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RESUMO

A Capraria biflora L. € uma planta pertencente a familia Scrophulariaceae que produz em
suas raizes um composto violeta denominado biflorina, uma o-naftoquinona que possui
potencial antimicrobiano frente a bactérias Gram-positivas e fungos, além de agdo antitumoral
frente a algumas linhagens celulares, como as células de melanoma. Todavia, a biflorina é
uma molécula hidrofébica e fotossensivel, o que dificulta sua manipulacdo e uso. Com o
intuito de promover uma veiculagdo mais efetiva com uma melhor estabilizacdo e preservacao
da atividade desta substancia, neste trabalho preparamos nanoemulsdes a partir da biflorina.
Para tanto, a biflorina foi obtida do extrato bruto das raizes de C. Biflora L. e purificada por
meio de cromatografia liquida classica seguida de recristalizacdo em éter di-isopropilico. Sua
estrutura foi confirmada por analises espectroscOpicas convencionais como UV-Vis,
Infravermelho e RMN de *H e '*C. Para a preparacdo da nanoemulsdo foram utilizados
cristais de biflorina solubilizados em Tween 80 e Tween 20 e salina (a 0,9%) como fase
aquosa. A caracterizacdo da nanoemulsdo e de sua estabilidade foi realizada por
espectroscopia UV-Vis e espalhamento dindmico de luz (DLS). As analises de DLS
mostraram que as nanoemulsdes sdo estaveis e apresentam um tamanho médio de
aproximadamente 82 nm. A fotodegradacdo da biflorina em forma de nanoemulséo foi
avaliada em uma camara de fotoestabilidade, durante seis horas de exposi¢cdo sob UV e luz
branca, usando como parametro comparativo a biflorina dissolvida em etanol. Como controle
positivo foi utilizada uma solucdo de quinino monocloridrato dihidratado a 2%. A avaliacdo
da fotodegradacéo foi verificada atraves de espectroscopia UV-Vis e a fotoprotecdo conferida
a biflorina pela nanoemulséo foi comprovada, visto que a biflorina nanoemulsionada precisou
de cerca de trés vezes mais tempo de exposicdo para se degradar em comparacédo a biflorina
dissolvida em etanol. A acdo biologica da biflorina foi testada em ensaios com
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans e Candida krusei, a partir da sua dispersdo em meio de cultura liquido, utilizando-se
comparativamente, a acdo da biflorina em DMSO a 10%. Sua acao bioldgica foi observada e
apresentou atividade frente as espécies representativas dos grupos das bactérias e leveduras,
com valores de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) para Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Micrococcus luteus inferiores a 3,12 pg/mL. A CMI para Escherichia coli foi maior
do que 100 pg/mL, para Candida albicans, 12,5 pg/mL e para Candida krusei observou-se
concentracdo maior que 50 pg/mL. Os valores de CMI foram semelhantes para a
nanoemulsao e para a biflorina solubilizada em DMSO. Portanto, os resultados indicam que a
veiculacdo da biflorina na forma de nanoemulsdo preserva a atividade da substancia e ainda
possui o adicional de oferecer fotoprotecéo e favorecer sua aplicacdo em meio aquoso.

Palavras-chaves: biflorina, nanoemulsdo, estabilidade, fotoestabilidade, acdo bioldgica.



ABSTRACT

The Capraria biflora L. is a plant belonging to the Scrophulariaceae family which produces
in its roots a violet compound named biflorin, an o- naphthoquinone with antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria and fungi. The biflorin still has some anti-tumoral
activity against some cell lines, such as melanoma cells. However, biflorin is an hydrophobic
and photosensitive molecule, which can become difficult its handling and use. In order to
promote a more effective vehiculation of this substance with a better stabilization and
preservation of its activity, we prepared biflorin nanoemulsions. For this, the biflorin was
obtained from the crude extract of the roots of C. biflora L., isolated by classic
chromatography and purified by recrystallization using isopropyl ether. The biflorin
characterizations were performed by conventional spectroscopic methods as UV-Vis, Infrared
and 'H and **C NMR. The nanoemulsions were prepared by solubilizing the biflorin crystals
in Tween 80 and Tween 20, and saline (0.9% NaCl) was used as the aqueous phase. The
characterizations of the nanoemulsions and their stability were performed by UV-Vis
spectroscopy and dynamic light scattering (DLS). The DLS analysis showed that the
nanoemulsions are stable and present an average size of about 82 nm. The photodegradation
of the biflorin nanoemulsions were evaluated in a photostability chamber during six hours of
exposure of samples to UV and white lights. The photodegradation of the biflorin dissolved in
ethanol was also evaluated for comparison and a solution of quinine monohydrochloride
dehydrate (2%) was used as positive control. Since the biflorin nanoemulsions required
approximately three times of exposure time to degrade compared to biflorin diluted in
ethanol, the photoprotection conferred by the nanoemulsions to the biflorin was confirmed.
The microbiological activity of the biflorin was evaluated using Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Micrococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans and Candida
krusei. The biological activity of the biflorin in DMSO (10%) was also evaluated for
comparison. The biological tests indicated that the biflorin nanoemulsions were efficient
against bacteria and yeast species, with values of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
for Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, and Micrococcus luteus smaller than 3.12
pg/mL. The MIC value for Escherichia coli was higher than 100 pg/mL, for Candida
albicans was 12.5 pg/mL and for Candida krusei was higher than 50 pg/mL. The MIC values
were similar for both samples, nanoemulsions and the biflorin in DMSO. Therefore, the
results indicate that the vehiculation of biflorin as nanoemulsions maintains the substance
activity and also has the additional benefits of photoprotection and vehiculation in aqueous
media, improving its applicability for biological systems.

Key-words: biflorin, nanoemulsions, stability, photostability, biological action.
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INTRODUCAO

A Capraria biflora L. é uma planta arbustiva ou herbacea, natural das Antilhas e da
América do Sul, que pode medir até 1,5 m de altura e é pertencente a familia
Scrophulariaceae. Em 1953, foi isolada de suas raizes uma substancia violeta que foi
denominada biflorina, uma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-
piran-7,8-diona) prenilada (GONCALVES DE LIMA et al., 1953).

Os primeiros estudos sobre a biflorina demonstraram que ela possuia potencial
antimicrobiano frente a bactérias gram-positivas, alcool-acido-resistentes e fungos
filamentosos (GONCALVES DE LIMA et al., 1953). Mais recentemente, alguns estudos
indicaram que a molécula pode também ter uma acdo anti-mutagénica e antitumoral
principalmente contra células de melanoma (VASCONCELLOS et al., 2004,
VASCONCELLOS et al., 2007) podendo inclusive induzir a apoptose das mesmas, uma vez
que as células tratadas com essa substancia demonstraram redugéo do nucleo, condensagéo da
cromatina e formacdo de corpos apdpticos (VASCONCELLOS et al., 2011). A biflorina
ainda € capaz de incrementar a atividade antimetastasica do 5-fluorouracil inoculado em
melanoma (CARVALHO, 2009), o que demonstrou que essa substancia derivada da C.
biflora L. pode atuar também como um agente imuno-adjuvante (VASCONCELLOS et al.,
2007). Alguns estudos também verificaram se a biflorina apresentava citotoxicidade para
células V79 (fibroblasto de hamster) ou interferia no desenvolvimento de ovos de ourico.
Porém, em ambos os estudos foi constatado que a molécula ndo causava quaisquer danos a
ambos 0s tipos de sistemas bioldgicos (VASCONCELLOS et al., 2004; 2010).

De uma forma geral, nesses trabalhos a biflorina foi solubilizada em etanol ou em
dimetilsulféxido (DMSO) e colocada diretamente em contato com os sistemas bioldgicos. No
entanto, a biflorina tem um carater majoritariamente hidrofébico, indicando que uma
veiculacdo mais apropriada dessa substancia seja capaz de permitir melhores resultados nos
testes realizados em meio aquoso. Por outro lado, substancias como o DMSO e o etanol
podem também exercer toxicidade sobre os sistemas biologicos, podendo resultar em
consequéncias indesejaveis numa administracdo sistémica e a longo prazo (VIOLANTE et al.,
2002).

Estudos realizados alguns anos apdés a sua descoberta comprovaram
experimentalmente que a biflorina é fotossensivel, levando a sua degradacdo quando exposta
a luz natural. Foi observado que seu produto de degradacdo era composto por duas

substancias, uma soluvel e outra insolivel em éter de petrdleo, e que ambas apresentavam



atividade antimicrobiana menor em relacdo a biflorina ndo fotodegradada (GONCALVES DE
LIMA et al., 1961). Portanto, esse estudo mostrou que alguns cuidados devem ser tomados
durante a manipulacdo da biflorina em ambientes iluminados, procurando assim evitar 0s
efeitos negativos de sua degradacao e garantindo assim a preservacao de sua atividade.

As formulagdes farmacéuticas, como comprimidos e emulsées, dentre outras, podem
criar barreiras fisicas que podem evitar, ou a0 menos reduzir consideravelmente, os efeitos da
fotodegradacdo de substancias fotossensiveis (BHALEKAR, 2008). Além disto, a interacéo
de um composto de carater hidrofébico, como é o caso da biflorina, com as membranas
celulares pode ser bastante facilitada e potencializada utilizando esses tipos de sistemas de
veiculacao.

A partir deste contexto, no presente trabalho, uma nanoemulséo contendo biflorina foi
formulada, caracterizada e suas propriedades fotoprotetoras, estabilidade e acdo bioldgica
foram verificadas e comparadas com os resultados obtidos utilizando-se solucdes de biflorina
em DMSO e etanol. Acreditamos que a utilizacdo de uma formulacdo farmacéutica, que
garanta a biflorina uma preservagédo de sua atividade mesmo apds sua exposicao a luz, alem
de viabilizar e aprimorar sua distribuicdo em meio aquoso, possa estimular o surgimento de

novas abordagens e aplicacdes para esta molécula.
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OBJETIVOS

Diante do contexto apresentado, este trabalho tem por objetivos:

Objetivo Geral

Formular e caracterizar nanoemulsdes contendo biflorina, avaliando suas propriedades

fotoprotetoras a sua acdo bioldgica.

Objetivos especificos

(a) Coletar, herborizar e depositar a exsicata da Capraria biflora;

(b) Obter a biflorina a partir de extratos das raizes da Capraria biflora;

(c) Caracterizar a biflorina a partir de analises fisico-quimicas e espectroscopicas;

(d) Preparar e caracterizar nanoemulsdes contendo biflorina;

(e) Avaliar a fotodegradacdo da biflorina veiculada em nanoemulsdo em comparacdo a
biflorina ndo emulsionada;

(f) Avaliar a acdo biologica das nanoemulsdes contendo biflorina frente a bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e leveduras.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Capraria biflora L.

A Capraria biflora L. (Figura 1) é uma espécie pertencente a familia
Schrophulariaceae, originaria das Antilhas e da América do Sul, que habita zonas temperadas
ou areas de clima tropical, apresentando-se como uma planta variavel, classificada como
arbustiva ou herbacea, podendo medir até 150 cm de altura (MATOS, 1988; AQUINO, 2003).

Figura 1. Capraria biflora L.

Presente em diversas regides do continente americano, em paises como Peru, Guiana
Francesa, Trinidad e Tobago, México, Curacao, Guatemala e Bahamas, Estados Unidos e
México, a espécie também pode ser encontrada na Asia, em paises como india e China. No
continente Europeu é utilizada como ornamento (CORREA, 1931; MATOS, 1988). No
Brasil, distribui-se nos estados de Minas Gerais, Goias e na faixa litoranea entre o Piaui e
Espirito Santo, com ocorréncias relevantes nos estados de Pernambuco e do Ceara
(MENEZES, 1949; AQUINO, 2003).

A Capraria biflora L. é conhecida popularmente no Brasil como balsaminha, cha-da-
balsaminha, cha-do-méxico, cha-da-martinica, cha-de-goteira, cha-do-rio, cha-das-antilhas,

cha-de-lima, cha-do-maranhdo, cha preto, cha-bravo, cha-de-boi, cha-de-calgada, cha-da-
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terra, cha-da-américa e chéa-de-maraj6 (CORREA, 1984; LORENZI & MATOS, 2002;
VASCONCELLOQOS, 2007).

Dentre as utilizacdes populares da C. biflora L, é relatado que a espécie pode substituir
0 cha-da-india no combate a dores no estdbmago, dispepsia, além de ser utilizada em
associacdo com outras plantas como febrifuga, diurética, estimulante e digestiva, havendo
ainda relatos da utilizagdo de uma associacdo de plantas, incluindo C. biflora L., como
calmante e para o tratamento de afeccBes no aparelho urinério. Os infusos feitos com suas
folhas e as extremidades floridas podem ser utilizados como sudorifero e contra acidez
estomacal (CORREA, 1984; CORDEIRO, 1996; AQUINO et al., 2006). Na América Central
e do Norte, seu uso € indicado para o tratamento de cdibras e edemas nas pernas, bem como a
infusdo das folhas é utilizada em afec¢des ovarianas, indigestdo e diarréia (MORTON, 1968;
VASCONCELLOQS, 2007). O extrato aquoso das folhas de C. biflora L. foi testado como
agente anti-inflamatério no tratamento de edema induzido por carragenina e obteve resultados
satisfatorios em comparacdo com a ac¢ao da indometacina (MURO, 2009).

A partir da realizacdo de uma triagem fitoquimica, foram identificadas as classes de
componentes quimicos que estdo presentes em extratos hidroalcoolicos de raizes, caules e
folhas de C. biflora L.(AQUINO, 2003). Os resultados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Triagem fitoquimica realizada com os extratos hidroalcodlicos de raizes, caule e
folhas de Capraria biflora L. (AQUINO, 2003).

Extratos hidroalcodlicos

Classe fitoquimica Raizes Caule Folhas

Alcalbides - - -
Mono, Sesqui e Diterpenoides
Triterpendides e Esteroides

Saponinas - - -
Acucares e poliois + + +
Iridéides - - -
Flavondides +

Fenilpropanoglicosideos
Leucoantocianidinas e
Proantocianidinas condensadas + - -

(-) Auséncia; (+) Presenca
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Os estudos que evidenciaram definitivamente a importancia farmacoldgica da C.
biflora L. datam da década de 50, quando pesquisadores do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco isolaram de suas raizes (Figura 2) uma substancia de
cor violeta, com atividade contra bactérias Gram-positivas, alcool-acido resistentes e fungos,
a qual denominaram de biflorina (GONCALVES DE LIMA, et al. 1953).

Figura 2. Raizes de C. biflora L.

1.2 Biflorina

1.2.1 Caracteristicas da molécula

A biflorina é uma o-naftoquinona com denominagdo IUPAC 6,9-dimetil-3-(4-metil-3-

pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona (Figura 3).

H, O

H, CH,

O
O N N

Figura 3. Férmula estrutural da biflorina isolada das raizes de C. biflora L.
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As primeiras analises da biflorina permitiram observar que a substancia pura
apresenta-se sob a forma de cristais aciculares, com reflexos metélicos e coloracdo violeta
(GONCALVES DE LIMA, 1954). Seu ponto de fusdo é de 159 °C e ensaios realizados
constataram sua solubilidade em metanol, benzeno, etanol, propanol, butanol, dietilenoglicol,
acetona, acetato de amila, &cido acético, éter de petr6leo, hexano, tolueno e fenilalanina. No
entanto, a biflorina apresenta baixa solubilidade em etilenoglicol, bicarbonato de sodio 5%,
glicerina, hidroxido de sodio 5% e em dgua (MC COWEN & STONE, 1953; AQUINO et al,
2006).

Dentre as técnicas utilizadas para o isolamento de produtos de origem natural, as mais
comumente aplicadas a extracdo e purificagdo da biflorina sdo a extracdo em etanol a 70% ou
em diclorometano, seguida de cromatografia liquida classica com silica gel como fase
estacionaria e, como eluentes, misturas de tolueno e acetato de etila com gradiente de
polaridade. Apo6s a cromatografia, a substancia é submetida a seguidas recristalizacfes em
éter de petrdleo ou éter di-isopropilico até a obtenc@o da biflorina com alto grau de pureza
(FONSECA et al., 2003; VASCONCELLOS et al., 2004; LYRA JR. et al., 2006).

A caracterizacdo da biflorina foi realizada pela primeira vez por meio de analise de
UV-Vis (GONCALVES DE LIMA, et al., 1953, 1961), porém sua estrutura sé veio a ser
confirmada décadas depois, devido as limitacdes da epoca. Com a obtencao dos espectros de
infravermelho e de RMN de C®3 e H!, a estrutura da biflorina p6de ser completamente
elucidada (LYRA JR. 1999; FONSECA et al., 2003).

A caracterizacdo térmica da biflorina, que foi realizada por Aragdo e colaboradores
(2002), demonstrou que a mesma possui trés estdgios de decomposicdo térmica, que
correspondem a temperaturas que variam de aproximadamente 219 °C em seu primeiro
estagio de decomposicéo e chegando a 687 °C no Ultimo estagio (ARAGAO et al., 2002).

Apesar de sua baixa solubilidade em agua ser uma caracteristica que dificulta sua
manipulacdo e veiculacdo, a biflorina possui caracteristicas quimicas farmacologicamente
interessantes, principalmente pelo fato de ser uma quinona, classe de substancias com
variadas atividades bioldgicas relatadas, destacando-se, dentre muitas, as propriedades
microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares
reparadores (SILVA et al, 2003).
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Desde que foi isolada das raizes da C. biflora L. pela primeira vez, a biflorina é tida

como um promissor antibiotico. Ainda no ano de sua descoberta, a sua eficAcia como

antibiético foi comprovada por meio de testes realizados em Indianapolis-EUA, no
laboratdrio Eli Lilly (MC COWEN & STONE, 1953). Ensaios com bactérias Gram-positivas,

Gram-negativas e leveduras foram realizados para verificar os valores da concentracdo

minima inibitéria da biflorina para estes microrganismos (GONCALVES DE LIMA et al.,

1958) Os resultados constam na Tabela 2.

Tabela 2. Espectro antimicrobiano e concentragdes minimas inibitérias (CMI) da biflorina
frente a bactérias e fungos (GONCALVES DE LIMA et al., 1958).

Microrganismos

Bacillus subtilis 9
Bacillus subtilis 27
Bacillus anthracis
Bacillus cereus

Bacillus mycoides
Sarcina lutea
Micrococcus pyogenes var. aureus
Streptococcus hemolyticus
Escherichia coli R
Brucella suis

Brucella melitensis
Brucella abortus

Candida albicans 50
Candida albicans IHM
Candida tropicalis
Candida pseudotropicalis
Candida krusei

Candida parakrusei
Candida stellatoidea
Candida sp. ME-51
Cryptococcus neoformans ENCB

CMI (z g/mL)
03
0,1
0,2

0,2-0,4
0,20-0,40
0,09
0,2
0,8-1,0
>100
0,4
08
>10
50-70
50-70
50-70
70-100
100
70-100
70-100
70-100
1,0-1,5
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Décadas depois, novos ensaios sobre a atividade bioldgica da biflorina foram
realizados, avaliando sua agdo frente a fungos dermatofitos, verificando-se a formacgdo de

halos a partir da aplicacdo da biflorina em vérias conventragcdes (LYRA JR., 1999) (Tabela 3).

Tabela 3. Valores dos halos de inibicdo em diferentes concentragdes de biflorina para fungos
dermatéfitos (Lyra Janior et al., 1999).

Microorganismos Halos de inibi¢do da biflorina (mm)

lug/ml 5pug/ml 10 pg/ml 50 pg/ml

Epidermophyton floccosum 09 12 15 16
Microsporum canis 14 15 18 20
Trichophyton gypseum 00 00 00 00
Trichophyton mentagrophytes 14 15 17 18
Trichophyton rubrum 09 10 11 13
Trichophyton shoenlynii 16 20 22 25
Trichophyton SP 13 15 16 17
Trichophyton tonsurans 10 10 12 15

Porém, além da atividade frente a bactérias Gram-positivas, alcool-acido resistentes e
fungos, esta molécula apresenta diversas outras propriedades bioldgicas relevantes que serdo
citadas adiante.

A atividade antitumoral exercida por diversas quinonas fez com que a biflorina fosse
testada em comparacdo com farmacos quimioterdpicos como inibidora do crescimento de
linhagens de células tumorais. As linhagens utilizadas foram CEM e HL-60 (leucemia
humana), B-16 (melanoma de rato), HCT-8 (cancer de colon humano e MCF-7 (cancer de
mama humano). A biflorina apresentou bom desempenho para todas as linhagens testadas
(VASCONCELLOS et al., 2004). Os valores de 1Csq estdo contidos na Tabela 4.
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Tabela 4. Efeito inibitorio da biflorina, etoposideo e doxorrubicina no crescimento celular de
cinco linhagens de células tumorais (VASCONCELLOS et al., 2004).

Linhagem Celular Biflorina Etoposideo

1Cso [Lg/mI (UM)] 1Cso [Hg/mI (UM)]
C1 95% [pg/mi] CI1 95% [pg/ml

Doxorrubicina

ICso [ug/ml (UM)]
Cl 95% [pg/ml]

B16 0.40 (1.20) 0.11 (0.19) 0.03 (0.05)
142191 0.07 - 0.18 0.02 - 0.04
MCF-7 0.43 (1.30) >5.80 (9.85) 0.20 (0.34)
129177 0.17 - 0.24
HCT-8 0.88 (2.80) 0.11 (0.18) 0.04 (0.07)
473-125 0.08 - 0.15 0.03-0.05
HL-60 1.95 (6.30) 0.01 (0.02) 0.02 (0.03)
1.26 - 2.69 0.01 - 0.02 0.01 - 0.02
CEM 1.02 (3.30) 0.03 (0.05) 0.02 (0.03)
1.24-1.96 0.02 - 0.04 0.01 - 0.02

No mesmo estudo, a citotoxicidade da biflorina em comparagdo ao etoposideo e a
doxorrubicina foi testada, submentendo ovos de ouri¢co-do-mar a presenca destas substancias.
Foi verificado que a biflorina ndo inibiu o desenvolvimento dos embriGes, nem mesmo na
maior concentracdo utilizada nos testes (100 pg/ml), diferentemente das outras substancias,
gue em concentracfes minimas causaram efeitos negativos no desenvolvimento dos ovos
(VASCONCELLOS et al., 2004).

A acdo imunoadjuvante da biflorina foi avaliada, a partir de sua associacdo com o 5-
Fluorouracil contra tumores do tipo sarcoma 180 e tumor de Ehrlich. Os resultados obtidos
demonstraram que a biflorina pura possui atividade inibitoria sobre os tumores testados,
porém esta atividade é considerada baixa quando comparada a acdo do 5-Fluorouracil nas
mesmas concentracdes. Todavia, quando associados, a biflorina e o 5-fluorouracil conseguem
maiores taxas de inibicdo, comprovando assim o poder imunoadjuvante da biflorina
(VASCONCELLOS et al., 2007).

A atividade antimetastasica da biflorina foi avaliada in vitro para células tumorais do
tipo B16 (melanoma de rato) e MDAMB-435 (melanoma humano). Foi observado que a
biflorina age inibindo o processo de metastase, aumentando a sobrevida dos animais, além de
ser capaz de inibir a adesdo das células tumorais ao colageno (um dos mecanismos que
favorecem o processo de metastase) e a migracdo destas células (CARVALHO, 2009). A
biflorina também promove a desorganizacdo dos filamentos de actina, modificando a

morfologia das células tumorais e alterando a expressdo da N-caderina, que é um fator
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diretamente relacionado com a invasividade tumoral, e interfere na via de sinalizacdo da
PI3K/Atk, que é uma via primordial para o processo de metastase (CARVALHO, 2011).

O efeito inibitorio da biflorina frente a células de melanoma foi testado in vitro e in
vivo. Nos testes feitos in vitro a biflorina, em comparagcdo com a doxorrubicina, demonstrou
atividade inibitéria frente a varias linhagens de melanoma em concentragdes que variaram de
1,5 a 6 pg/ml, sendo esta atividade inferior a da doxorrubicina em concentragéo de 0,3 pg/ml,
porém bastante relevante. No ensaio in vivo, houve significante reducéo do volume do tumor
nos animais tratados com biflorina, além de um aumento do tempo de sobrevida
(VASCONCELLOS et al., 2011). A citotoxicidade da biflorina foi testada em células V79
(fibroblastos de pulméo de hamster), sendo constatado que ndo houve qualquer dano a estas
células (VASCONCELLOQOS, 2010).

Estudos realizados com a biflorina poucos anos ap0s sua primeira obtencao
constataram que a molécula sofre degradacdo a presenca de luz natural, pois foi observado
que a biflorina em solucéo sofria perda de coloragdo quando exposta a luz ambiente.

Os produtos originados da fotodegradacdo da biflorina dividem-se inicialmente em
dois compostos: um sollvel em éter de petroleo e outro insolivel no mesmo solvente
(GONCALVES DE LIMA, 1961).

A atividade biologica dos produtos da fotodegradacdo da biflorina foi testada em

comparacdo a biflorina pura. Os resultados estdo expostos na Tabela 5.

Tabela 5. Teste de atividade bioldgica da biflorina e seus produtos de degradacdo pela agdo
da luz (GONCALVES DE LIMA, 1961).

Produto 1: Produto 2:
MICRORGANISMO Biflorina pura | Insoldvel em éter | Sollvel em éter de
(ng/ml) de petroleo (ug/ml) petréleo (ug/ml)
Bacillus subtilis 08-1,2 50,0 8,0-10,0
Staphylococcus aureus 1,2-1,6 50,0 6,0 -8,0
Sarcina lutea 0,1-0,2 40,0 - 50,0 1,0-2,0
Streptococcus hemolyticus 20,0 50,0 50,0
Escherichia coli 20,0 50,0 50,0
Brucella suis 3,2-4,0 30,0 -40,0 10,0 — 20,0
Mycobacterium humanus 20,0 50,0 40,0 - 50,0
Nocardia asteroides 6,0 -8,0 50,0 10,0 — 20,0
Candida albicans 1,6 -3,2 50,0 8,0-10,0
Cryptococcus neoformans 20,0 50,0 50,0
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Como pode ser visto na tabela 3, um dos produtos da degradacdo da biflorina, a fragdo
solivel em éter de petréleo, possui atividade microbicida, porém, bem inferior se comparada a
biflorina pura. Ja a fracdo insolivel em éter de petr6leo possui baixa atividade.

Em outro estudo, a partir de um teste com fungos dermatoéfitos, a influéncia da luz
sobre a acdo bioldgica da biflorina foi avaliada e, novamente, foi observado que a degradacéao
sofrida pela molécula reduz seu potencial como farmaco antibiotico (LYRA JR, 1999). Os
resultados deste teste estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Interferéncia da acdo da luz sobre a atividade da biflorina frente a fungos
dermatofitos (LYRA JR, 1999).

o Solucéo de biflorina exposta Solugéo de biflorina ao
Dermatofitos .
a luz (halo em mm) abrigo da luz (halo em mm)
Epidermophyton floccosum 8,0 15,0
Microsporum canis 7,0 16,0
Trichophyton mentagrophytes 8,0 16,0
Trichophyton rubrum 7,0 10,0
Trichophyton shoenlynii 8,0 21,0
Trichophyton sp 7,0 15,0
Trichophyton tonsurans 7,0 10,0

Estes resultados atentam para uma precaucdo imprescindivel em relacdo a exposicao
da biflorina a acdo da luz, tendo em vista que para sua atividade ser aproveitada ao maximo a
mesma deve ser manipulada no escuro, ou entdo em algum sistema de veiculagdo que
proporcione a menor exposicdo possivel a luz ambiente. O conhecimento dos mecanismos que
desencadeiam os processos de fotodegradacdo também é importante no controle de seus

efeitos.

1.3 Fotodegradacao

O fenébmeno da fotodegradacdo pode ser definido como a transformacdo de um
composto em fragmentos reduzidos de menor peso molecular, mediante uma reacdo quimica
causada pela absorcdo da radiacdo UV (ultravioleta) Vis (visivel) ou 1V (infravermelho), que
ird se manifestar na forma de efeitos como a fotodecomposigdo, fotossensitizacdo e
fototoxicidade (TONNESEN, 2004; RIVAS GRANIZO, 2012).
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Para que o processo de fotodegradacéo seja efetivado, devem existir trés componentes:
um substrato a ser degradado (substancia quimica, matéria organica), um agente para efetuar a
fotodegradagdo (fontes de luz UV, Vis ou V), além de outros fatores especificos, como
temperatura, umidade e presenca de oxigénio. Integrados, estes fatores iniciam o processo de
fotodegradagdo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, 2003; RIVAS
GRANIZO, 2012).

As reacOes de fotodegradacdo geralmente sdo entendidas como reacGes de oxidagéo
associadas a absorcdo de energia, dependentes do comprimento de onda da radiacdo incidente,
sendo inversamente proporcional a esta. Portanto, a energia da radiagdo UV sera maior do que
a Vis, e esta Ultima maior que a radiacdo 1V. Consequentemente as radiacdes absorvidas nas
zonas UV e Vis do espectro sdo mais propensas a ativar rea¢cdes quimicas do que outras zonas
de maior comprimento de onda (MOORE, 2004; RIVAS GRANIZO, 2012). Os efeitos
causadores dessa degradacdo geralmente estdo associados a incidéncia de raios solares UVB
(290 — 310 nm) e UVA (310 — 400 nm) diretamente sobre os compostos fotossensiveis
(MOORE, 1987).

A degradacgédo de compostos por conta da acdo da luz UV ou Vis deve ser analisada de
forma apropriada. Portanto, o primeiro parametro a ser definido para uma andlise da
fotoestabilidade de um composto ou de uma formulacdo é a escolha das fontes luminosas
adequadas aos ensaios. As camaras de fotoestabilidade (Figura 4) sdo as ferramentas mais
apropriadas para este tipo de andlise, por ja contarem com as estruturas corretas, como as

fontes luminosas adequadas e superficie de exposicdo mapeada.

LS
TR

0L UL

LS
’H‘\\‘H'I!\\:!IIIHIIHIIHHJ‘H
IJLTI'MIHIH‘Iw

HIIHIllIIIIHIIIIHm
||||I|I|l||||lf||||||||||||||
lIIH|||I1||IIII"I!“|'IIH

({1 |
l'IHIIIHIIIIIIIHHIIIIII

1

IIHIHIIIIIHIIILv

Figura 4. Camara de Fotoestabilidade convencional (Fonte: Multitec RS).
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As camaras de fotoestabilidade devem ter acdo comprovada sobre os compostos
analisados, o que pode ser garantido a partir de sua calibracdo, utilizando-se como padréo
substancias como o quinino monocloridrato dihidratado (BRASIL, 2005).

A espectroscopia de UV-Vis é uma técnica que valida o estudo de fotodegradacao,
comprovando a ocorréncia ou ndo da degradagdo a partir da observacdo dos espectros de
absorbancia dos compostos submetidos a analise (MOORE, 1987). Alguns compostos
apresentam queda de absorbancia quando sofrem degradacéo, o que caracteriza um efeito de
hipocromia. Todavia, alguns compostos apresentam aumento na absorbancia apos ser
degradado, como, por exemplo, o quinino monocloridrato dihidratado, que apresenta um
efeito de hipercromia. A Figura 5 mostra um exemplo da modificacdo no espectro de absorcao
UV-Vis da azatioprina, verificada ap6s periodos de exposi¢éo a luz.

Figura 5. Modificacdes no espectro da azatioprina ao longo do tempo de exposicéo a luz
(MOORE, 1987).

Produtos destinados ao uso farmacoldgico requerem ainda mais cuidados em relacédo
aos processos de fotodegradacdo. Cuidados especiais devem ser tomados durante sua
manipulacdo e armazenagem, pois a degradacdo desses compostos pela presenca da luz ird
alterar, geralmente de forma negativa, a atividade farmacoldgica dessas substancias, além de,

em alguns casos, poder levar a formacéo de produtos toxicos (RIVAS GRANIZO, 2012).
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Formulagc6es farmacéuticas destinadas a veiculagdo de farmacos, como nanocépsulas,
nanoparticulas lipidicas s6lidas e emulsbes, por exemplo, podem prover estruturas que
protegem ou, a0 menos, amenizam a da acdo da luz sobre os compostos fotossensiveis
(PRISTA, 2003).

1.4 Emulsoes

Quando dois liquidos imisciveis sdo agitados em conjunto, uma emulsdo temporéria é
formada a partir da subdivisdo de um dos liquidos em pequenos glébulos. Isto resulta em um
grande aumento da area superficial, que € um fenbmeno contrariado pela tensdo superficial
que os liquidos possuem, portanto, o sistema formado é termodinamicamente instavel.
Naturalmente os glébulos irdo coalescer, as fases serdo separadas e um estado de minimo de
energia superficial livre sera alcangado (PRISTA, 2003; AULTON, 2005). Contudo, a adicdo
de um agente emulsificante no sistema facilitara o processo de emulsificacdo, por meio da
interacdo deste componente com as duas fases, formando um complexo na interface dos dois
liquidos, que é chamado de filme interfacial (AULTON, 2005).

Portanto, por definicdo, emulsdo é um sistema heterogéneo que consiste em duas fases
liquidas imisciveis, uma das quais encontra-se dispersa no meio da outra na forma de finas
goticulas, cujo diametro, em geral, excede 0,1 um (PRISTA, et al., 2003; AULTON, 2005).
Quando uma emulséo é constituida por goticulas com tamanho menores que 100 nm (1 nm =
10 m) ela sera classificada como uma nanoemulsdo (McCLEMENT, 2012). A fase que esta
presente como goticulas € chamada de fase dispersa, ou interna, e a fase na qual as goticulas
encontram-se suspensas € denominada de fase dispersante, continua ou externa (AULTON,
2005; ALLEN et al., 2007). As emulsbes farmacéuticas geralmente sdo compostas por 6leo e
agua. Podem existir dois tipos principais: 6leo-em-agua (O/A) e agua-em-6leo (A/O), de

acordo com o tipo de fase continua constituinte (Figura 6).

Emulsio A/O Emulsio O/A

Figura 6. Esquema da estrutura das emulsdes em geral (OLIVEIRA, 2008).
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Em preparagOes para uso oral, as emulsdes do tipo O/A possibilitam a administragio
de Oleos de sabor desagradavel através da dispersdéo do 6leo em um meio dispersante
edulcorado e flavorizado (ALLEN et al., 2007). Emulsées A/O possuem um efeito oclusivo e
acdo emoliente, sendo adequadas ao uso topico quando objetiva-se, por exemplo, a hidratagdo
das camadas do estrato corneo. Esse tipo de formulacéo também é util na limpeza de sujeiras
lipofilicas presentes na pele e na producdo de cremes umectantes destinados a evitar a perda
de umidade da pele (AUTON, 2005; ALLEN, 2007). Existem ainda sistemas de emulsGes
mais complexos, como o que é composto por uma goticula de 6leo que envolve uma goticula
de &gua e é suspensa em agua, para formar um sistema agua-em-6leo-em-agua (A/O/A) e seu
correspondente (O/A/O). Tais sistemas sao chamados de emulsées multiplas.

Os sistemas emulsionados séo estabilizados pela presenca dos agentes emulsificantes.
Dentre os tipos de agentes emulsificantes que podem ser utilizados na formulacdo de
emulsdes destacam-se carboidratos (goma arabica, agar e pectina), substancias protéicas
(gelatina, gema de ovo e caseina), alcoois de alto peso molecular (alcool estearilico, alcool
cetilico e monoestearato de glicerila) e os tensoativos (ALLEN, 2007). Os tensoativos ou
surfactantes sdo os principais tipos de agentes emulsificantes empregados na producdo de
emulsdes farmacéuticas (AULTON, 2005). Os tensoativos possuem duas regides distintas em
sua estrutura quimica, uma hidrofilica e outra hidrofdobica, caracterizando-se como compostos
anfipaticos, sendo capazes de acumular-se na fronteira entre as fases oleosa e aquosa,
reduzindo a tensdo na interface desses liquidos e facilitando a formacdo das emulsdes
(AULTON, 2005).

Os tensoativos podem ser classificados em anibnicos, catidnicos e nao-idnicos. Os
tensoativos anibnicos caracterizam-se por serem compostos que, em solucdo aquosa,
dissociam-se formando ions carregados negativamente, que sdo responsaveis pela sua
capacidade emulsionante. Dentre os tensoativos anionicos estdo o dodecanoato de sodio, o
dodecil (lauril) sulfato de sodio e o dioctilsulfosuccinato de sodio (Figura 7). SGo compostos

que possuem alta toxicidade, sendo apenas utilizados para administracdo externa (AULTON,

2005).
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Figura 7. Estrutura do dioctilsulfosuccinato de sédio.
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Os tensoativos catidnicos, por sua vez, se dissociam em solugdes aquosas formando
fons carregados positivamente. S0 exemplos o iodeto de dodecilpiridinio e o brometo de
hexadecil trimetialmonio (cetrimida) (Figura 8). Possuem propriedades conservante e
desinfetante, sendo utilizados em formulagdes de cremes antisépticos para uso externo, devido
também a sua toxicidade (AULTON, 2005; ALLEN, 2007).
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Figura 8. Estrutura do hexadecil trimetialmonio.

J& os tensoativos ndo-ibnicos compreendem substancias lipossollveis, que estabilizam
emulsdes A/O, e hidrossoliveis, utilizadas em formulagdes O/A. Comumente, tensoativos
ndo-idnicos sdo combinados visando a obtencdo de filmes interfaciais mais complexos e
emulsdes mais estaveis. Os mais comuns sdo 0 monooleato de sorbitano e 0 monooleato de
polioxietilenossorbitano (polissorbato 80) (Figura 9). Apresentam baixas toxicidade e
irritabilidade, podendo ser utilizados em formulacbes para administracdo oral e parenteral
(AULTON, 2005).
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Figura 9. Estrutura do polioxietilenossorbitano (polissorbato 80).

Apesar da caracteristica anfipatica, os tensoativos apresentam predominancia de uma
das regides de sua estrutura, podendo ser mais hidrofilicos do que hidrofobicos e vice-versa
(ALLEN, 2007). Tensoativos com predominancia dos grupos polares tendem a formar
emulsBes O/A, enquanto que tensoativos com caracteristicas mais polares formam emulsdes
A/O (AULTON, 2005).
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Quando a escolha dos tensoativos é realizada de acordo com as caracteristicas dos
mesmos em relacdo ao tipo de emulsdo que se deseja fabricar, a tendéncia é que uma maior
estabilidade da formulacdo seja alcangada. J& no caso das nanoemulsBes, que caracterizam-se
como dispersdes coloidais termodinamicamente instaveis, existe uma condicdo fundamental
para a sua formacao e estabilidade que, € a existéncia de uma tenséo interfacial muito baixa, o
que s6 é possivel com a inclusdo de um segundo composto anfipatico na formulagdo, que
funcionard como um co-tensoativo (AULTON, 2005).

Uma emulsdo pode ser considerada estavel quando o sistema mantém suas
caracteristicas iniciais, como tamanho das goticulas, concentracdo do composto emulsionado
e indice de polidisperséo, que é um valor que indica a homogeneidade entre os tamanhos das
goticulas distribuidas uniformemente na fase dispersante (AULTON, 2005). O indice de
polidisperséo, inclusive, por si s6 ja é um parametro inicial para verificacdo da qualidade de
uma formulagdo, pois, valores de PDI superiores a 0,3 sdo considerados altos e,
consequentemente, a emulsdo é provavelmente pouco estavel (PRISTA et al., 2003). Alguns
fatores favorecem a longevidade de uma emulsdo. Geralmente as condi¢Ges de
armazenamento podem aumentar ou reduzir o tempo que uma emulsdo se mantém estavel.
Condigdes de temperatura e pH sdo parametros que, quando monitorados e controlados,
atuam na preservacdo da estabilidade do sistema emulsionado. Certas substancias podem ser
incluidas nas emulsbes cooperando com a estabilidade das mesmas, agindo como um agente
estabilizante, promovendo o prolongamento da estabilidade do sistema emulsionado, como é
0 caso de tamples, modificadores de densidade (sacarose, dextrose, glicerina ou
propilenoglicol), agentes umectantes (glicerina e polietilenoglicol) e antioxidantes
(AULTON, 2005).

1.4.1 Desestabilizacao de emulsdes

Apesar de ser uma tendéncia natural de toda emulséao, a desestabilizacdo ou quebra de
uma emulsdo ocorre apenas quando o filme interfacial é destruido. O tempo para que isso
ocorra ira variar de acordo com a composicdo da emulsdo. Alguns fatores levam a quebra de
uma emulsdo séo:

e Adicdo de uma substancia que seja incompativel com o emulsificante, destruindo,
dessa forma, sua propriedade como agente tensoativo;
e Crescimento bacteriano, que normalmente ocorrem em emulsfes com materiais

protéicos e/ou agentes tensoativos ndo-iénicos;
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e Mudanca de temperatura: Agentes emulsificantes protéicos podem ser desnaturados e
as caracteristicas de solubilidade dos tensoativos néo-i6nicos sdo modificadas de
acordo com o aumento da temperatura. Além disso, aquecimento acima de 70° destrdi
a maioria das emulsdes. O congelamento também quebrard uma emulsdo, devido a
formacdo do gelo, que rompe o filme interfacial que envolve as goticulas (AULTON,
2005).

O processo de desestabilizacdo das emulsdes pode ocorrer de forma discreta, perceptivel
apenas sob métodos de analise especificos (alteracbes leves no tamanho das goticulas e
elevacdo do indice de polidispersdo), como também de forma que comprometa seu aspecto
visual. A seguir estdo listados processos que geralmente ocorrem com emulsées em processo
de desestabilizagdo:

Floculacdo: Apesar da presenca de um filme interfacial em torno das goticulas, é provavel a
ocorréncia de floculagcdo (Figura 10), que € o agrupamento das goticulas, anteriormente em
suspensdo, formando uma espécie de floco. E um processo reversivel desde que ndo haja
coalescéncia (Figura 10), apesar de que a proximidade entre as goticulas promovida por pela

floculagéo venha a favorecer sua ocorréncia (AULTON, 2005).

Coalescencia Floculagdo

Figura 10. Representacdo dos fendmenos de coalescéncia e floculagéo.

Inversdo de fase: Além da solubilidade dos agentes emulsificantes, a propor¢do entre os
volumes das fases de uma emulsdo € um fator que contribui para o tipo de emulsdo formada.
Normalmente as emulsdes devem conter menos do que 50% de fase dispersa em seu volume
total, sendo que ha relatos de emulsdes estaveis contendo mais da metade do volume
composto por fase interna. Porém, tentativas de incorporar grandes quantidades da fase
dispersa podem resultar na quebra da emulsdo ou na inversdo de fases (conversdo de uma
emulsdo O/A em A/O ou vice-versa). Além disso, se a adicdo de um adjuvante contribuir para
a alteracdo das caracteristicas de solubilidade do agente tensoativo, pode vir a alterar o tipo de

emulsdo. Emulsdes estabilizadas por agentes tensoativos ndo-iénicos, como os polissorbatos,
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podem inverter de fase sob aquecimento. Isto ocorre devido a quebra das pontes de hidrogénio
responsaveis pelas caracteristicas do polissorbato. Quando sua estrutura é alterada, suas
caracteristicas de solubilidade também se modificam, ocorrendo inversdo de fase na emulséo
(AULTON, 2005).

Cremagem: Muitas emulsdes tendem a formar uma espécie de creme quando estdo sob
repouso. De acordo com sua densidade relativa a fase continua, a fase dispersa pode subir a
superficie ou descer até o fundo da emulséo, formando camadas de emulsdo mais concentrada
(Figura 11). Um exemplo basico ¢ a formacdo da “nata do leite”, que ¢ uma emulsdo O/A que
sob repouso forma creme em sua superficie. Apesar de ndo ser um fator de instabilidade tdo
sério quanto a quebra da emulsdo, a cremagem € indesejavel, pois deixa a emulsdo com uma
aparéncia deselegante e favorece a coalescéncia, devido a aproximacao das goticulas. Alguns
fatores podem reduzir a velocidade do processo de cremagem como a reducdo do tamanho das
goticulas (por agitagdo), a diminuicdo da diferenca de densidade entre as fases constituintes
da emulsdo e o aumento da viscosidade da fase dispersante, pela adicdo de agentes
espessantes (AULTON, 2005).

Cremagem

Figura 11. Representacdo do processo de cremagem.

1.4.2 Caracterizacdo de Emulsdes

Um conjunto de técnicas pode ser utilizado para se caracterizar uma emulsdo e
verificar sua estabilidade ao longo do tempo. Espectroscopia de UV-Vis, aferimento de pH,
medida de potencial zeta e espalhamento dindmico de luz (DLS) sdo as mais comuns. O
potencial zeta é definido como o potencial elétrico no plano hidrodinamico do cisalhamento,
que representa a carga superficial das particulas em relacdo ao meio que a circunda. Esse

potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete a carga efetiva nas



40

particulas, ele se correlaciona com a repulsdo eletrostética entre elas, permitindo assim avaliar
a estabilidade de uma suspensdo ou emulsdo (HOBECO, 2004). Porém, a caracterizacao
através de potencial zeta de suspensbes e emulsdes formuladas com solucgdes eletroliticas,
como as que possuem solucdo salina (NaCl 0,9%) em sua composic¢ao, ndo garante resultados
acurados, por conta da interacdo entre 0 meio e as particulas produzir um microambiente de
superficie ndo favoravel a este tipo de analise. Por sua vez, a técnica de DLS é a que mostra
mais caracteristicas cruciais a serem observadas nas emuls@es, pois possibilita a verificacdo
do tamanho das goticulas formadas e o indice de polidispersao do sistema.

O espalhamento dinamico de luz (DLS), também conhecido como espectroscopia de
correlacdo de fotons (PCS) ou espalhamento de luz quase elastico (QELS) é uma técnica ndo
invasiva e bem estabelecida de medi¢cdo do tamanho e da distribuicdo do tamanho de
moléculas e particulas (MALVERN, 2012).

Geralmente esta técnica € aplicada na caracterizagcdo de particulas, emulsbes e
moléculas dispersas ou dissolvidas em um liquido. Um feixe de laser € direcionado sobre a
amostra e 0 movimento browniano das particulas ou moléculas em suspenséo, que trata-se de
um movimento aleatorio realizado por particulas quando estdo presentes em um fluido quando
entram em choque com as outras moléculas ou atomos presentes neste mesmo fluido, faz com
que a luz do laser seja espalhada com intensidades diferentes. Particulas maiores se movem
mais lentamente e espalham mais o laser. Particulas menores se movem mais rapidamente e
espalham menos o laser. (MALVERN, 2012, ANDRADE, 2008). O tamanho das particulas

sera calculado a partir da equacéo de Stokes-Einstein:

kT
D=—
6mNna
Onde D é a constante de difusdo, k a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a
viscosidade do solvente e a é o raio das particulas, portanto, esta equacdo é aplicada para
particulas esféricas.

Os resultados de uma analise por DLS podem ser apresentados trés formas:
distribuicdo da intensidade de espalhamento, nimero de particulas e volume das particulas em
funcdo do diametro (ou raio) (ANDRADE, 2008). Exemplificando de forma préatica, em um
experimento hipotético, colocamos duas quantidades iguais de determinadas particulas, sendo

uma delas dotada de um didmetro médio de 5 nm e a outra com um didmetro médio de 50 nm.
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Este tipo de distribuicdo é conhecida como bi-dispersa e fornecera gréficos de estruturas bem
definidas. No caso onde se obtém o numero de particulas em funcdo do didmetro, devemos
obter um gréfico com dois picos de igual intensidade (Figura 12) (MALVERN, 2007;

ANDRADE, 2008).

NUMERO

5 10 50 100
DIAMETRO (nm)

Figura 12. Grafico caracteristico de uma analise de DLS demonstrando o nimero de
particulas (MALVERN, 2007).

Quando a analise ¢ realizada de acordo com o volume em funcédo do diametro, um dos
picos apresentados no grafico sera bem maior na banda referente as particulas de 50 nm do

gue na regido correspondente as particulas de 5 nm. Isto ocorre porque o volume de uma

esfera é dada pela seguinte equacao:

3

V=—.1r

4
3

Portanto, uma particula de 5 nm tera um volume de 65,5 nms3, enquanto que a de 50
nm terd um volume de 65.449,8 nm3. Ou seja, a nanoparticula de 50 nm possui um volume
1.000 vezes maior, o que se reflete no grafico correspondente a Figura 13 (MALVERN,

2007).
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Figura 13. Grafico caracteristico de uma anélise de DLS demonstrando o volume das
particulas (MALVERN, 2007).

Por sua vez, o grafico que demonstrara o resultado como funcdo da intensidade, sera
resultante da aproximacdo de Rayleigh (MALVERN, 2007; ANDRADE 2008), ou seja, a
intensidade espalhada pela particula serd proporcional a sexta poténcia do seu diametro: | ~

D®. Entdo a intensidade da particula de 50 nm sera 1.000.000 vezes maior (Figura 14).

INTENSIDADE

1,000,000

1

e

T 1 T
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Figura 14. Grafico caracteristico de DLS para intensidade. (MALVERN, 2007).
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Apesar de analisarem as amostras através de parametros diferentes, as trés abordagens
utilizadas pela analise por DLS sdo eficientes na caracterizagdo de emulsGes, viabilizando
informacdes que podem revelar tanto a qualidade da formulagdo, quanto a estabilidade da

mesma.
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Abstract: The Capraria biflora L. is a shrub from Scrophulariaceae family which
produces in its roots an o- naphthoquinone named biflorin. Studies have showed that
biflorin in DMSO presents activity against Gram-positive bacteria and fungi and also

presents anti-tumoral, immunoadjuvant and antimetastatic activities, mainly against
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melanoma cells. However, biflorin is a hydrophobic and photosensitive molecule. In
this work, we prepared biflorin nanoemulsions for promoting a more effective
vehiculation and preservation of its biological activity. Biflorin was obtained from roots
of C. biflora L., purified by chromatography and recrystallized using isopropy! ether.
Biflorin characterizations were performed by conventional spectroscopic methods as
UV-Vis, Infrared and *H and *C NMR spectroscopies. The nanoemulsions were
composed by biflorin, Tweens 80 and 20 and saline (0.9%) as dispersant.
Nanoemulsions were characterized by UV-Vis spectroscopy and dynamic light
scattering (DLS), and the results showed that they are stable and present an average
size of about 82 nm. The photodegradation of the biflorin nanoemulsions was
evaluated in comparison with biflorin dissolved in ethanol. The results showed that
biflorin nanoemulsions required approximately three times of exposure time to
degrade compared to biflorin dissolved in ethanol. The biological activity of the
biflorin nanoemulsions was tested and compared with biflorin in DMSO (10%). The
results indicated that the biflorin nanoemulsions were efficient against Gram-positive
bacteria and yeast species, according to previously works. Therefore, the results
indicate that the vehiculation of biflorin as nanoemulsions ensure the maintenance of
the biological activity of this molecule, as well as its photoprotection. Moreover,
vehiculation in agueous media was improved, favoring its applicability in biological

systems.

Key-words: biflorin, nanoemulsions, stability, photostability, biological activity.
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1. Introduction

Capraria biflora L. is a perennial shrub native from Antilles and South America
that belongs to Schrophulariaceae family [1-3]. The specie have various applications
reported in folk medicine, being used as diuretic, stimulant, gastrointestinal,
analgesic, among others phytotherapeutical finalities [4-6]. In the 50s, a violet
substance, which was denominated biflorin, was isolated from the roots of C. biflora
L. [7]. Biflorin is an  o-naphthoquinone, (6,9-dimethyl-3-(4-methyl-3-
pentenyl)naphtha[1,8-bc]-pyran-7,8- dyone), which presents activity against Gram-
positive and alcohol-acid resistant bacteria and filamentous fungus [8]. In addition to
its anti-microbial activity, recent studies have indicated that biflorin can be used to
inhibit the growth of some carcinogen cell lines [9], mainly melanoma cells [10].
Besides, some authors have still reported that biflorin can present immunoadjuvant
properties [11] and anti-metastatic activity for melanoma cells also [12-13] Moreover,
studies about biflorin cytotoxicity showed that this molecule did not cause any
damage to V79 cells (hamster lung fibroblast) and did not present any negative
interference on the development of sea urchins eggs [9, 14].

Previous works with biflorin, a few years after its first use, have related that
this substance is photodegradable [15]. The authors showed that the biological
activity of the biflorin can be drastically decreased after light exposure [15], which can
hinder the use and manipulation of this molecule without the loss of its activity. In
another work, for example, it was reported that the biflorin biological activity against
dermatophyte fungi decreased around 50% after light exposure [16]. Therefore,
studies like those indicate that the photosensitivity, as well as, the hydrophobic
characteristics of the biflorin, can be relevant factors which can become difficult the

utilization of this molecule as a pharmaceutical agent for biological applications. In
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this way, novel vehiculation forms of this substance could be used as an alternative
to improve its use. Pharmaceutical forms like polymeric nanoparticles, emulsions,
and others, may provide physical barriers that can avoid or, at least, considerably
decrease the effects of photodegradation on photosensitive molecules [16].

In this context, the aim of this study was to formulate and characterize biflorin
nanoemulsions in order to preserve this molecule from the photodegradation and
also improve the biocompatibility of this substance. After, we also tested the
biological activity of the biflorin nanoemulsions against Gram-positive and Gram-
negative bacteria and yeasts. All experiments were done in comparison with biflorin
diluted in ethanol and/or DMSO, since these solvents have been usually employed in
the biological tests reported in the literature [8-16]. Compared to these previous
studies, we believe that the use of nanoemulsions can improve the biflorin
vehiculation in aqueous medium expanding its biological applications and prevent, or
at least reduce its photodegradation effects, ensuring the maintenance of the

biological activity of this molecule, even after a long period of exposure to light.

2. Methodology

2.1 Biflorin Extraction, Purification and Characterization

Biflorin was obtained from the roots of C. biflora L. cultivated on the Laboratory
of Biophysical Chemistry, Health Sciences Center (CCS), Federal University of
Pernambuco (UFPE). A voucher specimen (70.028) is deposited on the Herbarium
UFP — Geraldo Mariz, Department of Botanic, Biological Sciences Center (CCB),
Federal University of Pernambuco. The roots were collected and dried on a kiln
under forced-air circulation at 45° C during 48 hours. Then, they were powdered and

thrice extracted with ethanol 70% and crude extract was obtained. The extract was
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filtered and dried under vacuum distillation at 45°C for solvent removal. The residue
was chromatographed over silica gel, using gradient mixtures of toluene and ethyl-
acetate as eluents. The obtained fractions were grouped according to results
obtained from thin layer chromatography (TLC) analysis. Then, the fractions
containing biflorin were distillated in rotary evaporator and the residue was
recrystallized with diisopropyl ether. After this, the purified crystals of biflorin were
collected and dried. The biflorin was characterized by conventional spectroscopic
methods as UV-Vis (UV-1800, Shimadzu), infrared (IFS 66, Bruker, USA) and
Nuclear Magnetic Resonance *H and **C (Varian Unitty plus 300 MHz, Garden State

Scientific, USA) and the data was compared with the literature [17,18].

2.2 Nanoemulsions Formulation and Characterization

Biflorin-containing nanoemulsions were prepared with 265 mg of Polysorbate
80 (polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate, Tween® 80, Vetec/Sigma-Aldrich) and
265 mg of Polysorbate 20 (PEG (20) sorbitan monolaurate, Tween® 20, Vetec/Sigma-
Aldrich) as surfactants [19]. Dispersed phase was composed by biflorin itself (5 mg)
and continuous phase was consisted of saline solution at 0.9%, characterizing an
O/A emulsion. The final volume of 250 mL resulted in a concentration of 20 pg/mL.
Biflorin crystals and the surfactants were mixed by manual agitation with a glass rod
under heating up to 70° C. Then, saline solution was added and the emulsion was
finished under ultrasonication by 20 minutes on an ultrasound bath (Ultra Cleaner
1400 A, Unique) at a frequency of 25 kHz. In order to verify the stability of the
formulations during the time, samples of nanoemulsions separated into two different
treatments and were analyzed in duplicates. The treatment A was stored at room

temperature (~25° C) and the treatment B was stored at 4° C. Both treatments were



55

protected from light. Weekly analysis of UV-Vis spectroscopy (UV-1800, Shimadzu)
and dynamic light scattering (Zetasizer Nano ZS 90, Malvern) were performed during

one month.

2.3 Photodegradation Study

According to the literature [15], as well as it was mentioned in the introduction
of this work, the biflorin is a photodegradable substance and this characteristic can
decrease its biological activity against microorganisms after light exposure.
Therefore, in this context, we evaluated the photodegradation of biflorin as an
ethanolic solution and as nanoemulsions. Samples of biflorin nanoemulsions and
biflorin diluted in ethanol 92,8° INPM (Santa Cruz, Brazil), both at 20 pg/mL
concentration, were placed on a photostability chamber, containing quinine
monohydrochloride dehydrate at 2% (Sigma-Aldrich, USA) samples as positive
control for the photodegradation analysis, according to Brazilian Health Surveillance
Agency (ANVISA) parameters for photostability studies [20]. The photostability
chamber used was equipped with six cool white lamps (58 Watts) and two UV lamps
(80 Watts), and was previously calibrated [21]. The experiment was performed with
samples under over six hours of light exposure. The test was composed by seven
different groups for each type of sample (biflorin nanoemulsions, biflorin in ethanol
and quinine), which were analyzed in triplicate: (a) a control group kept outside of the
chamber and protected from the light, and (b) six groups that were removed one by
one from the chamber after each one hour of interval until complete six hours of
experiment. Samples were then analyzed by UV-Vis spectroscopy (UV-1800,

Shimadzu) and the absorbance spectra were used to evaluate the photodegradation.
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2.4 Biological Assays

Biflorin nanoemulsions efficiency against microorganisms was evaluated in
comparison with biflorin diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO, Vetec/Sigma-Aldrich),
by using minimum inhibitory concentration (MIC) analysis. The experiment was
composed by samples on triplicate of each sample: biflorin nanoemulsions and
biflorin in DMSO, which was used for dilution instead of ethanol because this solvent
is usually applied in experiments of biological activity and it would allow a comparison
with the mentioned data [9-13]. The microorganisms used in the test were
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus Iuteus (Gram-positive),
Escherichia coli (Gram-negative), Candida albicans and Candida krusei (yeasts).
Bacteria were cultured on Mueller Hinton medium and yeasts on Sabouraud medium.
The assay was performed by using 96-well plates and the samples of biflorina were
diluted in DMSO, as well as biflorin nanoemulsions, were filtered using 0.22 pm
membrane filters (Techno Plastic Products) and distributed by serial dilution in the
wells containing the cells (10" cells per well) with the respective culture media,
resulting in a final volume of 100 uL per well. The concentrations of biflorin, for both
kinds of samples, employed in the tests were 100 pug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5
pMg/mL, 6.25 pg/mL and 3.12 pug/mL. Emulsions without biflorin and DMSO (10%)
were used as negative control. All procedure were performed under sterile conditions

on a laminar flow chamber.

3. Results and Discussion

3.1 Biflorin Nanoemulsions Characterization and Stability
The results from UV-Vis, IR and NMR analysis confirmed the biflorin structure.

Typical wavelengths (Amax) in 340 and 555 nm were observed according with UV-Vis
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analysis and it was in agreement with the results from literature [16, 18]. Our data for
IR and NMR also showed correspondence with the literature [16, 18].

The biflorin nanoemulsions presented a translucent violet aspect. The
absorption spectra of biflorin nanoemulsions in comparison with the biflorin in
ethanol, Figure 1, showed the existence of the same typical band around 555 nm,
confirming the presence of the molecule on the formulation. The band around 340
nm also was present, but it was more accentuated for the biflorin nanoemulsions due

to typical surfactants absorptions bands presented in this same UV.
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Figure 1. Biflorin in ethanol (solid line) and biflorin nanoemulsions (dashed line)

absorption spectra.

Dynamic light scattering analyses were done one day per week during one
month. The average sizes and polidispersion index (PDI) for the nanoemulsions from
treatment A (4°C) and treatment B (room temperature) are presented in Table 1.
Droplets sizes, as well as PDI values, for the treatment A samples did not present
any significant change, confirming the stability of the formulation along the period of

the analysis. The biflorin nanoemulsions from the treatment A showed a constant
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average size around 83 nm during the whole month. On the other hand, droplet
sizes of samples from the treatment B increased substantially according to the time
and PDI values were always high, showing a destabilization process for these
nanoemulsions as a consequence of the storage temperature [22].

Table 1. Average size and PDI in function of time for biflorin nanoemulsions stored at
different conditions of temperature.

Treatment A Treatment B
Week Size (nm) PDI Size (nm) PDI
1 825+0.1 0.06 £0.01 82.1+0.5 0.05+0.01
2 82.6+0.1 0.06 £0.01 469.5 + 180.3 0.30+0.01
3 836+1.1 0.08 £0.01 570.0 £ 154.7 0.30+0.01
4 82.3+0.7 0.08 £0.01 964.0 £101.9 0.33+0.01

In addition, the UV-Vis analysis, even for the samples of treatment B, did not
present changes in the absorbance values, suggesting that there was no
precipitation of the biflorin and that the nanoemulsions concentrations, as well as the
properties of the molecule, were preserved for both cases. In this way, despite the
smaller stability of the nanoemulsions from treatment B, as those characteristics were
maintained, they still could be viable for applications where the droplets sizes is not a

crucial factor.

3.2 Photostability Experiment
The degradation of biflorin in form of nanoemulsions and dissolved in ethanol
was verified by UV-Vis spectroscopy analysis. The results are shown in Figure 2. The

plot of Figure 2 was constructed by using the changes in the biflorin absorbance
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band at 555 nm, but we have observed the other bands also varied in the same way.
The degradation observed for the biflorin dissolved in ethanol quickly reached critical
levels after two hours of exposition. However, the degradation of biflorin

nanoemulsions reached approximately this same level only after six hour of

exposure.
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Figure 2. Absorbance of biflorin nanoemulsions (triangle) and biflorin in ethanol

(square) at 555 nm according to the time of exposure in a photostability chamber.
Error bars from standard deviation.

According to the literature, one hour of light exposure in this photostability
chamber can be equivalent to ten hours on naturally well lit environments [21].
Therefore, from the data, we can conclude that the nanoemulsions can provide
around three times more of photoprotection to the biflorin and could receive directly
natural light exposure for around 60 hours after complete degradation.

Our results are also in accordance with previous ones, which also used

pharmaceuticals formulations for the improvement of the photostability of drugs [23,



60

24]. When the authors tested the effects of UV radiation in tretinoin as
nanoemulsions and nanosuspensions in comparison with tretinoin dissolved in
methanol, they obtained similar results to ours [23]. Our data also corroborated to
those ones obtained from the photostability tests with rutin nanoemulsions in

comparison with rutin dissolved in ethanol [24].

3.3 Microbiological Activity

The results obtained for the microbiological tests are presented in the Table 2.
The efficiency of both samples, biflorin nanoemulsions and biflorin dissolved in
DMSO (10%), against Gram-positive bacteria was confirmed, since the IMC values
for these microorganisms were smaller than 3.12 pg/mL, the minimal concentration
used on the test. For yeasts, the inhibition only occurred at high concentrations of
biflorin, around 50 pg/mL for nanoemulsions and 100 pg/mL for the DMSO (10%).
This result showed an improvement of the antimicrobial against yeasts activity when
the biflorin was vehiculated as nanoemulsions. For Gram-negative bacteria, even at
the highest concentrations tested, the biflorin did not present activity in any of the
forms of vehiculation applied. It is interesting to note that the biflorin not proved to be
completely soluble in DMSO (10%), a result that was not commented in the in
previous works developed with this molecule. We also even observed some biflorin
precipitation in these samples. In general, these results are according to previous
data, where the biflorin activity against Gram-positive bacteria presented IMC values
closer to ours and against Gram-negative bacteria did not showed any relevant
effect. For yeast, the results reported in the literature are variable, changing
according to the type of the specie and, in some cases, to the strain that was used [7,

8, 16].
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Table 2. IMC values for biflorin nanoemulsions and biflorin dissolved in DMSO.

Microorganism Biflorin Nanoemulsions Biflorin in DMSO
(ng/mL) (Hg/mL)
Staphylococcus aureus 3.12 3.12
Micrococcus luteus 3.12 3.12
Bacillus subtilis 3.12 3.12
Escherichia coli 50 ~ 100 50 ~ 100
Candida krusei 25~ 50 100
Candida albicans 25~ 50 >100

4. Conclusion

The characterizations of the biflorin nanoemulsions showed that this
formulation is stable for at least one month period when stored at appropriate
temperature conditions. We also showed that the photoprotection conferred by the
nanoemulsions to the biflorin, reducing the degradation of the molecule, preserving
its activity. The antimicrobial activity was maintained, or slightly improved, for all the
microorganisms tested. Therefore, by concluding, we believe that the use of a
pharmaceutical formulation, like the nanoemulsions developed in this work, that
ensures the preservation of the biflorin activity even after light exposure, as well as
enable and enhance the distribution of this substance in an aqueous medium, can

stimulate new approaches for applications of this molecule.
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3. CONCLUSOES

A biflorina extraida da C. biflora L. foi caracterizada, confirmando a estrutura da
molécula;

As nanoemulsbes formuladas apresentaram aspecto apropriado, como translucidez e
coloragdo violeta, e sua caracterizagdo confirmou que as mesmas possuem o tamanho
das goticulas dentro da escala nanométrica e apresentam boa estabilidade ao longo do
tempo, quando armazenadas em condicGes adequadas de temperatura;

O teste de fotoestabilidade confirmou que a biflorina veiculada na forma de
nanoemulsdo tem os efeitos de sua degradacdo pela luz reduzida, podendo, em
comparagdo com a biflorina dissolvida em etanol, levar até trés vezes mais tempo para
degradar-se a um nivel critico;

Tanto a nanoemulsdo de biflorina quanto a biflorina dissolvida em DMSO (10%)
possuem atividade bioldgica de acordo com os dados da literatura. Porém, as
nanoemulsdes apresentaram uma atividade antimicrobiana cerca de 50% melhor
contra as leveduras em relacéo a biflorina em DMSO (10%).

De forma geral, as nanoemulsdes de biflorina apresentaram boa atividade bioldgica

com o adicional da fotoprotecdo e de uma veiculagdo mais eficaz em meios aquosos.
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PERSPECTIVAS

O desenvolvimento de uma nanoemulsdo contendo biflorina podera estimular novas
aplicacdes com essa molécula direcionadas para outros sistemas biol6gicos, uma vez que essa
formulacdo pode ajudar na preservacdo da atividade da biflorina em relacdo a acdo da luz
sobre esta. Além disto, na forma de nanoemulsédo sua aplicagdo em meio aquoso também pode
ser facilitada. Esse estudo também poderd estimula que novas formulacbes, baseadas por
exemplo em lipossomas e nanocapsulas poliméricas, possam ser testadas visando um aumento
adicional da fotoprotecdo conferida pela nanoemulsdo. Também vale a pena se testar a
incorporacdo de formulagcBes como esta na producdo de logBGes ou géis para acdo tdpica da
biflorina.
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contrast. Magnification should be indicated by a line representing the actual scale of
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uniformity in their presentation. N.B. When plates are required to fill the entire page, the
originals should have the dimensions 215 x 285 mm and contain no essential information or
labelling near the edges. Further information about artwork can be found on the World Wide
Web: access underhttp://www.elsevier.com/locate/authorartwork
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cost.

Specific remarks Mathematical formulae. Present simple formulae in the line of normal text
where possible. In principle, variables are to be presented in italics. Use the solidus (/) instead
of a horizontal line,
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international system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in
Sl.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite 'gene
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or DNA sequences about which further information can be found in the databases at the
National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine.
Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited in their

papers via links to these sources, should type this information in the following manner:
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