017).

Existem relatos do aumento das taxas de incidéncia de carcinoma basocelular,
escamoso ¢ melanoma, sendo a RUV o principal fator causal (FELLER et al., 2016). De
acordo com a Organizagdo Mundial de Satide (OMS), em 2018 houve uma taxa de
incidéncia global de 2 a 3 milhdes de canceres de pele de queratindcitos e 132000
canceres de pele melanoma (EGAMBARAM; PILLALI 2019)

Nas células expostas a RUV, o DNA atua como um cromdforo, absorvendo os
fotons, os quais podem causar lesdes em sua estrutura. A exposi¢do a radiagdo UVB
modifica as bases purinas do DNA. O fotoproduto de purina reage com um residuo de
adenina, com posterior fotocicloadi¢do com adenina ou timina, gerando pirimidinas
citotoxicas e letais, incluindo dimeros de ciclobutano pirimidina, pirimidina, fotoprodutos
de pirimidona e seus isdmeros. A formagdo de ciclobutano pirimidina depende da
sequéncia adjacente, da especificidade da sequéncia e do comprimento irradiado
(RICHA; SINHA; HADER, 2014). Nessa situacdo, ocorre a ligacao erronea entre duas
pirimidinas na mesma fita de DNA. Ao invés de ocorrer o pareamento normal adenina-
timina ou guanina- citosina, ocorre a ligacao entre citosina e timina (CADET et al., 2012).

A radiacao UVB ¢ considerada menos potente em relagao a oxidacao de bases e a
quebras de fita de DNA. Ja a radiagdo UVA consegue penetrar nas camadas mais
profundas da pele, atingindo a camada basal em que melandcitos e células-tronco estdo
presentes. Enquanto a radiacdo UV A age principalmente através de ERO, a radiacao UVB

danifica diretamente o DNA (CHEN; HU; WANG, 2012; MULLENDERS, 2018).
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A energia proveniente da RUV ¢ absorvida pelos cromdéforos celulares, dentre
eles o DNA, purinas, proteinas, lipideos, melanina e aminoacidos aromaticos. Essa
absor¢do leva a geracdo de cromoforos energizados que reagem com o o0xigénio
molecular, gerando ERO. As ERO podem ser divididas em dois grupos: radicais livres e
aqueles que ndo sdo radicais livres. De forma geral, um radical livre pode ser definido
como uma espécie com um ou mais elétrons nao emparelhados. Os radicais livres sdo
representados pelos radicais hidroxila, peroxila e alcoxila e anion superdxido. As ERO
que ndo sdo radicais livres sao moléculas reativas de oxigénio capazes de iniciar reagdes
oxidativas e gerar espécies de radicais livres (oxigénio singlete, peréxido de hidrogénio,
peroxido nitrito, dcido hipocloroso) (CHEN; HU; WANG, 2012; JAGER; COCKRELL;
PLESSIS, 2017).

Por outro lado, a pele possui alguns mecanismos endoégenos de protecdo contra
ERO. Esses sistemas podem ser antioxidantes enzimaticos como superdxido dismutase e
catalase, ou ndo enzimaticos, tais como, vitamina C, vitamina E, ubiquinonas, acido urico
e compostos sulfidrilicos (glutationa, homocisteina), e ainda os quelantes de metais,
podendo ser citados os transportadores de ferro (transferrina, hemoglobina, mioglobina,
ferrina e ferrodoxinas) e o transportador de cobre (ceruplasmina). Em situacdes de tensao
de oxigénio normal, esses sistemas sdo eficazes para manter a homeostasia. No entanto,
quando ha grande geracdo de ERO como o caso de exposicdo a RUV, especialmente a
radiacdo UV A, esses mecanismos apresentam limitagdes, o que torna a pele vulneravel
aos ataques das ERO (JAGER; COCKRELL; PLESSIS, 2017). A avalia¢ao desses danos
pode ser realizada em laboratorio a partir de testes genotdxicos e mutagénicos. Nesse
sentido, uma vez que os protetores solares isoladamente podem nao ser suficientes na
prevencao de danos causados pela RUV, o uso de substancias com acdo quimiopreventiva
ganha destaque, incluindo os antioxidantes (PISOSCHI; POP, 2015).

A exposicao a RUV acelera o envelhecimento celular além do risco associado ao
desenvolvimento de cancer de pele (BIRCH-MACHIN; BOWMAN, 2016). A agdo
conjunta da radiagdo UVA e UVB estad associada ao desenvolvimento de melanoma
cutdneo maligno bem como a danos oxidativos causados pelas ERO ao DNA
(PACHOLCZYK; CZERNICKI; FERENC, 2016; JAGER; COCKRELL; PLESSIS,
2017). Assim, o conhecimento da técnica para a avaliagdo de danos ao material genético

se faz necessario (QUINET et al., 2017).
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2.2 AVALIACAO IN VITRO DE EFEITOS GENOTOXICOS E MUTAGENICOS

A avaliagdao do potencial genotdxico e mutagénico ¢ de suma importancia para
identificar possiveis efeitos danosos causado por drogas terapéuticas, cosméticos,
agroquimicos, compostos industriais, aditivos alimentares, toxinas naturais e também de
produtos nanoparticulados (LEE et al., 2016).

A genotoxicidade abrange (Figura 4), além da mutagenicidade, a capacidade que
um agente possui em produzir efeitos toxicos no material genético ou no aparato celular
que regula o genoma, incluindo o fuso mitético e topoisomerases, levando a mudancgas na
informacao e/ou estrutura ou segregagao do DNA (MEDLEY et al., 2012). Ao interferir
no DNA, um agente genotoxico pode levar a formagao de adutos, alteracao oxidativa e
até rompimento da molécula de DNA (MAHAYE et al., 2017). Os efeitos genotdxicos
de uma substancia podem ser transitorios e reversiveis, apresentando ou nao efeitos
adversos (PIBERGER et al., 2018).

A mutagenicidade ¢ definida pela capacidade que um agente possui em induzir
modificagdes permanentes (células somaticas) ou hereditarias (células germinativas) na
estrutura génica da célula que dificilmente serao revertidas (MOORE et al., 2019) como
o cancer (QUINET et al., 2017). Embora algumas mutagdes possam ocorrer
espontaneamente, em sua grande maioria ¢ causada por uma agente fisico, quimico ou
bioldgico, em que podemos destacar a RUV (ROY, 2017; PHILLIPS ef al., 2009). Por
isso, os agentes quimiopreventivos exercem importante fungdo na prevengdo de tais
acometimentos (TURKEZ; ARSLAN; OZDEMIR, 2017).

A avaliagdo da genotoxicidade pode ser realizada através de alguns testes. Dentre
eles, podem ser citados os testes de sintese ndo programada de DNA, de troca de
cromatides-irmas, de quebras de fitas de DNA, de formagdo de aduto de DNA e de
recombinac¢ao mitotica (ZHOU; X1, 2018). Eventos mensurados por esses testes nao sao
por eles proprios necessariamente transmitidos célula a célula. Em contrapartida, os
eventos provocados pela mutagenicidade correspondem a alteracdes genéticas que

perpetuardio a proxima geragdo celular (CORTES; MARCOS, 2018)
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Figura 4 - Alteracdes genéticas causadas por um agente genotoxico
(Genotoxicidade e Mutagenicidade)
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Fonte: Autora (2022).

As mutagdes podem ser classificadas em dois niveis, a mutacdo génica (mutacao
de ponto) e a mutagdo cromossomica. Esta Gltima ¢é caracterizada por alteragdes que
podem acometer cromossomos inteiros ou grupos de cromossomos. A mutacio
cromossomica pode ser dividida em estrutural, caracterizada por mudangas na forma ou
tamanho do cromossomo, e numérica em que ha alteracdes no nimero de cromossomos
da célula (RUSSO et al., 2015).

Ja a mutagdo génica € apresentada por alteragdes que acometem um Unico ou
pouco pares de bases do DNA. Nessa situacdo, pode ocorrer a substituicdo de pares de
bases, ocasionando a leitura de um aminoacido diferente levando a alteragdo da proteina

a ser produzida. Também pode ocorrer a adi¢ao ou delegao de um nucleotideo, levando
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ao deslocamento da leitura dos aminoécidos ocorrendo a producdo de outra proteina, uma
vez que 0 RNAm ¢ lido em grupos de trés pares de bases, influenciando na sequéncia de
polipeptidios (HUANG et al., 2015).

A compreensdo de processos relacionados a reparo e integridade do DNA vem
crescendo exponencialmente (RIBEIRO et al., 2017). Os testes de genotoxicidade, podem
ser in vivo ou in vitro e avaliam a fun¢ao celular, interferéncia, replicagdo ou reparo do
DNA ao ser exposto a determinado agente quimico (SPONCHIADO et al., 2016). Com
isso, auxiliam na compreensdo de mecanismos de a¢ao dos agentes testados e contribuem
para extrapolagdo de possiveis efeitos na saude dos seres humanos (EKI, 2018). A

exemplo de ensaios genotdxicos, € possivel citar o ensaio cometa.

2.2.1 Ensaio Cometa

Diversos ensaios sdo utilizados para avaliar a genotoxicidade de uma amostra.
Dentre eles, o ensaio cometa ¢ um método com significativa sensibilidade para a detec¢ao
de danos a fita de DNA (MOLLER, 2018). Esse ensaio apresenta grande empregabilidade
na area de toxicologia, biomonitoramento humano e ecogenotoxicologia como ferramenta
de auxilio para compreenssao de fenomenos de dano e reparo da molécula de DNA
(ARALDI et al., 2015; GLEIL; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016).

Dentre as vantagens dessa técnica € possivel destacar a analise a nivel individual
das células, necessidade de um pequeno numero de células por amostras, alta
sensibilidade para deteccdo de danos ao DNA e possibilidade de utilizagdo em células
eucariotas in vivo ou in vitro. Assim, destaca-se sua empregabilidade em estudos de
quimioprevencao (LANGIE; AZQUETA; COLLINS, 2015).

A metodologia do ensaio cometa foi descrita primeiramente por Ostling e
Johanson (1984), em que foi realizado quebras ao DNA através de radia¢do ionizante.
Em seguida, foi observado o comportamento do material genético em células individuais
que sofreram a acao de um campo elétrico. Dessa forma, esses pesquisadores relataram a
possibilidade e a sensibilidade de deteccdo de danos ao DNA. Posteriormente, essa
metodologia sofreu modificagdes por Singh et al. (1988), em que descreveu sua técnica
em condig¢des alcalinas. J& o termo cometa foi usado pela primeira vez em 1990 por Olive
et al. em que mostrou a forma que o DNA possui nos géis de agarose.

Dessa forma, o ensaio cometa, feito em condi¢des alcalinas, ¢ caracterizado pela

passagem de corrente elétrica por células inicialmente lisadas e inclusas em gel de agarose
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de baixo ponto de fusdo sobre uma lamina de microscopia. O pH alcalino auxilia na
remog¢ao das membranas celulares, proteinas histonas, citoplasma e nucleoplasma, e
também no rompimento dos nucleossomos. Esse controle do pH, facilita a desnaturagao
do DNA. Assim, ap6s a lise celular, ocorre a eletroforese alcalina. Em seguida, a etapa
de neutralizagao da estrutura do DNA, sendo entdo corado com um corante fluorescente
(Figura 5) (MOLLER et al., 2020).

A carga parcial negativa do DNA, faz com que se ele estiver rompido migre para
fora do nticleo na presenga da carga elétrica. A imagem formada pela movimentacao do
DNA se assemelha a um cometa. A extensao da cauda apresentada reflete a grandeza do
dano ao DNA, aumentando a medida que a cauda aumenta. Por outro lado, o material
génico que ndo estiver danificado, permanece sem movimentagdo devido ao seu tamanho,
inviabilizando sua migra¢do para fora do ntcleo (Figura 6) (BAJPAYEE; KUMAR;
DHAWAN, 2019).

Figura 5 — Esquema simplificado com as etapas do ensaio Cometa
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Fonte: Autora (2022).
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Figura 6 - Exemplo de ensaio cometa

Fonte: PU; WANG; KLAUNIG, 2015.

Esta técnica vem recebendo grande empregabilidade devido a sua capacidade de
detec¢do de lesdes pré-mutagénicas (LU; LIU; YANG, 2017). Outra vantagem
apresentada, inclusive sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, ¢ que necessita apenas
de um certo nimero de células sem que elas estejam em divisao (SOUZA et al., 2019).

Os danos ao DNA detectados pelo ensaio cometa podem ser quebras simples ou
duplas, danos élcali-labeis, crosslinks e reticulagio de DNA-DNA / DNA-proteina e
locais de reparo de excisdo incompletos (PU; WANG; KLAUNIG, 2015). Essa técnica ¢
empregada para observacao de lesdes gendmicas, que uma vez processadas podem dar
origem as mutagoes, caracterizando as chamadas lesdes pré-mutagénicas, no entanto, em
geral, as lesOes detectadas pelo ensaio cometa sdo passiveis de correcao (AZQUETA et
al., 2019).

A analise dos resultados obtidos no teste cometa pode ser realizada através de
softwares ou manualmente. Para a mensuragdo automatica, existem programas que
medem o dano do DNA a partir da fluorescéncia. A partir disso, sao fornecidos dados
como o comprimento da cauda e a intensidade da fluorescéncia entre cabeca e cauda do
cometa. No entanto, a maioria dos soffwares existentes sdo pagos, € quando disponiveis
gratuitamente apresentam diversas limitagdes (BRAAFLADT; REIPA; ATHA, 2016).

Diante desse contexto a quantificacdo manual se torna uma opgao. Tal
metodologia foi desenvolvida e padronizada por Collins e colaboradores (1995). Os

cometas sao classificados de acordo com o comprimento da sua cauda e recebe um score
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que varia de zero a quatro (Figura 7) em que conforme a classificagdao avanga, ocorre o
aumento da cauda e desaparecimento da cabeca do cometa. Os cometas de classe 0
correspondem ao DNA ndo danificado, com nucleo celular e sem cauda. Os cometas de
classe 1, 2 e 3 correspondem a cometas com danos minimos, médios e intensos,
respectivamente. Ja a classe 4 € reservada aos cometas com danos maximos (VILLALBA-
CAMPOS et al., 2016).

Figura 7 - Classificagao visual sugerida por COLLINS, MA; DUTHIE (1995)

Fonte: COLLINS, MA; DUTHIE (1995).

Independente do método escolhido para andlise, uma coloragdo adequada ¢ de
suma importancia. Varios fluorocromos sao tradicionalmente utilizados para corar DNA.
Para o teste cometa, o brometo de etidio € mais comumente utilizado. Esse corante ¢ um
intercalante que apresenta ligacdo eficiente a fita dupla de DNA. A quantidade de corante
ligado € proporcional a quantidade de DNA presente na amostra. Além disso, ¢ valido
destacar que concentragcdes baixas de corante devem ser usadas uma vez que altas

concentragdes causariam saturacdo do sistema. Concentragdes em torno de 2-20ug/mL

sao suficientes (KUMARAVEL et al., 2009).

2.3 QUIMIOPREVENCAO

Diante dos danos que podem ocorrer ao material genético, especialmente quando
exposto a RUV, novas estratégias de prote¢do tornam-se necessarias. A quimioprotecao

ganha destaque, podendo ser relacionada a quimioprevengdo. O termo quimioprevengao
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foi criado em 1970 e estd associada ao uso de agentes quimicos naturais ou sintéticos
especificos para reverter, suprimir ou impedir o desenvolvimento da carcinogénese
(SUVARNA et al., 2020; WALCZAK; MARINIAK; RAJTAR, 2017).

A carcinogénese ¢ dividida em trés fases: a iniciagdo, promog¢ao e progressao
(UZARSKA et al., 2013). Na fase inicial, diversos fatores exdgenos ou endogenos podem
induzir a um dano irreversivel ao DNA. Porém, € necessario promotores tumorais para
que ocorra uma alteracdo maligna. Na proxima etapa, ocorre inumeras alteragdes
genéticas e epigenéticas na célula. Nesse momento, a célula sofre expansdo clonal,
tornando-se pré maligna. Em seguida, ocorre a conversao, em que a célula pré-maligna
expressa o fendtipo de célula maligna, sendo necessaria, modificagdes genéticas,
ocasionando erros na sintese do DNA e/ ou inativa¢cdo de genes supressores de tumor. Ja
a progressao tumoral ¢ a fase em que a célula possui caracteristicas mais agressivas,
contando com inumeras mutagdes (CHHABRA et al., 2017; ZHENG et al., 2012)

Nesse sentido, a quimioprevengdo pode atuar nessas diferentes fases da
carcinogénese (CHHABRA ef al., 2017). A quimioprevencao possui trés abordagens. A
quimioprevencdo primaria pode ser definida como a ndao exposicdo a agentes
cancerigenos, atuando no impedimento da fase de iniciagdo da carcinogénese. A
quimioprevencao secundaria esta relacionada a identificagdo de lesdo pré-malignas e uso
de agentes que possam impedir a progressdo para o cancer. Ja a quimiopreven¢ao terciaria
abrange medidas associadas para impedir a recorréncia da doenca ou a manifestagdao de
novos tumores através da administragdo de agentes quimiopreventivos ou remocao de
lesdes pré-cancerosas (MEYSKENS et al., 2016).

Os agentes utilizados na quimioprevencao podem atuar por diferentes vias.
Existem os chamados agentes bloqueadores, que agem impedindo a interacdo entre o
agente cancerigeno quimico ou de radicais livres endogenos ao DNA, consequentemente
evitando o desenvolvimento de mutagdes. Eles agem através dos seguintes mecanismos:
eliminacao de radicais livres, atividade antioxidante, inducao de enzimas metabolizadoras
de drogas de fase II, inibi¢do das enzimas metabolizadoras de medicamentos da fase I,
indugdo de reparo de DNA, bloqueio da captacdo de carcinogenos. Por outro lado, os
chamados agentes supressores atuam inibindo a transduc¢ao de sinal impedindo a
promog¢do do tumor. Outros mecanismos de quimioprevencdo, incluem a indugdo de
apoptose e inibicdo da angiogénese. Dentre os seus mecanismos, ¢ possivel ressaltar:
alteracdo na expressao gé€nica, inibicao da proliferacao celular e expansao clonal, indugdo

de diferenciagdo terminal e senescéncia, indug¢ao de apoptose em lesdes pré-neoplasicas
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¢ modulacdo da transducao de sinal (LANDIS-PIWOWARE; IYER, 2014; STEWARD;
BROWN, 2013).

Os agentes quimiopreventivos utilizados incluem hormonios, medicamentos,
agentes relacionados a dieta e vacinas. Os agentes hormonais sdo antiestrogénios e
antiandrogénicos. Na classe de medicamentos estdo a aspirina e outros antiinflamatorios,
as estatinas e a metformina. Além disso, o primeiro agente quimiopreventivo aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) foi o tamoxifeno, revelando efetividade na
reducdo do cancer de mama (CHHABRA et al., 2017). Os agentes relacionados a dieta
estdo associados ao uso de carotenodides, vitamina A e retindides, acido folico, vitamina
C, D e E, célcio, selénio e os flavonoides. Em relacdo as vacinas, € possivel destacar a
vacina contra o virus da hepatite B e a vacina contra o virus do papiloma humano
(BENETOU; LAGIOU; LAGIOU, 2015)

A quimioprevencgdo tem se mostrado uma estratégia com grande potencial para
prevencao do desenvolvimento de cancer de pele em decorréncia da exposi¢do a RUV.
Nos ultimos anos, osantioxidantes tem ganhado notorio destaque como agentes
quimiopreventivos. Eles atuam na reducdo de geracdo de ERO e do estresse oxidativo
ocasionado pela RUV, prevenindo a ocorréncia de eventos como fotoenvelhecimento e
cancer (PISOSCHI; POP, 2015).

Os agentes quimiopreventivos devem apresentar baixa toxicidade, reduzido
potencial para indugdo de eventos adversos, além de possibilitarem facilidade na
administracdo e adequada relagdo custo-beneficio (UMEZAWA et al., 2019). Diante
disso, as substincias de origem natural merecem destaque (RIZEQ et al., 2020). Essas
substancias, por meio de suas propriedades antioxidantes, desempenham um papel
fundamental na quimioprevengdo ao cancer de pele por exposi¢ao a RUV, suprimindo o
dano ao DNA induzido pelo estresse oxidativo. Dessa forma, atuam na protegdo das
células contra alteragdes moleculares que podem desencadear a carcinogénese. Além
disso, auxiliam na modulacao de vias proliferativas e apoptoticas (LISKOVA et al.,

2020).

2.4 QUERCETINA

Dentre as substancias de origem vegetal com potencial quimiopreventivo, a
quercetina (QCT) (Figura 8) vem sendo amplamente investigada. Esse flavonoide

polifendlico € proveniente de fontes alimentares como frutos, raizes e ¢ encontrada em
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folhas de vegetais. Dentre os flavonoides, a quercetina ¢ classificada como flavonol,
considerada andloga da flavona com um grupo 3-hidroxilico. Esse flavondide de baixa
solubilidade aquosa ¢ composto por cinco grupos hidroxila na estrutura C6-C3-C6 e
possui um grupo 3-OH no anel da pirona (KASHYAP et al., 2019; 1ZZ0; NAPONELLI;
BETTUZZI, 2020).

Figura 8 - Estrutura Quimica da Quercetina

Fonte: ANDREA, 2015

A QCT possui propriedades antioxidante, antihipertensiva, atiarritmica,
antialérgica, antineoplésica, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria e analgésica (XU
etal.,2019; FERENCZYOVA; KALOCAYOVA; BARTEKOVA, 2020; BARTEKOVA
et al., 2016; ESCRIBANO-FERRER et al., 2019; RAUF et al., 2018; GURAN et al.,
2019; VAIDYA et al., 2016; HOU et al., 2019; CARULLO ef al., 2017). Além disso,
esse flavonoide tem grande potencial de redugdo de varios tumores através da inibi¢cao do
ciclo celular, de vias de sinalizagdo, regulacdao de fatores de crescimento e indugdo de
apoptose (SRIVASTAVA et al., 2016; SUNDARAM et al., 2019).

A QCT protege as células eliminando os radicais livres e aumenta os niveis de
antioxidantes endogenos. Além disso, proporciona o fortalecimento da membrana celular
¢ mitocondrial contra danos induzidos pelas ERO. Com isso, atua inibindo o estresse
oxidativo, regulando o equilibrio entre os efeitos oxidantes e antioxidantes (XU et al.,
2019). A capacidade antioxidante da QCT se deve a presencga do grupo catecol no anel B

e o grupo OH na posicao 3 do anel B Além disso, aumenta os niveis de glutationa
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auxiliando na prevengao da formacao de radicais livres. Ao diminuir as ERO, a QCT pode
diminuir a inflamagdao (ANDREA, 2015).

Alguns componentes estruturais exercem grande importancia na acao da QCT,
como a presenca do grupo catecol no anel que possibilita a formagdo de radicais fenoxil
mais estaveis apos a doacdo do atomo de hidrogénio. A presenca da dupla ligacdo entre
os C2-C3 em conjugacao com o grupo 4-carbonil presente no anel C, que proporciona o
deslocamento de um elétron do radical fenoxil no anel B para o anel C. Outro grupamento
importante € a presenca do grupo 3 OH em combinagao com a dupla ligag@o entre os C2-
C3, possibilitando maior estabilizagdo por ressonancia dos elétrons deslocados sobre a
molécula (SIQUEIRA, 2013).

A QCT também exerce efeitos sobre as vias de transdugdo de sinal, podendo
melhorar o estado antioxidante e reparar lesdes, e atuar no sistema de defesa antioxidante
mediado por enzimas. Nessa situagao, exerce efeito inibitorio contra a acetilcolinesterase
e a butirilcolinesterase, que sdo enzimas associadas a processos oxidativos. Além disso,
atua sobre o sistema de defesa atioxidante ndo dependente de enzimas (XU et al., 2019).

Sua atividade antiinflamatdria pode estar ligada ao efeito inibitorio contra a
formacgao de leucotrienos; expressao de moléculas de adesao por células endoteliais, além
do bloqueio da producao de 6xido nitrico por macrofagos. Esse efeito pode ser resultado
de sua acdo sobre as vias de tirosina quinase ¢ das MAP quinases. Além disso,
investigacoes recentes sugerem que a QCT ¢ capaz de inibir o fator de transcri¢ao NF-
kB, envolvido na ativacao de substancias pro-inflamatorias (KASHY AP et al., 2019)

A QCT atua induzindo a parada de G2- M no ciclo celular em células
cancerigenas, ocasionando um acumulo de células em GO0. Por outro lado, também exerce
influéncia na apoptose, aumentando a transcrigdo dos receptores e ligantes da morte da
via extrinseca da apoptose (SUNDARAM et al., 2019).

A QCT ¢ um fitoquimico com potencial quimiopreventivo em diversos tipos de
cancer, incluindo melanoma, mama, pulmao, nasofaringe, rim, colorretal, prostata,
pancreatico e cancer de ovario (STURZA et al., 2018; SHAFABAKHSH; ASEMI, 2019;
KASIRI et al., 2020; XINGYT et al., 2016; DAKER et al., 2013; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2017; DARBAND et al., 2018; WARD et al., 2018; PANG et al.,
2019)

Estudos realizados por Kim et al. (2019) revelaram o potencial anticancer
associado a QCT, em que houve uma redugdo significativa da viabilidade e proliferacao

de células de melanoma humano (A375SM). A QCT suprimiu a viabilidade celular
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induzindo a apoptose. Além de possuir efeito na diminuicdo significativa do tumor em
comparagdo com grupo controle. Esse estudo revela alguns mecanismos
quimiopreventivos da QCT. Como relatado por Rafiq ef al. (2015), em que as células de
melanoma B16F10 foram previamente tratadas com quercetina e em seguida, expostas a
radiagdo UVB e houve uma reducdo da viabilidade celular e aumento da apoptose. Além
disso, efeitos pro-apotodticos da quercetina nas células cancerigenas foram observadas
como elevacao da formacao de espécies reativas de oxigénio intracelular.

Dessa forma, a QCT tem sido amplamente explorada como agente
quimiopreventivo frente a RUV (BAGDE et al., 2019; SAPINO et al., 2015). No entanto,
a baixa solubilidade em &agua, meia-vida reduzida, instabilidade quimica e baixa
biodisponibilidade dificultam sua utilizacdo. Além disso, a permeabilidade da quercetina
através da pele € reduzida o que dificulta sua aplicagdo topica (PALLIYAGE etal., 2019).
Dessa forma, ¢ necessario o uso de novas tecnologia para superar essas limitagdes, como
o desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) (VINAYAK;

MAURYA, 2019)

2.5 CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS (CLN)

A nanotecnologia consiste no estudo e aplicagdo de materiais na escala
nanométrica. Essa tecnologia permite uma série de beneficios com propriedades tinicas e
desejaveis, promovendo impactos inovadores com sua aplicacao aos cuidados com a
saude (FOULKES et al., 2020). As nanoestruturas conseguem otimizar propriedades
fisico-quimicas e biofarmacéuticas indesejaveis dos IFA’s, como por exemplo, o
incremento da permeagdo de substancias. Além disso, devido a maior efetividade das
nanoparticulas (NP), seu uso possibilita a redu¢ao da concentragdo do IFA, minimizando
os efeitos colaterais (JOSE; NETTO, 2019). Além disso, certas NP possuem baixa
citoxicidade intrinseca, protegem contra a degradacdo de IFA’s instaveis e proporcionam
a liberacdo controlada do ativo encapsulado (PUGLIA; SANTONOCITO, 2019)

Existem diversos tipos de sistemas nanoestruturados como os lipossomas,
micelas, ciclodextrina, nanoparticulas inorganicas, dendrimeros, nanoparticulas
poliméricas, além das nanoparticulas lipidicas (Figura 9) (AZIZ et al., 2019). As
nanoparticulas vém sendo amplamente estudadas como estratégia quimiopreventiva
contra os efeitos danosos da radiacdo e também contra o cancer de pele. Nesse contexto,

os CLN recebem destaque. (SIDDIQUI et al., 2014; ABO AASY et al.,2019; BOAKYE
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et al., 2016; NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN, 2017; GARCES et al., 2018;
DOKTOROVOVA; SOUTO; SILVA, 2014).

Figura 9 — Tipos de nanoestruturas
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Fonte: Autora (2022).

As nanoparticulas lipidicas tiveram seu primeiro grupo formado pelas
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS). As NLS sdo compostas por um nucleo lipidico
solido, tais como triglicerideos (triestearina), acidos graxos (acido estearico), esteroides
(colesterol) ou ceras (cetilpalmitato), dentre outros, os quais sdo estabilizados em meio
aquoso por tensoativos (lecitina, polissorbato, Poloxamer®) (NAQVI; PANGHAL;
FLORA, 2020). Seu ntucleo lipofilico pode ser constituido por lipidios fisiologicamente
tolerados, ndo causando irritabilidade e efeitos téxicos (AFRA et al., 2020). No entanto,
esse sistema apresenta algumas limitagdes como a baixa capacidade de carregamento de
drogas devido sua composicdo exclusiva de lipidios solidos faz com que o rearranjo
interno da matriz seja uma rede cristalina, ocasionando a expulsio do farmaco
(ELMOWAFY; AL-SANEA, 2021). Além disso, ha a maior possibilidade de gelificacao
imprevista, transi¢des polimoérficas e liberacdo do IFA durante o armazenamento
(CHAUHAN et al., 2020).

Diante das limitagdes das NLS, os CLN foram desenvolvidos como a segunda
geracdo de nanoparticulas lipidicas. Esses carreadores se diferenciam pela presenca de
lipidios liquidos em seu nucleo lipidico so6lido (figura 10) (DOKTOROVOVA; SOUTO;
SILVA, 2014). Os lipidios liquidos mais comuns utilizados na produ¢do dos CLN sdo
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trioleina, miglyol, 4cido oleico, 6leo de gergelim, 6leo de Copaiba, e 6leo de améndoa
doce (YU et al., 2021). Com isso, os CLN podem ser definidos como dispersdes aquosas
constituida de uma matriz lipidica formada por lipidios s6lidos e lipidios liquidos. Esse
sistema ¢ estabilizado por surfactante e sua matriz ¢ sdlida a temperatura ambiente. Essas
imperfei¢cdes no arranjo interno da matriz supera os desafios das NLS (ELMOWAFY;
AL-SANEA, 2021).

Outro aspecto a ser ressaltado sobre os CLN ¢ a constitui¢ao da matriz lipidica. O
componente lipidio determina a capacidade de carga e estabilidade do IFA. Além disso,
¢ de extrema importancia a solubilidade do IFA nos lipidios utilizados, garantindo uma
eficiéncia de encapsulacao adequada. A escolha de lipidios naturais também ¢ explorada
como alternativa aos lipidios sintéticos. Os lipidios naturais s3o fisiologicamente
aceitaveis, biodegradaveis, ndo toxicos e proporcionam melhor viabilidade celular. Além
disso, podem melhorar a entrega topica do IFA, facilitando a permeagdo e a hidratacdo
da pele (DOBREVA; STEFANOV; ANDONOVA, 2020)

Os CLN conseguem acomodar maior quantidade de firmaco em relagdo as NLS
devido a sua matriz imperfeita em detrimento da matriz cristalina das NLS, contem menor
teor de agua e menor chances de extravasamento do IFA (ELMOWAFY; AL-SANEA,
2021). Além disso, os CLN possuem elevada estabilidade fisica em comparacao a outros

carreadores nanoestruturados e em geral ndo utiliza solventes organicos para seu preparo

(CHAUHAN et al., 2020).
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Figura 10 - Visdo esquematica da nanoparticula lipidica solida e carreadores
lipidicos nanoestruturados

=0 -

Fonte: Autora (2022).

Dependendo de suas caracteristicas, os CLN permitem a penetracdo de moléculas
até a epiderme, inviabilizando a absorcdo sistémica, além de proporcionar a estabilidade
quimica de compostos sensiveis a oxidacdo leve e hidrdlise (BELOQUI et al., 2016).
Além disso, os CLN podem ser preparadas por diferentes métodos, como
homogeneizag¢do de alta pressdo, homogeneiza¢do a quente, técnicas de secagem por
pulveriza¢ao, ultrassom, emulsificagdo de solventes, técnica de dupla emulsdo,
homogeneizagao de alto cisalhamento, técnica de injecao de solvente, inversao de fase e
método de microfluidizacio (CHAUHAN et al., 2020). Os CLN sdo preparados
facilmente e podem ser escalonéveis a nivel industrial (BHISE et al., 2017).

Entre as diferentes aplicacdes das CLN, o uso topico pode ser considerado um dos
mais promissores para fins terapéuticos e cosméticos. Um dos mecanismos para o
aumento da penetracdo na pele por CLN ¢ o seu pequeno tamanho de particula que induz
a adesdo ao estrato corneo, favorecendo a permeagao da substancia ativa. Outro aspecto

¢ que os CLN podem promover a hidratacdo da pele através da formagao de um filme



40

oclusivo no estrato coérneo, impossibilitando a perda de agua por evaporagdo, ou
promovem a hidratagio através do refor¢o da barreira do filme lipidico da pele (GARCES
et al., 2018). Esse efeito oclusivo pode estar envolvido no incremento da permeagao do
IFA encapsulado (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013). Além disso, os componentes
utilizados na formulagdo dos CLN como lipideos e surfactantes também podem atuar
como intensificadores de permeacao, incrementando a desorganizacao dos lipideos do
estrato corneo, possibilitando a permeagdo do IFA nas camadas da pele (figura 11)
(FERREIRA et al., 2021). Por fim, a via folicular também pode constituir uma microrota
para a penetracao cutanea dos CLN visando ao incremento da permeacdo do ativo
encapsulado (GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2020).

Figura 11: Mecanismo de permeacao dos CLN
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Fonte: Autora (2022).

Diversos estudos empregaram nanoparticulas lipidicas como carreadoras de
substancias quimiopreventivas (AMASYA et al., 2019; BANERJEE et al., 2019;
ALMEIDA et al.,2018; GOTO et al.,2017; CASSANO et al., 2017; TUPAL et al., 2016;
ONG et al., 2018; PALLIYAGE et al., 2021; TESKAC; KRISTL, 2010). No estudo
desenvolvido por Sun et al. (2014), CLN contendo quercetina foram desenvolvidos. O
sistema nanoestruturado possibilitou uma liberagdo sustentada da quercetina. Além disso,
aumentou significativamente a citotoxicidade e a inducao a apoptose frente as células
cancerigenas MCF-7 ¢ MDA. Os CLN apresentaram boa estabilidade quimica e fisica.

Em outro estudo NLS foram projetadas contendo curcumina e resveratrol. Preparadas
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pela técnica de homogeneizagdo de alto cisalhamento, as nanoparticulas possibilitaram
maior permeagao dos polifendis sobretudo do resveratrol. Além disso, houve a inibi¢ao
da proliferag¢do das células de melanoma (PALLIYAGE et al., 2021)

Além disso, as nanoparticulas lipidicas também foram aplicadas para encapsular
substancias capazes de prevenir os efeitos do envelhecimento induzido pela radiacdo UV
(JEON et al., 2013; GOINDI; GULERIA; AGGARWAL, 2015; CASTELLANI et al.,
2018; ROCHA et al., 2017). Nesse sentido, SUVARNA et al. (2016) desenvolveram NLS
contendo um hepta-peptideo. A formulacdo desenvolvida apresentou significativa
protecao as células expostas a RUV em explantes de pele. A pele tratada com a
formulacao apresentou uma reducao de 20% de dano ao DNA em comparacao ao placebo.
Em outro estudo foram desenvolvidas nanoparticulas poliméricas com quitosana-TPP
para o carreamento de quercetina. Esse sistema nanoestruturado possibilitou a permeagao
da quercetina pela epiderme, mostrou excelente estabilidade e baixa citoxicidade em
c¢lulas HaCat. Além disso, o tratamento com as nanoparticulas possibilitou a redugdo do
edema em camundongos expostos a radiagdo UVB (NAN et al., 2018). Visando a
protecao contra os efeitos da radiagdo UVB, Marchiori et al. (2017) desenvolveu
nanocapsulas contendo o polifenol silibinina. Apos 24h de tratamento, a formulagdo
possibilitou a redugdo do edema de orelha de camundongos induzido pela radiagao UVB.
Ap6s 72h, a formulagdo ainda apresentava atividade. Nesse contexto, os CLN podem ser
consideradas sistema com potencial para entrega de substancia ativas na
quimiopreveng¢do. Porém ainda nido foram desenvolvidos estudos para a nanoestruturacao

da QCT contra a radiagdo UVA visando a aplicagdo topica.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados contendo quercetina e avaliar
sua acdo quimiopreventiva in vitro contra danos genotoxicos e mutagénicos induzidos

por radiagdo UVA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados contendo quercetina;

e Caracterizar as nanoparticulas desenvolvidas quanto ao didmetro hidrodinamico
médio, indice de polidispersividade, potencial Zeta e eficiéncia de encapsulagao;

e Avaliar acitotoxicidade da quercetina livre e nanoestuturada em linhagens de
queratinocitos (HaCat) e fibroblastos (L929),

e Avaliar a estabilidade preliminar dos carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo ou ndo quercetina em relagdo ao diametro hidrodinamico médio, indice
de polidispersividade e ao potencial Zeta

e Padronizar o ensaio cometa, ¢ avaliar o potencial quimiopreventivo in vitro da

quercetina livre e nanoestuturada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E MATERIAIS

Quercetina, Pluronic® F-127 e a agarose de ponto de fusdo normal foram obtidos
da Sigma-Aldrich (EUA). Manteiga Passiflora incarnata (Lote PFB018/03, Ebpm
Comercial Ltda, Brasil). O miglyol 812 foi obtido da AQIA Quimica Inovativa adquirido
através da Arcanjo Miguel Farmacia de Manipulagdo e Homeopatia. O Dulbecco’s
modified Eagle medium high glucose; Phosphate Buffered Saline foram obtidos da
ThermoFisher. O Soro Bovino Fetal e a tripsina/ EDTA 2,5% foram adquiridos da LGC
Biotecnologia. O Azul de Trypan e o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). O EDTA e
DMSO sio da Exodo Cientifica (Brasil). O brometo de etidio, cloreto de sodio, foram
obtidos da Sinergia Cientifica (Brasil), Neon (Brasil). O hidroxido de sédio foi adquirido

da Anidrol (Brasil) e o hidroxido amino metano da Inolab (Brasil).

4.2 DESENVOLVIMENTO E CARATERIZACAO DOS CLN

4.2.1 Desenvolvimento dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturado

Os CLN contendo quercetina (CLN-QCT, n=3) foram desenvolvidos a partir da
técnica de ultrassonificagdo com base nos estudos de Palmieri e colaboradores (2020)
(figura 12). Para isto, a quercetina (10 mg) foi solubilizada em miglyol (360 mg)
constituindo a fase oleosa dessa formulagdo. Para melhorar a solubilizagdo do ativo no
solvente, foi necessario submeter essa mistura a sete ciclos de trés minutos em uma
amplitude de 50% em homogeneizador ultrassonico (Ultrasonics). Em seguida, na mesma
proporcao foi adicionado o lipidio sélido, extraido das sementes de Passiflora incarnata.
No caso dos carreadores sem quercetina (CLN-B, n=3), ndo houve a etapa de
solubilizacdo da quercetina, mas sim a mistura direta dos lipidios.

A fase aquosa foi constituida por Pluronic® F127 na concentragdao de 15mg/mL.
Ambas as fases foram aquecidas a 50°C por 10minutos. Em seguida 8mL da fase aquosa

foi adicionada a fase oleosa e submetida a irradiacao ultrassonica (315W) em
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homogeneizador ultrassonico durante trés minutos por duas vezes em sequéncia, sendo a

ultima realizada a 4 °C.

Figura 12 - Preparo dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturado

- - Aquecidas 50°C
Fase Oleosa Fase aquosa por 10 minutos
CLN-B: Mistura de lipideos Pluronic® F-127 em dgua
CLN-QCT: Mistura de
lipideos + quercetina

REPRN (1

o

e "
I

cleosa

Fase aquosa
/f L:_ | vertida sobre a

Ultrassom de agulha
1° Ciclo a temperatura ambiente
27 Ciclo em banho de gelo

Fonte: Autora (2022).

4.2.2 Determinacio do diametro hidrodinimico médio (DHm) e do indice de

polidispersividade (IP) dos CLN

Para a determinacdo do DHm e IP foi utilizada a técnica de Espalhamento
Dinamico da Luz (Dynamic Light Scattering - DLS). Nesse método ha correlagdo entre
as analises de flutuagdes da intensidade de espalhamento de luz pelas nanoparticulas
relacionando com o tamanho das particulas. As nanoestruturas apresentam movimento
browniano caracterizado pelo movimento aleatoério das particulas suspensas em uma
fluido (STETEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016).

O DHm e o IP foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, UK) através da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS -
Dynamic Light Scattering). O angulo do laser He-Ne (633nm) em relacdo as amostras foi
de 173°. As analises foram realizadas em triplicata a 25°C, apds dilui¢do das amostras
(1:800 v/v) em agua ultrapurificada para obteng@o da condi¢ao adequada para a dispersao

da luz.
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4.2.3 Determinaciao do Potencial Zeta (PZ)

O potencial Zeta (PZ) pode ser definido como a mensuracao da carga superficial
das particulas em suspensdao. Em uma soluc¢do, as nanoparticulas terdo uma carga. Isso
faz com que ions de carga oposta estejam associados a superficie, conhecida como contra-
ion. Uma segunda camada difusa ¢ formada com ions fracamente associados que sdo os
co-ions. Esses co-ions apresentam a mesma carga da particula, chamado de plano de
cisalhamento. E nesse ambiente que o PZ ¢ medido. Nas medidas de PZ, um campo
elétrico € aplicado sobre a amostra € o movimento, através da mobilidade eletroforética,
¢ mensurado por eletroforese laser Doppler (CLOGSTON; PATRI, 2011)

A determinacdo do PZ foi realizada com o equipamento Zetasizer Nano SZ
(Malvern Instruments, UK) utilizando a técnica de mobilidade eletroforética, em campo
elétrico de potencial de 150mV. As analises foram realizadas em triplicata a 25°C, apds

diluicao das amostras (1:400 v/v) em solugdo de cloreto de sodio (0,001 M).

4.2.4 Determinaciao da eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacido (EE) foi determinada indiretamente, por meio da
técnica de ultrafiltragdo/centrifugacdo. Inicialmente os CLN-QCT foram diluidos 100x e
centrifugadas a 1.500 x g por 15 minutos (KASVI) em filtros tipo Amicon (MWCO
10.000, Millipore, Alemanha). Posteriormente, o filtrado foi diluido em élcool etilico
50% e, em seguida, analisado utilizando o equipamento Espectrofotometro UV/Vis
Nanodrop 2000/2000¢ (Thermo Scientific). O comprimento de onda selecionado foi de
372nm (KUMAR et al., 2016; ABBASZADEH et al., 2020). Foi construida uma curva
de calibragdo com concentragdes 1,25- 12,5 pg/mL de quercetina. A partir da curva, foi
possivel calcular a concentragdo de quercetina livre no filtrado e, consequentemente,

calcular a EE (Equagao 1)

Equacao 1:

Quercetina total — Quercetina quantificada
EE(%): - x100
Quercetina total
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4.2.5 Estabilidade preliminar dos CLN

Para o estudo de estabilidade, foram preparadas CLN-B e CLN-QCT. Triplicatas
dos carreadores foram armazenadas em temperatura ambiente ¢ a 4°C. Essas amostras
foram analisadas quanto DHm, IP e PZ nos seguintes dias, contados a partir do seu
preparo: 1, 2, 7, 14, 21, 28 dias e em seguida mensalmente até completar seis meses de

seu preparo

4.2.6 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A técnica de reducdo de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolium]}¢é um ensaio colorimétrico que consiste na formagao do derivado de
formazan. Esse sal ¢ insoluvel em 4gua e apresenta coloragdo roxa, sendo formado pela
reducdo do sal MTT. Essa reacao ocorre pelo metabolismo mitocondrial com clivagem
do anel tetrazolio feita pelas desidrogenases mitocondriais (STOCKERT et al., 2015).
Com isso, células que permanecem com seu metabolismo ativo, metabolizam o MTT
possibilitando a formacdo do formazan revelando a viabilidade celular presente
(ANGIUS; FLORIS, 2015).

A viabilidade celular por teste de MTT foi realizado nas linhagens de
queratindcitos (HaCat) cultivados em meio DMEM HAM e fibroblastos (L929)
cultivados em meio DMEM #high. As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos em
uma concentragio de 5x103 células/poco. No dia seguinte, as células foram tratadas com
QCT, CLN-B, CLN-QCT e DMSO 0,5% (n= 6). Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa a 37°C com 5% de CO, por 24h. Em seguida, o MTT foi acrescentado (5
mg/mL) e as placas foram incubadas por 4h. Posteriormente, os precipitados formados
foram solubilizados com DMSO e a absorbancia foi medida a 540nm. O calculo da
porcentagem de viabilidade celular para as células tratadas com as amostras foi realizado
a partir das médias das respectivas absorbancias, considerando-se o valor médio da

absorbancia do grupo controle negativo como 100% de viabilidade.
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4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL QUIMIOPREVENTIVO DA FORMULACAO

4.3.1 Ensaio Cometa

As células de fibroblastos (L929) foram plaqueadas em placas de seis pogos em
uma concentracdo de 1x10° células/poco e incubadas a 37°C com atmosfera de 5% de
CO, durante 24h (NOUSHAD et al., 2009). Em seguida, as células receberam seus
tratamentos que foram CLN-QCT, QCT e CLN-B por 24h. Ao final desse periodo, houve
a substitui¢do do meio e a exposicdo das placas a radiagdo UVA por 5 minutos (507,5 +
68,7 uW/cm?) (THIESEN et al., 2017).

Novamente as placas foram incubadas durante 24h. Apos esse periodo, as células
foram tripsinazadas e centrifugadas a 1200rpm por quatro minutos. O sobrenadante foi
descartado e o conteudo ressuspendido em 1mL de agarose com baixo ponto de fusao
0,5%. Em seguida, a solugdo foi colocada sobre uma lamina de microscopio pré-recoberta
com agarose com ponto de fusdo normal a 1,5%. Para realizacdo do teste cometa foram
feitas trés laminas para cada tratamento aplicado.

Ap6s solificagdo em 4°C por 10minutos, as laminas foram dispersas em solucao
de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris pH 10, 1% Triton X-100 e 5% DMSO)
durante uma hora e trinta minutos a 4°C. Durante esse periodo, ocorre a lise celular
permitindo a exposicdo do material genético. Em seguida, as ldminas foram incubadas
em camaras de eletroforese horizontal coberta com solucdo de tampao de eletroforese
(300 mM NaOH e 1 mM EDTA) com pH superior a 13 durante 30 minutos. Nesse
momento ocorre o desnovelamento das cadeias de DNA. Depois de ligadas a cubas, as
laminas foram submetidas a uma corrente elétrica em uma Cuba de Eletroforese LPS
300V (Loccus, Brasil), 25V, 300 mA por 30 minutos de forma a induzir a migragdo de
fragmentos de DNA resultantes de danos (NAGHAVI et al., 2014).

Em seguida as 1aminas foram cobertas com solucdo neutralizadora (0,4M Tris, pH
7,5) por 5 minutos a temperatura ambiente. Por fim as 1aminas foram submersas em uma
solucdo de 20ug/mL de brometo de etidio e em seguida analisadas no microscopio de
fluorescéncia Olympus BX53 (THANKAM; MUTHU, 2014).

A anélise do ensaio foi feita através da obtengdo do Indice de dano ao DNA (ID).

Para isto, foram contados 100 cometas por lamina em triplicata. O niimero de cometa de
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cada classe foi multiplicado pelo nimero correspondente a classe do dano. O ID pode
variar de 0 a 400 (FAGIANI et al., 2020). Conforme a férmula a seguir:
ID =[(MOx0)+ (M1 x 1)+ (M2x2)+ (M3 x 3)+ (M4 x 4)]
Em que:
ID = Indice de Dano
MO = Numero de células com classe de dano 0;
M1 = Nuamero de células com classe de dano 1;
M2 = Numero de células com classe de dano 2;
M3 = Numero de células com classe de dano 3;

M4 = Numero de células com classe de dano4.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc.). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como média + erro padrao da média. Valores em que p foram menos que 0,05 (p < 0,05)
foram considerados estatisticamente significativos. Na caracterizacdo do CLN a
significancia estatistica foi determinada pelo teste t de Student e o estudo de estabilidade
preliminar foi analisado através da Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste de

Tukey para comparagdo dos grupos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO E CARATERIZACAO DOS CLN

5.1.1 Determinaciao do didmetro hidrodinAmico médio (DHm), ¢ do indice de

polidispersividade (IP) dos CLN

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados referentes ao DHm e ao IP das CLN-
B e CLN-QCT. As CLN-B e CLN-QTC apresentaram DHm de 210,1 nm + 27,014 e
230,7 nm = 30,594, respectivamente. O IP foi de 0,196 + 0,077 e 0,247 + 0,070 para os
CLN-B e CLN-QTC, respectivamente. A incorporagdo da QCT ndo provocou alteracdes
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significativas no sistema, uma vez que ndo diferencas significativas entre a formulacao

sem o IFA.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica dos CLN em relagdo ao DHm e IP

CLN-B CLN-QCT
DHm (nm) 210,1 £27,01 230,7 + 30,6
1P 0,196 + 0,08 0,247 £ 0,07

Fonte: Autora (2022).
Todos os valores representam média + desvio padrio (n=3). Nao houve diferenca
significativa entre as formulagdes

O tamanho das nanoparticulas dos CLN auxilia no incremento da permeagao
cutanea do IFA, devido a maior area superficial (SALA et al., 2018). O tamanho entre
200-400nm dos CLN possibilita a formagao de um filme oclusivo que impede a perda de
agua por evaporagdo. Esse fenomeno ¢ valioso uma vez que induz a hidratagao do estrato
corneo levando ao aumento da permeagdo do IFA e sua melhor absor¢do pela pele
(KHATER et al., 2021). Além disso, os CLN sdo capazes de interagir com as membranas
da bicamada lipidica e causar o rearranjo lipidico, que auxilia na permeag¢dao do IFA
encapsulado (SOUTO et al., 2022). Outra possibilidade diz respeito a entrega de IFA's
pela via folicular. Com isso, os CLN podem se depositar em foliculos pilosos
(GHASEMIYEH; MOHAMMADI-SAMANI, 2020; SGUIZZATO; ESPOSITO;
CORTESI, 2021).

Diante disso, e considerando os valores de DHm obtidos, nossos resultados
indicam que os CLN desenvolvidos podem constituir alternativa promissora para uma
maior penetracdo cutdnea da QCT. No entanto, estudos de permeagdo cutidnea ex vivo
serdo conduzidos para validar essa hipotese. Nesse sentido, Chen-Yu et al. (2012)
avaliaram a permeacdo cutanea da QCT encapsulada em CLN (DHm ~ 215 nm)
utilizando célula de difusdo vertical de Franz e relataram um aumento de 1,52 vezes na
permeagdo desse IFA até camadas mais profundas da epiderme em comparacdo a QCT
em solugdo. Esse fato ¢ justificado pelos autores devido ao pequeno tamanho das
particulas e sua capacidade de formagao de um filme oclusivo sobre a pele, favorecendo

a hidrata¢do e permitindo melhor permeacao do ativo.
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Em relagdo ao IP, esse parametro ¢ usado para revelar a homogeneidade de
distribuicao de tamanho das particulas. Particulas que apresentam IP proximo de zero
apresentam tamanhos semelhantes entre si, o que indica a obtengdo de sistema
monodisperso. Valores maiores que 0,3 podem indicar uma heterogeneidade de
distribuicdo de tamanho das particulas (VANTI et al., 2021). Nesse contexto, nossos
resultados indicam a obtencdo de formulagdes monodispersas (Tabela 1). Esse
comportamento também pode ser comprovado a partir dos graficos de distribuicao de
tamanho (Figura 13). Ambas formula¢des apresentaram uma distribui¢do monomodal de
diametro de particula, indicando uma distribuicdo homogénea e comportamento
monodisperso, como desejavel para a estabilidade coloidal.

Figura 13 - Distribui¢ao de tamanho por intensidade dos carreadores (n=3).

(a) CLN-B; (b) CLN-QCT

Intensidade [Porcentagem)

Intensidade (Forcentagem)

0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (nmj}

Fonte: Autora (2022).

5.1.2 Determinacio do Potencial Zeta (PZ)

O PZ pode fornecer informagdes sobre a estabilidade do sistema coloidal.
Considerando resultados de 0 a 10 mV, em modulo, pode-se considerar o sistema como

altamente instdvel. Enquanto valores de 10 a 20 mV podem indicar um sistema
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relativamente estavel. J& PZ entre 20 a 30 mV e maiores que 30 mV podem ser
classificados em moderadamente estavel e altamente estavel, respectivamente. Porém, em
um sistema ¢ preciso considerar ndo apenas as forcas repulsivas eletrostaticas, mas
também estabilidade estérica (BHATTACHARIEE, 2016). Os resultados apresentados
(tabela 2 e Figura 14) revelam que o sistema desenvolvido pode ser considerado estavel,

uma vez que o PZ em modulo apresentam se maiores que 30mV.

Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica dos CLN em relagdo ao PZ
CLN-B CLN-QCT
PZ (mV) -35,1+2,0 -36,5+2,1

Fonte: Autora (2022)
Todos os valores representam meédia = desvio padrao (n=3). Nao houve diferenca
significativa entre as formulagdes.

Figura 14- Distribui¢cdo do Potencial Zeta dos carreadores (n=3).

(a) CLN-B; (b) CLN-QCT
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O segmento de PEG do Pluronic® F127 est4 presente na por¢ao mais externa do
nicleo oleoso do CLN. Esse segmento ndo apresenta carga, com isso era previsto
nanoparticulas com PZ proximo a zero. Entretanto, ¢ importante ressaltar que esse
tensoativo contribui para a estabilidade do sistema devido ao impedimento estérico
gerado pela extensa cadeia monomérica em torno nas nanoparticulas. Assim, o PZ
negativo pode ser justificado pela provavel ionizagao dos acidos graxos da manteiga
utilizada como constituinte da fase oleosa da formulacdo. A manteiga de Passiflora
incarnata ¢ constituida por uma mistura de &cidos graxos (tabela 3) tendo como
componente majoritario o acido oleico, além de conter acido estearico e palmitico. Nesse
sentido, € possivel que os 4cidos graxos, em ambiente aquoso, estejam desprontonados,
tornando a superficie da nanoparticula carregada negativamente (PALMIERI et al.,
2020).

Tabela 3: Composi¢ao da Passiflora incarnata

Acido Graxo Porcentagem
C18:1 — 4acido oleico 38,7
C18:0 — acido estearico 15,8
C16:0 — 4cido palmitico 13,6
C12:0 — acido laurico 12,2
C18:2 —acido linoleico 10,6
C14:0 — acido miristico 4.9
C10:0 — 4cido caprico 0,9
C8:0 — acido caprilico 0,7
C16:1 — acido palmitoleico 0,3
C20:0 — 4cido araquiddnico 0,3
C18:3 — acido linolénico 0,2
Outros 1,7

Fonte: PALMIERI et al., 2020

Em um estudo desenvolvido por Silva e colaboradores (2021), também foi
utilizado Pluronic® F127 para a formulagdo das nanoparticulas. Nesse trabalho, foram
formuladas NLS contendo licochalcona A a partir de alcaguz. As NLS foram preparadas
pelo método de homogeneizacao por alto cisalhamento. A fase oleosa foi constituida por

manteiga de cupuagu e licochalcona. Enquanto a fase aquosa era formada por Pluronic®
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F127. O tamanho médio das nanoparticulas foi de 101,01 £1,8. e o IP foi de 0,13+0,03.
Enquando o PZ foi de -32,34 +£ 2,9 mV. O PZ negativo foi justificado pela ionizacdo dos

acidos graxos presentes na manteiga utilizada.

5.1.3 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacao

A Eficiéncia de Encapsulacao (EE) foi medida de forma indireta, por meio da
quantificagdo do farmaco presente no ultrafiltrado. Primeiramente, a constru¢ao da curva
de calibracao da QCT foi realizada nas concentragdes 1,25-12,5 pg/mL. A partir da curva,
foi obtido um 72 = 0,995 revelando uma correlacdo linear com o aumento da

concentragdo de QCT (Figura 15).

Figura 15- Curva de calibragao da QCT
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Fonte: Autora (2022).

A partir do filtrado das CLN-QCT foi obtida uma EE de 91,29 + 2,09%, o que
pode ser justificado pela elevada lipofilicidade da QCT. Resultado semelhante foi
encontrado por Kumar et al. (2016) quando da encapsulagdo da QCT em CLN. Nesse
caso, a fase oleosa era composta por lipidio liquido (acetato de tocoferol), lipidio solido
(Compritol®) e fosfolipidio (Phospholipon® 90G). A EE, calculada apds quantificacio da
QCT em espectrofotdmetro UV/VIS, resultou em valor igual a 89,91 + 6,41%.
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5.1.4 Estabilidade preliminar dos CLN

A Avaliacdo preliminar da estabilidade dos CLN-B (tabela 4) e CLN- QCT (tabela 5) armazenados a temperatura ambiente e em 4°C sdo
apresentados a seguir apoOs o preparo (dial), no dia seguinte (dia 2), sete dias apds o preparo (dia 7), 14 dias apds o preparo (dia 14), 21 dias apos
o preparo (dia 21), 28 dias apds o preparo (dia 28), dois, trés, quatro, cinco € seis meses apos 0 preparo.

Tabela 4 - Avaliacdo preliminar da estabilidade dos CLN-B armazenados a temperatura ambiente e a 4°C

Temperatura ambiente 4°C

Tempo DHm (nm) 1P PZ (mV) DHm (nm) 1P PZ (mV)

Dia 1 235,12 + 36,77 0,24 + 0,05 -38,07 £3,97 210,10 £ 27,01 0,19 +0,08 -35,14+£2,19

Dia 2 192,64 + 22,31 0,14+ 0,04 -37,29 £ 4,47 198,16 9,03 0,16 £0,03 -38,04 £ 2,89

Dia 7 191,98 £21,43 0,14 +0,03 -36,88 £ 4,46 194,60 + 8,54 0,14+ 0,04 -38,77 +£ 0,48
Dia 14 193,02 + 22,26 0,13 +0,04 -35,23 £2,46 202,23 +£9,31 0,19 +0,03 -36,44 £ 1,39
Dia 21 192,47 £ 19,75 0,16 +=0,03 -33,27£2,94 200,29 + 8,45 0,16 £ 0,03 -36,22 + 1,11
Dia 28 199,60 + 18,22 0,15+0,04 -29,96 + 10,72 192,01 + 8,83 0,13 +0,02 -29,67+ 11,14
2 meses 189,66 +21,08 0,14 £ 0,03 -29,32 £3,53 194,54 + 5,98 0,13 +0,02 -33,61 + 3,39
3 meses 186,18 +20,72 0,14+ 0,04 -24,40 + 0,67 190,13 + 8,10 0,13 +0,02 -24,43 + 0,09
4 meses 218,03 + 30,57 0,21 +0,09 -30,06 £ 5,13 192,02 £ 9,31 0,14+ 0,03 -27,59 £ 3,03
5 meses 198,52 + 21,19 0,19+ 0,04 -20,98 + 8,20* 193,41 +£9,51 0,14+ 0,03 -24,47 + 3,25
6 meses 186,96 £ 25,92 0,14+ 0,06 -12,31 +2,50* 188,92 + 6,55 0,15+0,02 -15,80 + 0,44*

Fonte: Autora (2022).
Todos os valores representam média + desvio padrao (n=3).

*Observada diferenca significativa em relacdo ao dia 1.
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Temperatura ambiente 4°C

Tempo DHm (nm) 1P PZ (mV) DHm (nm) IP PZ (mV)

Dia 1 205,76 £ 27,01 0,23 +0,04 -33,36 £3,75 230,72 + 30,59 0,25+ 0,07 -36,58 £ 2,44

Dia 2 196,76 + 6,79 0,19 +0,03 -36,04 £ 2,44 214,56 + 7,69 0,18 +0,03 -36,58 £ 0,86

Dia 7 192,49 + 4,12 0,16 +£0,03 -37,57+£2,92 207,30 £ 4,81 0,16 +£0,03 -33,72 £ 2,03
Dia 14 202,22 £ 11,55 0,23 +0,04 -27,09 £ 5,56 215,01 + 8,90 0,20 + 0,04 -34,38 + 3,76
Dia 21 193,98 + 8,05 0,17 +0,03 -36,36 + 3,09 193,63 £ 7,06 0,16 += 0,04 -34,38 +£3,76
Dia 28 191,36 + 6,49 0,17 +£0,06 -32,50 £ 2,78 204,77 £5,97 0,17 +0,03 -29,86 + 1,82
2 meses 193,40 + 7,57 0,18 £0,05 -34,15 £ 2,34 205,24 £9,76 0,17 +0,03 -33,30 £ 5,65
3 meses 189,13 £ 7,66 0,17 +0,03 -19,97 £ 0,50* 203,90 + 6,83 0,16 +£0,04 -24,08 £ 1,67*
4 meses 203,47 £ 34,19 0,21 +£0,08 -23,90 + 1,39* 207,33 £ 6,34 0,19 +0,02 -25,93 £1,93*
5 meses 189,72 £ 5,41 0,16 = 0,04 -22,53 £3,38%* 212,77 + 11,87 0,21 £ 0,07 -21,85+£5,27*
6 meses 188,50 £ 6,13 0,18 +0,04 -14,37 £2,30* 203,76 £ 6,16 0,18 +0,04 -16,59 £+ 1,00*

Fonte: Autora (2022).

Todos os valores representam média = desvio padrao (n=3). *Observada diferenca significativa em relagdo ao dia 1.
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O acompanhamento da estabilidade coloidal dos CLN ¢ crucial para a avaliacao
da manutencdo das propriedades estruturais do sistema durante o tempo de
armazenamento. Nesse sentido, modificagdes estruturais de nanocarreadores utilizados
como sistemas de liberagao de farmacos podem afetar seu potencial terapéutico (ZHANG
et al., 2018). Por meio dos resultados obtidos, ndo foram encontradas diferengas
significativas para os valores de DHm das formulagdes (CLN-B e CLN-QCT) durante os
6 meses do estudo, independente da condi¢do de armazenamento. Esse resultado indica
que ndo houve tendéncia a agregacdo das particulas ao longo do tempo. Uma possivel
explicacao para esse comportamento pode estar relacionada a estabilizagdo eletrostatica
em combinaco a estabilidade estérica proporcionada pelo Pluronic®. Além disso, pode
ser devido a presenca do lipidio liquido no nucleo oleoso dos CLN. Nesse sentido, durante
o armazenamento, a matriz lipidica solida presente em nanoparticulas lipidicas tende a
cristalizar progressivamente, o que resulta no incremento do diametro da particula. No
entanto, quando se adiciona um lipidio liquido a formulagdo, a nanoparticula tende a ficar
mais estavel, uma vez que esse lipidio dificulta a recristalizacdo de lipidios solidos e,
assim, o tamanho permanece praticamente inalterado durante o armazenamento
(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTA, 2018). De modo semelhante, também nao
observamos modificagdes significativas nos valores de IP para ambas as formulagdes ao
longo do estudo. Esse resultado atesta a manuten¢do do comportamento monodisperso do
sistema coloidal.

Em relacdio ao PZ, houve diferenca estatistica a partir de 5 meses de
armazenamento (em temperatura ambiente) e no 6° més (a temperatura de 4° C) para os
CLN-B ¢ a partir do 3° més para os CLN-QCT, independente da temperatura de
armazenamento. Uma possivel explicagdo para esses resultados pode estar relacionada a
variagao de pH ao longo do tempo, o que impacta diretamente na ioniza¢ao das moléculas
de acidos graxos presentes na manteiga de Passiflora incarnata. Nesse sentido, para os
CLN-QCT ¢ possivel que a presenga da QCT, a qual pode ter sido parcialmente liberada
ao longo do tempo, possa ter contribuido para uma maior alteragdo no valor de pH.
Entretanto, para a comprovagdo dessa hipdtese, novos ensaios devem ser conduzidos
visando acompanhar o valor de pH ao longo do tempo, bem como avaliar a liberagao da
QCT nas condigdes de armazenamento propostas. Apesar de indicar uma possivel
instabilidade das formulagdes, essa alteracdo no PZ para valores menos negativos ndo
refletiu nos outros parametros avaliados, possivelmente devido a estabilizagcdo estérica

proporcionada pelo copolimero ndo-idnico.
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5.1.5 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por meio da exposicao de
linhagem de fibroblasto (LL929) e queratindcitos (HaCat) a quercetina bem como aos
CLN-QCT e CLN-B. Essas linhagens foram escolhidas diante da intengdo de uso da
formulacao pela via topica. As células foram cultivadas e tratadas com amostras nas
concentragdes finais de 250-10 pg/mL de QCT. Como controles, foram utilizados meio
DMEM e meio DMEM acrescido do solvente para solubilizagdo da quercetina (DMSO
0,5%).

Na linhagem L1929 (Figura 16) ¢ possivel observar, para a concentracdo de 50
pg/mL, um aumento significativo na viabilidade das células expostas a QCT
nanoestruturada em detrimento a QCT livre (p<0,05). Além disso, ¢ importante ressaltar
que o valor de viabilidade celular para a amostra CLN-QCT 50 pg/mL nao difere do
grupo controle negativo (meio DMEM). Esses dados corroboram um dos pilares da
aplicacdo da nanotecnologia na area biomédica, o qual envolve a reducdo do potencial
toxico das substancias encapsuladas. Nesse sentido, ¢ possivel que a liberagdo controlada
da QCT a partir dos CLN possa minimizar os efeitos citoxicos dose-dependentes desse
ativo frente a linhagem L929. No entanto, estudos de liberagdo in vitro devem ser
conduzidos para que seja possivel confirmamos o perfil de liberagao da QCT a partir do
carreador nanoestruturado. Ressaltamos ainda que para as formulagdes CLN-QCT 50
pg/mL e CLN-QCT 10 pg/mL a viabilidade celular encontra-se acima de 70% (Figura
15), o que, de acordo com a ISO 10993-5/2009, ndo caracteriza efeitos toxicos

significativos.
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Figura 16- Avaliagdo do CLN-QCT, QCT, CLN-B, DMSO 0,5% sobre a
viabilidade celular de linhagem de fibroblasto L929 apds 24h de tratamento
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Fonte: Autora (2022).
*Observada diferenca significativa em relagdo ao controle. # Observada diferenca
significativa entre a QCT e CLN-QCT

Em relacdo aos queratinocitos (Figura 17), observamos uma maior tolerancia
dessa linhagem celular a QCT livre. Assim, ndo houve diferencga significativa entre os
valores de viabilidade celular quando em comparacdo a formulagdo nanoestruturada. No
entanto, € possivel constatar que, a partir da concentracao de 50pug/mL, as formulagdes
de CLN apresentarem viabilidade celular comparavel a do controle negativo. Além disso,
nesses casos, os valores de viabilidade encontram-se acima de 70%. Em conjunto, os
resultados de viabilidade celular realizados nas linhagens L929 e HaCaT podem indicar

uma possivel seguranca em relacdo ao uso topico das nanoparticulas desenvolvidas
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Figura 17- Avaliagdo do CLN-QCT, QCT, CLN-B, DMSO 0,5% sobre a
viabilidade celular de linhagem de queratindcitos HaCat apos 24h de tratamento
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Fonte: Autora (2022).

*Observada diferenca significativa em relacdo ao controle

5.2 AVALIACAO DO POTENCIAL QUIMIOPREVENTIVO DA FORMULACAO

5.2.1 Teste Cometa

E possivel verificar na figura 18 as fotos obtidas a partir do ensaio cometa em que
as células receberam tratamento de acordo com o grupo correspondentes e posteriormente
a radiacdo, com excecdo do controle negativo em que as células ndo foram expostas a
radiacdo. Nesse ensaio os fibroblastos foram priorizados uma vez que a radiagdo UVA
ocasiona maior permeag¢ao na pele e em suas camadas mais profundas hd maior producao

de ERO.
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Figura 18 — Fotos obtidas a partir do ensaio cometa. Com exce¢do do controle
negativo, os demais grupos foram expostos a radiacao e receberam pré-tratamento. A:
controle negativo. B: Controle positivo. C: grupo CLN-QCT. D: Grupo QCT. E: CLN-

B. F: DMSO 0,1%

Fonte: Autora, 2022.
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Nesse trabalho, a radiagdo UVA foi priorizada uma vez que ¢ a responsavel pela
geracdo de ERO. A partir da figura abaixo (figura 19) € possivel observar que o controle
negativo apresentou baixo ID uma vez que ¢ formado por células que ndo sofreram a
exposicao da radiagdo UVA. Ja o controle positivo apresentou elevado ID comprovando
a significativa formacdo de cometas. O controle positivo ¢ constituido por células que
receberam apenas a exposicao a radiacdo UVA sem receber nenhum tratamento. Além
disso, o DMSO a 0,1% apresentou ID elevado, assemelhando ao controle positivo e
mostrando, portanto, que o DMSO utilizado para a solubilizacdo da quercetina nao
interferiu no desempenho da mesma.

Em relagdo ao grupo tratado com a QCT foi observado um ID com diferenga
significativa em relacdo ao controle positivo (p<0,05), comprovando que a QCT
proporciona uma prote¢ao as células frente a radiagdo UVA. A CLN B nido apresentou
diferenca significativa em relagao ao grupo tratado com a quercetina (p<0,05), mostrando
também uma redu¢do do dano ao DNA. Com isso, foi possivel observar que o proprio
nanocarreador, mesmo sem [FA, apresenta potencial quimiopreventivo.

Como mostrado ainda na figura 19, quando as células foram tratadas com
quercetina nanoencapsulada, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao controle
negativo. Isso mostra que a nanoencapsulagdo levou a potencializagdo do efeito
quimiopreventivo da quercetina livre e da nanoparticula branca, mostrando, portanto, um
provavel efeito aditivo da acdo quimioprotetiva de ambos. O sistema nanoestruturado
provavelmente tem acdo quimioprotetiva devido a sua composicao lipidica que forma um
filme oclusivo responsavel por proteger as células da radiacdo. Além disso, a
nanoparticula protege a QCT de degradagdo, como também possivelmente facilita a
captagdo do ativo pelas células, proporcionando uma entrega mais eficiente e,
consequentemente, menor ID.

Resultado semelhante foi encontrado por Ramos et al. (2008), a QCT protegeu a
células de hepatoma humano HepG2 dos danos ocasionados pela terc-butil hidroperoxido
(t-BHP). Em outro estudo realizo em linfocitos humanos expostos a radiacdo gama, em
que o uso da quercetina reduziu o ID em comparagdo ao controle positivo (SZEJK et al.,
2017). Outro ensaio com quercetina, as células do sangue total também foram submetidas
ao teste cometa tratadas com quercetina. Nessa situacao a QCT ocasionou a redugdo de
danos a0 DNA das células (TOPALOVIC ef al., 2018). Com isso, é possivel observar
que a quercetina proporciona protegao as células. Outro estudo feito por Shalini e

colaboradores (2018) em que a nanoestruturagao da quercetina em nanoparticulas de
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6xido de zinco reduziu o dano ao DNA de linfécitos do sangue periférico. A partir dos
resultados apresentados, ¢ possivel sugerir que a nanoencapsulacao da QCT promoveu

vantagens na protecao de fibroblastos apos a exposi¢do a radiagdo UVA.

Figura 19 - Ensaio cometa realizado com as células L929
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Fonte: Autora (2022).
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O método propiciou obtengdo de CLN com parametros fisico-quimicos adequados
em relacdo DHm, IP e PZ. Ademais, a formulacao apresentou eficiéncia de encapsulacao
satisfatoria, superior a 90%, além de ter apresentado estabilidade preliminar por pelo
menos dois meses a temperatura ambiente e a 4°C

A nanoestruturacao da quercetina possibilitou maior tolerabilidade da linhagem
celular de fibroblastos a QCT e permitiu aumento significativo nos valores de viabilidade
das linhagens de fibroblastos e queratinocitos na concentragao de 50pg/mL. Além disso,
no ensaio cometa, a quercetina nanoeestruturada apresentou maior agdo quimiopreventiva
quando em comparacdo a QCT livre nos fibroblastos expostos a radiacio UVA. Pelo
exposto, ¢ possivel sugerir que os carreadores desenvolvidos encapsulando quercetina
apresentam potencial quimiopreventivo promissor frente a radiacao UVA.

Devido a pandemia pelo SARS-CoV-2, o inicio desse trabalho foi postergado e,
consequentemente, alguns ensaios nao puderam ser realizados. Esses ensaios sdo visados
como perspectivas futuras:

e Avaliagdo morfolodgica dos CLN por Microscopia de For¢ca Atomica;
e (Quantificagao da QCT nos CLN por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
e Analise de liberacdo in vitro e permeacao ex vivo da QCT a partir dos CLN em

Célula de Difusao Vertical de Franz;

e Avaliagdo da capacidade quimiopreventiva da formulagdo por meio do teste de

micronucleo.
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