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RESUMO

A radioatividade e as radiagOes ionizantes fazem parte do meio ambiente, no entanto, ndo séo
percebidas naturalmente pelos érgdos dos sentidos do corpo humano, diferindo-se da luz visivel
e do calor. A Luz ultravioleta advinda do sol, ao atingir a pele desprotegida, com acgéo
cumulativa, pode causar danos, sofrendo mutagdes que, posteriormente, podem resultar em
transformac6es malignas da célula, fazendo com que se torne importante a investigacao de
fotoprotetores e/ou mitigadores com acdo efetiva, baixa toxicidade e, a0 mesmo tempo,
acessivel a todos. Este estudo tem por objetivo estudar a fluorescéncia, permeacdo e retencédo
cutanea in vitro do acido tanico (AT) e efeito fotoprotetor de gel-creme a base de AT. Para a
avaliacdo da fluorescéncia foi utilizado AT a 5% diluido em agua. Para a avaliacdo da
permeacdo e retencdo cutanea foram utilizadas as formulagdes: 1 (gel-creme), 2 (AT 5% em
agua) e 3 (AT 5% em gel-creme). Para o efeito fotoprotetor foram testadas cinco formulacdes
diferentes: Formulacdo A (AT a 5% diluido em agua (1:18)); Formulacdo B (Gel-creme base
com AT a 5%); Formulagdo C (Gel-creme base com filtros fisicos); Formulagdo D (Gel-creme
base com AT a 5% e filtros fisicos); Formulacdo E (Gel-creme base com AT a 2,5% e filtros
fisicos). Os resultados das avaliagdes mostraram que o AT foi incorporado as formulacdes de
gel-creme, evidenciou uma autofluorescéncia, permaneceu retido a epiderme quando diluido
em agua ou em gel-creme e demonstrou um FPS de 26,4 com um nivel de protecdo adequado
contra UVB, sendo importante a observacdo de suas interacbes com outros compostos. Estes
resultados sugerem que o AT pode ser empregado como sonda de fluorescéncia, utilizado em
estudos e aplicacBes de produtos que protejam e/ou tratem a camada mais superficial da pele,

além de ser um composto com potencial protecdo UVB.

Palavras-chave: Acido tanico; Fluorescéncia; Fotoprotecdo; Permeacio cutinea.



ABSTRACT

The incidence of damage such as skin cancer arising from ultraviolet radiation makes it
important to investigate new photoprotectors accessible to all. This study evaluated the
photoprotective effect in gel-cream and the fluorescence, in vitro skin permeation and retention
of tannic acid (TA). TA 5% in water was used to evaluate fluorescence and formulations 1
(cream-gel), 2 (TA 5% in water) and 3 (TA 5% in cream-gel) were used to evaluate permeation
and retention into skin. Five different formulations were tested to photoprotective effect:
Formulation A (TA 5% diluted in water (1:18)); Formulation B (Gel-cream base with TA 5%);
Formulation C (Gel-cream base with physical filters); Formulation D (Gel-cream base with TA
5% and physical filters); Formulation E (TA 2.5% in gel-cream base and physical filters). TA
was incorporated into gel-cream formulations evidencing auto-fluorescence, remaining retained
to the epidermis showing an SPF of 26.4 with an adequate level of protection against UVB,
considering its interactions with other compounds. The results suggest that TA can be used as
a fluorescence probe and in products to protect and/or treat the most superficial layer of the

skin, besides being a compound with potential UVB protection.

Keywords: Fluorescence; Photoprotection; Skin permeation; Tannic acid.
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento geral que as radiac@es ionizantes fazem parte do meio ambiente.
Deste tipo de radiacdo fazem parte as radiacdes ultravioletas (UV-R), que sdo aquelas
emitidas pelo sol. A exposicdo da pele a UV-R tem o potencial de causar danos direto ao
DNA da célula (Valencia-Islas, 2021), constatando que a acumulacéo de todos 0s processos
relativos a UV-R pode originar efeitos como: fotocarcinogénese, fotoimunosupresséo,
fotoenvelhecimento, queimaduras solares/eritema e fotoalergia (Tosato et al., 2015).

A UV-R varia de 100 a 380nm em comprimento de onda, sendo subclassificada em
UV-A (320-380 nm), UV-B (280-320nm) e UV-C (100-280 nm) (Singer, et al., 2019),
sendo esta Gltima ndo transponivel a camada de oz6énio da terra.

Proteger a pele com roupas e acessorios adequados e fazer o uso de protetores solares,
evitando a exposicdo direta e constante da pele ao sol sdo acGes de extrema importancia.

A ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitéaria Brasileira), através da Resolucdo da
Diretoria Colegiada - RDC n° 30 de 2012, define protetor solar como: “qualquer prepara¢ao
cosmeética destinada a entrar em contato com a pele e labios, com a finalidade exclusiva ou
principal de protegé-la contra a radiacdo UV-B e UV-A absorvendo, dispersando ou
refletindo a radiagao”.

Foram determinadas algumas categorias para classificar o Fator de Protecdo Solar
(FPS), sendo elas: Protecdo Baixa com FPS entre 6 e 10, Protecdo Média com FPS entre 15
e 25, Protecdo Alta com FPS entre 30 e 50 e Muito Alta com FPS a partir de 50. Para ser
tido como protetor solar UV-B, no produto deve haver um FPS minimo de 6 (Wang et al.,
2017).

De acordo com a ANVISA, resolucédo da diretoria colegiada — RDC N° 69, de 23 de
marco de 2016, filtros UV “sdo substancias que, quando adicionadas aos produtos para
protecdo solar, tém a finalidade de filtrar raios ultravioletas, visando proteger a pele de certos
efeitos danosos causados por estes raios”. Os filtros UV tradicionais sdo divididos
principalmente em filtros inorganicos e organicos (Aguzzi et al., 2019), onde o0s inorganicos
sdo responsaveis por refletir a radiacdo emitida a partir de diferentes comprimentos de onda
na regido do UV e o0s orgénicos sdo 0s que exibem a presenca de compostos organicos
capazes de absorver a radiacdo UV e transforma-la em radiacGes que sdo inofensivas ao
corpo humano.

O uso de substancias antioxidantes junto com fotoprotetores em formulagdes para a

pele é benéfico para retardar o envelhecimento e prevenir o cancer de pele (Valencia-Islas,


https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0927776521003295?via%3Dihub#bib0050
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2021). Diversos trabalhos também investigam a acdo dos antioxidantes na fotoprotecgéo,
onde avaliam sua acdo na prevencdo da formacdo de eritema cutaneo, por meio da
determinacdo do valor de Fator de Protecdo Solar (FPS), como também seus efeitos
protetores diante dos danos moleculares gerados por estresse oxidativo induzido por outros
tipos de radiacdo (Balogh et al., 2011).

Considerando que a utilizacdo da terapéutica centrada no uso de medicamentos
sintéticos ndo cumpre a promessa de dar conta do tratamento das doencas pelos altos custos,
pelos significativos efeitos adversos e resultados nem sempre satisfatorios (Bruning et al.,
2012), o &cido tanico se mostra, como droga a base de planta e tendo baixo custo, uma
excelente alternativa frente a drogas sintéticas por apresentarem baixa toxicidade
(Rasoainavo et al., 2011).

A penetracdo cutanea € avaliada como um método atrativo da administracdo de
medicamentos por sua natureza néo invasiva, evitando o metabolismo de primeira passagem
(Prausnitz et, al., 2004) e meio escolhido para este estudo na aplicacdo de um gel-creme a
base de acido tanico em pele suina, utilizada por ter grande semelhanca com a pele humana.
Os sistemas de administracdo transdérmica, possibilitam a ocorréncia de uma liberacao
controlada através da pele de farmacos neles contidos. Deste modo, a sua incorporagdo
nestas formas farmacéuticas faz com que estes apresentem uma velocidade de absorcéo
sistémica constante e prolongada, com consequente permanéncia dos seus efeitos
terapéuticos por longos periodos de tempo (Committee for Medicinal Products for Human
Use, 2014). No entanto, a capacidade do estrato corneo (SC) em proteger o corpo humano
de patdgenos externos e na evaporacdo da umidade cria um acgulador desafio para a
permeacdo de grandes drogas (Zhang et al., 2017). Em vista disso, este estudo objetivou
avaliar a fotoprotecao do &cido tanico em pele suina e estudar sua fluorescéncia, permeacéo

e retencdo cuténea in vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DA PELE

A pele humana tem em média 0,5 mm de espessura (variando de 0,05 mm a2 mm) e é
composta por quatro camadas principais: o estrato cérneo (EC), epiderme, derme e hipoderme
(tela subcutanea) e representa cerca de 15% do peso corporal total de um adulto com éarea

superficial de aproximadamente 2m2 (Amit et al., 2012).

As células presentes na epiderme apresentam habilidade para absorver certas
substancias e recusar outras, determinadas por estados fisico-quimicos naturais como:
viscosidade, ampla ligagdo do coldgeno e seus apéndices, faixa etdria ou comorbidades
existentes. A acdo efetiva ou ndo, dos farmacos liberados, dependem da anatomia, aspecto
hidrico, presenca de lipidios na sua estrutura, do aparecimento de patologias, do metabolismo e
estado de saude do paciente (Polacow et al., 2005).

A fungdo de barreira da pele ¢ criada por granulos lamelares, que sdo sintetizados na
camada granular e depois organizados no dominio da bicamada lipidica intercelular do EC. Os
lipidios de barreira sao bem controlados e a qualquer comprometimento da pele resultam em
processos de sintese ativa para restaura-los (Elias; Feingold, 1988).

A indUstria farmacéutica e institui¢ces publicas e privadas de ensino em todo 0 mundo
realizam pesquisas com o intuito de possibilitar condutas terapéuticas eficientes, com resultados
clinicos réapidos e seguros. Nesse sentido, em um mundo cada vez mais globalizado e
competitivo, a eficacia terapéutica dos medicamentos de liberacéo transdérmica tem chamado

a atencdo da sociedade (Badran et al., 2009).

2.1.1 Estrato cérneo

Uma camada superficial espessa (10-20 um), o estrato Coérneo (EC), ¢ altamente
hidrofobico, contendo 10-15 camadas de cornedcitos interdigitados, que sdo constantemente
renovados. Sua organizacdo pode ser descrita pelo modelo "tijolo e argamassa", na qual os
lipidios extracelulares representam 10% do peso seco desta camada e 90% sdo proteinas
intracelulares (queratina). Estas membranas enriquecidas com lipidios possuem uma estrutura
unica e contém aproximadamente 50% de ceramidas, 25% de colesterol e 15% de 4cidos graxos
livres com muito pouco fosfolipidios que estao dispostos em um formato de bicamada e formam

os chamados "canais lipidicos" (Schiirer et al., 1991; Feingold; Elias, 2014).
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A pele em seu estado integro age como uma barreira natural, conferindo uma protecdo
fisica priméria ao organismo (MCgrath; Uitto, 2010). Devido a sua composig¢éo lipidica, 0 EC
limita a perda de agua transepidermal e a absorcdo de substancias exdgenas (Gratieri et al.,
2008).

Os lipidios desempenham um papel chave na manutencéo da pele humana e alteracfes
destes significam modificacdes na estrutura do EC. A barreira epidérmica promove protecdo
através de mecanismos fisicos, quimicos e imunoldgicos. A barreira fisica é constituida pelos
cornedcitos do EC e filme acidificado presente na superficie cutanea. O baixo pH da camada
mais externa da pele é importante para a regulacao da atividade enzimatica e inflamatoria. Além
disso, a barreira fisica previne a entrada de agentes patogénicos e modula a perda de &gua do
organismo (Jia et al., 2017).

A permeacdo de substancias na pele depende, principalmente, de suas propriedades
fisico-quimicas, do seu comportamento quando colocado em um sistema farmacéutico

apropriado e, finalmente, da pele (Chorilli et al., 2007).

2.1.2 Epiderme

A epiderme € constituida de varias camadas de queratinocitos, cerca de 95% das
células, estes sofrem um processo de queratinizagdo, em que hd mitose, sucedendo em
movimento na dire¢do superficial a partir da camada basal, através da camada espinhosa e
da camada granulosa, para a camada mais externa, a camada cornea (CC). Ao atingirem a
CC as células transformam-se em anucleadas e achatadas, passando a chamar-se
cornedcitos que serdo, em seguida, extintas no processo de descamagdo da pele. A CC
constitui, assim, a epiderme ndo viavel. Intercaladas entre os queratindcitos na epiderme
vidvel, encontram-se células com fungdes especializadas, tais como melandcitos, células
de Merkel e fungdes imunolodgicas (Langerhans e outras células). Além disto, existem ainda
anexos da pele, como foliculos pilosos, glandulas sebaceas associadas e glandulas

sudoriparas (Wickett; Visscher, 2006; Prow et al.,2011).

2.1.3 Derme

A derme ¢ a camada mais espessa (1 a4 mm), e € constituida por uma ampla diversidade
de células, ramos nervosos, vasos sanguineos e linfaticos agregados numa vasta rede de tecido
conjuntivo denso, sendo os seus principais componentes as fibras de colageno, elastina e por

uma matriz extracelular. As fibras de coldgeno podem chegar a corresponder até 70% do peso



19

seco da derme. Localizada abaixo da epiderme e acima da hipoderme (camada mais profunda
da pele). Assim, ¢ a camada intermedidria e mais consistente da pele. A sua principal fungdo ¢
garantir a elasticidade e resisténcia da pele. Por ser uma regido ricamente vascularizada, ¢

responsavel ainda pela nutrigao e oxigenacao da epiderme (Amit et al., 2012).

Estrato Cornzo
Epiderme

Darmas —#

Figura 1 — Representagdo das camadas da pele: estrato corneo, epiderme, derme. (Fonte:

https://blogfisioestetica.blogspot.com).

2.2 RADIACAO ULTRAVIOLETA (UV)

A pele é 0 maior 6rgdo sensorial do nosso corpo e devido ao seu tamanho e localizacéo,
a pele é um dos 6rgdos mais expostos a estimulos externos (Zimmerman, 2018).

O cancer de pele é a doenca maligna humana mais comum em todo o mundo e a radiacao
ultravioleta solar (UV) é conhecida por desempenhar um papel importante na sua patogénese
(Jeon et al., 2021).

A radiacdo ultravioleta solar (UV-R) é caracterizada, em comprimento de onda (Figura
2) que sdo os fatores ambientais mais importantes na causa cancer de pele e
fotoenvelhecimento, devido a sua citotoxicidade, genotoxicidade e fototoxicidade. Em
particular, a radiacdo UVA e UVB constitui 95% e 3% da irradiagdo UV diaria. A irradiacao
UVA pode induzir a producéo de espeécies reativas de oxigénio (EROS) indireta ou diretamente;
essas EROS penetram na epiderme, resultando em dano oxidativo e morte celular. A irradiagédo
UVB ¢ predominantemente absorvida por cromoforos, como o DNA nuclear, que déo inicio a
uma série de processos. Nas ultimas décadas, a radiagdo ultravioleta tornou-se um sério
problema de saude publica e continua sendo um fator de risco mundial (Jeon et al., 2021).

A energia da radiacdo solar aumenta com a reducdo do comprimento de onda, assim a
radiacdo UV é a de menor comprimento de onda e, consequentemente, a mais energética, ou

seja, a mais propensa a induzir rea¢fes fotoquimicas, tendo como consideracdo importante a
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capacidade desta radiacdo permear a estrutura da pele. A radiacdo UV de energia menor penetra
mais profundamente na pele e, ao atingir a derme, é responsavel pelo fotoenvelhecimento
(Osterwalder et al., 2001). Associam-se a radiagdo UVA os efeitos do envelhecimento precoce
da pele. Danos ao DNA, geracdo de inflamacéo e carcinogénese sdo caracteristicas associadas
aradiacdo UVB (Balogh et al., 2011). A magnitude do dano ao DNA, depende da presenca de
antioxidantes e pode ser minimizada com o uso de agentes fotoprotetores. (Bowsher et al., 2008;
Arora, 2005).

Embora a pele apresente um complexo sistema antioxidante (Woodby et al., 2020),
problemas surgem quando a exposigédo aos raios ultravioleta se torna cronica, levando a uma
mudanca no equilibrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes em direcdo a oxidacdo com
consequente esgotamento do sistema de defesa da pele (Packer, 2002). Efetivamente, a
exposicdo cronica aos raios ultravioleta foi associada a queimaduras solares, apoptose celular,

danos ao DNA e fotocarcinogénese (Young et al., 2017; Furukawa et al., 2021).
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Figura 2 - Representacdo da absorcéo dos raios ultravioletas na pele humana (fonte: www.alamy.de).

2.3 ATIVIDADE FOTOPROTETORA

Em 1891 Hammer publicou uma monografia significativa sobre a influéncia da luz na
pele (Hammer, 1892). Nela, ele revisou as evidéncias de que o eritema solar era principalmente
devido aos efeitos acumulados da radiacdo ultravioleta, sendo o primeiro a recomendar
especificamente o uso de protetores solares quimicos.

Para preservacdo da saude da pele, a fotoprotecdo € fundamental para diminuir
a hiperpigmentagao pos-inflamatoria, evitar 0 fotoenvelhecimento e a

fotocarcinogénese. Driblar o sol, abrigar-se a sombra, fazer uso de roupas fotoprotetoras,


http://www.alamy.de/
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/postinflammatory-hyperpigmentation
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chapéus e dculos de sol e aplicar protetores solares de amplo espectro sdo mecanismos que
devem ser usados na fotoprotecdo (Cohen et al., 2020; Burnett et al., 2012).

O uso de filtro solar tem sido o método mais eficaz para reduzir a prevaléncia de risco
de cancer de pele induzido pelos raios UV (Watts et al., 2018). A protecdo vem de seus
componentes conhecidos como filtros UV que sdo moléculas ou complexos moleculares que
podem absorver, refletir ou dispersar a radiacdo UV (Young et al., 2017).

Existem duas classes de filtros UV usados em filtros solares: o organico (quimico) e os
inorganicos (minerais).

Os principais filtros organicos sdo os derivados do acido para-aminobenzéico (PABA),
benzofenonas, salicilatos, cinamatos e outros. A oxobenzona é a benzofenona mais comumente
usada e absorve UVB e UVA curto (Mancuso et al., 2017). Neste tipo de filtro existe a presenca
de compostos organicos capazes de absorver a radiacdo UV e transforma-la em radiacdes de
menor energia, que sdo inofensivas ao corpo humano. De um modo geral, s&o compostos
aromaticos com grupos carboxilicos. Também apresentam um grupo doador de elétrons (uma
amina ou um grupo metoxila) na posicdo orto ou para do anel aromatico. Nos filtros organicos
temos a presenca de compostos organicos igualmente capazes de absorver a radiacdo UV e
transforma-la em radiacGes de menor energia. (Davolos et al., 2007; Zachariadis; Sahanidou,
2009). Quando a radiacdo é absorvida os elétrons sdo excitados e, ao voltar ao seu estado
principal, a sobra de energia é dispensada na forma de calor.

Os filtros solares inorganicos sao representados por dois 6xidos, ZnO e TiO2. Estes
filtros solares representam a forma mais segura e eficaz para proteger a pele (Schueller;
Romanowski, 2000), apresentando baixo potencial de irritacdo. Estes filtros sdo responsaveis
por refletir a radiacdo emitida a partir de diferentes comprimentos de onda na regido do UV.

2.3.1 Fator de protecao solar (FPS)

A eficacia do filtro solar é medida pelo FPS, uma avaliacdo da proporcdo da dose
eritemal minima de radiacdo UV em pele protegida por filtro em comparacdo com a pele
desprotegida (Berstein et al., 2020; Nohynek; Schaefer, 2001).

Diante dos efeitos lesivos causados pelas radiagdes, evidencia-se a importancia de
adquirir conhecimentos sobre as substancias fotoprotetoras, pois elas atuam protegendo o tecido
vivo e diminuindo os danos a ele causados (Siqueira et al., 2014). Tendo em vista que a maioria
dos fotoprotetores sintéticos apresentam efeitos colaterais tdxicos nas concentraces

necessarias para a pratica médica, justifica-se a necessidade de identificar compostos naturais,
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efetivos, ndo toxicos e de facil disponibilidade com habilidade fotoprotetora (Spigoti et al.,
2009).

Cientistas continuam a busca por filtros UV seguros e eficientes, buscando inspiracéo
em fontes naturais, incluindo plantas e microorganismos, tendo como vantagem adicional
desses filtros UV baseados em plantas o amplo perfil de absor¢do de UV que cobre a regido do
UVB (280-315 nm) do espectro solar e se estende até o UVA (315-400 nm), onde ha um
dispersao de filtros UV eficientes. (Abiola, 2020).

Como a aplicacdo tépica de compostos antioxidantes tem se mostrado segura e eficaz
para proteger a pele de estressores externos (Pambianchi et al., 2020; Hoskin et al., 2021), a
necessidade de encontrar novas moléculas protetoras oferece caminhos interessantes para
pesquisas futuras (Huntley, 2010). Compostos naturais com efeitos antioxidantes,
fotoprotetores e antimelanogénicos sao investigados no contexto das propriedades

fotoprotetoras e antimelanogénicas da pele (Jeon et al., 2021).

2.4 ACIDO TANICO

O é&cido tanico é descrito como sendo um grupo de moléculas fendlicas de origem
natural, que apresenta uma ou mais hidroxila ligada ao anel benzénico. E caracterizado por ter
uma ampla atividade bioldgica, apresentando propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes,
anticancerigenas e influenciando diretamente na atividade de algumas enzimas e proteinas
(Karas; Valentova, 2017). Este composto fendlico, nao flavonoide, tem alto peso molecular e
boa solubilidade em &gua (Khanbabaee; Ree, 2001), tendo como férmula molecular
C76H52046 (Mattos, 2009) (Figura 3). E extraido principalmente de microorganismos ou
plantas e também j& é utilizado de forma comercial como mistura de taninos gélicos, tendo
custo viavel. Pertence a classe dos taninos hidrolisaveis com a presenca de um grupo poliol
central (em sua maioria, é B-d- glicose, mas também &cido quimico, outros fendis e outros
glicosideos), aléem de hidroxilas esterificadas pelo acido galico (parte fendlica) (Khanbabaee;
Ree, 2001).


https://www.mdpi.com/2079-9284/8/4/112/htm#B19-cosmetics-08-00112
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Figura 3 — (A) Molécula do acido tanico (Fonte: https://chemistryallaround.blogspot.com); (B) - acido

tanico em pé - forma comercial (Fonte: http://spanish.ceresherb.com).

Os taninos sao substancias amplamente distribuidas em alimentos e bebidas. Esta classe
de compostos possui a habilidade de formar complexos insolUveis, em agua, com alcalides,
gelatina e outras proteinas. Estes compostos possuem importantes caracteristicas gustativas
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais a exemplo de vinhos, sucos
de frutas, chas e outras bebidas (Simdes et al., 2004).

E reconhecido também que os taninos possuem atividades biolégicas como agentes
antioxidantes (sequestrador de radicais livres), anti-mutagénicos e antimicrobianos. Como
também, sdo atribuidas a eles atividades fisiologicas na estimulacdo de células fagociticas e
atividades anti-tumorais (Loguercio, 2005). Suas atividades bioldgicas decorrem de suas
habilidades de se complexarem com outras moléculas protéicas, por meio de ligacdes cruzadas,
formando redes de reticulacdes (Mello; Santos, 2001).

Entre as propriedades farmacoldgicas estudadas em produtos naturais estd a acdo
fotoprotetora. A atividade fotoprotetora permite avaliar a habilidade dos principios ativos
extraidos de plantas em proteger a pele de eritemas, edemas, reduzir o risco de queimaduras e
0 risco de carcinoma de células da camada basal e espinhosa (Oliveira-Junior et al.,
2012; Santana et al., 2012; Polonini et al., 2011).

2.5 PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

A entrega de farmacos direcionada a epiderme humana como via alternativa de
tratamento ¢ um evento desafiador, mesmo possuindo uma area superficial prontamente
acessivel para potencial absor¢cao de drogas. Uma abordagem racional para arquitetar e

potencializar a formulagdo destinada a a¢do de fArmacos topicos ou sist€émicos requer modelos
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bem definidos e eficientes na identificagdo e avaliagdo das propriedades inerentes da formulagao

(Flaten et al., 2015).

A via dérmica e transdérmica oferecem maior area de superficie e terapia
medicamentosa. A administracdo do farmaco sobre a pele facilita tanto no manejo de disturbios
sistémicos quanto tdpicos (Alexandre et al., 2013). ALLEN, J.R.; LOYD, V. Formas
farmacéuticas e sistemas de liberagdo de farmacos. Traducdo Elenara Lemos Senna, ed. 9, 2018.
Disponivel em: https://docero.com.br/doc/x8185c¢

A administragdo topica de um medicamento ¢ uma técnica indolor e uma via perfeita

para o manejo daqueles disturbios que requerem terapia de longo prazo (Seetharam, 2020).

Para utilizagdo ampla e potente de via tdpica, ¢ importante otimizar a entrega da
substancia ativa através da pele. O tipo de veiculo pode melhorar o resultado desejado da
terapia, logo, a otimizacdo das formulagdes da pele ¢ frequentemente incluida nos estagios
iniciais do desenvolvimento do produto (Lam; Gambari, 2014). A membrana utilizada nas

., .. . . e
pesquisas ¢ outro fator decisivo no direcionamento dos ensaios de permeagdo "in vitro". As
membranas sintéticas ndo possuem as caracteristicas anatomicas e fisiologicas da epiderme,
assim, o ideal ¢ realizar estes estudos com membranas naturais, humana ou animal como a pele

do porco (Sato et al., 2007).

As principais vias de entrada de substancias nas camadas da pele sdo trés. Em primeiro
lugar, a via intercelular que se destina principalmente a moléculas lipofilicas de tamanho
pequeno, que passam entre os corneodcitos do estrato coérneo (EC). Em segundo lugar, a via
transmembrana, faz o transporte através dos cornedcitos, sendo muito seletiva e principalmente
para moléculas polares ou hidrofilicas. Por ultimo, a fransvia-appendageal, através de
glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e foliculos pilosos, usadas principalmente para
substancias soluveis em dgua, neste caso os apéndices atuam como reservatdrios locais
(Dabrowska et al., 2018).

Desta forma, moléculas lipossoluveis apresentam maior facilidade para se difundir no
EC, mas sua permeacdo atraveés da regido hidrofilica da bicamada pode ser prejudicada. Em
consequéncia disso, para ter uma penetracdo satisfatoria através desta camada da pele, a
molécula estudada precisa apresentar um balango adequado entre as caracteristicas lipofilicas
e hidrofilicas (Bos; Meinardi, 2000).

Outra via para administracdo de substéncias é através dos apéndices cutaneos, que
compreendem apenas 0,1% da superficie da pele humana (Moser et al., 2001). Assim, na

administracdo topica convencional, em areas que ndo apresentem mais alta densidade folicular,
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esta via ndo representa uma rota significativa de permeacdo (Lademann et al., 2001). Ao mesmo
tempo, apresenta diversos beneficios, como a minimizagdo da decomposi¢do metabdlica de
farmacos, a eliminacdo da irritacdo gastrica e a possibilidade de controle do perfil de liberacao
de farmacos para a pele. Além disso, a capacidade de aplicacdo seletiva ao local desejado com
reducdo de efeitos da toxicidade sisttmica tem despertado interesse para a utilizacdo desta via
ndo invasiva, ndo-dolorosa, ndo-irritante e de auto-aplicabilidade, sendo uma alternativa as vias
oral e hipodérmica, tradicionalmente utilizadas (Choudhury et al., 2017; Sengupta; Chatterjee,
2017).

A absorc¢do cutanea via trans-epidérmica envolve a difusdo através do estrato cérneo,
das células viaveis da epiderme e, finalmente, das camadas superiores da derme até a
microcirculacdo. O passo determinante da absorcdo cutanea é a permeacédo através do estrato
cérneo, em que o principal desafio a ser superado ¢ a dificuldade intrinseca de penetracdo na
pele. A natureza “rigida” do EC atua como uma barreira e restringe a maioria dos medicamentos
de entrar na pele (Carter et al., 2019). A composicao do estrato corneo proporciona uma barreira
altamente impermeavel do corpo humano contra 0 meio ambiente. No entanto, as mesmas
caracteristicas limitam a absorcdo dérmica dos compostos ativos. Portanto, varias estratégias
para melhorar a entrega transdérmica de ingredientes farmacéuticos ativos tém sido
investigadas, por exemplo, por meio de aprimoramento fisico/mecanico, por formulagdes
supersaturadas, ionto e sonoforese, eletroporagédo, microagulhas, intensificadores de penetracao
quimica, sistemas de entrega de drogas nanométricos, entre outros. (Rodriguez et al., 2016;
Wang, et al., 2021).

Logo, tem-se como vantagens da via transdérmica de administracdo de farmacos:
diminuir as variagOes plasmaticas de farmaco; diminuir a frequéncia de administragdo; anular
a variabilidade da absorcdo oral; anular o metabolismo pré-sistémico; possibilidade imediata
de interromper a administracdo e constituir-se em boa alternativa a via intravenosa (Martins;
Veiga, 2002).
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Figura 4 - Vias de permeacéo cutanea de farmacos

(Fonte:https://blogfisioestetica.blogspot.com/2016/05/permeacao-penetracao-e-absorcao-de.html)

2.6 METODOS ALTERNATIVOS DO USO DE ANIMAIS EM PEQUISAS CIENTIFICAS

Atualmente, as experiéncias cientificas com animais, consistem ainda em um paradigma
em que os animais ndo tinham nenhuma condicdo moral. Abre-se assim um debate quanto ao
uso de animais nas pesquisas cientificas no ramo de cosméticos, que privilegiam interesses
econdmicos e 0 consumo exagerado de produtos advindos desta atividade. Concomitantemente,
nacional e internacionalmente, sdo levantadas questdes éticas e legais voltadas a protecdo dos
animais, gerando as implicacBes morais consequentes do sofrimento animal. Destaca-se ainda,
grandes campanhas em nome de grupos de protecdo aos animais para a proibicdo do uso de
animais como cobaias em testes cientificos, sabendo-se que inUmeros testes
alternativos/substitutivos foram criados nas indudstrias cosméticas (Mont alverne et al., 2020).

Técnicas futuras podem ser usadas em substituicdo de experimentos que exigem
sacrificio de animais ou produtos de sacrificio de animais. Em muitos casos, essas técnicas
proporcionam mais reprodutibilidade e controle de pardmetros, em comparagdo com
experimentos envolvendo animais ou produtos de origem animal. O uso delas pode evitar a
questdo do sacrificio do animal durante o experimento e posterior autoriza¢do da aprovacao
ética. Simulacdo em silica, informatica, modelos de cultura de células 3D, organ-on-chips sdo
algumas tecnologias inovadoras que podem reduzir o namero de animais sacrificados, sendo
alternativas na reducéo do nimero de animais necessarios para pesquisa (Rai; Kaushik, 2018).

Testes em animais estdo sendo substituidos também em testes de toxicidade, na area da
neurociéncia e de desenvolvimento de drogas. A cultura de células e tecidos € uma alternativa
muito eficiente que levou a avangos cientificos significativos, onde ao utilizar células e tecidos

cultivados in vitro os resultados também podem ser mais relevantes e reprodutiveis, uma vez
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que o controle do experimento é maior e mais fécil, além de se aproximar mais das

caracteristicas humanas (Bioemfoco, 2018).

2.7 CELULA DE DIFUSAO DE FRANZ

Métodos de difusdo in vivo e in vitro (Franz et al., 1993) sdo usados para estudar a
eficicia dos agentes de penetracdo na pele. Para métodos in vitro, muitos estudos utilizaram as
celulas de difusdo com membranas da pele de ratos, porquinhos da india, muda de pele de cobra,
ou a pele sintética para avaliar a penetracdo, promovendo acdo de diferentes substancias
(Franz et al., 1993)

De acordo com Hadgraft e Lane (2016 apud Sil, et al., 2018) as células de difusao de
Franz séo rotineiramente utilizadas para o estudo e analise da permeacao de compostos ativos
através de membranas biologicas e sintéticas. Os dados de tais estudos sdo importantes para
determinar a viabilidade de entrega de materiais para e através da pele. As células
convencionais sdo tipicamente fabricadas in vitro e estdo disponiveis em uma variedade de
formas, tamanhos e podem ser modificadas dependendo das condigcdes experimentais
exigidas. Como consequéncia, essas células sdo frageis e requerem manuseio cuidadoso para
garantir que resistam aos procedimentos robustos necessarios para a realizacdo de estudos de
penetracdo na pele e balanco de massa (Franz, 1975, apud Sil, et al., 2018).

Alcancar uma boa permeacdo cutanea e, consequentemente, eficacia € um desafio no
desenvolvimento de formulacdes (Gupta; Dixit, 2011).

O uso da célula de difusdo de Franz fornece informacdes sobre as relacGes entre a
substancia de interesse, sua formulacdo e a pele, auxiliando no desenvolvimento de formulagdes
que permitem a penetracdo do principio ativo na pele. Além da pele humana e das membranas
sintéticas, a pele de porco também pode ser usada na permeacdo estudada, devido as suas
semelhangas fisioldgicas e histologicas com a pele humana, como sua morfologia geral, a
espessura e estrutura da epiderme, espessura do estrato corneo, e estrutura da derme. (Herai et
al., 2007; Gratieri et al., 2008).

COMPARTIMENTO DOADOR

CHAPEU

PELE
COMPARTIMENTO RECEPTOR

ABERTURA PARA AMOSTRAGEM

SAIDA DE AGUA
CAMISA DE AGUA (37°C)
ENTRADA DE AGUA (37°C)

BARRA MAGNETICA

Figura 5 — Célula de difusdo de Franz (Fonte: https://docplayer.com.br)
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito fotoprotetor do acido tanico em gel-creme e a fluorescéncia, permeacao

e retencdo cutanea in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Incorporar acido tanico em gel-creme para desenvolvimento de filtro quimico para prote¢édo da
pele contra UV-R.

Avaliar a capacidade de auto fluorescéncia do é&cido tanico, utilizando feixes de luz

infravermelho azul e verde.

Avaliar a permeacédo ou retencdo cutanea in vitro do &cido tanico em gel-creme sobre pele suina,
através de célula de difusdo de FRANZ;

Avaliar o potencial fotoprotetor do &cido tanico em gel-creme a partir do calculo de Fator de
Protecdo Solar (FPS) para UV-B.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental de desenvolvimento e avalia¢do in vitro da atividade
de fluorescéncia, permeacdo ou retencdo cutanea em pele suina e fotoprotecdo em gel-creme
do acido tanico (AT).

4.2 LOCAL DE REALIZAC}AO DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada através do Programa de Pds-graduacdo em Morfotecnologia,
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco. O acido tanico comercial
(Merck, Germany) foi adquirido no Laboratorio Pesquisa Translacional e Inovacéo Terapéutica
Aplicada a Morfologia do Departamento de Histologia e Embriologia (CB/UFPE); o
desenvolvimento e caracterizacdo do gel-creme, os estudos de permeacéo e retencdo cutanea
de &cido tanico em gel-creme e a avaliacdo da atividade do Fator de Protecdo Solar foram
realizados no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC) da UFPE;
As fotomicrografias para a avaliacdo da permeacdo e retencdo cutdnea por microscopia de

fluorescéncia foram realizados no Laboratoério de Biofisica e Radiobiologia da UFPE.

4.3 CASUISTICA

4.3.1 Critérios de incluséo
Pele de suino dermatomizada (600um), obtidas em frigorificos da regido metropolitana
de Recife/PE.

4.3.2 Critérios de exclusao

Pele suina com baixa viabilidade.

4.4 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA
4.4.1 Aquisicéo do acido tanico

Foram utilizados o &cido tanico comercial (Merck, Germany), adquirido do Laboratorio

de Pesquisa Translacional e Inovacéo Terapéutica da UFPE.
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4.4.2 Desenvolvimento de formulacdes para determinacdo do FPS

As formulagdes foram desenvolvidas no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosmético (NUDFAC) da UFPE.

Para a determinacao do FPS foram desenvolvidas as seguintes formulacgdes:
Formulacdo A: AT a 5% diluido em agua (1:18);

Formulagédo B: Gel-creme base com AT a 5%;

Formulacdo C: Gel-creme base com filtros fisicos;

Formulacdo D: Gel-creme base com AT a 5% e filtros fisicos;

Formulacédo E: Gel-creme base com AT a 2,5% e filtros fisicos.

Para a formulacdo A foram diluidos 0,0085g de AT em 5ml de agua, finalizando em
diluicdo de 1:18. Os produtos utilizados na composicdo da formulacdo B foram: cera polawax
4,2%, Carpobol 0,5%, Propilenoglicol 4%, Vaselina liquida 0,9%, Nipagin 0,08%, Nipazol
0,04%, EDTA 0,002%, BHT 0,009%, Trietanolamina q.s. pH 7,0, AT a 5%, agua g.s.p. 100%;
Para formulacdo C foram utilizados, os produtos utilizados foram: Cera polawax 4,2%,
Carpobol 0,5%, Propilenoglicol 4%, Vaselina liquida 0,9%, Nipagin 0,08%, Nipazol 0,04%,
EDTA 0,002%, BHT 0,009%, Trietanolamina q.s. pH 7,0, Avobenzona 3%,
Octilmetoxicinamato 6%, Salicilato de octila 6 %, Agua g.s.p. 100%. Para a formulagio D e E
foram utilizados os mesmos compostos da formulacdo C, adicionando AT a 5% e 2,5%,

respectivamente.

Na preparacao das formulagbes B, C, D e E, aqueceu-se a agua junto com nipagin,
nipazol e EDTA. Em seguida, foi polvilhado o carbopol. Separadamente, foi aquecida a cera
polawax juntamente com o propilenoglicol, vaselinae BHT. A fase aquosa foi vertida na oleosa,
e em seguida posto o propilenoglicol. Uma vez finalizadas a formulagdes B e D, incorporou-se
AT a 5%, na formulacdo e em Espectrofotdometro AGILENT, Cary 60 UV-Vis, em cubeta de
quartzo de 1,0 cm caminho Optico, em que incorporou-se AT a 5%, e entdo quantidade

suficiente de agua.
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4.5 CAPACIDADE DE FLUORESCENCIA DO ACIDO TANICO

Foi realizado teste de fluorescéncia com feixes de luzes azul e verde, ultrapassando uma cubeta

de quartzo de 1,0 cm e em espetofotometro contendo acido tanico a 5%, diluido em agua.

4.6 ESTUDOS DE PERMEAGCAO E RETENGCAO CUTANEA
4.6.1 Estudos de permeacdo e reten¢do cuténea de gel-creme a base de &cido tanico

Os estudos de permeacéo e retencdo cutanea foram realizados recorrendo ao sistema
automatizado de células verticais de difusdo de Franz. O equipamento utilizado foi 0 Vision®
Microette. Fez-se uso de pele suina retirada de material viavel que seria descartado de

frigorificos da regido metropolitana do Recife, sendo a pele dermatomizadas em 600um.
4.6.2 Selecdo do meio receptor

O meio receptor utilizado nos estudos de permeacéo e retencdo cutanea foi selecionado
mediante a avaliacdo da solubilidade do AT em diferentes meios: tampéo fosfato pH 7,4;
tampéo fosfato pH 7,4 com polyoxyethylene 20-oleyl ether (Brij® 020) a 0,5%; tampéo fosfato
pH 7,4 com Brij® 020 a 1% e solu¢do hidroalcodlica (agua:etanol = 60:40). Para tanto, foi
preparado dispersdes contendo excesso (100 mg) de acido tanco em 5mL de cada meio testado.
Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitacdo em banho (Dubnoff
Microprocessado, Quimis®) a temperatura controlada (32 + 2°C), por um periodo de 24 horas
e, em seguida, centrifugadas (1500 g = 4000 rpm) por 20 minutos, uma aliquota do sobrenadante
foi retirada e filtrada em filtro de seringa (0,45 pum) e diluida em metanol. A concentracdo de
acido tanico foi determinada, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
detector de ultravioleta (CLAE-UV).

4.6.3 Obtencédo e dermatomizacao da pele suina

A pele suina, para utilizagdo como biomembrana no estudo de permeacdo cutanea, foi
obtida no frigorificos da regido metropolitana do Recife, retirada de material viavel que seria
descartado. A pele foi transportada em isopor para o laboratorio e apds a chegada, foi limpa
incialmente em agua corrente. Com o auxilio de bisturi e tesouras cirurgicas, o excesso de tecido
adiposo e de pelos foram removidos a fim de facilitar o processo de dermatomizacdo. A pele
foi dermatomizada para uniformizacdo da espessura em aproximadamente 0,7 mm com o

auxilio de dermatdémetro Zimmer air® e armazenadas a -20°C até a sua utilizacao.



32

4.6.4 Montagem do sistema automatizado de células de difusdo de franz

Na montagem do sistema automatizado da célula de difusdo de FRANZ, foi utilizada a
membrana artificial para o estudo de cinética de liberagcdo, que durou 12 horas e a pele suina
dermatomizada no estudo de absor¢éo cutanea, com 2 pontos de coleta com duracéo de 2 e 4 horas.
O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com &gua. A pele
suina foi colocada nas células de modo que ficasse em contato direto com o meio receptor sem
formacéo de bolhas. No compartimento doador foram aplicados 50mg das formulacbes B, C, D e
E e 50ul da formulacdo A, aplicados sobre a pele, numa 4rea difusional de 1,77 cm?. As células
foram fechadas hermeticamente, mantidas sob agitacdo magnética constante (350 rpm) e

temperatura a 32 + 1°C com banho circulante de agua (Figura 6).

Figura 6 — A (Célula de difusdo de Franz preenchida com agua), B (Aplicagdo da pele suina em contato
direto com o meio receptor), C (Aplicacdo das formulacGes), D (células fechadas hermeticamente para
posterior agitacdo magnética).

4.6.5 Avaliacédo da permeacdo cutanea por microscopia de fluorescéncia

Ap0s a realizacdo do estudo de permeacao e retencdocutanea, as amostras de pele suina
foram seccionadas em criostato Leica CM1860 UV, utilizando Tissue-Tek O.C.T Compound,
Sakura. Cinco cortes seriados de Sum foram montados em laminas e observados em
microscopio de fluorescéncia Leica DMI4000 B, sendo as secg¢bes fotomicrografadas em
objetiva de 20x, utilizando os filtros de excitagdo BP 560/40nm e emissdo BP 645/75nm,

mostrando um espectro de luz vermelho.

4.7 TESTE DE ABSORBANCIA

Para caracterizagdo do AT como um composto de origem vegetal que absorve a radiacéo
UV foi determinado o comprimento de onda maximo (Amax.) € @ absorbancia maxima (Amax.)

do AT a 5% diluido em &gua (1:18), Gel-creme base com AT a 5%, Gel-creme base com filtros
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fisicos, Gel-creme base com AT a 5% e filtros fisicos, Gel-creme base com AT a 2,5% e filtros
fisicos sendo realizada varredura espectrofotométrica entre os comprimentos de onda de 200 a
800nm, através do Espectrofotdbmetro AGILENT, modelo Cary 60 UV-VIS, em cubeta de
quartzo de 1,0 cm caminho éptico, para verificar a absorcao nas regides ultravioleta B (UVB),
onde a absorg¢éo nos comprimentos de onda compreendidos entre 290 a 320nm s&o considerados
filtros solares UVB. Foi utilizada &gua como branco e a avaliagdo da atividade fotoprotetora
com a determinacdo da absorbancia do acido tanico foi realizada através de varredura

espectrofotométrica. As leituras de cada absorbancia foram realizadas em triplicata

4.8 AVALIACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)

A avaliagdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) foi realizada in vitro medindo-se a
absorbancia de varios comprimentos de onda. Os grupos utilizados foram: Formulacdo A: AT
a 5% diluido em agua (1:18); Formulacdo B: Gel-creme base com AT a 5%; Formulacéo C:
Gel-creme base com filtros fisicos; Formulacdo D: Gel-creme base com AT a 5% e filtros
fisicos; Formulacéo E: Gel-creme base com AT a 2,5% e filtros fisicos.

As formulagdes foram diluidas em dgua destilada para uma concentracdo de 5% e 2,5%
de AT e foi realizada varredura entre os comprimentos de onda de 200 a 800nm em
Espectrofotdmetro AGILENT, Cary 60 UV-Vis e cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho dptico
(Figura 7), para verificar a absorcdo nas regides ultravioleta B (UVB). Agua destilada foi

utilizado como branco e o experimento realizado em triplicata.

Figura 7 Espectrofotdmetro AGILENT, Cary 60 UV-Vis e cubeta de quartzo de 1,0cm.

Os célculos para determinagdo do FPS foram realizados considerando os intervalos de
comprimento de onda (), pelo método espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al.,
(1986). Os valores do efeito eritematogénico da radiacéo - EE ()) e intensidade do sol — I (A)

utilizados para o calculo do FPS foram os mesmos usados na literatura, empregando a equacéo:
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FPS Espectrofotométrico = FC . > EE(L).1(A).Abs(A)

Onde: FC = fator de correcdo (10), EE (A) = efeito eritematogénico da radiacdo; I (A) =

intensidade da radiagdo; abs (L) = leitura espectrofotométrica da absorbancia do composto.
Os valores EE (A) x I (A), sdo valores ja calculados, normatizados, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 Relagéo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo em cada comprimento de
onda (adaptado de MANSUR, et al., 1986).

Comprimento de EE X1
Onda (normatizado)
A (nm)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
TOTAL 1,0000
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento do gel-creme, o alginato foi escolhido entre os agentes gelificantes
avaliados por ser positivamente compativel com os ativos, por apresentar melhor consisténcia e
aspecto, sendo a concentracdo de 3% deste agente eleita para o gel-creme. Este gel-creme foi
dividido em 2 formulagbes para avaliagdo da atividade de permeacdo cutanea e atividade
fotoprotetora.

Em teste de fluorescéncia do acido tanico com feixes infravermelhos de luz azul e verde,
foi observado que o AT a 5% diluido em agua emite fluorescéncia vermelho-alaranjada e

vermelha, respectivamente (Figura 8).

Figura 8 A - Emisséo de luz vermelho-alaranjada do Acido Tanico a 5% quando excitado em luz azul
pelo espectofotdmetro Agilent - Cary60 UV-VIS; B — Emisséo de luz vermelha do Acido tanico quando

excitado em luz verde por lanterna de infravermelho de luz verde marca Yey, modelo HX-103.

Quanto a fluorescéncia, na avaliacdo dos espectros de emissao e excitacdo do &cido
tanico (AT) a 5%, foi realizada através do espectofotdmetro Agilent - Cary60 UV-VIS, foi
verificado que este emite coloracdo quando excitado em 460 (azul), 550 (Verde), 600 (Laranja)
e 650nm (Vermelho), evidenciando auto-fluorescéncia. Logo, foi constatado que o AT pode ser
usado, ndo s6 como seu proprio marcador de fluorescéncia, mas também como sonda para

deteccdo de outros compostos (Figura 9).
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Figura 9 Processos de emissédo de fluorescéncia do AT sobrepostos quando excitado nos comprimentos

de onda: 365nm, 430nm, 505nm, 530nm, 600nm, com fluoescencia emitida em todas as imagens.

Em estudos feitos por Sainz-Urruela et al. (2022), foi descoberto que a interacdo do
acido tanico (AT) com o 6xido de grafeno (OG), reduz a fluorescéncia da riboflavina (vitamina
B2). Esssa reducdo depende da concentracdo de OG/AT e da relacdo de massa OG/AT.
Signficativas concentracOes deste ativo indicam uma forte interagdo com a riboflavina via
modificacdo da estrutura por ligagdo de hidrogénio e interacdes m-m entre os anéis de
isoaloxazina da vitamina e os anéis fenolicos do AT, sendo esta interacdo responsavel pela
fluorescéncia da vitamina. Isso demonstra que apesar do AT apresentar efeito de fluorescéncia,

em interagcdo com outros compostos ele pode reduzi-lo.

Zhao e colaboradores (2021), sintetizaram nanoparticulas de AT para utilizacdo de
sensores de fluorescéncia. Os mesmos possuem baixo custo, boa biodegrabilidade, sendo
conveniente para producdo em larga escala. Estes autores descobriram que o &cido picrico
poderia extinguir a fluorescéncia dessas nanoparticulas, porém o método utilizado na
preparacdo destas mostrou uma resposta sensivel na detec¢do do acido picrico. Isto demonstra,
mais uma vez, que outros compostos podem diminuir a fluorescéncia do AT, porém quando
encapsulado, pode detectar até mesmo compostos que reduzem sua sensibilidade de

fluorescéncia.

Zhang et. al (2021), sintetizaram nanoparticulas (NP’s) de cobre utilizando AT como
estabilizante e acido ascorbico como redutor. As NP’s de AT-Cu foram empregadas para

detectar luteolina em amostras de soro bovino com resultados satisfatérios. Apresentaram
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luminescencia méxima em 434nm quando excitadas em 366nm. Este estudo sugere um novo

método de deteccdo baseado em fluorescéncia a partir das NP's de AT-Cu.

Em nosso estudo de fluorescéncia, utilizamos o AT ndo encapsulado, diluido em agua,
sem interferéncas de outros compostos, mostrando sua capacidade de autofluorescéncia na
concentracdo de 5%. Em todos os espectros de excitacdo empregados houve a presenca de
emissdo de fluorescéncia, ratificando uma possivel utilizacdo do AT como sonda, sendo

importante a observacdo da possibilidade de interacdo com outros compostos.

Na permeacao ou retencdo cutanea do acido tanico, através da avaliacdo das imagens de
pele suina (Figura 10), foi percebido que o acido tanico apresentou um espectro de luz vermelho
sobre a epiderme, ndo penetrando o tecido e consequentemente, ndo permeando o 6rgao.
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Figura 10 Permeacdo ou retencdo do AT a partir da excitacdo filtro BP 560/40nm e emissdo filtro BP
645/75nm, onde as imagens representam: Formulacdo 1 — Gel/creme (1); Formulagio 2 — Acido Tanico
em 4gua (2.1 e 2.2); Formulagéo 3 — Acido Tanico + Gel/creme. (3.1 e 3.2)

*A linha em vermelho representa o Acido tanico sobre a epiderme.

Nakamura e colaboradores (2017), estudando o efeito do &cido tanico como barreira
funcional na pele mostraram que o pre-tratamento com AT sobre o SC (Estrato corneo)
suprimiu o processo inflamatorio, estimulado pelo 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato
(TPA). Além disso, o AT suprimiu o indice de eritema da pele quando utilizado suor artificial,
formando uma barreira de protecdo funcional e possivelmente impedindo a penetracdo e

permeacao de outros compostos na pele.
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Esta barreira se deve ao fato dos radicais fendlicos do AT se ligarem ao Hidrogénio,
facilitando a capacidade de adesdo deste polifenol a diversas superficies. A partir do
acoplamento a um grande nimero de moléculas contendo um grupo carboxil, grupo hidroxil,
grupo amino, ligacdo éter, atomo de fluor, residuos heterociclicos contendo nitrogénio,
sulfonato ou fosfato (Zhang, et al., 2020). Como os derivados de AT se ligam a uma
determinada superficie através de ligagdes de hidrogénio, ligagdes de hidrogénio bidentadas ou
tridentadas podem ser formadas, devido aos grupos catecol ou pirogalol. Tais interacdes séo
mais fortes do que a ligacdo de hidrogénio de ligante Unico, o que significa que um material
reticulado de AT pode ser usado como um adesivo subaquéatico para se adaptar a um ambiente
operacional em constante mudanga (Saiz-Poseu et al., 2019).

Lopes et al. (2019) utilizando creme de Avicenia schaueriana, planta abundantemente
encontrada no mangue brasileiro e que possui taninos como principais compostos secundarios,
demonstraram que o creme diminuiu a area de ferida, estimulou o processo de reepitelizacédo e
aumentou o namero de fibroblastos na regido lesionada de camundongos. De acordo com 0s
autores, o creme promoveu uma pelicula sobre os ferimentos, a partir de complexo formado por
taninos ndo hidrolisaveis com proteinas da pele, exercendo assim uma acéo protetora isolando
a ferida do ambiente. Resultados semehantes foram encontrados por Fernandez et al. (2002)
que observaram uma pelicula vermelha escura cobrindo as feridas de cisto pilonidal em
pacientes tratados com caule de Rizophora mangle, uma outra planta encontrada no mangue
brasileiro e que possui taninos em sua composicdo fitoquimica, observando que as feridas
encontravam-se secas em todo o processo de avaliacéo clinica.

Estes resultados in vivo corroboram com 0s nossos estudos in vitro, em que avaliamos
a capacidade de permeacdo ou retencao do &cido tanico em pele de suinos, onde o0 mesmo ficou
retido na epiderme. Este estudo é de grande importancia para desenvolvimento de biomateriais
de uso topico para o entendimento do poder de permeacgdo de compostos na pele. A formacéo
de uma pelicula protetora na pele é decorrente dos diversos radicais fenélicos presentes no AT,
formando redes tridimensionais a partir de ligacbes cruzadas com biomacromoléculas
(Sionkowska et al., 2015).

Recentemente, hd grande interesse da bioengenharia na fabricacdo de materiais
utilizando o AT para novas bioaplicagdes, assim como no reparo de feridas e regeneracédo de
pele e tecido 6sseo, antimicrobiano e como teranostico de tumores pelas suas propriedades de
fluorescéncia, antioxidantes, de quelacdo de metais e polimeracdo ( Guo et al., 2021). Para que
haja uma melhor compreensdo da eficidcia dos mecanismos de agdo deste composto séo

necessarios estudos de desenvolvimento de biomateriais e avaliacdo de biocompatibilidade.
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Na &rea de engenharia de materiais bioativos, Mo et al. (2021) desenvolveram um
hidrogél ultra-elastico, altamente adesivo, e auto-curdvel em virtude de interacfes dindmicas
habilitadas pelo acido tanico para substituir totalmente a reticulacdo covalente convencional.
Yang et al. (2021) construiram um band-aid de hidrogel de AT para cicatrizacdo de feridas
diabéticas e incisdo de pele infecciosa, demonstrando uma aceleragdo da cicatrizacdo de incisdo
em pele através da modulacdo da inflamacdo, promocdo da deposicdo de colageno,
vascularizagdo aumentada, além de promover eficiéncia na incisdo de pele infectada por S.
Aureus em camundongos diabéticos. Em nosso trabalho foi desenvolvido gel-creme de acido
tanico a 5% com e sem filtros fisicos, para avaliacdo de efeitos de fotoprotetores. O avanco da
bioengenharia no desenvolvimento de materiais bioativos impactam diretamente na otimizacgéo
do uso de recursos naturais para promocao do crescimento social e econdémico e para que isto
ocorra é necessario a avaliacdo da aceitabilidade dos potencais riscos bioldgicos decorrentes da

interacdo entre 0s biomateriais e o0 organismo.

Os célculos para determinacdo in vitro da atividade fotoprotetora do AT foram
realizados considerando os intervalos de comprimento de onda (1) de 290 a 320nm, pelo método
espectrofotométrico desenvolvido por Mansur et al., 1986. Os resultados dos nossos estudos
mostram que o AT 5%, diluido em &gua (1:18) apresenta um FPS de 26,4 (Tabela 3). Segundo
Resolucdo - RDC N° 30 da ANVISA, de 1° de junho de 2012, de acordo com o Regulamento
Técnico Mercosul sobre Protetores Solares em Cosméticos, em seus termos, o Fator de Protecdo
Solar (FPS) deve ter grau minimo de protecdo 6, além disso, a radiacdo ultravioleta na regido
do espectro eletromagnético compreendida entre os comprimentos de ondas de 290 a 320nm é
considerada radiacdo ultravioleta B (UVB). Portanto nossos resultados apresentam um nivel de
protecdo adequado contra UVB (Tabela 2).
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Tabela 2 Célculo do FPS da formulagdo A: acido tanico a 5% em (1:18) com valores das médias das

absorbancias para cada comprimento de onda (290-320nm).

Comp. de Onda 290 295 300 305 310 315 320
(A nm)
Média da
Absorbancia 0,4518 | 0,2373 | 0,1544 | 0,1249 | 0,1101 | 0,0839 | 0,0887
EExIxAbs 0,0067 | 0,0193 | 0,0443 | 0,0409 | 0,0205 | 0,0070 | 0,0016
8 9 7 4 2 3 0
FC. Y
EE(L).1(L).Abs()).dil
FPS = 26,4

* Sendo FC = fator de correcao, EE (A) = efeito eritematogénico da radiagdo; I (A) = intensidade da

radiacdo; abs (L) = leitura espectrofotométrica da absorbancia do composto; dil (dilui¢ao).

Os valores do FPS das formulacbes B: Gel-creme base com acido tanico a 5%; C: Gel-
creme base com filtros fisicos; D: Gel-creme base com &cido tanico a 5% e filtros fisicos; E:
Gel-creme base com acido tanico a 2,5% e filtros fisicos foram respectivamente: 0,51; 17,6;
12,8; 14,6. A formulacdo B nédo apresentou um indice satisfatério de protecdo UVB, estando
abaixo do valor minimo de protecao (FPS 6), porém as formulagdes C, D e E mostraram indices
satisfatorios de protecdo. A formulagdo D possuiu menor indice quando adicionado o AT,
porém ao diminuir a concentracdo do mesmo na formulacdo E, o fator de prote¢do aumenta,
mas ndo supera o FPS da formulacéo C. O fato do indice de protecdo diminuir ao adicionar o
AT demonstra uma possivel interacdo do polifenol com moléculas do gel-creme base. Wang e
colaboradores, (2022) relatam em seus trabalhos que os polifendis sdo uma classe de compostos
altamente existente em diversos tipos de plantas com propriedade anti-oxidativas e anti-
ultravioleta, a partir da capacidade de absorcdo UV e eliminacdo de radicais livres, levando
estes compostos a um amplo desenvolvimento e aplicacdo em protetores solares. Daré e
colaboradores (2020) estudaram o acido galico e o acido tanico quanto aos seus potenciais na
prevencéo do fotoenvelhecimento. Os autores investigaram as habilidades de fotoprotecdo dos
compostos em fibroblastos L929 irradiados com UVB, demostrando que o AT foi mais eficiente
na eliminacao de radicais DPPH, anion superdxido, peroxila, éxido nitrico e peroxinitrito, alem

da reducdo de ions férricos, prevenindo assim o desequilibrio redox celular em fibroblastos
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irradiados com UVB. Estes resultados corroboram com nossos achados que mostram um indice
de FPS adequado em pele para protecdo contra UVB, tendo em vista que os dois estudos foram
realizados com AT isolado e em experimentos in vitro.

De acordo com Baldwin e Booth (2022), o AT tem sido utilizado em biomateriais como
um agente reticulante natural. A reticulacdo acontece, devido a seus grupos fendlicos multiplos
interagirem com macromoléculas bioldgicas, principalmente proteinas, promovendo um
processo de formacdo de ligacbes cruzadas. Além disso, polimeros naturais, como colageno,
elastina, gelatina e quitosana, ou polimeros sintéticos, como poli (alcool vinilico) (PVA),
poli(etilenoglicol) (PEG), poli (vinilpirrolidona) (PVP) e assim por diante, podem ser
reticulados por AT, através de ligacdo de hidrogénio (Rinaudo et al., 2014). Este processo pode
ter acontecido ao adicionar o AT aos compostos do nosso gel-creme base, diminuindo assim o
indice de protecdo contra a radiacdo, porém ao adicionar uma concentracdo menor (2,5%) no

gel-creme base, o fator de protecdo aumenta.
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6 CONCLUSOES
O AT foi incorporado as formulactes de gel-creme desenvolvidas com e sem filtros fisicos;

O AT a 5% emite fluorescéncia quando excitado em todos os espectros de cores, evidenciando
um potencial de auto-fluorescéncia, podendo ser utilizado, ndo sé como seu proprio marcador,

mas também como sonda para detec¢do de outros compostos;

O AT a 5%, diluido em agua, ou em gel creme, permaneceu retido na epiderme, ndo penetrando

0 tecido e consequentemente, ndo permeando o 6rgéo;

O AT a 5%, diluido em agua demonstrou um FPS de 26,4, mostrando em nossos resultados um
nivel de protecdo adequado contra UVB, porém, quando incorporado a 5% nas formulacées de
gel-creme com ou sem filtros fisicos o FPS diminui para 12,8 e 0,51 respectivamente. Ao
diminuir a concentracdo do AT para 2,5% em gel-creme com filtros fisicos o FPS aumenta para
14,6, sugerindo uma interacdo dos grupos fendlicos do AT com outros compostos das

formulacGes.
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