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RESUMO

A fragdo flavonoidica purificada e micronizada (FFPM) é constituida de
90% de diosmina e 10% de flavonoides expressos em hesperidina. Estes
compostos apresentam acdo na doenga venosa cronica (DVC), sendo
eficazes na reducdo do edema, da hiperpermeabilidade capilar e da
migracdo de leucdcitos nas paredes dos vasos. No entanto, estes
flavonoides apresentam baixa solubilidade aquosa e elevado
metabolismo colbnico, resultando em uma baixa biodisponibilidade por
via oral. Assim, a via tdpica pode ser considerada uma interessante
abordagem para o tratamento da DVC. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi desenvolver nanoemulsGes contendo a FFPM e avaliar a
permeacdo cutdnea da diosmina e hesperidina, em modelo
bicompartimental de células de Franz, usando pele de orelha suina como
modelo de membrana. As nanoemulsfes foram preparadas pela técnica
da emulsificacdo espontanea e caracterizadas quanto ao tamanho, indice
de polidispersdo, potencial zeta, pH, morfologia, teor e eficiéncia de
encapsulacdo. A formulagdo otimizada foi entdo incorporada em um
hidrogel de Aristoflex® AVC. Um método analitico de CLAE foi
desenvolvido e validado para determinacdo da diosmina e hesperirina
nas formulagdes e para os estudos de permeacgdo e retencdo cutanea. O
método de CLAE mostrou ser especifico, linear, preciso, exato e
robusto. Estudos de permeacdo e retencdo cutanea foram conduzidos,
empregando tampdo fosfato pH 7,4: polietilenoglicol 400:DMSO
(50:40:10, v/viv) como meio receptor, mantido a 37° C. Amostras das
nanoemulsdes contendo a FFPM (NEpm), o hidrogel contendo as
nanoemulsdes (HGNEp), 0 hidrogel contendo a fragéo livre (HGpm) €
contendo a fracdo livre e DMSO (HGpmipmso) foram aplicados na
superficie da pele e aliquotas do meio receptor foram coletadas em
tempos pré-determinados. As amostras foram analisadas por CLAE,
curvas de quantidade permeada/area versus tempo (h) foram construidas
e o0s parametros de fluxo, tempo de laténcia, coeficiente de
permeabilidade foram determinados. Apds o término dos ensaios de
permeacdo, as peles foram removidas das células, e as quantidades
retidas na camada cérnea, epiderme e derme foram determinadas por
CLAE. Na permeacdo cutanea, a diosmina foi detectada e quantificada
somente apés a aplicacdo da NEpw € HGNEpw na pele, enquanto a
hesperidina pbde ser quantificada ap6s aplicacdo de todas as
formulacgdes. Para ambos os flavonoides, a maior quantidade permeada
acumulada foi encontrada ap6s aplicacdo da NEpn na pele. Os
resultados deste estudo mostraram que a obtencdo de nanoemulsbes



contendo a FFPM ¢é viavel e que tais sistemas podem ser empregados
com veiculo para administracdo dos flavonoides venoativos na pele.

Palavras-chave: FFPM; nanoemulsdo; hidrogel, permeacdo cutanea,
diosmina, hesperidina.



ABSTRACT

Development of nanoemulsions containing the diosmin and
hesperidin-enriched fraction in hydrogels for skin delivery aiming
the chronic venous disease treatment

The micronized purified flavonoid fraction (MPFF) consists of 90%
diosmin and 10% other flavonoids expressed as hesperidin. These
compounds are active in the treatment of the chronic venous disease
(CVD), demonstrating effectiveness in to reduce the edema and
capillary hyperpermeability, as well as the leukocyte migration in the
vascular wall. However, these flavonoids exhibit low water solubility
and high colonic metabolism, resulting in a low oral bioavailability.
Considering these drawbacks, the skin delivery of the MPFF can be
considered an interesting approach for the treatment of CVD. Thus, the
aim of this study was to develop MPFF-loaded nanoemulsions and to
evaluate the skin permeation of the diosmin and hesperidimn, using
Franz diffusion cells and pig ear skin as membrane. The nanoemulsions
were prepared by the spontaneous emulsification technique and
characterized according size, polydispersity index, zeta potential, pH,
drug loading and encapsulations efficiency. After, the optimized
nanoemulsion was incorporated in an Aristoflex® AVC hydrogel. In
order to determine diosmin and hesperidin in the nanoemulsions and for
the skin permeation studies, an HPLC method was developed and
validated according to the parameters of specificity, linearity, precision,
accuracy, and robustness. Skin permeation and retention studies were
carried out using phosphate pH 7.4 Dbuffler:polyethyleneglycol
400:DMSO (50:40:10, wv/v/v) as receptor medium, which it was
maintained at 37° C. MMPF-loaded nanoemulsions, MMPF (NEp),
hydrogel containing the nanoemulsions (HGNEp), hydrogel containing
the free MMPF, and the hydrogel containing the free MMPF
(HGpmpmso) were applying on the skin surface and in pre-determined
times, samples of the receptor medium were withdrawn and analyzed by
HPLC. The accumulate amount of diosmin and hesperidin permeated
was plotted against time and the permeation parameters of flux, latency
time, and permeability coefficient were determined and compared. At
the end of the permeation studies, the skins were removed from Franz
cells and the retained amount in the corneum layer, epidermis, and
dermis was determined by HPLC. In this study, diosmin could be
detected and quantified in the receptor medium only after application of
the NEp/x € HGNEpH onto the skin, while hesperidin was determined in



the receptor medium after application of all formulations. However,
both permeation and retention studies indicated that nanoemsulsion
were more effective in to promote the skin permeation of these
flavonoids. The results taken together demonstrated the viability of
preparing MPFF-loaded nanoemuslions and that those systems could be
successfully employed as vehicles to deliver these venoactive flavonoids
into the skin.

Keywords:  MPFF, diosmin, hesperidin, skin  permeation,
nanoemulsions
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1.1 INTRODUCAO

Desde os tempos antigos, as plantas medicinais tém sido
utilizadas para o tratamento ou alivio de diversas enfermidades, sendo
consideradas como uma importante fonte de constituintes ativos, seja
quando suas preparacdes extrativas sdo usadas diretamente na
composicdo de formas farmacéuticas, seja como fonte de moléculas
farmacologicamente ativas ou como ponto de partida para a sintese de
novos farmacos. Muitas revisdes recentes tém enfatizado a importancia
das plantas medicinais como fonte de farmacos e, portanto, os produtos
naturais e/ou as estruturas quimicas originadas das plantas continuam a
desempenhar um importante papel no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos (RAHMANI; AL SHABRMI,
ALY, 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016).

O Brasil & um grande detentor de biodiversidade com
aproximadamente 45 mil espécies vegetais. Também possui um grande
nimero de grupos de pesquisa relevantes a quimiotaxonomia e
farmacologia, dentre outras &areas relacionadas, que tem contribuido
significativamente para o desenvolvimento da quimica de produtos
naturais. Embora, a expressiva producdo cientifica na &rea e a
competéncia técnico-cientifica, o pais ainda precisa avangar muito no
desenvolvimento de novos medicamentos (YUNES; CECHINEL
FILHO, 2016).

A doenca venosa cronica (DVC) se caracteriza por um conjunto
de manifestacdes clinicas decorrentes dos efeitos da hipertensdo venosa
de longa duracdo, provocada por uma insuficiéncia valvular e/ou
obstrucdo do sistema venoso profundo, abrangendo tanto as varizes
priméarias como as secundarias em diferentes estagios. E uma condicéo
na qual as veias sdo incapazes de transportar sangue unidirecionalmente
para 0 coracdo, com fluxo adaptado as necessidades de drenagem
tecidual, regulacdo da temperatura e reserva hemodindmica,
independentemente da sua posicdo e atividade (COMEROTA et al.,
2009; MARTINEZ-ZAPATA et al., 2016). A DVC constitui um grave
problema de salde publica, devido a sua alta prevaléncia e grande
impacto socioecondnico, gerando um elevado custo ao Sistema Unico
de Salde no tratamento, sem mencionar os custos do Sistema de Salde
Suplementar e Privado (ALMEIDA et al., 2010).

O tratamento da DVC depende do grau de acometimento e da
fase evolutiva da doenga, e inclui o tratamento compressivo, a
escleroterapia e o tratamento cirdrgico, entre outros (SANTOS, 2011).
Medicamentos flebotémicos ou venoativos sdo capazes de aumentar o
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tdnus venoso, resultando na restauracdo do fluxo sanguineo normal.
Estes medicamentos promovem a dispersdo de agregados de globulos
vermelhos, melhorando a oxigenagdo, contribuem para a melhoria da
hiperpermeabilidade capilar e do fluxo linfatico, protegendo a
microcircula¢do e diminuindo o risco de edema, além de inibir a adeséo
de leucdcitos a células endoteliais e a transmigracao de leucdcitos para a
parede venosa (PERRIN; RAMELET, 2011).

A diosmina (3°,5’,7’-trihidroxi-4-metoxiflavona-7-rutinosideo) é
uma flavona obtida partir da desidrogenacdo no anel C da hesperidina.
Estudos clinicos tém mostrado o potencial de utilizacdo da diosmina no
tratamento de Ulceras de perna, sindrome pré-mestrual, colite, diabetes,
além de apresentar-se Util como um agente quimiopreventivo em
carcinogénese de colon e do sistema urinario ( HO; CH, 2004;
HAJIMAHMOODI et al., 2014; KUNTIC et al., 2014). Em especial,
uma Fracdo de Flavonoides Purificada e Micronizada (FFPM)
constituida de 90% de diosmina e 10% de flavonoides expressos em
hesperidina, mostrou ser capaz de acelerar a cicatrizagdo de Ulceras
varicosas em associagdo com a terapia de compressdo, além de
promover o rapido restabelecimento do fluxo sanguineo para o tecido
isquémico, sendo essencial para interromper a progressdo da lesdo
celular que é secundaria a diminuicdo do oxigénio e entrega de
nutrientes (BOCCALON et al., 1996; KANAZE et al., 2003; HO; CH,
2004; TORRE; NICOLAI, 2004; DIMITROULOPOULOS et al., 2005;
SIRLAK et al., 2010; DE SOUZA et al., 2016).

As substdncias diosmina e hesperidina sdo consideradas
fitofarmacos, que sdo aquelas substancias purificadas e isoladas a partir
de matérias-primas vegetais com estrutura quimica definida e atividade
farmacol6gica. As preparacdes contendo tais substancias sdo registradas
como medicamentos especificos (RE 97 de 2016), os quais sdo
medicamentos obtidos ou elaborados, com finalidade profilatica,
curativa ou paliativa, ndo enquadrados nas categorias de medicamento
novo, genérico, similar, bioldgico, fitoterapico ou notificado e,
independente da natureza ou origem, ndo é passivel de ensaio de
bioequivaléncia frente a um produto comparador (BRASIL, 2016).

A FFPM ¢é comercializada no Brasil na forma de comprimidos e
saches nas doses de 450 mg e 50 mg ou 900 mg e 100 mg de diosmina e
de outros flavonoides expressos em hesperidina, respectivamente. As
apresentacfes contendo a FFPM sdo indicadas no alivio dos sintomas
relacionados a doenca venosa cronica (sensacdo de pernas pesadas,
fadiga dos membros inferiores, cdimbras) e no tratamento dos sintomas
funcionais relacionados a insuficiéncia venosa do plexo hemorroidario,
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além de ser utilizada no pré e pds-cirargico, amenizando potenciais
evolucbes das enfermidades relacionadas a DVC (BUCKSHEE;
TAKKAR; AGGAMAL, 1997; GLINSKI et al., 1999; TORRE;
NICOLAI, 2004; COLERIDGE-SMITH; LOK; RAMELET, 2005;
DIMITROULOPOULOS et al., 2005).

Apesar de serem empregados como agentes flebotdmicos, os
flavonoides majoritarios presentes na FFPM sdo caracterizados por
apresentar uma baixa solubilidade. Apds administracdo oral, a diosmina
e hesperidina sdo rapidamente convertidas nas suas formas agliconas no
intestino. Entretanto, estudos tém indicado que as agliconas diosmetina
e hesperetina sofrem clivagem do anel C pelas enzimas das bactérias
intestinais, levando a produtos de degradagcdo como &cidos fendlicos
(SPANAKIS; KASMAS; NIOPAS, 2009).

A baixa solubilidade e o elevado metabolismo coldnico destes
compostos resultam em baixa biodisponibilidade oral, que por sua vez é
grandemente afetada por fatores exdgenos, como a dieta e o regime de
doses (SERRA et al, 2008; ANWER; SHAKEEL, 2015). Neste
contexto, 0 uso cutaneo destes flavonoides, constituiria numa importante
estratégia para melhoria da eficacia terapéutica, pois contornaria as
barreiras impostas para absorcdo oral e o alcance de niveis plasmaticos
terapéuticos. Uma preparacdo semissélida contendo a FFPM vem sendo
comercializada na forma de creme em paises como a Letbnia e a
Pol6nia, mas ainda néo se encontra disponivel no mercado brasileiro.

A pele é uma das barreiras bioldgicas mais efetivas contra a
penetragdo de agentes externos, constituindo a primeira linha de defesa
do organismo contra as particulas exdgenas, bem como a Ultima barreira
que separa o organismo do seu ambiente hostil de agentes patogénicos e
toxicos. A pele é composta de trés camadas, a epiderme, derme e
hipoderme, sendo que a primeira exerce 0 maior controle, deixando
penetrar apenas algumas substancias em determinadas condicGes
(GUYTON; HALL, JOHN, 2006). A epiderme, em sua interface com o
ar possui um revestimento queratinizado, rico em estruturas lipidicas
altamente ordenadas, que agem como a principal barreira protetora,
tanto para a excessiva perda de dgua, quanto para danos provocados por
agentes téxicos e microrganismos do ambiente. Isto faz com que
substancias ativas, quando veiculadas em formas farmacéuticas
convencionais, ndo sejam encontradas em concentracdes apreciaveis nas
camadas mais profundas da pele, tornando necessario o emprego de
estratégias que aumentem a penetracdo cutanea dos mesmos (DA
SILVA et al., 2010; SOARES et al., 2015).
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Dentre as varias estratégias empregadas para a melhoria da
penetracdo cutdnea de farmacos destaca-se 0 emprego de
nanocarreadores lipidicos. Tais sistemas sdo constituidos de lipidios
sOlidos ou liquidos a temperatura ambiente, ou por misturas dos
mesmos, em diferentes proporcdes (SOPPIMATH et al., 2001; PINTO
REIS et al.,, 2006;). Em especial, as nanoemulsdes sdo dispersdes
coloidais cineticamente estaveis em que um liquido (a fase interna) é
disperso em outro (a fase externa) na forma de goticulas, na presenca de
um ou mais agentes emulsionantes. Na formulagdo de nanoemulsGes sdo
utilizados varios tipos de dleos naturais, semissintéticos ou sintéticos.
Suas propriedades fisico-quimicas sdo grandemente influenciadas pela
composi¢do quali- e quantitativa da formulagdo e pelas condi¢bes de
preparacdo, as quais devem ser estritamente controladas, visando a
estabilidade do sistema (BRUXEL et al., 2012).

A capacidade das nanoemulsdes de dissolver grandes quantidades
de farmacos lipofilicos, juntamente com a suas caracteristicas de
biocompatibilidade e capacidade de proteger os farmacos da hidrélise e
degradacdo enzimatica tornam estes sistemas promissores para a
liberacdo de farmacos (CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA, 2014).

E um desafio melhorar a permeagdo de vérios produtos
destinados a aplicagdo topica. Os compostos sdo cada vez mais
limitados pela baixa dispersibilidade e solubilidade, por isso,
nanoemulsdes sdo cada vez mais exploradas para a absorcéo topica de
substancias com potencial terapéutico. Elas sdo capazes de fornecer uma
combinacdo de constituintes fundamentais capazes de dissolver o
farmaco e esta composicdo possui crescente atencdo como
transportadores coloidais que auxiliam na penetracdo (alterando
bicamadas lipidicas) e gradiente de concentracdo, atuando como
pequenos reservatorios de compostos ativos (SINGH et al., 2017).

As nanoemulsdes sdo consideradas como uma tecnologia superior
devido a sua natureza fluidica, interacdo proeminente com as células da
pele, tamanho de gota reduzido capacidade de permeacgdo eficiente,
habilidade de protecdo para liberar moléculas mesmo irritantes, volateis
e de alto peso molecular. Interagem com as células da pele rapidamente
devido a sua natureza fluidica em relacdo ao surfactante / emulsionante
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; RAI et al., 2018).

O tamanho reduzido das particulas também permite o estreito
contato com as jungdes entre 0s queratindcitos, favorecem o acimulo
das mesmas além da sustentacdo da liberacdo do agente ativo (SANNA
et al., 2007). Finalmente, o efeito oclusivo proporcionado pelo filme
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lipidico hidrata a camada cornea e favorece a absor¢cdo cutanea
(WISSING; MULLER, 2003; ALVES et al., 2007).

Mundialmente ganham espago em patentes bem como no
mercado farmacéutico, veterinario, cosmético, biotecnol6gico, devido as
suas propriedades de liberacdo de farmacos através da pele, sdo
intrinsecamente resistentes a mecanismos normais de desestabilizagdo
persistentes em emulsdes, além de suas dimensdes minusculas tornam-
nos candidatos especiais para a entrada in6cua no organismo
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; HUSSAIN et al., 2016;
CHAVADA, VIVEK; SHAH, 2017).

O Brasil tem apresentado avangos consistentes no
desenvolvimento de importantes acGes em ciéncia, tecnologia e
inovacdo, com resultados sélidos refletidos na producdo cientifica,
tecnolégica e formagdo de recursos humanos em dareas consideradas
estratégicas, como é o caso da nanotecnologia e da nanociéncia
(FIALHO; NOGARE; RUPPENTHAL, 2016). Propriedades como o
tamanho  subcelular, capacidade de liberagdo  controlada,
susceptibilidade de ativagdo externa, entre outras, fazem dos sistemas e
dispositivos nanoestruturados elementos portadores de futuro na area
farmacéutica. A incorporagao de farmacos em sistemas nanocarreadores
tem mostrado uma estratégia promissora para 0 aumento da absor¢do
percutanea de farmacos, além de ser capaz de direcionar 0s mesmos em
subestruturas da pele (MADER; MEHNERT, 2001; FIALHO;
NOGARE; RUPPENTHAL, 2016;).

Assim, o desenvolvimento de produtos nanoemulsionados tem
cada vez mais despertado interesse pela industria cosmética e
farmacéutica, sendo relativamente recentes as descobertas relacionadas
aos mecanismos envolvidos nas interacBes entre o0s sistemas
nanoemulsionados e a pele. O desenvolvimento de produtos
diferenciados que visam melhorar o desempenho terapéutico de
principios ativos tem sido alvo de diversos estudos. Dada a importancia
e a necessidade de produtos de uso tépico destinados ao tratamento da
doenca venosa cronica, este projeto teve como objetivo desenvolver
nanoemulsdes contendo a fracdo flavonoica purificada e micronizada de
diosmina e hesperidina em preparagdes semissdlidas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
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Desenvolver um hidrogel contendo a nanoemulsdo da fracdo de
flavonoides purificada micronizada rica em diosmina e hesperidina para
aplicacéo topica, visando o tratamento de doengas venosas cronicas.

1.2.2 Objetivos especificos

eRealizar a caracterizagdo quimica e fisico-quimica da FFPM,;

eRealizar o estudo de solubilidade dos flavonoides diosmina e
hesperidina presentes na fragdo em diferentes 6leos, para a preparago
das nanoemulsdes;

eDesenvolver nanoemulsdes contendo a FFPM rica em diosmina
e hesperidina;

eCaracterizar as nanoemulsdes com e sem FFPM quanto aos
parametros de tamanho de particula, pH, potencial zeta e morfologia;

eDesenvolver e validar uma metodologia analitica de CLAE para
a determinacéo da diosmina e da hesperidina nas hanoemulsdes;

eDeterminar o teor e a eficiéncia de encapsulacdo de diosmina e
hesperidina nas nanoemulsdes;

eFormular um hidrogel contendo as nanoemulsdes e a FFPM
livre;

eDeterminar a solubilidade da diosmina e hesperidina a partir da
FFPM em diferentes meios para 0s ensaios de permeacdo cutanea;

oValidar metodologia analitica de CLAE para determinacdo da
diosmina e da hesperidina nos estudos de permeacao e retencdo cutanea;

eAvaliar a permeacdo e retencdo de permeacdo cutdnea in vitro
dos flavonoides diosmina e hesperidina presentes na FFPM em modelo
bicompartimental de célula de difusdo tipo Franz, utilizando pele de
orelha suina como membrana;

eAvaliar a influéncia do dimetilsufoxido (DMSO) sobre a
permeacdo cutanea da diosmina e da hesperidina;

eComparar a quantidade permeada e retida da diosmina e
hesperidina na pele apds aplicacdo da nanoemulsdo e de hidrogeis
contendo a nanoemulséo e a FFPM livre.
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1.3 REVISAO DE LITERATURA
1.3.1 Doenca venosa cronica

O sistema venoso periférico atua como um reservatorio e como
um canal capaz de promover o retorno do sangue ao coragdo sendo que
seu funcionamento adequado depende de uma série de valvulas e
bombas musculares. Na posicdo ereta, 0 sangue que entra no sistema
venoso dos membros inferiores deve trafegar contra a gravidade e contra
a flutuacdo das pressdes do térax e abdome para retornar a circulagéo
central (EBERHARDT; RAFFETTO, 2005).

As valvulas nas veias superficiais e profundas sdo essenciais para
assegurar o fluxo sanguineo na dire¢do correta, pois abrem para permitir
o fluxo em direcdo ao coracdo e fecham para prevenir o retorno do
sangue em direcdo aos pés. As valvulas atuam em conjunto com as
bombas musculares venosas; a contragdo dos musculos, principalmente
da panturrilha, forca a saida do sangue do plexo venoso para atingir o
sistema venoso profundo, ou seja, cada vez que uma pessoa movimenta
as pernas ou tenciona os musculos, uma certa quantidade de sangue é
impulsionada em dire¢do ao coracdo e a pressdo das veias diminui. O
sistema venoso constitui também um sistema de capacitancia para o
armazenamento e controle do volume sanguineo, permitindo manter a
pressdo em niveis fisioldgicos, além de possuir um papel importante na
termorregulagdo (EBERHARDT; RAFFETTO, 2005; GUYTON;
HALL, JOHN, 2006; SANTOS, 2011).

Caso as valvulas do sistema venoso se tornem incompetentes ou
sejam danificadas, a efetividade da bomba venosa também é reduzida.
Diante da incompeténcia valvular, a pressdo venosa elevada nas pernas
pode aumentar ainda mais o tamanho das veias e, desta forma,
comprometer totalmente a funcdo das valvulas (GUYTON; HALL,
JOHN, 2006). Na doenca venosa cronica, devido a insuficiéncia valvular
e/ou a obstrucdo do sistema venoso profundo, instala-se um episodio de
hipertensdo venosa que se impacta, em Ultima instancia, na
microcirculagdo, com o desenvolvimento de veias varicosas. Como
consequéncia, ocorre 0 extravasamento de liquido a partir dos capilares
e a formacdo de edema, levando ao acesso de macromoléculas proteicas
que irdo ocasionar reacdo inflamatéria com  subsequente
lipodermatoesclerose. Igualmente, o edema leva a migragédo de hemécias
para os tecidos, com posterior degradagdo da hemoglobina presente em
hemossiderina, conduzindo a hiperpigmentacdo da pele. As alteracdes
que ocorrem nos capilares sdo, portanto, as responsaveis pelas



38

manifestagcdes clinicas (GOHEL; DAVIES, 2009; ALMEIDA et al.,
2010; SANTOS, 2011).

A DVC ¢ definida, portanto, como uma anormalidade do
funcionamento do sistema venoso provocada por uma incapacidade
valvular, associada ou ndo a obstrucdo do fluxo venoso. Pode atingir o
sistema venoso superficial, o sistema venoso profundo ou ambos, e ser
resultante de um distarbio congénito ou ser adquirida. Varios fatores de
risco tém sido associados ao desenvolvimento da insuficiéncia venosa,
como obesidade, idade, sexo, estilo de vida, trabalho, dieta, uso de
horménios, gravidez, histéria familiar, entre outros (HENRIQUE;
FRANCA; TAVARES, 2003; CASTRO et al., 2005; SEIDEL et al.,
2011).

Descrita desde os primordios, a DVC se caracteriza por sua alta
prevaléncia, sendo que sua conceituagdo, seu arranjo e suas implicacfes
fisiopatolégicas sofreram e vém sofrendo profundas alteracdes, em
especial nas Ultimas décadas (SANTOS, 2011). E caracterizada pelo
aparecimento de sintomas como edema, hiperpigmentacdo, dermatite e
Ulcera de membro inferior, tornando-se muitas vezes uma doenga
incapacitante. Essas anormalidades causam dor e desconforto no
membro afetado e podem eventualmente evoluir para formacgdo de
Ulceras de estase venosa (HENRIQUE; FRANCA; TAVARES, 2003;
SEIDEL et al., 2011;FOUCHER; PILLON, 2017;).

As manifestacBes clinicas da DVC diferem de acordo com o
estagio da doenca e podem incluir sensacdo de peso nas pernas,
parestesia (formigamento), cadimbras, dor, inchaco, veias varicosas,
pigmentacdo e atrofia da pele. Desde 1994, o International Consensus
tem sido utilizado para definir e classificar a DVC. De acordo com este
Consenso, os sinais clinicos (C), etiologia (E), distribuicdo anatdmica
(A) e condicdes fisiologicas (P) (CEAP) sdo utilizados para classificar a
DVC. A classificacdo varia desde Classe C 0 caracterizados por sinais
de doenca venosa nao visiveis e ndo palpaveis até a Classe C 6 com
alteracdes de pele com Ulcera (SCALLON; BELL-SYER, 2007;
MOURA et al., 2008; DA SILVA et al., 2012; MARTINEZ-ZAPATA
et al., 2016).

Apesar de ser bastante difundida a classificagdo pelo CEAP sobre
a DVC, esta apresenta algumas limitagdes. Entre as principais, podemos
citar como ndo adequada para ser utilizada como marcador da evolugéo
dos tratamentos. Para tal finalidade existem outros sistemas de
classificagdo como o Venous Clinical Severity Score (VCSS), que levam
em conta parametros clinicos fornecidos pelos doentes e fatores
objetivos determinados pelo avaliador onde dez pardmetros sdo
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considerados como dor, varizes, edema venoso, pigmentacdo cutanea,
inflamac&o, induracdo, sem ulcera ativa, Ulcera ativa, duracdo da ulcera,
terapia de compressdo os quais sdo pontuados com variagfes de 0 a 3
(PRESTI et al., 2015).

As Ulceras venosas das pernas sdo consideradas como um grande
problema de salde publica e além de elevada carga social e econémico a
prevaléncia. Nos Estados Unidos varia entre 500.000 e 2 milhdes. Sendo
que complicagcBes nesta enfermidade podem se tornar um motor
significativo da carga de custos para a sociedade. Um estudo indicou
gue o tratamento das Ulceras cronicas nas pernas pode constituir até 1%
do total de custos de saltde no mundo, sendo que estes distlrbios
venosos resultam em despesas médicas diretas entre U $ 150 milhdes e
US $ 1 bilhdo por ano (CARLTON et al., 2015; RAJU et al., 2016).

O problema é agravado pelo fato de que a DVC ser progressiva e
tem uma propensdo a recorrer. Na Franca, sdo gastos 2,24 bilhGes de
euros para o tratamento da DVC, dos quais 41% eram para farmacos,
34% para atendimento hospitalar e 13% para taxas médicas. Em 1991,
havia 200 000 internacbes por DVC (50% eram para varizes), que foi a
oitava causa mais comum de hospitalizagdo. O custo do tratamento
representou 2,6% do orcamento total de cuidados de salde para esse
ano. Na Alemanha, os custos diretos para pacientes internados foram de
250 milhdes de euros, 0s custos de atendimento ambulatorial foram de
234 milhGes de euros e 0s custos de medicamentos foram de 207
milhdes de euros (MILIC, 2011).

A DVC apresenta uma alta prevaléncia mundial, tendo, porém,
uma grande variedade de incidéncia dependendo dos fatores
considerados. Quando é levada em conta a presenga de varizes dos
membros inferiores, a prevaléncia mundial varia de menos de 1 a 73%
em mulheres e de 2 a 56% em homens, enquanto no Brasil a sua
prevaléncia varia de 41,25 a 62,79% nas mulheres e de 13,97 a 37,9%
nos homens (LINS et al., 2012).

Um estudo realizado entre outubro de 2009 a julho de 2010 em
Goiania com 58 individuos mostrou que 86,2% apresentavam no
minimo uma lesdo em uma das pernas e acima de 50% apresentavam
recidiva (SANT ANA et al., 2012)

Um estudo transversal com uma amostra de conveniéncia de 50
pacientes com DVC diagnosticada foi realizado na regido central de
Belo Horizonte. Neste caso, 74% da amostra eram mulheres com alto
grau de acometimento CEAP 4, 5 e 6 correlacionando que qualidade de
vida e DVC evidenciam também uma piora a medida que a doenca se
agrava. Ainda assim o envelhecimento relacionado ao nimero de
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gestacBes e o sexo feminino sdo importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca e suas complicagdes (MOURA et al., 2010).

O impacto negativo da DVC na qualidade de vida é referido ao
escurecimento dos tecidos e subjacentes que causam problemas como
dor constante, incapacidade, aflicdo, perda da autoestima, isolamento
social, gastos financeiros, afastamento do trabalho e mudancas
psicossociais de seus portadores e familiares (NUNES, 2006; MOURA
etal., 2010; SANT'ANA et al., 2012)

As medicacOes flebotbnicas ou venoativas sdo principalmente
substancias quimicas naturais ou sintéticas derivadas de extratos de
plantas. Estes medicamentos sdo poderosos antioxidantes e funcionam
estimulando a liberacdo de substancias quimicas dentro das paredes dos
vasos, fortalecendo a circulacdo, reduzindo a inflamacéo e a coleta de
liquidos nos tecidos. Medicamentos flebotémicos tém sido utilizados no
alivio dos sintomas ocasionados pela doenca venosa cronica, sendo
eficazes na reducdo do edema e da dor, além de prover o fluxo
sanguineo e reduzir a migracdo de leucocitos, evitando que a DVC
(SANTOS, 2011; PEREIRA et al., 2013; MARTINEZ-ZAPATA et al.,
2016)

Os compostos flebotdmicos com atividade venoativa constituem
um namero heterogéneo de farmacos, sendo divididos em compostos
naturais e sintéticos. Compostos naturais incluem as o-benzopironas,
como a cumarina; y-benzopironas; flavonoides, como diosmina, rutina,
troxerrutina; saponinas, como as escinas, além de extratos de plantas
contendo antocianinas, como o extrato de mirtilo e protocianinas, como
0s extratos de uva, ginko biloba e centella asiatica. Dentre os compostos
sintéticos destacam-se o dobesilato de calcio, naftazona e benzarona
(PERRIN; RAMELET, 2011; PEREIRA et al., 2013). Tais compostos
agem na macrocirculacdo, melhorando o ténus venoso, e na
microcirculagdo, pela diminuicdo da hiperpermeabilidade capilar
(PEREIRA et al., 2013).

1.3.2 Flavonoides e 0 género citrus

Os flavonoides constituem um grande grupo de compostos
polifendlicos onipresentes nas plantas. Quimicamente sdo constituidos
por um esqueleto de 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos
(anéis A e B), os benzenos, interligados a uma estrutura heterociclica
central, o anel pirano (anel C) (Figura 1). A grande diversidade
estrutural encontrada nos flavonoides ocorre em funcdo das pequenas
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modificacBes quimicas ocorridas na estrutura basica destes compostos,
que podem ser por meio de hidroxilagdo, metilagdo, acilacdo,
glicosilacdo, hidrogencdo, malonilagGes e sulfatagfes. Assim, de acordo
com a sua estrutura molecular, os flavonoides séo divididos em seis
classes: flavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, antocianidinas e
flavanois (catequinas). Flavonoides podem existir como agliconas,
glicosideos e derivados metilados. Quando glicosideos sdo formados, a
ligacdo glicosidica € normalmente localizada nas posi¢es 3 e 7 e 0
carboidrato pode ser a L-ramnose, D-glicose, glucoramnose, galactose
ou arabinose (KUMAR; PANDEY, 2013; SILVA et al., 2015);

As frutas de plantas do género Citrus constituem uma importante
fonte de flavonoides, além de vitamina C e outras substancias ativas,
como o0s carotenoides, as quais apresentam atividade antioxidante e,
portanto, sdo responsaveis pelos beneficios do seu consumo a salde
(TRIPOLI et al., 2007). Estes compostos apresentam seu apreco por
prevenirem doengas como obesidade, diabetes, dislipidemias, doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancer (GONZALEZ-MOLINA et al.,
2010; SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014).

Figura 1- Estrutura basica de flavonoides

Fonte: GONZALEZ-MOLINA et al.,(2010)

A producdo anual dos frutos do género Citrus é de
aproximadamente 102 milhGes de toneladas, sendo os principais o
limdo, a laranja e a tangerina. Os principais produtores mundiais destes
frutos sdo o México, como maior produtor de limdo, com mais de 2
milhdes de toneladas por ano; o Brasil, como principal produtor de
laranjas, com mais de 14 milhGes de toneladas por ano e, finalmente, a
China com mais de 20 milhGes de toneladas de tangerina (MUNDI,
2015).
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O género Citrus pertence a familia Rutaceae, ordem Sapindales,
compreende arvores frutiferas originarias do sudeste tropical e
subtropical da Asia. Mais de 60 tipos de flavonoides foram identificados
no género Citrus, dos quais as flavanonas sdo os mais abundantes.
Muitos destes componentes estdo presentes no pericarpo, entre eles os
heterosideos de flavanonas (hesperidosideo, neohesperidosideo,
naringosideo, eriodictiosideo) e heterosideos de flavonas (diosmina e
rutosideo, entre outros). Considera-se a hesperidina como o principal
glicosideo encontrado nas laranjas doces e a nechesperidina, nas laranjas
amargas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; VENDRUSCOLO;
RATES; MENTZ, 2005). Entre as formas de aglicona, a naringenina e
hesperetina sdo as flavanonas mais importantes (TRIPOLI et al., 2007).

1.3.3 Diosmina e hesperidina

A diosmina, e sua flavanona analoga, a hesperidina, sdo
flavonoides comumente encontrados na familia Rutaceae. A diosmina
difere da hesperidina pela presenca de uma ligagdo dupla entre dois
atomos de carbono do anel C (Figura 2). Tem sido produzida a partir da
semi-sintese da hesperidina obtida a partir da casca de citros. Foi isolada
em 1925 a partir Scrophularia nodosa e introduzida pela primeira vez
como um agente terapéutico em 1969 ( HO; CH, 2004; ADOUANI;
DU; HANG, 2013; BOGUCKA-KOCKA et al., 2013; FREAG;
ELNAGGAR; ABDALLAH, 20133;).

A diosmina ou 5 hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4-oxo-4H-
cromen-7-il-6-0-(6-deoxi-a-L-manopiranosil)-B-D-glucopiranosideo
(C28H32015) apresenta peso molecular de 608,54 g/mol e ponto de fusdo
de 294,1 °C para a forma monoidratada e de 285,7 °C para a forma
anidra (SZELESZCZUK et al., 2017). Trata-se de um p6 higroscépico
amarelado a levemente amarelado, praticamente insoldvel em agua e na
maioria dos solventes organicos, mas soltvel em dimetilsulféxido. Com
pKa de 9,39-10,12, tem sua solubilidade significativamente aumentada
em tampéo ortofosfato pH 12 (FREAG; ELNAGGAR; ABDALLAH,
2013b; LEWIN; MACIUK; CORNARD, 2012), e em solucéo diluida de
hidréxidos alcalinos (BRITSH PHARMACOPOEIA, 2017; USP,
2017a).

A diosmina é considerada um agente protetor vascular usado para
tratar insuficiéncia venosa crénica, hemorroidas, linfoedema e varizes.
A acdo terapéutica da diosmina é atribuida ao feito inibitorio da captura
e metabolismo da noradrenalina pelas paredes dos vasos. Isto resulta no
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aumento do tdnus vascular, e reducdo da elasticidade e permeabilidade
(BOGUCKA-KOCKA et al., 2013).

Como flavonoide, a diosmina também exibe propriedades anti-
inflamatoria, sequestrante de radicais livres e antimutagénica, podendo
ser utilizada para o tratamento de Ulceras de membros inferiores,
sindrome pré-mestrual, colite, diabetes, além de ser atil como um agente
quimiopreventivo em carcinogénese de célon e do sistema urinario (HO;
CH, 2004; MISRA; IMLITEMSU, 2005; YAMADA et al., 2006;
BOGUCKA-KOCKA et al., 2013; HAJIMAHMOODI et al., 2014).
Possui efeito anti-hipertensivo, o qual foi evidenciado pela redugdo da
pressao sanguinea. O sequestro de anions superoxido pela diosmina leva
ao aumento da disponibilidade de dxido nitrico, o qual esta relacionado
com o relaxamento das paredes dos vasos e controle da pressdo
sanguinea (BOGUCKA-KOCKA et al., 2013).

A hesperidina 4 H-1 — Benzopiran-4- ona, 7[[ 6-O - (6-deoxi-a-L-
manopiranosil)-B-D-glucopiranosil]oxil]-2,3-diidro - 5 hidroxi-2-(3-
hidroxi-4-metoxifenil)- (2S) possui peso molecular de 610, 56 g/mol e
ponto de fusdo entre 250 e 255°C. A hesperidina (C2sH34015) € um tipo
de flavonoide citrico classificado como uma flavanona glicosidica, cuja
estrutura quimica é constituida pela hesperetina (forma aglicona) ligada
aos acgUcares glicose e a ramnose na posi¢do 7 (YAMADA et al., 2006).
Apresenta-se como um po cristalino claro, praticamente insoldvel em
agua, praticamente insoldvel em etanol (96%), mas sollvel em
dimetilsulfoxido e solugdes diluidas de hidroxidos alcalinos (USP,
2017b).

Diversas atividades bioldgicas sdo atribuidas a hesperidina,
incluindo as atividades anti-inflamatéria, antiviral, hipolipidémica e
antitumoral (DOURADO, 2009). Sobre a permeabilidade capilar, sua
acdo é atribuida a atividade protetora capilar ou a¢éo ténico venosa.

Estudos da década de 30 e 40 ja se relatavam que o uso de 30 mg
didrias de hesperidina diminuia a permeabilidade e aumentava a
resisténcia capilar. Este efeito foi evidenciado sobre a enzima
hialuronidase, que tem a capacidade de aumentar a permeabilidade e
diminuir a fragilidade capilar, no caso de purpura hemorragica
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2003; DEMONTY et al., 2010).
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Figura 2- Estrutura quimica da diosmina e hesperidina
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Fonte: USP, (2017a, 2017b)

Chamadas historicamente de fatores P ou vitamina P essas
sustancias sdo empregadas no tratamento de enfermidades
caracterizadas por hemorragia e fragilidade capilar. Essas substancias,
no entanto, ndo sdo vitaminas e ndo sdo mais referidas, exceto em
literatura antiga (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

Em estudos farmacocinéticos, o metabolismo da diosmetina foi
avaliado em ratos, ap6s o a administracédo oral da diosmetina na dose de
100 mg/kg. Neste estudo foi demonstrado que a glucuronidacgéo ocorre
rapidamente apds administracdo e que a diosmetina livre ndo é
encontrada no sangue e na urina. Os glucuronideos formados estdo
presentes no plasma sanguineo em altas  concentragdes
(aproximadamente 10 pg/ml), por pelo menos 6 horas apds o tratamento
e 0s conjugados sdo excretados na urina (BOUTIN et al., 1993). A
quantidade acumulada na urina, expressa como porcentagem da dose
administrada, foi de 3,26% ap6s 24 horas para hesperetina, apés
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administracdo de uma dose oral de 135 mg de hesperetina em individuos
saudaveis; No entanto, os dados de excrecdo urinaria indicaram a baixa
biodisponibilidade para ambas agliconas, possivelmente devido ao
extenso metabolismo de primeira passagem e pela clivagem do anel C
pelas enzimas das bactérias intestinais, as quais levam & formacao de
produtos de degradacdo, como os éacidos fendlicos (KANAZE et al.,
2007).

1.3.4 Fracédo de Flavonoides Purificada e Micronizada (FFPM)

A FFPM apresenta-se comercialmente na forma de uma fragéo
purificada micronizada (FFPM) contendo 90% de diosmina e 10% de
outros flavonoides expressos em hesperidina, incluindo, além deste, a
isoroifolina, linarina e diosmetina (BURAK et al., 2009;
NAVRATILOVA, 2010). A FFPM foi obtida originalmente pelo
laboratério francés Le Servier, e apresenta-se como um pé de cor bege
claro, com tamanho de particula menor que 2 pm, o que lhe confere uma
maior absor¢do oral (LYSENG-WILLIAMSON et al., 2003;
DIMITROULOPOULGOS et al., 2005; SIRLAK et al., 2010).

Atualmente, a FFPM tem sido obtida por diversos fabricantes
pelo processo que inclui a desidrogenagéo parcial da hesperidina partir
dos frutos de Citrus aurantium, envolvendo a oxidagdo assistida da
hesperidina na presenca de iodina e por isso torna-se parcialmente
desidrogenada, gerando outros a diosmina e outros flavonoides os quais
estdo descritos em sua composi¢do (LEWIN; MACIUK; CONARD,
2012; BRITSH, 2017);

A hesperidina pode ser obtida tratando os frutos citricos, com
trituracdo e adicdo de alcool diluido contendo quantidade suficiente de
hidréxido de potéassio para superar a acidez da fruta. Depois disso, o
lixiviado alcodlico é separado da massa triturada por filtracdo e
precipitacdo das impurezas por meio de acido cloridrico. O material em
bruto ¢ dissolvido por ebulicdo com &cido acético, apos arrefecimento, a
solucdo resultante é filtrada das impurezas resinosas. A hesperidina
separa-se gradualmente do filtrado sob a forma de agulhas finas. Estes
cristais foram purificados por recristalizacdo (HIGBY, 1944).

A partir da obtencdo de diosmina e hesperidina separadamente
também pode se obter FFPM, pela mistura fisica dos compostos isolados
realizada com auxilio de misturadores de bins ou duplo cone, por
exemplo, uma vez que estes compostos, devido a sua origem,
dificilmente sdo obtidos com alto grau de pureza (HAWK, 2016).
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Na Farmacopeia Britdnica a diosmina encontra-se como
ingrediente farmacéutico ativo. Em sua monografia sdo descritos os
testes de caracterizacdo, solubilidade, identificacdo, teor de iodo,
umidade, cinzas sulfatadas, além do teste de teor de deve estar na faixa
de 90 a 102% (BRITSH PHARMACOPOEIA, 2017). Na Farmacopeia
Americana (USP), a diosmina encontra-se como suplemento alimentar e
a monografia compreendem os testes de identificacdo, umidade, limite
de iodo residuo por ignicdo e teor (90-102%) (USP, 2017a). Ambas as
farmacopeias incluem o teste para impurezas, mas determinam limites
aceitaveis distintos, de 10% e 8,5% para as Farmacopeias Americana e
Britanica, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Limites aceitiveis para impurezas na diosmina, de acordo com as
Farmacopeias Americana (USP 2017a) e Britanica (2017).

Impureza Limites permitidos (%)
Farmacopeia Farmacopeia
Americana Britanica
ImpurezaA: Acetoisovanillona <1,0 <0,5
Impureza B: Hesperidina <5,0 <4,0
Impureza C: Isoroifolina <3,0 <3,0
Impureza D: Linarina <3,0 <0,6
Impureza E: Diosmetina <3,0 <3,0
Impurezas ndo especificadas <1,0 <0,4
Total de impurezas 10,0 8,5

Fonte (USP 2017 a; BRITSH, 2017)

A estabilidade da diosmina em solugdo tem sido amplamente
estudada. Adouani e colaboradores (2013) desenvolveram um método
de CLAE acoplada a espectrofotometria de massa para determinar os
produtos de degradacdo da diosmina exposta a diferentes condi¢des de
estresse. Os resultados mostraram que a diosmina é instavel em meio
acido e alcalino, e frente a oxidacdo. A formacdo de diosmetina
aumentou acentuadamente em meio alcalino, mas pouco em meio acido.
Um novo composto, o 7-hexopiranosidal diosmetina, também foi
identificado, sendo que este diferia da diosmina apenas pela auséncia de
uma molécula de acucar. Estes resultados ilustraram que a
transformagdo da diosmina em diosmetina passa pela formagdo da
diosmetina  7-hexopiranosidal, como produto intermediario. Os
resultados farmacocinéticos relatados mostravam que a transformacéo
da diosmina em diosmetina ocorria devido a acdo da microflora
intestinal. A baixa biodisponibilidade da diosmina foi também
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relacionada a degradacéo deste flavonoide no estdmago, o que diminui a
por¢do presente no intestino e, portanto, a absor¢cdo (ADOUANI; DU,
HANG, 2013). Frente ao estresse oxidativo, os estudos evidenciaram o
aparecimento de dois novos produtos de degradacdo, eluidos antes do
pico referente a diosmina. As amostras expostas ao calor e & luz no
exibiram alteragdes significativas (ADOUANI; DU; HANG, 2013).

A FFPM possui agdo flebotropica, sendo usada também no
tratamento de hemorroidas e problemas vasculares. Sua atividade esta
relacionada ao aumento o tdnus venoso, melhora da drenagem linfatica e
reducio da hiperpermeabilidade capilar. E responsavel por reduzir a
interacdo entre os leucdcitos e células endoteliais pela inibicdo da
expressdo da molécula de adesdo intercelular endotelial (ICAM-1) e da
molécula de adeséo celular vascular (VCAM), bem como a expresséo de
superficie de algumas moléculas de adesdo leucocitarias (mondécitos ou
neutréfilos CD62L, CD11B). Ao reduzir a expressdo de algumas
moléculas de adesdo endotelial, a FFPM inibe a ativagdo, migragdo e
adesdo de leucdcitos, o que leva a uma reducdo na liberagdo de
mediadores  inflamatérios e, portanto, uma redugdo na
hiperpermeabilidade capilar. Por apresentar essas caracteristicas e
baixos efeitos adversos, mostrou-se promissor também no processo de
cicatrizacdo (BOCCALON et al., 1996; LYSENG-WILLIAMSON et
al., 2003; COLERIDGE-SMITH; LOK; RAMELET, 2005; GOHEL;
DAVIES, 2009;).

Atua favoravelmente nas complicagbes da disfuncéo
microcirculatéria normalizando a sintese de prostaglandinas e radicais
livres, diminuindo o vazamento microvascular induzido pela bradicinina
e inibe a ativacdo, o aprisionamento e a migracdo dos leucécitos (
KATSENIS, 2005; DE SOUZA et al., 2016;).

Sugere-se que a diosmina pode diminuir a resposta inflamatéria
do tecido venoso por aumentar a drenagem linfatica e inibir a catecol-O-
metiltransferase, o que reduz o metabolismo da norepinefrina e prolonga
seus efeitos venoconstritores. A FFPM é um agente protetor de edema
que diminui a cascata inflamatéria e as interacdes celulares leucocitarias
endoteliais; protege a microcirculacdo e inibe a ativacdo de leucécitos
em células endoteliais trazendo a reducdo da expressdo da molécula de
adesdo intercelular endotelial 1 e moléculas de adesdo vasculares como
a selectina bem como a expressao superficial de endotélio (KATSENIS,
2005; RAFFETTO et al., 2016).

Um estudo randomizado utilizando a FFPM por via oral mostrou
a melhora significativa de pacientes que apresentavam Ulceras de pernas
em cerca de 46,5%, em relacdo a 27,5% do grupo controle. Nestes



48

paciente, as Ulceras com menos de 3 cm e de 3 a 6 cm de didmetro
foram curadas em 71% e 60 % dos casos, acima dos 50% e 32%
verificados para grupo controle, respectivamente (GLINSKI et al.,
1999).

Apo6s administracdo oral, a diosmina é rapidamente hidrolisada
pelas enzimas da microflora colénica na aglicona diosmetina, que é
subsequentemente absorvida para a circulagdo sistémica. Estudos
mostraram que aproximadamente metade de uma dose oral de 500 mg
da FFPM radiomarcada foi absorvida dentro de 48 horas de
administragdo em voluntarios saudaveis (LYSENG-WILLIAMSON et
al., 2003; KATSENIS, 2005).

A diosmetina metabolizada tem um periodo de distribuigdo
rapido, seguido por um tempo de eliminacdo mais lento. Estudos em
animais demonstraram que a diosmetina radiomarcada e seus
metabolitos estdo amplamente distribuidos por todo o organismo. A
diosmetina é rapidamente e extensivamente degradada a &cidos
fendlicos ou seus derivados conjugados de glicina, que séo eliminados
na urina. O metabdlito predominante, o acido 3-hidroxi-fenilpropi6nico,
é eliminado principalmente na sua forma conjugada. Os metabdlitos ndo
identificados podem ser responsaveis pela atividade farmacoldgica da
diosmina. A elimina¢do da diosmina ¢ relativamente rapida (=34% da
dose excretada na urina e fezes nas primeiras 24 horas e ~86% nas
primeiras 48 horas) ( LYSENG-WILLIAMSON et al., 2003; KASMAS;
NIOPAS, 2009; BOGUCKA-KOCKA et al., 2013; SPANAKIS).

Né&o ha interacdes medicamentosas conhecidas com a FFPM além
do que, apresenta alta tolerabilidade e seguranca, ndo sendo um farmaco
potencialmente tdxico (EL-SHAFAE; EL-DOMIATY, 2001; LYSENG-
WILLIAMSON et al.,, 2003; KATSENIS, 2005; ADOUANI; DU;
HANG, 2013; BOGUCKA-KOCKA et al., 2013).

1.3.5 Aplicacdo topica da diosmina e hesperidina na DVC

Apesar dos beneficios que poderiam resultar da administracdo
topica da diosmina e hesperidina para o tratamento da doenga venosa
crénica, poucos produtos tém sido encontrados para este fim no mercado
farmacéutico mundial. Estas preparacfes topicas incluem o Fleboxar®
(Vita Care Internacional), um creme gel disponivel na Letbnia que
possui 2% de diosmina e hesperidina (VITACARE INTERNATIONAL,
2017), o Diosmin® creme (Laboratério SC Remédia SRL),
comercializado na Roménia que possui 5% de diosmina e hesperidina
em creme de vaselina (LABORATORIO SC REMEDIA SRL, 2017) , e
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0 Niverosin® (Laboratério Aflofarm), um creme produzido e
comercializado na Pol6nia , constituido de cinco ingredientes ativos,
dentre eles a diosmina e a hesperidina

A indicacdo destes produtos & para auxiliar na melhora da
condicdo e aparéncia da pele causada pelo enfraquecimento das paredes
dos pequenos vasos sanguineos localizados logo abaixo da pele,
promovendo a manutencdo das suas funcdes fisiolégicas normais além
de manter uma tensdo adequada das camadas superficiais da pele, bem
como contribuir para a redugdo da dor nas pernas cansadas
(AFLOFARM, 2017; LABORATORIO SC REMEDIA SRL, 2017,
VITACARE INTERNATIONAL, 2017).

Apesar do escasso nimero de prepara¢Ges comerciais, a aplicacdo
topica de flavonoides, como a diosmina, tem atraido interesse devido as
suas atividades vasoprotetora e antinflamatoria. Considerando a baixa
permeabilidade da diosmina, decorrente das suas propriedades fisico-
quimicas desfavoraveis, Amalhussein e El-enin (2016) investigaram o
potencial da formagdo de complexos de diosmina com a hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HP-B-CD), na busca da melhoria da distribuicdo e
penetracdo tdpica deste flavonoide na pele.

Apds incorporacdo em um gel transdérmico, os autores
verificaram uma melhora significativa da taxa de dissolucdo da
diosmina usando o0 complexo. Estudos in vivo evidenciaram o
pronunciado efeito antinflamatério do gel que continha o complexo, em
modelo de edema de pata de rato induzido pela carragenina, em
comparacgdo com a diosmina pura ou mistura fisica. Em conclusdo, os
autores relataram que o gel transdérmico contendo o complexo
diosmina/HP-B-CD poderia ser utilizado como um novo sistema de
administracdo tdpica para melhorar a permeacdo deste flavonoide
(AMALHUSSEIN; AMAL, 2016).

Visando o tratamento topico da doenca venosa cronica, Menezes
e colaboradores (2017) desenvolveram nanocapsulas de nicleo lipidico
contendo hesperetina, as quais foram impregnadas em diferentes tecidos.
As nanocapsulas obtidas apresentaram um tamanho de cerca de 200 nm,
potential zeta negativo, e eficiéncia de encapsulagdo maior que 99%.
Estudos de permeacdo cutdnea in vitro, usando células de Franz,
evidenciaram quantidades significativamente maiores de hesperidina no
estrato corneo ap6s aplicacdo das nanocapsulas. Em contraste,
quantidades maiores foram encontradas na epiderme e no fluido receptor
apés aplicacdo deste flavonoide na forma ndo encapsulada. Estes
resultados foram explicados com base no efeito reservatdrio
proporcionado pelas nanocapsulas, que levou ao controle da penetracdo
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do farmaco e ao prolongamento da disponibilidade do mesmo para a
derme

1.4 ADMINISTRACAO TOPICA CUTANEA
1.4.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, pesando
aproximadamente 5 kg e apresentando cerca de 2 m? de area superficial
em individuos adultos. Apresenta grande variabilidade de espessura em
toda sua extensdo, de 0,5 a 4 mm, e é considerado um dos érgédos mais
complexos do corpo humano, pois pelo menos cinco tipos diferentes de
células contribuem para a formagéo de sua estrutura (GUYTON; HALL,
JOHN, 2006).

Uma das principais fungbes da pele é a protecdo do organismo,
por apresentar-se como uma barreira funcional, restringindo a
penetracdo de substancias exdgenas presentes no ambiente, assim como
a invasdo bacteriana e flngica. Atua também na protecdo contra
estimulos danosos e como 6rgao sensorial (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1995). A pele protege o organismo contra a desidratacdo e atrito, gragas
a camada queratinizada da epiderme, e colabora na termorregulacéo do
organismo e excre¢do de substancias por intermédio das glandulas
sudoriparas. Pela presenca da melanina, pigmento que é produzido e
acumulado na epiderme, protege contra a agdo dos raios ultravioleta,
além de apresentar fungfes de defesa imunitaria e executar a sintese e
metabolismo da vitamina D (PRISTA et al., 2002; PRACA, 2010;
SOARES et al., 2015).

1.4.2 Estrutura da pele

A pele apresenta-se constituida por uma porcdo epitelial de
origem ectodérmica, a epiderme, e uma porgdo conjuntiva de origem
mesodérmica, a derme. Abaixo e em continuidade com a derme,
encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo (SZE et al., 2003).
A figura 3 apresenta um esquema das camadas da pele.
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Figura 3- Esquema da pele humana mostrando as diferentes camadas da pele e
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Fonte: Adaptado de GUYTON; HALL; JOHN (2006)
1.4.2.1Epiderme

A epiderme é a camada mais externa da pele na qual exerce o
maior controle, deixando penetrar apenas algumas substancias em
determinadas condic@es. E avascular e impermeével devido & presenca
de lipidios no espago intercelular, como colesterol, ésteres e ceramidas
(SILVA, 2009). A epiderme encontra-se em constante renovacéo, sendo
subdividida em 4 camadas:

- camada basal; a mais profunda e que entra em contato com a
derme. E composta por células colunares contendo organelas celulares e
filamentos de queratina aderidos a membrana via hemidesmossomos
(MENON, 2002). As células presentes na camada basal dividem-se e se
diferenciam por meio de um processo de queratiza¢do, migrando para a
superficie para formar o estrato corneo.

-camada espinhosa; caracterizada pela abundancia de
desmossomos. Além de organelas tipicas e de queratina, as células desta
camada possuem os “corpos lamelares”, vesiculas que contém discos
lipidicos compostos por fosfolipidios, colesterol e glicosilceramidas
empacotados (MENON, 2002; BARRY, 2005);

-camada granulosa: as células desta camada apresentam
abundéncia de queratina e corpos lamelares, que sdo secretados para o
meio extracelular na fase final de diferenciacdo destas células em
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corne6citos. E formada por células achatadas, com granulos de queratina
proeminentes (MENON, 2002; BARRY, 2005).

-estrato corneo: € a camada mais externa da epiderme e a
principal responsavel pela fungdo barreira da pele. E constituido de
células achatadas, sem nucleo, com grande quantidade de filamentos,
especialmente a queratina, denominados cornedcitos. Estas células
encontram-se dispostas em regides lamelares lipidicas formando uma
estrutura do tipo “tijolo e argamassa”, que confere a pele a principal
barreira a passagem de substancias (MENON, 2002; BARRY, 2005;).

A epiderme é, composta por varias camadas de queratindcitos
(95% das células) os quais sofrem um processo de queratinizacdo, em
que a célula é capaz de se diferenciar, movimentando-se em sentido a
superficie a partir da camada basal, por meio da camada espinhosa e da
camada granulosa, ou seja, da camada mais interna para a camada mais
externa a camada cdrnea ou estrato corneo (EC), formando, assim, a
epiderme ndo viavel. Intercaladas entre os queratindcitos na epiderme
viavel, encontram-se células com determinadas funcdes especificas, tais
como producao de melanina (melandcitos), percepcdo sensorial (células
de Merkel) e fungdes imunoldgicas (Langerhans e outras células). Ainda
assim, ha os anexos da pele, como foliculos pilosos, glandulas sebéaceas
associadas e glandulas sudoriparas (SOARES et al., 2015).

1.4.2.2 Derme

A derme é um segmento intermediério da epiderme, com elevada
vascularizacdo e com presenca de bulbos pilosos (GUYTON; HALL,
JOHN, 2006). E a camada mais espessa (1 a 4 mm) da pele e é
constituida por uma grande variedade de células, nervos, vasos
sanguineos e linfaticos, incorporados numa vasta rede de tecido
conjuntivo denso, entremeada de proteinas fibrosas (colageno do tipo | e
111, elastina e reticulina), as quais estdo envolvidas em um material de
fundo amorfo composto por mucopolissacarideos (FOLDVARI, 2000;
CHORILLI et al.,2007; SOARES et al., 2015). Apresenta também
fibroblastos macréfagos, leucocitos e adipdcitos. Através dela
atravessam os apéndices da pele (glandulas sudoriparas e sebaceas, e
foliculos pilosos) (CEVC, 2004).

O suprimento de sangue atinge aproximadamente 0,2 mm abaixo
da superficie da pele, préoximo ao limite da derme-epiderme, e assim a
maioria das moléculas que passam através da camada externa da pele
sdo rapidamente diluidas e sdo transportadas sistemicamente pelo
sangue. Este rico fluxo sanguineo mantém a concentracdo dérmica da
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maioria dos farmacos administrados baixa, que por sua vez fornece um
gradiente de concentracdo do exterior do corpo para a pele e é este
gradiente de concentracdo (mais precisamente, é o gradiente de
potencial quimico) que permite a entrega dos mesmos através da pele
(WILLIAMS, 2013)

1.4.2.3 Hipoderme

A hipoderme ou tecido subcutaneo é a camada mais profunda da
pele, composta de tecido conjuntivo frouxo. Dependendo do estado
nutricional e da regido do corpo, a hipoderme pode conter uma
guantidade variavel de tecido adiposo, cujas células armazenam gordura
(BARRY, 2005). Esta gordura subcutdnea funciona como fonte de
energia, amortecedor mecénico e barreira térmica. A hipoderme
raramente funciona como barreira a liberacdo tdpica e transdérmica de
farmacos (WILLIAMS, 2013).

1.4.3 Liberagéo de farmacos na pele

A administracdo de substancias ativas na pele € amplamente
empregada para fins cosméticos e terapéuticos. E possivel tratar muitas
doencas, tanto para obtencdo de efeitos topicos quanto sistémicos, pois a
aplicacdo na pele permite que as formulagdes fornegcam quantidade
suficiente de substancias ativas nos sitios de acgdo, pelo tempo
necessario. A pele é considerada como uma rota favoravel para a
administracdo de farmacos, devido a aceitacdo do paciente e a facilidade
de administracdo (DA SILVA et al., 2010; TONCIC et al., 2017).

A principal vantagem da administracdo topica cutanea é o fato de
que esta via evita 0 ambiente hostil do estbmago e o metabolismo pré-
sistémico intestinal e hepatico de primeira passagem. Porém como
desvantagem, pode ocorrer a irritacdo da pele pela acdo do farmaco ou
dos componentes do veiculo, além da dificuldade de permeacdo imposta
pela camada coérnea, devido a sua complexa estrutura e lipofilicidade.

Como desvantagem é uma aplicacdo que gera uma absorcéo lenta
e constante além de sofrer com os mecanismos de difusdo passiva pelas
camadas da pele por isso vida uma aplicacdo local (BARRY, 2005).

Produtos dermatoldgicos incluem uma ampla variedade de
preparacdes, as quais sdo destinadas a exercer um efeito local na pele
apés a sua aplicacdo. O objetivo é o de maximizar a concentracdo de
farmaco no local de acdo, com minima absorcdo sistémica, muito
embora a biodisponibilidade sisttémica ndo reflita adequadamente a
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biodisponibilidade cuténea local. Além disso, as doses topicas tendem a
ser minimas (tipicamente 2-5 mg de produto/m2), fazendo com que as
concentracbes do farmaco no sangue ou urina ndo sejam detectaveis
pelo uso das técnicas convencionais de doseamento (HERKENNE et al.,
2008; NAIR et al., 2013).

A avaliacdo da farmacocinética de farmaco na pele através da
aplicacdo de formulagdes pode ser avaliada pela biodisponibilidade do
farmaco da formulacdo aplicada, o que, por sua vez, resulta no
tratamento eficaz de doencas dermatoldgicas. No entanto, a defini¢do de
biodisponibilidade para fa&rmacos de atuagdo sistémica ndo poderia ser
estendida aos medicamentos topicos uma vez que nenhuma correlagdo
existe entre a disponibilidade de farmacos e a pele e com os niveis
sanguineos resultantes uma vez que o foco seria a acao local por isso
valores permanecem tedricos devido a tamanha dificuldade de
quantificacdo (HERKENNE et al., 2008 NAIR et al., 2013; ALKILANI;
MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015).

Apesar de possuir uma ampla utilizacdo para a aplicacdo de
produtos cosméticos e medicamentos, a pele constitui uma das barreiras
biolégicas mais efetivas contra a penetracdo de substancias. Em
condi¢des normais, a permeacao de substancias através da pele & muito
dificil, e depende ndo apenas das propriedades fisico-quimicas do
farmaco, mas também das caracteristicas do veiculo e do estado da pele
(CHORILLI et al., 2007; WILLIAMS, 2013).

Ainda, a concentragdo do farmaco, area de aplicagdo, afinidade
do farmaco com a pele, grau de hidratacéo cutanea, tempo e intensidade
de massagem, idade do paciente e tempo de permanéncia do
medicamento sobre a pele sdo fatores que tém mostrado afetar a
permeacdo de farmacos (HADGRAFT, 2004; HADGRAFT; LANE,
2005; SOARES et al., 2015).

A permeacdo de farmacos através da pele ocorre
predominantemente por difusdo passiva através de diferentes vias: a via
transepidermal, a qual é subdividida em transcelular (através das células
e dos lipidios que embebem as células) e intercelular (unicamente por
entre as células), e a via transpedicular. Nesta Gltima, o fArmaco penetra
na pele através dos foliculos pilosos e das glandulas sebaceas e
sudoriparas (EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008). Muitos
autores tém considerado que a passagem de substancias por entre as
células constitui a via predominante de permeacéo cutanea. Entretanto, a
rota difusional é muito mais longa que a espessura do estrato corneo (20
pum), sendo estimada ser de 500 um. Importante a considerar é que o
espaco intercelular contém lipideos organizados na forma de lamelas e
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que a molécula de difunde através de varios dominios lipofilicos e
hidrofilicos, antes de alcancar a epiderme viavel (HADGRAFT, 2004).

Por outro lado, mais recentemente, os foliculos pilosos tém sido
cada vez mais reconhecidos como um importante caminho para a
penetracdo percutdnea. A penetracdo transfolicular desempenha um
papel importante nas vias de penetracdo da pele e na cinética das
moléculas aplicadas topicamente. Entretanto, a relevancia dos foliculos
pilosos nestes processos parece depender da sua densidade em diferentes
locais do corpo. Deste modo, o foliculo pode servir ndo s6 como um
reservatdrio, mas também como uma porta de entrada para 0s compostos
aplicados topicamente (BLUME-PEYTAVI et al., 2010).

A figura 4 mostra o esquema das vias de penetragdo de farmacos.
Em 4 a observamos o desenho das camadas da pele associada as
macrorrotas da permeacdo cutdnea, sendo (1) por via de ductos
sudoriparos. (2) pelo EC continuo e (3) por foliculos pilosos com suas
glandulas sebaceas associadas. Em 4 b, observamos a ampliacdo do
esquema observado em 4 a relativa apermegdo através do EC, onde séo
consideradas as microrotas da permeacdo. Observamos as macrorrotas
da peremeacdo de farmacos sendo por via dos ductos sudoriparos, pelo
EC continuo ou por foliculos pilosos comas suas glandulas sebaceas
associadas (BARRY, 2005).

Nas figuras 4 a e b foi esquematiza a permeacdo de farmacos a
qual ocorre através da pele predominantemente por difusdo passiva
através de diferentes vias: a via transepidermal, a qual é subdividida em
transcelular (através das células e dos lipidios que embebem as células)
e intercelular (unicamente por entre as células), e a via transpedicular.
Nesta Gltima, o fArmaco penetra na pele através dos foliculos pilosos e
das glandulas sebaceas e sudoriparas (EL MAGHRABY; BARRY;
WILLIAMS, 2008). Muitos autores t¢ém considerado que a passagem de
substancias por entre as células constitui a via predominante de
permeacdo cutanea. Entretanto, a rota difusional é muito mais longa que
a espessura do estrato corneo (20 um), sendo estimada ser de 500 um.
Importante a considerar é que o espaco intercelular contém lipideos
organizados na forma de lamelas e que a molécula de difunde através de
varios dominios lipofilicos e hidrofilicos, antes de alcancar a epiderme
vidvel (HADGRAFT, 2004).

Por outro lado, mais recentemente, os foliculos pilosos tém sido
cada vez mais reconhecidos como um importante caminho para a
penetracdo percutdnea. A penetracdo transfolicular desempenha um
papel importante nas vias de penetracdo da pele e na cinética das
moléculas aplicadas topicamente. Entretanto, a relevancia dos foliculos
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pilosos nestes processos parece depender da sua densidade em diferentes
locais do corpo. Deste modo, o foliculo pode servir ndo s6 como um
reservatdrio, mas também como uma porta de entrada para 0os compostos
aplicados topicamente (BLUME-PEYTAVI et al., 2010).

Figura 4 Representacdo das vias de permeagdo do farmaco através da pele. (a)
macrorrotas: (1) por via de ductos sudoriparos; (2) pelo estrato cdrneo ou (3)
foliculo piloso. (b) representagdo das microrotas de permeacéo.
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Produtos dermatoldgicos incluem uma ampla variedade de
preparacdes, as quais sao destinadas a exercer um efeito local na pele
apos a sua aplicacdo. O objetivo é 0 de maximizar a concentracdo de
farmaco no local de acdo, com minima absorcdo sistémica, muito
embora a biodisponibilidade sistémica ndo reflita adequadamente a
biodisponibilidade cuténea local. Além disso, as doses topicas tendem a
ser minimas (tipicamente 2-5 mg de produto/m?), fazendo com que as
concentracGes do farmaco no sangue ou urina ndo sejam detectaveis
pelo uso das técnicas convencionais de doseamento (HERKENNE et al.,
2008; NAIR et al., 2013).

A avaliacdo da cinética da pele das formulagdes tdpicas é
susceptivel de proporcionar a biodisponibilidade do farmaco da
formulag&o aplicada, o que, por sua vez, resulta no tratamento eficaz de
doencas dermatoldgicas. No entanto, a defini¢cdo de biodisponibilidade
para farmacos de atuacdo sisttmica ndo poderia ser estendida aos
medicamentos topicos uma vez que nenhuma correlagdo existe entre a
disponibilidade de farmacos e a pele e com 0s niveis sanguineos
resultantes uma vez que o foco seria a acdo local por isso valores
permanecem tedricos devido a tamanha dificuldade de quantificacdo
(HERKENNE et al., 2008 NAIR et al, 2013; ALKILANI,
MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015).

Apesar de possuir uma ampla utilizacdo para a aplicagdo de
produtos cosméticos e medicamentos, a pele constitui uma das barreiras
bioldégicas mais efetivas contra a penetracdo de substancias. Em
condi¢Bes normais, a permeacao de substancias através da pele é muito
dificil, e depende ndo apenas das propriedades fisico-quimicas do
farmaco como tamanho molecular e coeficiente de particdo, mas
também das caracteristicas do veiculo e do estado da pele. Ainda, a
concentracao do farmaco, area de aplicacéo, afinidade do farmaco com a
pele, grau de hidratagdo cutdnea, tempo e intensidade de massagem,
idade do paciente e tempo de permanéncia do medicamento sobre a pele
sdo fatores que tém mostrado afetar a permeacdo de farmacos
(HADGRAFT, 2004; HADGRAFT; LANE, 2005; SOARES et al.,
2015).

Com o reconhecimento de que 0s processos de transporte na pele
podem ser descritos pela primeira lei de Fick, Higuchi em 1960 derivou
modelos matematicos que descrevem a permeacdo farmacos como um
processo de difusdo passiva a partir do veiculo até as diferentes camadas
da pele (MITRAGOTRI et al., 2011) Considerando que na difusdo as
moléculas sdo movidas por movimento aleatério de uma regido para
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outra, na direcdo da concentracdo decrescente, o transporte pode ser
descrito pela equacéo 1.
dm D Xk X AC

- dt h Equacéo (1)

em que J € o fluxo por unidade de area no estado estacionario, m
¢ a massa, t o tempo, D é o coeficiente de difusdo através da pele, k é 0
coeficiente de particdo do fArmaco, AC ¢ o gradiente de concentracao do
farmaco entre o veiculo e a pele e h é o comprimento da rota difusional
do fa&rmaco através da pele.

Em circunstancias normais, a quantidade de farmaco aplicada na
pele é muito maior que a permeada. Assim, a equacdo 1 pode ser
simplificada para a seguinte equacao

] = Ky xCy Equagdo (2)

em que Kp é o coeficiente de permeabilidade (= kD/h; cm.h-1) e
CO é a concentragdo do farmaco aplicada na pele.

O coeficiente de permeabilidade pode ainda ser estimado pela
equacdo empirica descrita por POTTS e GUY (1992):

Log K, = —2,7 + 0,71 x log K, — 0.006 x PM Equagéo (3)

O valor de fluxo pode ser obtido por meio da construcdo de um
grafico de massa de difusante acumulada que passa por unidade de area
através da pele versus tempo (figura 5). Em tempos maiores, o grafico se
aproxima de uma linha reta, correspondente ao estado estacionario. A
inclinacdo da reta fornece o valor de fluxo (J) e a sua extrapolacdo até o
eixo x fornece o tempo de laténcia (lag time) (L) (WILLIAMS, 2013).

Uma analise simples das equa¢fes mostradas acima indica que as
propriedades fisico-quimicas importantes para a penetracdo de farmacos
através da pele sdo o coeficiente de particdo, coeficiente de difusdo e
solubilidade. Moléculas grandes tendem a se difundir lentamente,
conforme indicado pelo termo PM na equagdo 3 (HADGRAFT; LANE,
2009)



59

Figura 5- Gréfico representativo da quantidade de difusante por unidade de area
(M) que passa através da pele por unidade de tempo.
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Moléculas com boa solubilidade em 6leo e 4gua apresentam boa
permeabilidade. Estas moléculas tendem a ser compostos com baixo
ponto de fusdo. As equacdes 2 e 3 indicam que um alto coeficiente de
particdo fornece um alto fluxo, no entanto, valores altos de K sdo
caracteristicos de moléculas que apresentam baixa solubilidade aquosa.
Em geral, moléculas com um log K entre 1-3 apresentam um bom
comportamento de particgdo para difusio (HADGRAFT, 2004;
MITRAGOTRI et al., 2011).

Igualmente, considerando estas equacdes, trés diferentes
estratégias podem ser utilizadas para aumentar a penetracdo de farmacos
na pele: o aumento do coeficiente de difusdo do composto (D), o
aumento da solubilidade do composto na membrana (pele) e aumento da
razdo entre a concentracdo do farmaco no veiculo e na pele. Esta Gltima
estratégia é a alternativa mais simples, e consiste na supersaturacdo do
veiculo com o farmaco, de modo a aumentar sua atividade
termodindmica. As duas primeiras estratégias baseiam-se num efeito do
veiculo sobre o EC, resultando na alteracdo da funcdo barreira desta
camada ou aumento da partilha do composto para com a pele (MOSER
et al., 2001).
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1.4.4 Estudos de permeacao cutanea

A avaliacdo da permeacdo percutdnea é fundamental para o
desenvolvimento bem-sucedido de novas formulagdes destinadas ao uso
humano. E também uma importante medida de controle de qualidade
para garantir a uniformidade do lote a lote na inddstria farmacéutica.

Nesse contexto, o uso de células de difusdo evoluiu para uma
metodologia de pesquisa importante para avaliar a permeabilidade de
farmacos através da pele, fornecendo informagfes fundamentais sobre
as relagdes entre pele, fArmacos e formulagdo. O modelo de células de
difusdo tipo Franz, também chamado de modelo estatico, representa
uma opcdo de ampla aplicabilidade para estudos de penetracdo e
permeagio (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008; NG et al., 2010a).

Em principio, as experiéncias de difusdo in vitro s&o
relativamente simples, e empregam uma célula de difusdo constituida de
duas camaras separadas por uma membrana podendo ser sintética ou
biolégica (Figura 6). Formulagbes podem ser aplicadas no
compartimento doador e amostras sdo retiradas do compartimento
receptor em intervalos de tempo pré-determinados. O meio receptor
permanece sob agitacdo e aquecimento (37 °C) constantes durante o
experimento, e 0 meio é reposto imediatamente ap6s a coleta para
manutencdo das condicGes experimentais. Posteriormente 0 meio
coletado é analisado por CLAE (WILLIAMS, 2013).

Os modelos mais utilizados para realizar estudos de permeacéo
da pele sdo pele humana ou animal. Apesar da pele humana excisada ser
considerada o modelo mais apropriado para experimentos de permeacgéo
e penetracdo in vitro, algumas desvantagens levam a usar outros
modelos. As principais desvantagens incluem falta de conveniéncia,
obtencdo dificil e baixo nivel de padronizacdo, devido a variabilidade
relacionada ao género, raca, idade e local anatémico do doador (ABD et
al., 2016; PRACA et al., 2018).

O uso de pele de orelha porcina, pele de ratos e cobra foram
extensamente estudadas como membrana modelo animal para substituir
a pele humana. A pele porcina (porco) é histologicamente similar a pele
humana com uma espessura de EC comparavel de 21-26 pm. Além
disso, a densidade média do foliculo capilar na pele da orelha porcina é
de 20/cm? em comparagdo com 14-32/cm? da pele da cabeca humana.
Além de ser semelhante a pele humana, a pele da orelha porcina também
é de facil obtencdo e tem sido amplamente utilizada em estudos de
permeacdo (ABD et al., 2016; PRACA et al., 2018).
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Figura 6 - Esquema de uma célula de fluxo estatico tipo Franz
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Fonte: Adaptado http://permegear.com/franz-cells/ (2017)

Assim, esta membrana foi aprovada pelo Guia da OECD que
orienta para os estudos de permeacao cutanea (OECD, 2010).

Idealmente, apds aplicacdo da amostra sobre a pele, uma
estimativa da concentracdo maxima alcangada da substancia teste no
fluido receptor deve ser feita. Dados fisico-quimicos ou resultados
experimentais devem ser usados para mostrar que a solubilidade no
fluido receptor é cerca de 10 vezes essa concentracdo. Desta maneira,
uma solucdo salina pode ser um fluido receptor apropriado para
determinar a absor¢do percutdnea de compostos hidrofilicos, mas é
improvavel que seja apropriado para estudos utilizando compostos
lipofilicos (OECD, 2010; WILLIAMS, 2013). Por outro lado, 0 meio
receptor ndo deve afetar a integridade da barreira da pele, de modo que o
uso de solventes tais como o etanol em altas concentracfes deve ser
evitado, uma vez que também poderia levar a difusdo em sentido oposto
ou ainda alterar a particdo na pele e / ou afetar a liberacdo do farmaco na
solucdo receptora.

Alternativamente, a adicdo de um surfactante ao meio receptor
pode ser utilizada como estratégia para aumentar a solubilidade do
farmaco, porém sua selecdo de ser feita com cuidado, uma vez que este
pode prejudicar a integridade da barreira do estrato corneo. O efeito da
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baixa solubilidade do farmaco sobre a permeacdo também pode ser
minimizado pelo uso de amostragem frequente, com subsequente
substituicdo com o novo fluido receptor, ou com uso de um sistema de
fluxo continuo (OECD, 2010).

E importante a agitacdo no compartimento receptor para garantir
a homogeneidade também e remover moléculas de farmacos presentes
diretamente sob a membrana (WILLIAMS, 2013). A difusdo também
depende da temperatura, assim, estudos de permeacdo devem ser
conduzidos sob temperatura controlada. Tipicamente, é preciso manter a
temperatura da superficie da pele em torno de 32 °C, e por isso 0 uso de
banho de agua a 37 °C tem sido concebido para este estudo (NG et al.,
2010b; WILLIAMS, 2013).

Técnicas complementares podem ser realizadas para a
quantificacdo das substancias ativas na pele como, por exemplo, o tape-
stripping, que consiste na extracdo da substdncia retida na camada
cornea com o uso de fitas adesivas. Esta técnica tem sido amplamente
utilizada pela sua simplicidade e eficiéncia na avaliacéo da qualidade e
eficacia das formulagGes cosméticas e dermatoldgicas. As tiras de fita
contendo a substancia retida nesta camada da pele sdo submetidas a
analise por métodos analiticos validados. No entanto, alguns parametros
podem influenciar a quantidade de farmaco e estrato cérneo removidos
pela fita adesiva. Estes parametros incluem fatores intrinsecos, como
hidratacdo da pele, grau de coesdo entre as células, regido anatbmica e
diferencas interindividuais; e fatores extrinsecos, os quais abrangem a
pressdo na qual a fita é aplicada na pele, a duracdo da pressdo e o
processo de remocdo da fita (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008;
LADEMANN et al., 2009).

A determinacdo da quantidade retida da substancia em questdo na
epiderme viavel e derme também pode ser realizada. Neste caso
procede-se a homogeneizacdo dos tecidos em um solvente apropriado,
seguida da sua quantificacdo por métodos analiticos (ESCOBAR-
CHAVEZ et al., 2008; LADEMANN et al., 2009)

1.4.5 Estratégias para o aumento da permeacéo cutanea

Considerando que o estrato corneo é a principal barreira a
passagem de farmacos quando estes sdo aplicados topicamente, varias
estratégias tem sido testadas com o intuito de aumentar a permeacéo
cutanea dos mesmos. Neste caso, promotores fisicos e quimicos pode
ser utilizados, pois interagem continuamente com a pele para promover
o fluxo do farmaco. Todavia, a inclusdo ou utilizacdo destes nas
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formulagdes ainda é limitada e os mecanismos bésicos de acdo dos
mesmos ndo estdo totalmente esclarecidos (CHORILLI et al., 2007;
ALVES, 2015) . Dentre 0s compostos que promovem a permeagado estao
a  2-pirrolidona, N-metil  pirrolidona,  N-metilformamida e
propilenoglicol, azona e dimetilsulféxido (CHEN et al., 2014).

Outros métodos para aumentar a liberacdo de farmacos na pele
baseiam-se na modificacéo fisico-quimica de fArmacos em prd-farmacos
gue permeiem a pele com facilidade, o uso de tensoativos, lipossomas e
pares ibnicos, ou, mais recentemente, métodos elétricos, tais como a
eletroporacgdo e iontoforese, a aplica¢do de ultrasom (a sonoforese) (DA
SILVA et al., 2010; MARTINS; VEIGA, 2002).

Recentemente, 0 uso de nanocarreadores lipidicos tem emergido
como uma estratégia promissora para a liberacdo de farmacos na pele.
Tais sistemas sdo constituidos de lipidios sélidos ou liquidos a
temperatura ambiente, ou por misturas dos mesmos, em diferentes
proporgOes. Estruturalmente, os nanocarreadores lipidicos assemelham-
se as emulsBes 6leo em &gua, mas apresentando uma fase interna de
tamanho reduzido e consisténcia sélida ou liquida (CHIME;
KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; SOLANS; GARCIA-CELMA,
2017). Entre eles, as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e as
nanoemulsdes (NE) sdo suspensdes coloidais opalescentes, constituidas
de lipideos solidos e liquidos a temperatura ambiente, respectivamente.

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), por sua vez,
foram convencionalmente designados como sendo aqueles obtidos a
partir de misturas de lipidios solidos e liquidos (PINTO REIS et al.,
2006; SOPPIMATH et al., 2001). Considerando que este trabalho
aborda o uso de nanoemulsGes como veiculo para administracéo topica
da FFPM, uma revisdo sobre este tipo de nanocarreador serd descrita em
um item a parte.

1.5 NANOEMULSOES

As nanoemulsdes sdo definidas como uma dispersdo coloidal
termodinamicamente instavel, consistindo de dois liquidos imisciveis
entre si, em que o tamanho médio das gotas da fase interna varia entre
100 e 500 nm. Dependendo da natureza da fase interna e externa, as
nanoemulsdes podem ser classificadas em 6leo em agua (o/a) ou agua
em Oleo (a/o). Apresentam tendéncia a separacdo de fases ao longo do
tempo, devido a uma variedade de mecanismos de desestabilizagéo,
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como a cremagem (separacdo pela acdo da gravidade), coalescéncia,
floculagdo e a maturacdo de Ostwald (LOVELYN, 2011).

Embora as nanoemulsdes estejam sujeitas a dindmica da
coalescéncia, a translocagdo induzida pela gravidade, temperatura,
viscosidade ou, por vezes, pelo movimento Browniano (quando as
moléculas se atraem com propensao a se colidir) em tais condi¢des estas
goticulas colidem e formam fldculos soltos. Estes floculos podem se
redispersar imediatamente quando agitados, mas se deixados em contato
prolongado, resultam na coalescéncia de goticulas mais pequenas para
formar goticulas mais grossas. A separacao de fase na formulacéo quase
sempre procede via coalescéncia e, consequentemente, precisa ser
verificada para garantir a estabilidade a longo prazo das nanoemulstes
(SINGH et al., 2017).

Por isso, a carga de superficie, tamanho reduzido da goticula
confere estabilidade contra a sedimentacdo, floculagdo e coalescéncia
por isso tais fatores ajudam a resistir ao processo de formagdo de
cremagem porque o movimento Browniano das goticulas superam a
forca de gravidade (RAI et al., 2018).

A adicdo de estabilizantes e de outros adjuvantes podem exercer
importantes efeitos sobre as propriedades fisicas e estabilidade das
nanoemulsdes, visto que interagdes moleculares fortemente influenciam
a estrutura e o comportamento reoldgico do sistema disperso
(LOVELYN, 2011; MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL;
HERRERA, 2017).

As nanoemulsdes sdo capazes de aumentar a solubilidade,
velocidade de dissolugdo e biodisponibilidade de farmacos. Além disso,
podem permitir liberacdo prolongada e o transporte de farmacos por
diferentes vias de administracdo (DAMASCENO et al.,, 2011,
BONIFACIO et al., 2013). Nanoemulsdes tém sido formuladas para
uma ampla variedade de aplicacfes topicas e transdérmicas, tanto como
produtos cosméticos, como na liberacdo de farmacos e genes. Sédo
geralmente vantajosas devido a baixa irritacdo da pele, a elevada
capacidade de carga do farmaco e ao potencial para hidratacdo da pele e
aumento da permeacao percutanea (TAMADDON et al., 2011).

1.5.1 Preparacdo e caracterizagdo das nanoemulsdes

Os métodos de preparacédo das nanoemulsdes podem ser divididos
em métodos de alta e de baixa energia. Os métodos que aplicam alta
energia incluem a homogeneizacdo a alta pressdo, homogeneizagédo
ultrasénica e microfluidizacdo, os quais demandam equipamentos
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especificos. Os métodos de emulsificacdo de baixa energia fazem uso
das propriedades fisico-quimicas do sistema e se baseiam na alteracdo
espontdnea da curvatura do surfactante para obtencdo de goticulas.
Dentre este tipo de métodos se destacam o método de emulsificacdo
espontanea e da temperatura de inversao de fases (PIT, do inglés phase
inversion temperature) (LOVELYN, 2011; TASCH HOLKEM et al.,
2015).

A emulsificacdo espontanea constitui uma excelente alternativa
para a obtencdo das nanoemulsGes devido a simplicidade dos
procedimentos realizados e o fato de dispensar 0 uso de equipamentos
sofisticados (BOUCHEMAL et al., 2004). Este método baseia-se na
adicdo de uma solugdo contendo o dleo de um solvente orgéanico
miscivel na &gua em uma fase aquosa contendo um surfactante. A rapida
difusdo do solvente orgénico na fase aquosa gera uma turbuléncia
interfacial chamada efeito Maragoni, que leva & reducdo da tensdo
interfacial e formagdo de goticulas de tamanho nanométrico
(BOUCHEMAL et al., 2004). Em seguida, o solvente organico €
removido por evaporagdo sob pressdo reduzida e a dispersdo coloidal
resultante é concentrada até volume desejado (TASCH HOLKEM et al.,
2015).

Na caracterizacdo das nanoemulsGes, as propriedades fisico-
quimicas como diametro de goticula, potencial zeta, pela técnica de
espalhamento de luz dindminca (DLS), além da determinacdo de pH e
viscosidade sdo avaliadas. Fatores como a composicdo quali- e
quantitativa das formulagGes, técnica de preparacdo e incorporagdo de
farmacos afetam consideravelmente estas propriedades. O tamanho
reduzido das particulas formadas neste sistema tem inimeras vantagens
comparadas a sistemas convencionais de liberagdo, como maior
estabilidade frente & agregacéo e a separacdo gravitacional (DONSI et
al., 2011; MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA,
2017) . Por outro lado, uma elevada carga superficial, a qual é expressa
pelo potencial zeta, conferira estabilidade fisica ao sistema, uma vez que
forcas repulsivas entre as goticulas impedirdo a agregacdo. Seu valor
reflete a composicdo da interface da gota, como a presenca de
tensoativos ou de outras moléculas com carga (CHIME;
KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; SOLANS; GARCIA-CELMA,
2017).

Tamanho e potencial zeta geralmente sdo determinados por
espectroscopia de correlacdo fotdnica e anemometria laser-doppler,
respectivamente, sdo utilizados para mensurar a carga da superficie e
estabilidade das dispersfes coloidais. Técnicas de microscopia
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eletrdnica também sdo empregadas para avaliar a morfologia do sistema
e corroborar com as medidas de tamanho de goticula. O pH final dos
sistemas nanoemulsionados deve levar em consideracdo aspectos de
solubilidade e estabilidade do farmaco e a via de administracdo. Para
administragdo cutdnea, o pH das formulagBes deve ser neutro &
levemente &cido (ALVES et al., 2007).

1.5.2 Aplicacéo tdpica cutdnea das nanoemulsdes

As nanoemulsBes tém sido estudadas como veiculos para
liberacdo de substancias ativas na pele em produtos cosméticos e
farmacéuticos. Neste aspecto, as nanoemulsdes apresentam varias
vantagens, como a capacidade de solubilizar farmacos hidrofilicos e
hidrofobicos e possibilitar uma aplicagdo uniforme, devido ao seu
tamanho nanométrico e elevada area superficial, além da capacidade de
prolongar o tempo de permanéncia do farmaco na pele. As
nanoemulsdes também conduzem ao aumento da hidratacdo e da
permeacdo cutdnea de compostos ativos, resultando no aumento da
biodisponibilidade de farmacos aplicados topicamente (SONNEVILLE-
AUBRUN; SIMONNET; L’ALLORET, 2004, SHAH; BHALODIA;
SHELAT, 2010).

Varios mecanismos tém sido descritos para explicar o aumento da
penetracdo cutdnea apds a administracdo tdpica de nanocarreadores
lipidicos. A aplicagdo de cremes ou géis contendo dispersfes de
nanocarreadores lipidicos na pele induz a mudangas estruturais das
particulas. Apds a evaporacao da agua, a matriz lipidica torna-se mais
ordenada, provocando a expulsdo do farmaco encapsulado e a formacao
de uma solugdo supersaturada do mesmo sobre a pele, aumentando
assim a absor¢do (ALVES et al., 2007). O tamanho reduzido das
particulas também permite o estreito contato com as junc@es superficiais
dos queratindcitos, favorecendo o acimulo das mesmas e sustentacdo da
liberacdo do agente ativo (CEVC, 2004; SANNA et al., 2007). Além
disso, o efeito oclusivo proporcionado pelo filme lipidico hidrata a
camada de queratina e favorece a absorcdo (ALVES et al., 2007;
WISSING; MULLER, 2003).

O pequeno raio de gotas de nanoemulsdo também implica que a
difusio do farmaco no 6leo pode ser bastante rapida.
Consequentemente, as nanoemulsdes sdo por vezes fixadas num veiculo
estruturado tal como organogel para proporcionar uma via tortuosa
retardando a liberacédo do farmaco (SINGH et al., 2017).
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Considerando os beneficios destes carreadores no mercado
mundial as nanoemulsdes ganham espaco nas areas cosméticas,
alimenticias, veterinaria e farmacéutica, por isso devido aos diversos
beneficios citados para estes veiculos associado a facil tecnologia de
obtengdo, trouxe grande relevancia para este trabalho no desafio do
desenvolvimento de um novo produto na presenca de flavonoides
amplamente utilizados, porém em uma nova via de administracao.
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2 MATERIAS E METODOS
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Matérias primas

As seguintes matérias primas foram utilizadas:

« Fracdo de flavonoides purificada e micronizada - FFPM (90:10) foi
doada pelo Laboratério Farmacéutico Elofar (Floriandpolis, Brasil) a
gual foi adquirida do fabricante Chengdu Hawk -China (teor de
Diosmina 85,88% e hesperidina 7,64%) lote 16320
 0s padr@es de trabalho de diosmina (94,18%) e hesperidina (93,20%)
foram doados pelo fabricante (Chengdu Hawk- China);
 Polissorbato 80 (Tween® 80) (Sigma-Aldrich, EUA);
«  Oleo de ricino, dleo de algodo (Sigma-Aldrich, EUA);
«  Oleo de amendoim (Sigma-ALdrich, EUA);
«  Oleo de oliva (Sigma-Aldrich, EUA);
« Triglicerideos de &cido céprico/caprilico (Pharmanostra, Rio de
Janeiro, Brasil);
« Triglicerideos de &cido caprico/caprilico (Pharmanostra, Rio de
Janeiro, Brasil);
» Lecitina de Soja, 100% de fosfatidilcolina (Lipoid S100, Lipoid
GmbH, Alemanha);
« Oleo de améndoas foi doado pelo Laboratério Farmacéutico Elofar
(Dlstr|0|l Brasil);

Oleo de semente de uva e dleo de girassol (Essentia Pharma);
 Cloreto de benzalconio (FEF CHEMICALS, Dinamarca);
« Polietilenoglicol 5-ceteareth 20 (Procetyl AWS, Croda, EUA);
» Poloxamero 188 (Basf, EUA),
» Co-Polimero de acido sulfénico Acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona neutralizado (Aristoflex AVC® - Pharma Nostra,
Clariant, Brasil).

3.1.2 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram:
» Metanol grau HPLC (ApliChem GmbH, Alemanha);
« Dimetilsulféxido grau HPLC (DMSO) (Sharlab S.L, Espanha);
» Acetonitrila grau HPLC (JT Baker, EUA);
» Trietilamina (JT Baker, EUA);
« Acido fosforico (JT Baker, EUA);
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» Polietilenoglicol 400 (Oxiteno, Brasil);

Etanol 96 °GL (Dinamica, Brasil);

Sulfato de tetrabutilamdnio P.A (Vetec, Brasil);
Fosfato de s6dio monobasico (Dindmica, Brasil);
fosfato de potassio monobésico (Dindmica, Brasil);
Hhidroxido de sédio (Merck, EUA);

Lauril sulfato de sddio (Stepan, Brasil);

3.1.3 Equipamentos

o Agitador magnético multistirrer 15 (Velp Scientifica, Italia);

« Analisador de tamanho de particula e potencial zeta Zetasizer Nano
(Malvern Instruments, Reino Unido);

+ Balanca analitica Adventurer (Ohaus, Brasil);

« Balanga analitica AUW?220D (Shimadzu, Jap&o);

« Banho de ultrassom Ultra Clear (Unique-Brasil);

« Banho para células de Franz (Dist, Brasil);

 Calorimetro exploratério diferencial DSC-60 (Shimadzu, Japao);

« Centrifuga Sislab/Basic (Sislab Tecnologia Laboratorial Ltda, Sdo
Paulo);

« Cromatografo gasoso GC 2010, equipado com gas hélio como
carreador de arraste e detector FID (lonizagdo de chama) (Shimadzu,
Japéo).

« Cromatografo liquido de alta eficiéncia equipado com bomba
quaternaria, detector UV com DAD (Agilent Modelo 1260, EUA);

« Difratdmetro Bruker D2 Phaser (Bruker, Alemanha);

« Espectrofotdmetro FTIR (PerkinElmer, EUA);

« Evaporador rotatério R-300 (Biichi, Suica);

« Incubadora shaker 1830 (Nova Técnica, Brasil);

« Microscopio Jeol JEM 1011 (Toéquio, Japdo)

» pHmetro digital PG 1800 (Geaka, Brasil);

» Termobalan¢a TGA-50 (Shimadzu, Japdo);

« Ultracentrifuga Optma MAX-XP (Beckman Coulter, EUA).

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Caracterizacdo quimica e fisico quimica da FFPM

3.2.1.1 Espectroscopia de absorcdo no infravermelho
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Espectros de absor¢do no infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) foram obtidos em um espectrofotdmetro PerkinElmer
FT-IR (PerkinElmer Inc., EUA) em uma faixa de comprimento de onda
de 600 cm™ a 4000 cm™. amostras de diosmina e hesperidina padrdes de
trabalho e da FFPM foram analisadas diretamente no equipamento.

3.2.1.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento Shimadzu
DSC-60 (Kyoto, Japdo), previamente -calibrado, utilizando indio
(temperatura de fusdo de 156,6 °C) e zinco (temperatura de fusdo de
419,5 °C) como padrdes. Cerca de 2 mg de cada uma das amostras
foram pesadas em cépsulas de aluminio, as quais foram em seguida
lacradas e analisadas usando as seguintes condigdes: atmosfera dindmica
de nitrogénio com vazdo de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 10
°C/min a partir da temperatura ambiente até 350 °C. Amostras de
diosmina e hesperidina (padrdes de trabalho) e da FFPM foram
analisadas e as temperaturas de fusdo foram obtidas a partir das curvas
termoanaliticas, e a entalpia de fusdo a partir da area do pico de fuséo
correspondente.

3.2.1.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

As amostras de diosmina e hesperidina (padrdes de trabalho) e da
FFPM foram analisadas por termogravimetria utilizando termobalanca
Shimadzu TGA-60 (Kyoto, Japdo), previamente calibrada com padréo
de oxalato de calcio monoidratado. Cerca de 5 mg de cada uma das
amostras foram pesadas em cadinhos de platina e analisadas nas
seguintes condigdes: razdo de aquecimento de 10 °C/min, a partir da
temperatura ambiente até 450 °C e atmosfera oxidativa com vazéo de 50
mL /min.

3.2.1.4 Difracéo de raios x (DRX)

Amostras de diosmina e hesperidina (padrdo de trabalho) e da
FFPM foram analisadas. Utilizando a técnica de Espectros de difracédo
de raios-X utilizando um difratémetro Bruker D2 Phaser (Alemanha),
usando radiagdo CuKa (L = 1.54060 A), com poténcia de 20 kV e
corrente de 10 mA. As amostras foram analisadas a 22° C no intervalo
angular 26 entre 2° ¢ 50° com passo de 0,03° e tempo de medida de 1
segundo.
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3.2.1.5 Determinac&o do teor de diosmina e hesperidina na FFPM

Para determinacdo do teor de diosmina e hesperidina, 20 mg da
FFPM foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100,0
mL. Em seguida, 50 mL de DMSO foram adicionados e a mistura foi
levada ao banho de ultrassom por 5 min. O volume final foi entdo
completado com metanol. Uma aliquota de 5,0 mL desta solucdo foi
transferida para baldo volumétrico de 20,0 mL, de modo a obter
concentracOes tedricas de diosmina e hesperidina de 45 pg/mL e 5
pg/mL  respectivamente. As solugdes foram analisadas por CLAE,
conforme condigfes cromatograficas descritas em 2.2.10.1. As analises
foram realizadas em triplicata e os teores de diosmina e hesperidina
foram calculados a partir da equagdo da reta determinada a partir da
curva de calibracdo obtida para cada um dos farmacos.

3.2.2 Desenvolvimento da nanoemulsao contendo FFPM

3.2.2.1 Determinagéo da solubilidade da diosmina e hesperidina a partir
da FFPM em diferentes 6leos

Para a determinacdo da solubilidade da diosmina e hesperidina,
um excesso da FFPM foi adicionado individualmente a diferentes 6leos.
As misturas resultantes foram submetidas a agitagdo magnética
(Multistirrer 15, Velp Scientifica, Italia) por 24 horas em temperatura
ambiente. A solubilidade da diosmina e hesperidina nos dleos foi entdo
determinada no sobrenadante ap6s ultracentrifugacdo das amostras
(Optma, Beckmann, EUA) por 15 min a 30.000 rpm a 25°C ( PETROS;
DESIMONE, 2010; DONSI et al., 2011). Os 6leos foram diluidos em
solventes apropriados, filtrados em membrana filtrante de PVDF (0,45
um, Millipore, EUA) e analisados por CLAE, conforme descrito em
2.2.10.1. Os Oleos de ricino, améndoas, algoddo, semente de uva,
amendoim, oliva, girassol e TCM foram testados. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

3.2.2.2 Preparacao das nanoemuls@es contendo FFPM (NEpw)

As nanoemulsdes foram preparadas pela técnica de emulsificacdo
espontanea descrita por Bouchemal et al. (2004). Brevemente, o éleo de
ricino foi pesado diretamente em um célice de 25 mL. Em seguida, 1,0
mL de uma solucdo de Span 80 10 mg/mL ou 100 mg/mL em acetona
ou de lecitina de soja (Lipoid S100) 10 mg/mL em etanol foram
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adicionados ao célice. A esta fase organica ainda foi acrescentado 250
ML ou 500 pL de uma solucdo da FFPM 20,0 mg/mL em DMSO.
Quando necessario, para manter a FFPM sollvel na fase organica, 500
pL de DMSO foram adicionados ao célice. O volume final foi entdo
completado com acetona até 20 mL. A fase orgéanica foi adicionada a 40
mL de uma fase aquosa contendo Tween® 80 0,25% ou 0,5% (m/v). As
dispersbes coloidais foram formadas instantaneamente e em seguida,
submetidas & evaporagdo sob pressdo reduzida sob temperatura de 40°C
para eliminacdo do solvente e concentracdo até o volume de 10 mL.
Apds a evaporagdo, as nanoemulsdes foram filtradas em papel filtro
guantitativo 8 um e armazenadas em geladeira. Nanoemulsfes brancas
(NEg) (sem a FFPM) foram preparadas usando as mesmas condicdes.
Todas as formulagdes foram testadas em triplicata. A composigédo das
formulagdes testadas € apresentada na Tabela 02.
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Tabela 2- Composigdo das nanoemuls@es contendo FFPM (NEpy) preparadas pela técnica de emulsificagdo espontanea

Fase organica Fase aquosa
Oleo de Span 80 Lecitinade DMSO FFPMC Acetona Tween® Agua
ricino (uL) a soja® (mg)  (uL) (mg) gsp (mL) 804 purificada
(mg) (mg) gsp (mL)
F1 100 - 10 - 59 20 200 40
F2 250 - 10 - 59 20 200 40
F3 100 10 - - 59 20 200 40
F4 250 10 - - 59 20 200 40
F5 500 200 - 500 10 20 100 40
F6 750 300 - 500 10 20 100 40
F7 250 100 - 500 10 20 200 40
F8 500 200 - 500 10 20 200 40
F9 750 300 - 500 10 20 200 40
F10 250 10 - 500 10 20 100 40
F11 250 100 - 500 10 20 100 40
F12 500 100 - 500 10 20 100 40

4Quantidade obtida a partir da adicdo de uma solucéo de Span 80 10 mg/mL ou 100 mg/mL em acetona ;
bQuantidade obtida a partir da adigio de uma soluco de lecitinal0 mg/mL em etanol;

‘Quantidade obtida a partir da solu¢do da FFPM 23,6 mg/mL ou 20 mg/mL em DMSO;

dQuantidade obtida a partir de uma solugio de Tween® 80 a 0,25 % ou 0,5%

Fonte: a autora (2018)
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3.2.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das nanoemulsdes

As formulagdes obtidas apresentavam um aspecto branco leitoso,
homogéneo, caracteristico das dispersdes coloidais e seguiram para 0s
testes especificos conforme descrito abaixo.

3.2.3.1 Determinacéo do tamanho e potencial zeta

O diametro médio e potencial zeta das nanoemulsfes foram
determinados por espectroscopia de correlagdo fotdnica e anemometria
laser doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As medidas foram
realizadas a 25°C apds diluigdo apropriada das amostras em agua
destilada. Cada andlise de tamanho foi programada para leitura durante
120 s e foi obtida com um angulo de deteccdo de 173°. Para determinar
o0 potencial zeta, as amostras foram colocadas em célula eletroforética,
onde um potencial de £ 150 mV foi estabelecido. Os valores potenciais
foram calculados com a média dos valores da mobilidade eletroforética
utilizando a equacéo de Smoluchowski (SZE et al., 2003).

3.2.3.2 Determinacédo do pH

O pH das formulagdes foi determinado em um pHmetro (Geaka
PG 1800, Brasil) previamente calibrado com solugdes tampéo pH 4,0 e
7,0. Os resultados correspondem a média de trés determinagdes.

3.2.3.3 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das nanoemulsBes foi avaliada por microscopia
eletrbnica de transmissdo em microscépio Jeol JEM 1011 (Toquio,
Japdo) com voltagem de 100 kV sem diluicdo. As amostras foram
depositadas em grids de cobre revestidos com carbono e coradas com
solucdo aquosa de acido fosfotungistico 0,5% (m/V). As amostras foram
visualizadas em aumentos de até 80.000 vezes.

3.2.4 Desenvolvimento e validacdo do método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a terminacao
da concentracgéo de diosmina e hesperidina nas nanoemulsées

A validacdo do método analitico foi realizada com base nos
parametros de especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LD) e de
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quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo e robustez, conforme
recomendacOes dispostas na Resolugdo RE n° 899 de 29/5/2003
(BRASIL, 2003) e pelo International Conference on Harmonization
(ICH, 2005).

3.2.4.1 Condig6es cromatograficas

A concentracéo de diosmina e hesperidina nas nanoemulsdes foi
determinada em cromatégrafo liquido Agilent® modelo 1260 (Agilent
Technologie, Estados Unidos), com bomba quaternaria de fluxo, forno,
injetor automatico acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos
(DAD) e célula de fluxo de 60 mm. As analises foram realizadas em
modo de fase reversa, utilizando coluna Luna Phenomenex® C18 (150 x
4,6 mm e 50 um) e temperatura do forno de 35°C. O sistema foi
operado em modo isocratico, com fase mével conforme de 67% de
tampdo sulfato de tetrabulilamdnio 0,05 M, acrescido de 2 mL de
trietietilamina e corrigido para pH 3,5 com &cido fosférico, 5% de
acetonitrila e 28% de metanol, com fluxo de 1,0 mL/min. O volume de
injecdo foi 5 pL e os cromatogramas foram obtidos no comprimento de
onda de 280 nm. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando o
software Ezchrom (Agilent, Estados Unidos).

3.2.4.2 Especificidade

A especificidade do método analitico foi avaliada por meio da analise
das solugdes obtidas apds completa dissolugdo das nanoemulsGes
brancas em DMSO, segundo as condi¢Ges descritas em 2.2.10.1.

3.2.4.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construcao
de trés curvas de calibracdo em trés dias consecutivos. Para o preparo da
solucdo estoque, 20 mg de diosmina e hesperidina padrdo de trabalho
foram pesados isoladamente e transferidos para um baldo volumétrico
de 100,0 mL. Foram adicionados 50 mL de DMSO e submetidos ao
banho de ultrassom por 10 minutos. O volume final foi entdo
completado metanol, levando a obtencdo de uma solucdo de diosmina e
hesperidina, ambas na concentragdo de 0,20 mg/mL. Esta solucéo
estoque foi subsequentemente diluida com metanol para obtencdo de
solucdes padrbes de diosmina e hesperidina nas concentracdes de 2,0
pg/mL a 50,0 pg/mL. As solu¢des foram analisadas por CLAE e a
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média das areas dos picos obtidos para cada concentracao foi empregada
para a construcdo de curvas de calibracdo. A equacdo da reta e o
coeficiente de correlagdo foram obtidos pelo célculo da regressao linear
utilizando Software Excel®.

3.2.4.4 Limites de quantificacdo e deteccdo
Os limites de detecgdo e quantificacdo do método analitico foram

calculados a partir das curvas de calibracdo, usando as equagdes 4 e 5,
respectivamente

DPix 3.3 (Equagdo 4)
D=— =
Ic
DPix 10 5
LQ = - (Equagdo 5)

onde DPi ¢é o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC ¢é a
inclinacéo da reta.

3.2.4.5 Precisdo

A precisdo do método de CLAE foi avaliada por meio dos
ensaios de repetibilidade (intradia) e precisdo intermediaria (interdia). A
repetibilidade foi avaliada pela andlise de seis amostras obtidas ap6s
dissolucdo de 500 pL nanoemulsdo (F11) em DMSO, nas condicdes
descritas em 2.2.10.1. A precisao intermedidria foi avaliada por meio da
analise das seis amostras em trés dias diferentes. A precisao foi expressa
como a percentagem do desvio padrdo relativo (DPR, %) entre as
analises.

3.2.4.6 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada em 3 niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto) diferentes, na faixa de concentracédo
da curva de calibracdo. Para isto, 500 pL de uma nanoemulséo branca
(F11) foram transferidos para baldes volumétricos de 5 mL, aos quais
foram adicionadas solugdes padrdo de diosmina e hesperidina de modo a
obter concentrac@es finais para ambos flavonoides de 2,0, 10,0 e 50,0
pg/mL. O volume foi completado com DMSO e as solugdes foram
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filtradas em membrana PVDF (0,45 um, Millipore, EUA) e analisadas
por CLAE, conforme descrito em 2.2.10.1 As andlises foram realizadas
em triplicata e a exatiddo do método foi estimada pela recuperagio
percentual (R%) dos flavonoides nas solugdes, conforme a equagéo 6.

Concentraao média exper imental
R(%) =

»* 100 (Equacéo 6)

Concentragdo tedrica
3.2.4.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da analise da
concentracdo de diosmina e hesperidina na FFPM, ap6s pequenas
alteracdes das condi¢Ges cromatograficas, conforme mostrado na tabela
3. A robustez do método foi expressa como percentagem do desvio
padrdo relativo (DPR, %) entre as analises.

Tabela 3 Pardmetros avaliados para determinagdo da robustez da metodologia
analitica para a determinaco do teor de diosmina e hesperidina por CLAE

Pardmetro Nivel inferior Nivel superior
Fluxo (mL/mint) 0,9 1,1
Temperatura de forno 33,6 38,5

(°C)

Fonte: a autora (2018)

3.2.5 Determinacao do teor e eficiéncia de encapsulagdo da diosmina
e hesperidina nas emulsfes

A concentracdo de diosmina e hesperidina nas nanoemulsdes foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme
descrito em 2.2.10.1 (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008; LADEMANN
et al., 2009). Para as analises, uma aliquota de 500 pL de cada uma das
nanoemulsdes foi transferida para balGes volumétricos de 50 mL e o
volume completado com DMSO. As solugdes resultantes foram filtradas
em membrana de PVDF (0,45 pm, Milipore) e injetadas no
cromatégrafo. O teor de diosmina e hesperidina (ug/mL) nas
nanoemulsdes foi calculado pela média de trés determinagdes.

Para avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE,%), as
nanoemulsdes foram submetidas a ultracentrifugacdo a 30.000 rpm
(ultracentrifuga Beckmann) durante 30 minutos e a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e analisado por CLAE nas
condi¢Oes descritas em 2.2.10.1 A eficiéncia de encapsulacéo (EE,%) da
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diosmina e hesperidina nas nanoemulsfes foi estimada como sendo a
diferenca percentual entre a concentracdo total, obtida apds completa
dissolucdo das nanoemulsées em DMSO, e a concentragdo encontrada
no sobrenadante, conforme equacdo 7:

cT - s ;
EE %= ——— x 100 (Equagao 7)

em que CT corresponde & concentracdo total de farmaco e CS a
concentracao de farmaco encontrada no sobrenadante.

3.2.6 Determinacao do residual de DMSO na nanoemulsdo

O teor residual de DMSO na nanoemulséo foi determinado por
cromatografia gasosa de acordo com metodologia descrita na
Farmacopeia Americana (USP., 2017c) com adaptacBes. As analises
foram realizadas em cromatdgrafo gasoso (Shimadzu, Japéo), equipado
com detector de ionizagédo de chama (FID), em coluna RTX-1 (Resetek)
(30 m, 0,32 mm de didmetro interno e 5 um de filme de espessura).

Inicialmente o equipamento foi estabilizado a uma temperatura
de 100 °C por 15 minutos. A temperatura foi entdo aumentada em uma
taxa de 10 °C/min até 170 °C e mantida por 10 minutos. Géas Hélio foi
empregado como carreador a um fluxo constante de 1,7 mL/min. O
volume de injecdo foi 1 pL com split de 33:1. A quantidade de DMSO
nas amostras foi determinado pela comparacdo da darea do pico
correspondente de DMSO, com a area obtida ap6s injecdo de DMSO
padrdo, analisado nas mesmas condigdes.

3.2.7 Preparacdo dos hidrogeis
3.2.7.1 Hidrogel contendo nanoemulsdo da FFPM (NEHGpj)

Para a preparacdo do hidrogel contento a nanoemulséo de FFPM,
o0 Aristoflex AVC® (Pharma Special, Brasil), equivalente a 1,5% (m/m),
foi incorporado diretamente as dispersdes coloidais, com auxilio de um

gral e pistilo. O hidrogel foi acondicionado em bisnagas de aluminio
(Impacta, Brasil).

3.2.7.2 Hidrogel contendo a FFPM livre (HGp/n)
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Para a preparacdo dos hidrogeis contendo a fracdo livre, 20 mg da
FFPM foi pesada, transferida para um gral de porcelana e levigada com
2 mL de a4gua. Em seguida, 0,75 g Aristoflex AVC® (Pharma Special,
Brasil) foram adicionados ao gral e hidratados com quantidade
suficiente de agua purificada para obtencdo de 50 g de hidrogel. O
hidrogel obtido foi acondicionado em bisnagas de aluminio (Impacta,
Brasil).

3.2.7.3 Hidrogel contendo a FFPM livre e DMSO (HGpmipmso)

Para a preparacdo dos hidrogeis contendo a fragdo livre e DMSO,
20 mg da FFPM foi pesada, transferida para um gral de porcelana e
dissolvida com 5,0 mL de DMSO. Em seguida, 0,75 g Aristoflex AVC®
(Pharma Special, Brasil) foram adicionados ao gral e hidratados com
quantidade suficiente de &gua purificada para obtencdo de 50 g de
hidrogel. O hidrogel obtido foi acondicionado em bisnagas de aluminio
(Impacta, Brasil).

3.2.8 Estudo de permeacdo cuténea in vitro da diosmina e
hesperidina a partir da FFPM

3.2.8.1 Avaliacédo da solubilidade da diosmina e hesperidina a partir da
FFPM no meio receptor

A fim de selecionar 0 meio receptor para os estudos de
permeacdo cutanea, a solubilidade da diosmina e da hesperidina foi
avaliada pela adi¢cdo de um excesso da FFPM em 15 mL de diferentes
meios. As misturas obtidas foram mantidas sob agitacdo mecénica
(Incubadora shaker 1830, Nova Etica) por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, as misturas foram centrifugadas a 3000 rpm, o
sobrenadante foi coletado. As solugdes resultantes foram entéo filtradas
através de membranas de PVDF (0,45 pum, Millipore, EUA) e analisadas
por CLAE, conforme descrito em 2.2.10.1. A concentracdo de diosmina
e hesperidina nos diferentes meios foi determinada pela comparacao das
respectivas areas encontradas para as amostras com aquelas obtidas para
as solucdes de diosmina e hesperidina obtidas a partir da curva de
calibracdo. Os resultados foram expressos pela média de trés
determinacGes. No quadro 1 descrevemos a composicdo dos meios
testados para o estudo de permeac¢do cutanea.
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Quadro 1. Composicdo dos meios testados para a selecdo do meio
receptor para os estudos de permeacao cutanea.

Meio | Composicao

1 Tampao fosfato pH 7,4

2 Tampéo fosfato pH 7,4:etanol (80:20, v/v)

3 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400 (80:20, v/v)

4 Tampédo fosfato pH 7,4:PEG 400:etanol (40:40:20 v/v/v)

5 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo laurilsulfato de sodio 1,5%
(m/v)

6 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Poloxamer 188 1,0% (m/v)

7 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Poloxamer 188 3,0% (m/v)

8 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Poloxamer 188 6,0% (m/v)

9 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Triton x 100 1,5% (m/v)

10 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo Triton x 100 3,0% (m/v)

11 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo Triton x 100 6,0% (m/v)

12 Tampdo fosfato pH 7,4:etanol (50:50, v/v)

13 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo cloreto de benzalconio
0,18% (m/v)

14 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl AWS 1,5% (m/v)

15 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl AWS 3,0% (m/v)

16 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl AWS 6,0% (m/v)

17 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO (50:40:10, viviv)

18 Tampdo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO (55:40:5, viv/v)

19 Tampdo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO (58:40:2, viv/v)

20 Tampéo fosfato pH 7,4: PEG 400 (60:40, v/v)

21 Tampéo fosfato pH 7,4: DMSO (90:10, v/v)

22 Tampéo fosfato pH 7,4: DMSO (98:2, v/v)

Fonte: a autora (2018)

3.2.8.2 Estudos de permeacao

Os estudos de permeacédo cutanea da FFPM foram realizados em

modelo bicompartimental de célula de difuséo tipo Franz (FDA, 1997;
OECD, 2010) com area de interface de 2,44 cm? e volume interno de
aproximadamente 11,0 mL. Foi utilizada pele de orelha suina como
modelo de membrana, amplamente testadas em outros estudos e
aprovada por diversos guias (FDA, 1997; OECD, 2010). As orelhas de
porco foram obtidas de um abatedouro localizado em Anténio Carlos
(Santa Catarina, Brasil), no dia do abate dos animais. As orelhas obtidas
eram desprovidas de pélos e ndo apresentavam danos no tecido como
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cortes ou perfuracfes. As orelhas de porco foram lavadas com agua
corrente, secas com papel absorvente e congeladas individualmente a -
20 °C, até o inicio dos experimentos.

3.2.8.3 Preparacdo das membranas para 0s ensaios de permeacao

No dia do experimento, as orelhas inteiras foram descongeladas
lentamente em temperatura ambiente. Depois de descongeladas, as
orelhas foram lavadas com 4&gua purificada e secas com papel
absorvente. Com um bisturi, o dorso da pele da orelha foi destacado da
cartilagem e, com auxilio de uma pinga, foram removidos restos de
vasos sanguineos e gorduras excedentes, a fim de se obter uma melhor
homogeneidade na espessura da pele (em torno de 1 mm). Cortes
circulares da pele suina foram colocados na célula de Franz.

As peles foram utilizadas como interface entre o0 meio doador e o
meio receptor da célula de Franz, sendo que a face interna da pele ficou
voltada para o interior da célula. Depois de montadas as células, as peles
foram hidratadas com tampdo fosfato pH 7,4, overnight, sob
refrigeracéo (4 °C).

3.2.8.4 Cinética de permeacéo

No dia do experimento, as células de Franz foram retiradas do
refrigerador e o tampéo pH 7,4 foi removido do compartimento doador e
receptor. Para 0s experimentos, as seguintes quantidades foram
aplicadas no compartimento doador: (a) 250 pL de nanoemulsdo
contendo a FFPM (NEpm), contendo 97,25 pg de diosmina e 13,93 ug
de hesperidina, (b) cerca de 265 mg hidrogel contendo a nanoemulsao
de FFPM (NEHGpm) contendo 97,25 pg de diosmina e 13,93 ug de
hesperidina; (c) cerca de 265 mg de hidrogel contendo a FFPM livre
(HGpm) contendo 83,15 pg de diosmina e 12,45 g de hesperidina e (d)
hidrogel contendo a FFPM livre e 10% de DMSO contendo 85,90 ug de
diosmina e 13,20 pug de hesperidina; (HGp/Hipmso).

Diante dos resultados obtidos no estudo de solubilidade, com
diferentes meios receptores a condicdo sink ndo foi atingida para a
diosmina apenas para a hesperidina. Os resultados do estudo de
solubilidade encontram-se nas tabelas 12 e 13.

Uma solugdo de tampdo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO
(50:40:10, v/viv) foi selecionada como meio receptor. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética constante a 37° C + 1° C, por um
periodo de 8 horas. Apds o inicio da cinética de permeacdo cutanea,
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aliquotas de 1,0 mL do meio receptor foram coletadas em diferentes
intervalos de tempo: 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 horas, para posterior
andlise e quantificagdo da diosmina e hesperidina por CLAE, conforme
metodologia descrita no item 2.2.10.1. O volume retirado do meio
receptor foi imediatamente reposto. Os ensaios de permeacdo foram
conduzidos em sextuplicata. A figura 7 mostra o aparato empregado nos
ensaios de permeacao cutanea.

Figura 7- (a) Célula de difusdo de Franz contendo nanoemulséo; (b) banho
termostatizado para células de difusdo

(a) (b)

Fonte: a autsra (2018)

Apos analise das amostras por CLAE, graficos de quantidade de
diosmina e hesperidina permeada por area (ng.cm?) versus tempo (h)
foram construidos. Os parametros de permeacdo cutanea determinados
foram: fluxo (pg.cm?h?), tempo de laténcia (h) e quantidade total
permeada (pg). O fluxo de permeacio (Jss) (ug.cm?.h?) foi determinado
graficamente a partir da inclinagdo da porcao linear da curva, e o tempo
de laténcia (h) foi determinado como sendo o ponto em que a porgédo
reta da curva intersecta o eixo x. O coeficiente de permeabilidade (Kp)
foi calculado utilizando a equacéo 8.

Kp= f-“"?s (Equacéo 8)
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3.2.9 Estudos de retenc¢do cutanea da diosmina e hesperidina

A retencdo da diosmina e hesperidina nas diferentes camadas da
pele foi avaliada utilizando a técnica do tape-stripping (ESCOBAR-
CHAVEZ et al., 2008; LADEMANN et al., 2009). Ao término do
experimento de permeacao, as peles foram retiradas da célula de difuséo
e 0 excesso de formulacdo presente na pele foi delicadamente removido
com auxilio de um swab e estas foram, posteriormente, secas com papel
absorvente. As peles foram fixadas em uma superficie lisa com o estrato
cérneo (EC) voltado para cima e, em seguida, foram aplicadas 15 fitas
adesivas (Veltape - 48mm x 30m) sobre as mesmas, sendo a primeira
fita desprezada.

Em cada aplicacdo, um peso de 500 g foi utilizado para manter a
pele pressionada por 15 segundos para auxiliar na remogdo do EC, a
qual pbde ser visualizada pela auséncia de brilho na face exposta da
pele, no momento em que a epiderme viavel foi atingida. As fitas foram
transferidas para um tubo plastico de 10 mL onde foram adicionados 2
mL de DMSO e 3 mL de metanol para extragdo dos ativos diosmina e
hesperidina. Os tubos foram mantidos em banho de ultrassom por 60
minutos e posteriormente, as amostras foram filtradas em membranas de
PVDF (0,45 um, Millipore, EUA) e analisadas por CLAE.

Posteriormente a técnica de tape stripping, as peles foram
submersas em agua purificada a 60°C durante 60 segundos, e a epiderme
foi separada da derme com auxilio de bisturi. Os segmentos da derme
foram picotados, e ambas camadas epiderme e derme foram transferidas
para tubos plasticos os quais foram adicionados 2 mL de DMSO e 3 mL
de metanol, para extracdo da diosmina e hesperidina. As amostras foram
submetidas em um banho de ultrassom por 60 minutos, filtradas em
membranas de PVDF (0,45 pum, Millipore, EUA) e analisadas por
CLAE. As quantidades de diosmina e hesperidina retidas nas diferentes

camadas da pele foram expressas como pg.cm?.

3.2.10 Validacdo do método analitico de CLAE para determinacéo
da diosmina e hesperidina nos estudos de permeacdo e retencéo
cuténea

3.2.10.1 CondicGes cromatograficas
A determinacdo da diosmina e hesperidina nos estudos de

permeacdo e retencdo cutdnea foi realizada por CLAE nas mesmas
condicBes cromatograficas descritas em 2.2.10.1 com excecdo do
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volume de injecdo que foi de 20 uL. O método foi validado segundo
pardmetro de especificidade, linearidade, limites de detec¢do e
quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

3.2.10.2 Especificidade

Para avaliacdo da especificidade do método, a solucéo obtida
apos dissolucdo da nanoemulsdo branca no meio receptor (tampéo
fosfato 7,4:PEG 400:DMSO 50:40:10; v/v/v) e as solucBes obtidas apds
procedimento de tape-stripping para remocdo do estrato cérneo (EC), e
extracdo da epiderme e derme, na auséncia das formulacBes, foram
analisadas por CLAE conforme metodologia descrita em 2.2.10.1. Para
0 método ser considerado especifico nenhum dos componentes
presentes nas formulacdes e na pele deve eluir no tempo de retencdo do
farmaco.

3.2.10.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construgéo
de trés curvas de calibracéo em trés dias consecutivos. Para o preparo da
solucdo estoque, 2 mg de diosmina e hesperidina padrdo foram pesados
e transferidos para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Ao baldo foram
adicionados 50 mL de DMSO e este foi colocado em banho de
ultrassom por 10 minutos. O volume final foi entdo completado
metanol, levando a obtencéo de uma solucdo de diosmina e hesperidina,
ambas na concentracdo de 20 pg/mL. Esta solugdo estoque foi
subsequentemente diluida com receptor (tampdo fosfato 7,4:PEG
400:DMSO 50:40:10, v/v/v) para a obtencdo de solugdes de diosmina e
hesperidina em concentragdes de 0,1, 0,15, 0,25, 0,5, 1 e 2 pg/mL. As
solucbes foram analisadas por CLAE e a média das areas dos picos
obtidos para cada concentracdo de diosmina e hesperidina foram
empregadas para a construcdo de curvas de calibracdo. A equacéo da
reta e o coeficiente de correlacdo foram obtidos pelo calculo da
regressdo linear utilizando Software Excel®.

3.2.10.4 Limites de deteccdo e quantificacdo
Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados a partir das 3

curvas obtidas na avaliacdo da linearidade do método de CLAE,
conforme equacdes 4 e 5, respectivamente.
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3.2.10.5 Preciséo

A precisdo do método foi determinada pelos ensaios de
repetibilidade (intra-dia) e de precisdo intermediaria (inter-dia). A
repetibilidade do método foi determinada apos analise por CLAE de seis
solugdes do meio receptor, obtidas ap6s 6 horas de ensaio de permeagéo.
A repetibilidade também foi avaliada pela anélise de seis solugdes
obtidas apos extracdo da diosmina e da hesperidina a partir da derme. A
precisdo intermediéria foi determinada analisando as mesmas amostras
em triplicata, em trés dias diferentes. A precisdo foi expressa como
percentagem do desvio padrdo relativo (DPR, %) entre as analises.

3.2.10.6 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada por meio da determinagéo da
recuperacao de diosmina e hesperidina, apds contaminagdo de amostras
do meio receptor e de pele obtidas nos ensaios de permeacéo cutanea in
vitro, realizado com a nanoemulséo branca (sem FFMP). Para avaliacdo
da recuperacdo dos farmacos nos estudos de permeagdo in vitro, 0 meio
receptor removido ap6s 6 horas de ensaio foi contaminado com uma
solucdo padrao de 5,0 pg/mL de diosmina e hesperidina de modo a obter
solugbes com concentragdo tedrica dos flavonoides de 0,1, 5,0 e 2,0
pg/mL.

Para determinacdo da exatiddo do método nos ensaios de
retencdo cutdnea, amostras de pele foram picotadas e transferidas para
balGes volumétricos de 10,0 mL. Uma solugdo padrdo de 5,0 pg/mL em
DMSO foi adicionada aos baldes volumétricos de modo a obter solugdes
de diosmina e hesperidina com concentracfes téoricas de 0,1 0,5 e 2,0
pg/mL. Apés, 4 mL de DMSO foram adicionados aos balBes
volumétrico e o volume final foi completado com metanol. As amostras
foram levadas ao banho de ultrasson por 60 minutos, filtradas em
membrana de PVDF (0,45 um, Millipore, EUA) e analisadas por CLAE
conforme o item 2.2.10.1. As analises foram realizadas em triplicata e a
exatiddo do método foi estimada pela recuperagdo percentual (R%) dos
flavonoides nas solugdes conforme representado pela equagao 6.

3.2.11 Anélise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio de

analise de hipotese teste t de Student para comparacdo das médias do
fluxo de diosmina, com um nivel de significancia de p<0,05. E para o
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fluxo hesperidina, foi realizada pela andlise de variancia (one way
ANOVA) seguida de teste de Tukey As diferencas foram significativas
quando p<0,05 para um nivel de confianca de 95%.

A analise estatistica para a retencdo cutdnea da diosmina e
hesperidina no EC, epiderme e derme foi realizada por ANOVA seguida
de Tukey onde as diferencas foram significativas quando p<0,05 para
um nivel de confianca de 95%. As avali¢Oes foram realizadas com o
auxilio do software GraphPad Prism verséo 6.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZACAO FiSICO — QUIMICA DA FFPM
4.1.1 Espectroscopia de absor¢éo no infravermelho

A espectroscopia de absorgdo no infravermelho é uma técnica util
na identificacdo e elucidacdo estrutural de substincias orgénicas. O uso
deste método fisico de analise traz uma série de vantagens, destacando o
curto tempo de analise, uso de uma quantidade reduzida de amostra,
ampliada capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas,
e ndo destruicdo da amostra (LOPES; FASCIO, 2004). A Figura 8
apresenta os espectros de FT-IR obtidos para os padrdes de diosmina e
de hesperidina e para a FFPM. O espectro de FT-IR da diosmina (figura
8) exibiu bandas de absorcdo caracteristicas de sua estrutura quimica,
como uma banda de deformag&o axial do grupamento OH do fenol com
intensidade entre 3570 e 3136 cm®, uma banda em 2950 cm?
correspondente ao C-H alifatico e outra banda em 1600 cm?, que é
atribuida ao estiramento do grupamento C=0. As bandas encontradas
em 1448 e 1360 cm? correspondem as deformacdes angulares de
grupamentos CH, e CHs, respectivamente, e as bandas em 1260, 1180,
1135, 1099, 1069, 1033, 1012 cm™ correspondem a vibragio das
ligagbes C-O do composto. As bandas encontradas em 852, 815 e 771
cm™ juntamente com a banda de estiramento de 1600 cm™ confirmam a
presenca do anel aromatico (ELNAGGAR; ABDALLAH, 2013a; Al et
al., 2014; FREAG; SANTANA et al., 2014)

O espectro de FT-IR da hesperidina (figura 08) exibiu uma banda
larga ente 3540 e 3570 cm? correspondente as vibrages dos
grupamentos OH, bandas em 3076 e 2975 cm™ correspondentes ao C-
H alifatico, bandas entre 1440 e 1600 cm™ correspondente a vibragio
de C=C do anel aromatico, as bandas de 1611 e 1647 cm
correspondentes ao estiramento do grupamento C=0, bandas entre 1260
e 1200 cm? a vibragdo do grupamento C-O, além de bandas que
confirmam a presenca de anel aromatico em 870-850 cm™ (LAHMER et
al., 2015).

De acordo com o Spectral Database (SDBS 2017), as bandas
observadas na faixa de 1700-1600 cm * para os padrdes de diosmina e
hesperidina representam as vibracbes em relacdo as diferencas
moleculares dos farmacos em estudo. A dupla ligacdo C=0 apresentada
na faixa de 1800 cm para a diosmina apresenta maior intensidade do
que a banda C=C na faixa de 1600 cm™ demonstrada para a
hesperidina, desta forma atribuimos estas alteracdes espectrais como a
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diferenca entre os dois farmacos analisados isoladamente (SDBS,
2017a, 2017h).

O espectro de FT-IR da FFPM, mostrado na Figura 8, exibiu as
mesmas bandas de absor¢do que os padrdes de trabalho da diosmina e
hesperidina. Entretanto, devido & similaridade estrutural destes
compostos, que diferem unicamente pela presenca de uma ligacéo dupla
entre C2 e C3 do esqueleto da flavanona, e pela reduzida quantidade de
hesperidina, o espectro da FFPM assemelha-se ao composto majoritario
da fracdo, sendo que a diferenciacdo entre os dois flavonoides no
espectro de FT-IR da FFPM néo foi possivel.

Figura 8- Espectros de absorcdo no infravermelho (FT-IR) obtidos para os
padrdes de trabalho de diosmina, hesperidina e FFPM
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Fonte: a autora (2018)
4.1.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Neste estudo, os padrBes de trabalho de diosmina e hesperidina e
a FFPM foram analisadas por calorimetria exploratdria diferencial. As
respectivas curvas termoanaliticas podem ser visualizadas na Figura 9.
Como pode ser observado nesta figura, todas as amostras exibiram um
evento endotérmico amplo entre 70 e 115 °C, correspondente a perda de
agua dos farmacos. A curva termoanalitica da diosmina padrdo mostrou
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um evento endotérmico com pico em 290,34 °C e uma variacdo de
entalpia (AH) de -81,44 J/g, correspondente & fusdo deste farmaco,
estando de acordo com dados relatados na literatura (FREAG;
ELNAGGAR; ABDALLAH, 2013b; SZELESZCZUK et al., 2017). A
hesperidina padrdo exibiu um evento endotérmico de fusdo com pico
em 254,66 °C e variagdo de entalpia (AH) de -96,49 J/g, igualmente de
acordo com o relatado na literatura (MAULUDIN; MULLER, 2013
ABDULLAH et al., 2014). A FFPM exibiu evento endotérmico de fusdo
com pico em 275,15 °C, valor intermediério a dos compostos isolados, e
variagdo de entalpia (AH) de -181,25 J/g.

Figura 9 - Curvas termoanaliticas obtidas dos padrfes de diosmina, hesperidina
e FFPM
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Fonte: a autora (2018)
4.1.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria € a técnica que avalia a perda ou ganho de
massa da amostra em funcdo do tempo ou temperatura (IONASHIRO,
2004). As curvas obtidas na analise termogravimétrica dos padrdes de
trabalho de diosmina e hesperidina e da FFPM sdo mostrados na Figura
10. Como pode ser observado, todas as amostras exibiram perda de
massa de cerca de 5,0%, em torno de 100 °C, referente a perda de agua
de cristalizagdo destes compostos. As perdas de massa mais expressivas
de diosmina, hesperidina e FFPM, decorrentes da degradacdo destes
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compostos em temperaturas elevadas, ocorreram a partir de 294,80 °C,
315,81 °C e 302,03 °C, respectivamente, e foram em torno de 35% para
os padrdes de trabalho e 26% para a FFPM.

Figura 10 - Curvas de TGA obtidas apds andlise dos padrdes de trabalho de
diosmina, hesperidina e FFPM
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Fonte: a autora (2018)
4.1.4 Difracéo de raio x (DRX)

Difracdo de Raios X (DRX) é uma técnica que permite identificar
informacBes sobre a estrutura cristalina do material. E uma técnica
através da qual um feixe de raios incide em um cristal (ou amostra
cristalina) e interage com os elétrons dos atomos presentes, originando o
fendmeno da difracdo. Uma vez determinada a estrutura cristalina, €
possivel analisar as interacdes intra e intermoleculares, assim como a
conformacdo e o empacotamento das moléculas. O padrdo das séries de
reflexdes estd relacionado a composicdo quimica e ao ordenamento
cristalino das moléculas no cristal, por isso estruturas cristalinas
distintas de uma mesma substdncia podem ser distinguidas
univocamente pelo padrdo de difracdo. A possibilidade de conseguir
determinar todos esses parametros faz com que o ensaio de difracdo de
raios X seja umas das técnicas mais adequadas para determinar a
estrutura interna de um cristal (STORPIRITIS et al., 2011)
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A figura 11 apresenta os difratogramas obtidos para os padrées de
diosmina e hesperidina, e para a FFPM. Os compostos isolados
apresentaram diversas reflexdes, caracteristicos de solidos cristalinos,
como ja relatado na literatura (MAULUDIN; MULLER, 2013;KAMEL;
ABBAS; FAYEZ, 2017;). O difratograma da diosmina padrdo apresenta
reflexGes de maior intensidade na regido de 21-22%ntre 3887 a 4241
enquanto as reflexdes para a hesperidina ha mesma regido séo de 2301 a
4637. A FFPM também mostrou ser um sélido cristalino, mas com picos
de difracdo semelhantes ao composto majoritario diosmina, porém com
reflexbes reduzidas em especial na faixa 20 entre 21-26° referente as
reflexdes de 3393 a 3783°.

Figura 11 - Difratogramas obtidos ap6s andlise dos padrdes de trabalho de
diosmina, hesperidina e FFPM
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Fonte: a autora (2018)

4.1.5 Determinacdo do teor de diosmina e hesperidina na FFPM

O teor de diosmina e hesperidina na FFPM foi determinado por
CLAE nas condicdes cromatograficas descritas em 2.2.10.1. O teor de
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diosmina encontrado foi de 83,88% (+1,9) e o de hesperidina foi de 7,49
(20,16), estando de acordo com o informado pelo fabricante, em que o
teor de diosmina varia de 81,0 a 89%, e de hesperidina entre 7,0 e
11,0%. A figura 12 apresenta o cromatograma da FFPM analisada por
CLAE onde nos picos da hesperidina apresentaram-se em 12,6 minutos
e a diosmina em 17,5 min.

Figura 12- Cromatograma de andlise por CLAE da FFPM
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Fonte: a autora (2018)

Por se tratar de diversas impurezas (outros flavonoides da fragao),
este estudo teve por objetivo quantificar apenas 0s compostos
majoritarios diosmina e hesperidina da FFPM. No entanto, as
Farmacopeias Americana e Britanica preveem métodos especificos para
a determinagdo dos outros compostos.

4.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DAS
NANOEMULSOES CONTENDO FFPM

4.2.1 Determinacdo da solubilidade da diosmina e hesperidina a
partir da FFPM em diferentes éleos

A obtencdo de nanoemulsGes depende de, no minimo, trés
constituintes: agua, 6leo e tensoativo. No entanto, de maneira geral, 0
estudo de solubilidade do fA&rmaco no éleo constitui a primeira etapa do
desenvolvimento das formulagdes, pois permite eleger aquele em que
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poderd ocorrer a maior taxa de encapsulacdo do mesmo. Triglicerideos,
como os triglicerideos de cadeia média (TCM), 6leos vegetais, como
6leo de oliva, de soja, de algoddo ou de ricino, além de 6leos minerais
podem ser usados para compor a fase oleosa (BRUXEL et al., 2012).

Assim, a fim de selecionar a fase oleosa da nanoemulsdes um
excesso da FFPM foi adicionado em diferentes 6leos, e a solubilidade
foi determinada, conforme descrito em 2.2.2.1. Os resultados obtidos
encontram-se na tabela 4.

Tabela 4- Solubilidade da diosmina e da hesperidina em diferentes 6leos

Oleos Diosmina Hesperidina
(ug/mL; £ d.p.) (ug/mL; £ d.p.)
Ricino 2515,00 (+401,32) 225,85 (+54,84)
Améndoas doce 132,92 (+17,85) 10,62 (+3,05)
Oliva 33,56 (+3,44) 2,28 (+0,27)
Girassol 29,27 (+3,58) 4,43 (+0,11)
Amendoim 10,71(x1,79) <LQ/LD
Semente de uva 10,48 (+1,60) <LQ/LD
Algodao 8,00 (+0,60) <LQ/LD
Triglicerideos de
cadeia média (TCM) <LQ/LD <LQ/LD

Fonte: a autora (2018)

De acordo com a tabela 04, os 6leos de amendoim, semente de
uva, algoddo e TCM apresentaram solubilidade abaixo do limite de
quantificacdo do método de CLAE para a hesperidina, o qual foi de
0,0635ug/mL (ver item 2.2.4.4), enquanto no TCM nenhum dos
flavonoides pdde ser detectado. Entre os outros éleos testados, 0 6leo de
ricino foi o que mais foi capaz de dissolver os flavonoides, sendo a
solubilidade encontrada para a diosmina e para a hesperidina de cerca de
2,5 mg/mL e de 0,22 mg/mL, respectivamente. E sabido que o 6leo de
ricino consiste em até 90% de &cido ricinoleico, 4% linoleico, 3%
oleico, 1% estearico e menos de 1% linolénico acidos graxos. O 6leo de
ricino é valioso devido ao alto teor de acido ricinoleico (RA), que é
usado em uma variedade de aplica¢des na indistria quimica (PATEL et
al., 2016). Apresenta-se mais viscoso que os demais dleos (1000 mPas)
e alta apolaridade justificada pela sua solubilidade reduzida em
compostos organicos como agua e 6leo mineral e miscibilidade em
compostos como cloroférmico e 4cido acético. Ainda assim ha amplo
interesse por ser de origem vegetal e ser utilizados em diversos estudos
de encapsulagdo de compostos em sistemas nanoestruturados (ROWE;
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SHESKEY;QUINN, 2009; PATEL et al.; 2016). Assim, estudos de
formulagdo de nanoemulsbes contendo a FFPM foram conduzidas
utilizando 6leo de ricino como fase oleosa.

4.2.2 Preparacdo e caracterizacdo das nanoemulsdes contendo
FFPM

As nanoemulsbes foram preparadas pelo método de
emulsificacdo espontdnea descrito por Bouchemal e colaboradores
(2004). O método se baseia na adi¢do de uma fase orgénica contendo o
6leo, o surfactante lipofilico e o farmaco, dissolvidos em um solvente
organico miscivel na agua, em uma fase aquosa contendo um surfactante
hidrofilico. A rapida difusdo do solvente organico na &gua gera uma
turbuléncia, reduzindo a tensdo interfacial e levando a formacdo de
gotas de 6leo de tamanho nanométrico. Apesar da baixa complexidade
do método de obtencdo, as caracteristicas fisico-quimicas finais e a
estabilidade da nanoemulsdo sdo grandemente afetadas pela composigéo
da formulagdo. Além disso, a necessidade de encapsulacdo de farmacos
lipofilicos com elevados valores de eficiéncia de encapsulagdo e
rendimento requer a otimizacdo da formulacdo (ALMEIDA,;
TEIXEIRA; KOESTER, 2008).

Assim, com base nos estudos de solubilidade, o dleo de ricino foi
usado na preparacdo das nanoemulsbes. Para obtengdo das
nanoemulsdes, o Span 80 ou a lectina de soja, e o Tween 80 foram
empregados como surfactantes das fases oleosa e aquosa,
respectivamente. Todos 0s componentes testados apresentam
biocompatibilidade para com a pele, além de serem aprovados pelo
Food Drug and Administration (FDA) para via de administracdo
escolhida, sendo amplamente utilizados no desenvolvimento de
carreadores (SCHAFFAZICK et al, 2003; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

4.2.2.1 Caracterizagdo fisico-quimica e morfoldgica das nanoemulsdes

A tabela 05 exibe os valores de tamanho de goticula, potencial
zeta e pH, obtidos para as nanoemulsdes preparadas em diferentes
concentracBes de 6leo e dos surfactantes para as formulacdes NEpn em
comparagdo com NEg Conforme pode ser observado nesta tabela, as
nanoemulsdes exibiram goticulas de tamanho nanométrico, com o indice
de polidispersao (IDP) variando entre 0,087 e 0,517 para as formulac¢des
contendo a FFPM e entre 0,09 e 0,214 para as hanoemulsdes brancas. O
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IPD indica a uniformidade do tamanho das gotas na nanoemulséo;
quanto maior o valor, menor sera a uniformidade dos tamanhos da gota
da nanoemulsdo (TAMADDON et al., 2011; JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015). Deste modo, comparando os valores mostrados na
tabela 05, o tamanho da goticula foi aumentado pelo aumento da
concentragcdo de Oleo (ex., F5 versus F7). No entanto, o tipo de
surfactante da fase oleosa (lecitina de soja ou Span 80) ndo pareceu
afetar o tamanho das goticulas (F5 a F8). O efeito da concentracdo de
Tween® 80 na fase aquosa também ndo mostrou efeito na redugdo ou
aumento do tamanho das particulas (F7 a F9 versus F10 a F12). O IPD
pareceu sofrer mais com a questdo do aumento da concentragdo do 6leo
de ricino nas formulagcbes, exemplo disto € quando comparamos as
formulagdes (ex. F5 e F6) que o IDP passou de 0,199 para 0,447
causando uma alteracdo na distribuigdo das goticulas. A uniformidade
da distribuicdo do tamanho das goticulas é medida pelo indice de
polidispersdo; as nanoemulsdes sdo geralmente referidas com
monodispersas se valores de indice de polidispersdo forem inferior a 0,2
(SINGH et al., 2017).

O tamanho pode ser entre 20 e 400 nm sendo de uma ou
populagdo homogénea ou mais que uma. Devido ao pequeno tamanho
de particula e menor tensdo superficial entre o 6leo e a fase aquosa
deseja-se que as nanoemulsGes atinam um tamanho na faixa de 20 a 200
favorecendo assim a permeacao cutanea de farmacos pela pele (RAI et
al., 2018)

O potencial zeta é uma caracteristica que resulta do balanco de
cargas de moléculas presentes na interface das nanoemulsdes, seja dos
tensoativos, seja de outros compostos que se encontram adsorvidos as
mesmas (SANTOS et al., 2012). Visto que a formacdo e estabilizagédo
das nanoemulsBes ocorre pela presenca de moléculas tensoativas na
interface Oleo/agua, o potencial zeta é dependente da extensdo da
ionizacdo destes agentes e da concentragdo de contra-ions. Se o0
potencial zeta cair abaixo de um determinado valor, aproximando-se da
neutralidade, as goticulas da emulsdo tendem se agregar como resultado
das forcas de atracdo, podendo ocorrer a coalescéncia. Geralmente, um
potencial zeta elevado (positivo ou negativo), tipicamente maior que 30
mV, é suficiente para manter um sistema estavel ( LOVELYN, 2011,
TAMADDON et al., 2011;CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA,
2014).

Nesse estudo, o potencial zeta das formulagdes contendo FFPM
variaram entre -22,03 mV e - 40,67 mV. Para as formula¢6es brancas, o
potencial zeta variou entre -18,80 e -34,58 mV (Tabela 05).
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Nas nanoemulsfes preparadas na presenca de lecitina, a carga
negativa das goticulas pode ser resultante da presenca de lipidios
carregados negativamente neste surfactante (BRUXEL et al., 2012).

Tabela 5- Resultados de didmetro médio, IPD, Potencial zeta e pH das
nanoemulsdes brancas (NEg) e contendo FFPM (NEpy).

Didmetro médio IPD (+ DP) Potencial zeta pH (+ DP)
(£ DP) (nm) (£ DP) (mV)

NE NEpy NEg NEpH NEg NEpH NEg NEpH NEg
F1 170,5 140,33 0,102 0,109 -23,63  -19,16 4,56 5,56

(£19,08)  (¥8,01) (x0,03) (x0,09) (*¥1,14) (*3,84) (#0,07) (0,16)
F2 180,43 1477 0,132 0,122 -22,03 -2141 4,54 5,59

(8,19) (£5,20) (#0,01) (x0,04) (¥2,3) (+4,32) (#0,02) (0,12)
F3 151,2 125,5 0,185 0,111 -26,10 -18,80 4,72 5,67

(+2,68) (#9,22)  (x0,05) (#0,04) (x0,58) (¥4,0) (+0,53) (+0,05)
F4 189,34 152,62 0,087 0,09 -22,03 21,41 4,68 5,61

(#412)  (£144) (£0,05) (£0,04) (¥2,35) (£3.42) (2051)  (0,05)

F5 232,50 - 0,199 -29,23 5,55
(+30,58) (£0,03) (+4,02) (+0,03)

F6 375,77 - 0,447 - -36,40 - 518 -
(£62,00) (£0,07) (£2,19) (£0,11)

F7 391,33 - 0,342 - 27,20 - 5,26 -
(£21,33) (£0,08) (£1,18) (£0,19)

F8 240,43 - 0,398 . 24,80 - 524 -
(£12,07) (£0,07) - (£3,52) (£0,09)

F9 343,70 - 0,517 - -34,80 - 5,87 -
(£19,22) (£0,05) - (£1,42) (£0,51)

F10 26197 19897 0370 0214  -3757  -3359 5,19 5,97
(£2951)  (#2,18) (20,02) (+0,05) (+1,68) (£1,36)  (20,04)  (0,09)

F11 197,97 15867 0227 0157  -40,67  -34,58 5,49 5,89
(£1,78)  (£149) (2001) (£0,02) (¥4,25) (£328)  (20,09)  (0,12)

F12 327,20 17911 0405 0,125 -3493  -28,96 5,94 571

(£130,03) (#217) (£0,05) (+0,08) (+3,51) (+2,81) (20,08)  (0,33)

Fonte: a autora (2018)

A pele é carregada negativamente e particulas positivas
favorecem uma melhor interacdo, porém quando as particulas sdo
carregadas negativamente estas ndo mostram muito menos interagdo
com as células da pele se a nanoemulsdo for estabilizada por
surfactantes. Se a carga negativa estiver presente sobre a superficie da
gota, pode-se obter melhor penetracdo mantendo o tamanho no minimo.
A interface da bicamada lipidica com carga superficial positiva sobre a
nanoemulsdo é de extrema importancia na administracdo topica dos
medicamentos (ALKILANI; MCCRUDDEN; DONNELLY, 2015; RAI
et al., 2018).

As goticulas das nanoemulsdes com carga negativa podem ser
Uteis na interacdo com as células da pele positivamente carregadas como
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ceramidas por exemplo, promovendo a permeacdo cutanea através da
abertuda do epitélio folicular (RAI et al., 2018).

Por outro lado, os tensoativos Span 80 e Tween 80 empregados
nas formulagbes ndo apresentam carga (ndo idnicos), mas podem
estabilizar nanoemulsdes por um efeito estérico. Neste caso, as cadeias
hidrofilicas de poliéxido de etileno do polissobato 80 estariam
orientadas em direcdo a fase aquosa e impediriam a aproximagdo entre
as gotas da emulsdo, estabilizando o sistema (SANTOS et al., 2012). O
potencial zeta foi pouco afetado pela adicdo da FFPM as formulages.

A partir das formulagdes F7 a F12, DMSO foi adicionado na fase
organica para permitir a incorporagdo de uma maior quantidade da
fracdo e garantir a sua completa solubilizacdo na fase organica. A
presenca do DMSO na formulacdo garantindo a solubilidade da FFPM
mostrou gerar um ganho na manutencdo do tamanho, IPD e potencial
zeta, refletindo também nos resultados de teor (ver item 5.2.3 Tabela
10). Estudos realizados por Freag e colaboradores (2013) mostraram
que, entre diversos solventes testados para a obtencdo de lipossomas
contendo diosmina, apenas 0 DMSO e a dimetilformamida foram
capazes de dissolver este farmaco, e pelo fato de 0 DMSO ser melhor
tolerado, com menor valor de DL 50, foi o solvente de escolha para as
formulagdes desenvolvidas (FREAG; ELNAGGAR; ABDALLAH,
2013b). As poderosas propriedades de solvatagdo do DMSO, juntamente
com um perfil toxicoldgico favoravel e bem documentado, tém levado
formuladores a desenvolver sistemas de liberacdo topicos e
transdérmicos contendo DMSO. Este solvente é aprovado como um
ingrediente farmacéutico e tem sido empregado como cossolvente em
varios medicamentos (MCKIM; STRUB, 2008, 2016; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

A busca por nanoparticulas contendo diosmina foi realizada por
Sangeetha e colaboradores (2016). Os autores buscaram elaborar
nanoparticulas de quitosana gelificacdo ibnica de tripolifosfato e
quitosana. Dez formulagGes foram preparadas e um dos lotes apresentou
menor tamanho médio de particula e maior potencial zeta. A
microscopia eletrénica de varredura da morfologia de nanoparticulas de
diosmina revelou uma forma esférica. O estudo de liberacdo de farmaco
in vitro mostrou que as nanoparticulas de quitosana podem ser capazes
de liberar o farmaco de maneira sustentada e promover a sua
solubilidade (SANGEETHA et al., 2016).

Nanocarreadores lipidicos coloidais foram obtidos com diferentes
6leos essenciais e diosmina. A fase organica foi constituida de Apifil
CG (emulsificante ndo ibnico), parafina solida, diferentes O6leos
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essenciais (gengibre, alecrim, semente de uva e vaselina liquida) em
metanol. A fase aquosa foi formada de polissorbato 80 e agua. As
nanoemulsdes foram obtidas com um sonicador sob alta pressdo. Os
resultados obtidos para tamanho ficaram na faixa de 121,1 a 144,3 nm
IDP na faixa de 0,229 a 0,253 e o potencial Zeta obtido foi de -30 mV
com uma eficiéncia de encapsulagdo de 100%. Estes compostos foram
testados em relacdo a sua atividade fotoprotetora e antioxidante
(KAMEL; ABBAS; FAYEZ, 2017).

Os resultados obtidos frente os dados de Kamel et al (2017)
mostraram tamanhos superiores, possivelmente pelo método de
obtencdo das formulagdes, porém o potencial zeta foi muito semelhante
em virtude das cargas dos tensoativos utilizados.

O pH das nanoemulsfes variou entre 5,56 e 5,97 para NEg e 4,86
a 594 para NEpn (Tabela 05). Como pode ser observado, as
nanoemulsdes contendo a FFPM exibiram valores de pH mais baixos,
provavelmente devido a presenca dos flavonoides na formulacdo, os
quais apresentam carater de acido fraco (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Os nanosistemas apresentaram valores de pH préximo
ao pH fisioldgico da pele mostrando-se adequados a via de uso eleita.

Baseado nos estudos utilizando os compostos majoritarios
isoladamente, esta fase do trabalho se destacou diante da obtengéo de
nanoemulsdes contendo a FFPM pelo método emulsificacdo espontanea
considerado de baixa energia na presenca do 6leo de ricino e 10% de
DMSO para garantir a solubilidade da FFPM. Os resultados obtidos
foram satisfatdrios para a parte seguinte do estudo de permeagéo cutanea
in vitro.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa de desenvolvimento e
obtencdo das NE, consideramos a NEpn F 11 como a formulagédo
selecionada para as fases subsequentes do estudo em virtude dos
resultados positivos de tamanho, IDP, potencial zeta e pH.

As fotomicrografias das nanoemulsGes brancas e contendo a
FFPM (F11) obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
podem ser visualizadas na Figura 13. Nesta figura, a presenca de
particulas esféricas com tamanho nanométrico, semelhante aos valores
obtidos por espectroscopia de correlacdo fotdnica, pode ser observada.
Entretanto, é possivel identificar regides de diferentes intensidades de
ycor nas goticulas, para ambas as nanoemulsdes brancas e contendo a
fracdo, sendo esta Ultima semelhante a uma estrutura de capsula.
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Figura 13- Fotomicrografias das nanoemuls6es (F11) obtidas por MET: (a)
nanoemulsdo branca e (b) nanoemulsdo contendo FFPM

Fonte: a autora (2018)

Aparentemente, a inclusdo do DMSO na preparacdo das
nanoemulsdes afetou a estrutura interna das goticulas. Entretanto, uma
avaliacdo mais aprofundada da morfologia das goticulas precisaria ser
realizada para compreender o efeito da adicdo do DMSO sobre a
morfologia das nanoemulsdes.

4.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DA METODOLOGIA
ANALITICA POR CLAE PARA A DETERMINACAO DA
DIOSMINA E HESPERIDINA NAS NANOEMULSOES

Diversos métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo
relatados na literatura para a determinacdo da diosmina e hesperidina.
Dentre eles estdo aqueles descritos nas Farmacopeias Americana e
Britanica para a determinacdo da diosmina e de demais flavonoides,
como acetoisovanilona, hesperidina, isorhoifolina, linarina, e
diosmetina, considerados impurezas (USP 2017 a; BRITSH
PHARMACOPOEIA, 2017).

No entanto, alguns dos métodos relatados na literatura
apresentam uma ou mais desvantagens, como a utilizacdo de acidos ou
outros aditivos, além de misturas ternarias e quartenarias na fase mével,
e por vezes necessitam de eluicdo em modo gradiente por periodos
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prolongados (EL-SHAFAE; EL-DOMIATY, 2001; KANAZE et al.,
2003; MISHRA et al., 2013).

Neste trabalho, a analise cromatografica foi realizada em modo
de fase reversa e sistema de eluigdo isocratico, em que o melhor perfil
cromatografico foi obtido com a utilizagdo de fase movel constituida de
sulfato de tetrabutilamdnio 0,05 M pH 3,5 acrescidos de trimetilamina,
acetonitrila e metanol (67:5:28; v/v/v). A utilizacdo do par ibnico
sulfato de tetrabutilamdnio tem mostrado ser vantajosa para melhoria da
separacdo destes compostos, reduzindo significativamente o tempo de
analise e tendo um impacto positivo na simetria dos picos obtidos no
cromatograma (SZYMANSKI et a., 2016). O acréscimo de um reagente
de pareamento ibnico, ou seja, um contra-ion de carga oposta a da
amostra a ser analisada é capaz de formar "complexos" mais ou menos
polares que o composto original, alterando significativamente o tempo
de retencdo do composto ibnico. Esta técnica permite a separagdo
relativamente rapida de mistura de compostos, em uma Unica corrida
cromatografica, sem prévio tratamento ou derivatizacdo da amostra
(DONATO; ZANOTTO; BERGOLD, 2004). O objetivo da adicdo de
trietilamina na fase movel é diminuir o efeito dos grupos silanois
residuais eventualmente presentes na coluna analitica ou nas fases a base
de silica. Este reagente ani6nico confere carga negativa adicional a fase
mével, reduzindo a retengdo da amostra por troca ibnica com 0s grupos
silanois (PEDROSO et al., 2011). Finalmente, o pH acido da fase mével
suprime a ionizagdo de grupos fendlicos da diosmina e hesperidina
melhorando ainda mais a separacdo dos analitos e a simetria dos picos
cromatograficos cromatograficos (KANAZE et al., 2003; ADOUANI;
DU; HANG, 2013).

A Figura 14 fornece o cromatograma obtido para a determinacéo
do teor de diosmina e hesperidina. O tempo de corrida foi estabelecido
em 22 min. Nas condi¢es cromatograficas utilizadas, a hesperidina
apresentou um tempo de retencdo de 12,6 min e a diosmina de 17,15
min.
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Figura 14 - Cromatograma obtido para a solucdo de diosmina e hesperidina
padrdo 25 pg/mL por anélise por CLAE com deteccdo de 280 nm
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Fonte: a autora (2018)
4.3.1 Validagdo da metodologia analitica
4.3.1.1 Especificidade

A especificidade de um método analitico é a capacidade que um
método possui de medir exatamente um composto em presenga de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagédo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003). A \verificagdo da
especificidade do método analitico foi avaliada ap6s injecdo da solugéo
a partir das nanoemulsdo branca (F11) no cromatografo. O
cromatograma obtido evidenciou a auséncia de interferentes nos tempos
de retencdo da diosmina e hesperidina, confirmando a especificidade do
método de CLAE (figura 15).

Figura 15- Cromatograma obtido apés injecdo da nanoemulsdo branca
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Fonte: a autora (2018)



108

4.3.1.2 Linearidade e limites de deteccdo e quantificacdo

A linearidade é a capacidade de um método de obter resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito de interesse em
uma determinada faixa de concentracdo (SHABIR, 2003). As curvas de
calibracdo obtidas para a diosmina e hesperidina, nas condigdes
descritas em 2.2.4.3, sdo mostradas nas Figuras 16 e 17,
respectivamente. O método desenvolvido para determinacdo da
diosmina e hesperidina na FFPM e nas nanoemuls6es mostrou ser linear
nas faixas de concentracdo de 2,0 ug/mL a 50 ug/mL para diosmina e
hesperidina e coeficiente de correlagdo (r) maior que 0,99, estando de
acordo com a RE 899 de 2003.

O limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor
concentracdo do analito a qual pode ser determinada com precisdo e
exatiddo dentro das condigdes operacionais do método. O limite de
detecgdo (LD) é definido como a menor concentragdo do analito que
pode ser detectada, mas ndo quantificada (SHABIR, 2003). Estes limites
foram determinados para cada farmaco a partir da construcdo de 3
curvas de calibragdo, conforme descrito em 2.2.4.4. Os resultados
obtidos encontram-se mostrados na Tabela 06.

Figura 16 -. Curva de calibragdo da diosmina obtida por CLAE
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Figura 17- Curva de calibracéo da hesperidina obtida por CLAE
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Tabela 6- Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para a diosmina e
hesperidina

Limite de Quantificacdo Limite de Detecgédo

Farmacos (ug/mL) (ug/mL)
Diosmina 0,377 1,142
Hesperidina 0,0635 0,0209

Fonte: a autora (2018)
4.3.1.3 Preciséo

De acordo com a RE 899/2003, a precisdo é a avaliacdo da
proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisdo intra-corrida
trata-se da concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo, com o0 mesmo analista e mesma instrumentacdo. A precisao
intermediaria (precisdo inter-corridas) é designada como a concordancia
entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracdo do
teste (BRASIL, 2003). Neste estudo, a precisdo do método analitico para
determinacdo da disomina e da hesperidina nas nanoemulsdes foi
avaliada por meio do ensaio de repetibilidade (precisdo intradia) e
precisdo intermediaria (interdia), e os resultados sdo mostrados na tabela
07. Tanto para a diosmina como para a hesperdina, os valores de desvio
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padrdo relativo (DPR%) de ambos os ensaios foram menores que 5%,
evidenciando a precisdo do método analitico.

Tabela 7- Resultados experimentais obtidos para a avaliagdo da repetibilidade
(precisdo intradia) e precisdo intermedidria (interdia) do método de CLAE

Repetibilidade Precisdo
1°dia  2°dia  3°dia intermediaria

Diosmina  (Wg/mL) 429,57 438,60 441,16 437,10

+128 2,98 15,43 16,66

DPR 0,87 0,67 1,23 1,52

Hesperidina (ug/mL) 48,79 50,25 49,28 49,98
+1,28 +2,08 +1,68 +1,69

DPR 2,63 4,14 3,42 3,40

Fonte: a autora (2018)
4.3.1.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados nas amostras em andlise e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro (ICH, 2005). A exatiddo foi
determinada pelo ensaio de recuperacdo com a adi¢éo de solugdo padrdo
de diosmina e hesperidina em uma nanoemulsdo branca (NEg) (sem
FFPM, formulagdo 11). Os resultados obtidos na avaliacdo da exatiddo
do método estdo demonstrados na Tabela 08.

Conforme pode ser observado, valores de recuperagdo
encontram-se entre 99,44 e 105,35 % para a diosmina com DPR de 0,46
a 0,75%. Para a hesperidina, os percentuais de recuperagdo variaram
entre 96,37 e 97,17%, com DPR de 0,54 a 0,91%. Para os dois farmacos
em estudo, o método cromatografico foi considerado exato uma vez que
a RE 166 /2017 estabelece que o DPR seja calculado além do que, os
critérios de aceitacdo estdo baseados no objetivo do método,
variabilidade intrinseca, concentracdo de trabalho concentracdo do
analito na amostra.
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Tabela 8. Resultados experimentais obtidos na avalia¢éo da exatiddo do método
de CLAE para a determinacéo de diosmina e hesperidina nas nanoemulsoes.

Diosmina Hesperidina
Conc. Conc Recupera DPR Conc Recupera DPR

Te6rica  experimen céo experimental cdo

(ug/mL) tal

2,0 2,31 105,35 0,75 1,92 96,37 0,61
(£0,79) (x0,59)

10,0 9,83 99,08 0,46 9,64 96,41 0,91
(+0,46) (x0,88)

50,0 49,72 99,44 0,54 48,57 97,13 0,54
(£ 0,54) (x0,53)

Fonte: a autora (2018)
4.3.1.5 Robustez

A robustez de um método é a medida da sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos pardmetros analiticos,
indicando sua confianca do método analitico nas condigdes usuais. A
robustez do método analitico foi avaliada durante a avaliacdo do teor de
diosmina e hesperidina na FFPM. A Tabela 09 apresenta os valores de
tempo de retencdo e teor para ambos os flavonoides na fracdo, obtidos
apos variagao dos parametros de fluxo e temperatura do forno.

Os teores de diosmina e de hesperidina na FFPM variaram entre
85,66 e 87,91% e 7,18 e 8,21%, respectivamente, com valores de DPR
inferiores a 5% para todos os casos. Os tempos de retencdo variaram em
cerca de 1 minuto, ndo causado alteragcBes expressivas no teor dos
farmacos. Assim, o método de CLAE foi considerado robusto.

Tabela 9- Valores de teor e tempo e retencdo de diosmina e hesperidina obtidos
na avaliagdo da robustez do método (n=3)

Diosmina Hesperidina
Teor DPR Tempo Teor DPR  Tempo
Parametros (%) (%) de %) (%) de
retencdo retencdo
(min) (min)
Fluxo 09 8791 0,72 16,64 8,21 0,23 13,94
(mL/min) 1,0 8566 1,01 17,85 763 111 12,67

1,1 86,37 137 16,83 8,72 0,98 11,52

Temperatura 33,3 86,33 0,51 17,80 718 1,14 13,87
(°C) 350 8566 1,01 17,85 763 111 12,67
36,8 8691 1,18 16,57 7,55 1,05 11,94

Fonte: a autora (2018)
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44 DETERMINACAO DO TEOR E EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO DE DIOSMINA E HESPERIDINA NAS
NANOEMULSOES

Nanoemulsdes sdo sistemas efetivos para incorporar compostos
bioativos. Uma vez encapsulados dentro do ndcleo lipofilico, este
sistema confere protecdo conta oxidagdo, protegendo o composto de
interacGes mantendo a sua funcionalidade quando em contato com seu
alvo (DONSI et al., 2011). Apbés a incorporacio do farmaco na
nanoemulsdo, é necessario verificar a taxa de associagdo do mesmo na
nanoestrutura formada. A fracdo de farmaco incorporada as
nanoemulsdes € geralmente apresentada na forma de porcentagem de
associagdo, calculada através da subtracdo das concentragdes total e
livre, em relacdo a concentragdo total (BRUXEL et al., 2012).

O célculo dos resultados de concentragdo e recuperacdes estdo
baseados na quantidade de solucdo de FFPM adicionada na
nanoemulsdo apresentados na tabela 2, bem como a sua diluigdo /
extracdo descritos no item 3.2.5. Uma vez determinada a concentracdo
de diosmina e hesperidina nas formulagdes foi possivel verificar que
com a etapa de filtragcdo, parte da diosmina e hesperidina pode ter
precipitado, ficando retida no filtro de 8 micrometros. O percentual
recuperado nas formulagdes, estd demonstrado na tabela 10 bem como a
partir deste teor encontrado na formulacédo, foi também determinado o
percentual de encapsulacao.

Como pode ser observado nesta tabela, de maneira geral os
valores de teor e de recuperacdo aumentaram com o aumento da
quantidade de 6leo ricino na formulagao.

A diosmina exibiu eficiéncia de encapsulacdo superior a 98%,
indicando que o farmaco presente na formulagdo se encontra quase que
inteiramente associado as goticulas. Por outro lado, a hesperidina
alcancou um maximo de eficiéncia de encapsulagédo de cerca de 60%,
indicando que uma fracdo do mesmo poderia estar dissolvido na fase
dispersante das nanoemulsdes.
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Tabela 10- Valores de teor, recuperagdo e eficiéncia de encapsulacdo de

diosmina e hesperidina nas nanoemulsdes

Concentragdo (+DP)

Recuperagéo

Eficiéncia de

(pg/mL) (xDP) (%) encapsulacdo (%)
Diosmina Hesperidina ~ Diosmina  Hesperidina ~ Diosmina  Hesperidina
F1 24,57 18,87 4,85 41,84 >98 61,49
(+5,16) (£ 0,64) (x0,99) (+1,81)
F2 21,58 17,57 4,26 38,97 >98 48,56
(3,21 (x1,15) (£0,31) (x2,55)
F3 113,39 23,31 22,38 51,67 >08 57,04
(+ 49,95) (+1,35) (x0,51) (+2,98)
F4 23,69 17,77 4,68 39,40 >98 49,81
(£5,12) (£ 0,90) (£0,88) (x2,0)
F5 448,38 58,98 52,21 77,20 >08 35,80
(+134,83) (+2,37) (+15,70) (x3,10)
F6 432,28 50,93 50,34 66,63 >98 26,34
(+70,20) (£5,74) (+8,17) (x7,51)
F7 229,39 41,87 25,66 54,80 >98 19,22
(+31,99) (+3,04) (£3,72) (+3,98)
F8 445,01 47,66 51,82 62,38 >98 23,86
(£47,63) (+5,46) (+5,55) (x7,14)
F9 418,29 50,52 48,71 66,13 >08 24,59
(+27,78) (£ 0,42) (£3,23) (£ 0,55)
F10 529,52 61,01 61,66 79,85 >08 44,80
(+37,36) (£2,78) (+4,35) (+3,64)
F11 388,99 55,70 45,29 72,90 >08 42,70
(£ 25,71) (+2,61) (£2,99) (+3,42)
F12 575,93 63,50 67,06 83,112 >08 48,22
(+40,01) (+4,44) (+4,56) (£5,81)

Fonte: a autora (2018)

Considerando os resultados obtidos nestes estudos, a formulagédo

F11 foi escolhida para os estudos de permeacdo cutdnea. Embora
houvesse formulagcdes com valores de teor e recuperacdo superiores a
desta, os valores de tamanho de goticula e de IDP ndo foram tdo
satisfatorios estando com valores superiores aos resultados encontrados
para F 11. Assim, a formulacdo selecionada, designada NEp,
apresentou um teor médio de cerca de 400 e de 55 pug/mL de diosmina e
hesperidina, respectivamente, e tamanho de goticula de cerca de 200
nm. Desta forma, esta formulagdo associada aos resultados obtidos na
etapa de desenvolvimento e caracterizagdo da nanoemulsdo foi
selecionada para a incorporacdo em hidrogeis.
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4.5 DETERMIN~ACAO DO TEOR RESIDUAL DE DMSO NAS
NANOEMULSOES

O dimetilsulfoxido é um solvente que tem sido amplamente
empregado em formulacGes farmacéuticas, desempenhando o papel de
estabilizante, veiculo, promotor de absor¢éo, crioprotetor, e até mesmo
de ingrediente farmacéutico ativo (MCKIM; STRUB, 2008, 2016).

Tendo em vista que ele foi empregado nas formulagGes com o
intuito de permitir a completa solubilizagdo da FFPM na fase orgéanica,
0 teor de DMSO final foi determinado nas nanoemulsGes, usando
metodologia de cromatografia gasosa. A area correspondente ao DMSO
do cromatograma obtido apds injecdo das nanoemulsbes no
cromatégrafo foi comparada coma aquela obtida apés injecdo do
solvente puro (Figura 18). O teor obtido na nanoemulséo (NEps) foi de
3,52% (v/v), abaixo do teor tedrico esperado de 10% (v/v).

E classificado como um solvente da classe 3, que s&o aqueles que
apresentam um baixo potencial de toxicidade. Quando aplicado
topicamente, pode penetrar na pele e aumentar a permeacao cutanea de
compostos ativos. Ao contrério de outros solventes, DMSO ¢ isento de
toxicidade; a DL-50 do DMSO aplicado na pele em ratos foi
demonstrada ser de 40 g/kg (MCKIM; STRUB, 2008, 2016).

O DMSO apresenta ponto de ebulicdo de 189° C, densidade de
1,10 g/cm® e uma pressdo de vapor de 0,37 mm/Hg a 20°C, enquanto
gue a acetona possui um ponto de ebuli¢do de 56,2°C, densidade de 0,79
g/lcm® e uma pressdo de vapor de 185 mmHg a 20°C ( ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; GAYLORD CHEMICAL COMPANY,
2014)

Embora a literatura descreva que o DMSO é um solvente de
extrema estabilidade, com elevado ponto de ebuli¢do e pressdo de vapor
reduzido, é bastante higroscdpico quando em contato com a agua, além
do que quando em contato com a acetona, sob pressdo reduzida, seu
ponto de ebulicdo pode possivelmente ser afetado. Por isso com 0s
resultados obtidos, sugere-se que o DMSO, na presenca da agua e
acetona em 40 °C foi parcialmente removido por evaporacao, resultando
em um teor final menor do que o esperado na formulacgéo.
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Figura 18- Cromatogramas obtidos ap6s injecdo do DMSO padréo (a) e da
nanoemulsdo contendo FFPM (b)
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Fonte: a autora (2018)

4.6 PREPARAGCAO DOS HIDROGEIS CONTENDO FFPM

Hidrogeis apresentam ampla aplicabilidade como sistemas de
liberacdo topico e transdérmico devido as suas caracteristicas de
adesividade, consisténcia semissdlida, capacidade de intumescimento e
biocompatibilidade. Apresentam uma estrutura matricial com
espacamentos entre as macromoléculas variando entre 5 e 100 nm. A
densidade de reticulacdo da matriz pode ser aumentada com o aumento
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da quantidade de agente espessante, permitindo entdo modificar a
cinética de liberacdo de farmacos e os perfis de permeacdo cutanea.
Neste trabalho, hidrogeis contendo a nanoemulsdo de diosmina e
hesperidina (NEpm+) ou a FFPM livre foram preparados. A adi¢do de
polimeros formados de hidrogeis em nanoemulsGes permite contornar o
inconveniente relacionado a baixa viscosidade destas preparagdes. Além
disso, os perfis de liberacdo e de permeacdo cutdnea dos farmacos
encapsulados podem ser modulados, expandindo a aplicacdo clinica das
nanoemulsdes (ZHENG et al., 2016).

Para a preparacdo dos hidrogeis, diferentes polimeros foram
testados. Entre eles, a hidroxipropilmetilcelulose (Natrosol, Ashland,
EUA) e o Poloxamer 127 (Basf, EUA) em diferentes concentracdes
(0,25%, 0,5% e 2,0%), porém geraram hidrogeis com caracteristicas
sensoriais insatisfatérias. Adicionalmente, os hidrogeis formulados com
Poloxamer 127 ndo permitiram a adequada incorporacdo da FFPM,
fazendo com que esta fosse rapidamente depositada no fundo do frasco.

Hidrogeis com caracteristicas adequadas foram obtidos usando
Aristoflex® AVC. Este ¢ um copolimero anidnico constituido de
acriloildimetiltaurato do acido sulfénico e vinilpirrolidona. E capaz de
formar géis aquosos estaveis em uma faixa de pH de 4,0-8,0. E
amplamente utilizado em fungdo da sua capacidade de formagdo de géis
cristalinos e incolores, com excelentes caracteristicas de consisténcia e
sensoriais, conferindo uma agradavel sensagdo quando aplicado sobre a
pele. E facil de usar e fornece formulagdes com excelente rendimento e
elevada estabilidade, mesmo na auséncia de emulsionante adicional.
Este produto tem uma boa compatibilidade com solventes organicos e é
estavel a radiagdo UV e alta taxa de cisalhamento (PHARMASPECIAL,
2017).

Assim, considerando 0 exposto acima, Aristoflex ® AVC foi
selecionado para a formacdo de hidrogeis, na concentracdo de 1,5%
(m/v). Os hidrogeis formulados na presenga da nanoemulsdo, designada
NEGpm, foram obtidos pela técnica de hidratacdo do polimero a frio
incorporando-o diretamente a formulacdo (F11). Por ser previamente
neutralizado, o Aristoflex® AVC manteve 0 mesmo pH da nanoemulsao
de 5,6. Da mesma forma para a obtencdo dos hidrogeis com a FFPM
livre, na presenca ou auséncia do DMSO, a FFPM foi pesada e levigada
com quantidade suficiente de agua ou previamente dissolvida no
DMSO. No primeiro caso, por ser micronizada, a fracdo foi facilmente
incorporada ao Aristoflex® AVC. O pH dos hidrogeis contendo a fracao
livre, com ou sem DMSO, foi cerca de 5,7.
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4.7 ESTUDO DE PERMEACAO CUTANEA IN VITRO

Os sistemas de liberacéo tdpicos e transdérmicos continuam a ser
fundamentais para a liberacdo de farmacos ndo sé para acdo local, mas
também para exercer efeito sistémico. A administracio cutanea evita o
metabolismo de primeira passagem, possibilita a extensdo da acéo, e
permite a redugdo dos efeitos colaterais indesejaveis decorrentes da
absorcao por outras vias de administragao, sendo mais bem aceita pelo o
paciente no tratamento de problemas cutaneos. Entretanto, a
administracdo cutinea ainda é um desafio na &rea farmacéutica, visto
gue o estrato corneo impbe uma barreira a passagem de farmacos,
dificultando o alcance do mesmo nas diferentes camadas da pele
(TEIXEIRA; BIELA, 2001; SCHMALTZ; VIEIRA; SANTOS, 2005;
DA SILVA et al., 2010).

A efichcia de medicamentos tdpicos ou transdérmicos é
criticamente dependente de fatores bioldgicos, como a integridade da
pele, das propriedades fisico-quimicas dos ingredientes ativos, tais como
pKa, massa molecular e coeficiente de particdo, e das caracteristicas do
veiculo e da forma farmacéutica (BARRY, 2005; OECD, 2010;
WILLIAMS, 2013; CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA, 2014). A
penetracdo de diferentes componentes ativos de baixa absor¢édo na pele
pode ser aumentada por meio de algumas alternativas, como a adi¢do de
promotores de absorcdo especificos na formulagdo ou, como relatado
nos ultimos anos, pelo uso de sistemas de liberagdo nanoestruturados,
em especial os nanocarreadores lipidicos, como os lipossomas, as
nanoparticulas lipidicas sélidas e as nanoemulsdes (DA SILVA et al.,
2010; SOARES et al., 2015; PRACA et al., 2018) Além de apresentar
uma elevada capacidade de incorporacdo de farmacos lipofilicos, as
nanoemulsdes formam um depdsito fino e uniforme na pele, resultando
em uma elevada superficie de contato com este 6rgdo, o que pode
favorecer a absorcdo dos farmacos (MCCLEMENTS, 2012; MONTES
DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017).

Alguns autores consideram o estudo de permeacdo cutinea in
vitro como um teste usado para monitorar a liberacdo e difusdo de
composto ativos presentes em preparacdes semissolidas, representando
uma ferramenta valiosa no desenvolvimento da formulacdo (KANFER
et al., 2017). Neste trabalho, o modelo estatico de células de difusdo de
Franz foi empregado para avaliar e comparar a permeacao e retencao
cutanea da diosmina e da hesperidina a partir dos hidrogeis contendo a
nanoemulsdo da FFPM, e dos hidrogeis contendo a fracdo livre,
preparados na presenca e na auséncia de DMSO. Este ultimo foi testado
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com o intuito de verificar se 0 DMSO adicionado as formulagdes de
nanoemulsdes poderia proporcionar um efeito promotor da absorcdo
percutanea da diosmina e da hesperidina. Previamente aos ensaios de
permeac¢do cutinea, a selecdo do meio receptor foi realizada por meio de
estudos de solubilidade.

4.7.1 Avaliagdo da solubilidade da diosmina e hesperidina a partir
da FFPM no meio receptor

Os estudos de permeacdo cutdnea empregando células de Franz
geralmente assumem que a difusdo do fArmaco no estado estacionario é
conduzida sob condicdes de sink perfeitas, isto é, na cAmara receptora ha
uma concentracdo de farmaco igual a zero. Embora isso ndo seja
estritamente possivel com uma célula de difusdo estatica, existe um
acordo geral de que, para fins experimentais in vitro, condi¢cbes em que
a concentragdo do penetrante no meio receptor nao ultrapasse 10% de
sua concentracdo na saturagdo devem ser empregadas. Estas condi¢des
sink podem ser alcancadas de diferentes maneiras: reduzindo a
concentracdo de farmaco na camara doadora, empregando volumes
maiores da camara receptora e/ou aumentando a taxa de amostragem
(NG et al., 2010a). O guia da OECD descreve que, em se tratando da
selecdo do meio receptor, quando justificada pela baixa solubilidade do
ativo, solubilizantes podem ser adicionados ao meio. Compostos como
etanol, Volpo 20, Triton X 100, PEG 20, oleil éter, polietilenoglicol,
entre outros, sdo dados como exemplos em estudos de permeagédo
cutinea (DAL POZZO et al., 1991; FRIEND, 1992; OECD, 2010). Uma
vez que os farmacos diosmina e hesperidina apresentam muito baixa
solubilidade, diversos meios foram testados a fim de proporcionar o
estudo de permeacédo in vitro em condicdes sink. A Tabela 11 demonstra
os resultados obtidos nestes estudos de solubilidade.

Os resultados mostraram que a diosmina e a hesperidina
apresentam muito baixa solubilidade em meios hidrofilicos com pH
fisioldgico (pH 1,2; 4,5 e 7,4), corroborando com dados encontrados por
diversos autores (SRIRANGAM et al., 2012; HOU et al., 2013; Al et
al., 2014; AMALHUSSEIN; AMAL, 2016).
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Tabela 11- Solubilidade da diosmina e da hesperidina em diferentes meios
(n=3)

Meio receptor Diosmina Hesperidina
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 Tampéo fosfato pH 7,4 <LQ/LD <LQ/LD
2 Tampéo fosfato pH 7,4:etanol (80:20, <LQ/LD 0,65 +0,03
Vviv)
3 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400 (80:20, <LQ/LD 0,98 +0,13
Vviv)
4 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400:etanol <LQ/LD 4,52 +0,04
(40:40:20 viviv)
5 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo <LQ/LD 1,35+0,11
laurilsulfato de sédio 1,5% (m/v)
6 Tampdo fosfato pH 7,4 contendo <LQ/LD 0,24 +0,16
Poloxamer 188 1,0% (m/v)
7 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo <LQ/LD 0,19 £ 0,02
Poloxamer 188 3,0% (m/v)
8 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo <LQ/LD 0,27 £0,01
Poloxamer 188 6,0% (m/v)
9 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Triton <LQ/LD 0,42 +£0,01

x 100 1,5% (m/v)

10 Tampao fosfato pH 7,4 contendo Triton <LQ/LD 0,10+0,01
x 100 3,0% (m/v)

11 Tampao fosfato pH 7,4 contendo Triton <LQ/LD 0,12+0,01
x 100 6,0% (m/v)

12 Tampao fosfato pH 7,4:etanol (50:50, <LQ/LD 3,70+0,35

Vviv)
13 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo cloreto <LQ/LD <LDelLD
de benzalcénio 0,18% (m/v)

14 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl <LQ/LD <LQ/LD

AWS 1,5% (m/v)

15 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl <LQ/LD 0,41 + 0,06
AWS 3,0% (m/v)
16 Tampéo fosfato pH 7,4 contendo Procetyl <LQ/LD 0,62 +0,69
AWS 6,0% (m/v)
17 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO 4,08 + 45,05 + 0,50
(50:40:10, v/viv) 0,15
18 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO 1,15+ 4,67 +0,33
(55:40:5, viviv) 0,13

19 Tampéo fosfato pH 7,4:PEG 400:DMSO 0,76+ 0,02 3,79+0,25
(58:40:2, viviv)
20 Tampéo fosfato pH 7,4: PEG 400 (60:40, 2,25+ 8,0 £1,01
viv) 0,02
21  Tampao fosfato pH 7,4: DMSO (90:10, v/v) <LQ/LD 0,52+0,10
22 Tampéo fosfato pH 7,4: DMSO (98:2, v/v) <LQ/LD <LQ/LD

Fonte: a autora (2018)
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Mesmo na presenca de tensoativos, os quais sdo citados por
compéndios oficiais, como o laurilsulfato de sodio, poloxamer e Triton
X, a diosmina ndo foi detectada e a hesperidina foi solivel em
concentragcbes muito baixas.  Assim, estes meios ndo foram
considerados como alternativas para o teste e por isso outros
cossolventes foram testados. Reforcando o uso do etanol como
alternativa de solvente, este foi testado em concentracGes de 20 e 50%,
as quais mostraram ser adequadas em estudos de permeacdo de diversos
farmacos, como indometacina e quercetina (VICENTINI et al., 2008,
2009 BARAKAT, 2011). Porém, a solubilidade obtida foi de no
méximo de 3,70 pg/mL para hesperidina e a diosmina néo foi detectada
nestes meios.

Dando continuidade aos estudos de solubilidade, a inclusdo do
DMSO foi considerada como uma alternativa para a realizacdo dos
testes de permeagdo, sendo testado em diferentes concentragfes, na
presenca e auséncia de PEG 400. A adi¢do de DMSO no tampéo fosfato
pH 7,4 na concentragdo de 2 e 10% (meios 21 e 22, respectivamente)
ndo promoveu a solubilizagdo da diosmina e hesperidina. Por outro
lado, o emprego da mistura contendo tampdo fosfato pH 7,4:PEG
400:DMSO (50:40:10, v/v/v) levou a um aumento significativo da
solubilidade destes flavonoides, as quais foram de 4,08 pg/mL para
diosmina e 45,05 pug/mL para a hesperidina.

A literatura aponta que, devido a baixa solubilidade da diosmina,
a condicdo a qual poderia apresentar-se sink seria em meios com pH
acima de 10, natureza a qual foi amplamente explorada por diversos
autores em estudos de dissolucdo in vitro e ex vivo (FREAG;
ELNAGGAR; ABDALLAH, 2013a, 2013b; MISHRA et al., 2013;
AMALHUSSEIN; AMAL, 2016). Porém, quando em contato com
solucdes com pH 10, efeitos como inchaco do estrato cérneo e alteragédo
da funcéo barreira da pele ocorreram, conforme indicado pelo aumento
na perda de agua transepidérmica (PAUDEL et al., 2010). Isto poderia
levar a obtencdo de dados de permeagdo cutdnea superestimados. Por
isso optou-se para que o pH do meio fosse mantido em valores
fisioldgicos e que o estudo fosse conduzido na presenca de cossolventes,
mesmo que para um dos farmacos, a diosmina, a condicdo sink ndo
tenha sido atingida.
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4.7.2 Validacdo da metodologia analitica de CLAE para
determinacéo de diosmina e hesperidina nos estudos de permeagao e
retencdo cuténea

Uma vez definido o meio receptor para os estudos de permeacéo
e retencdo cutdnea, 0 método de CLAE, previamente desenvolvido para
a determinacdo de diosmina e hesperidina nas nanoemulsdes, foi
revalidado quanto aos parametros de especificidade, linearidade, LQ,
LD, exatiddo e precisdo, para determinacdo dos flavonoides no
permeado e na pele.

4.7.2.1 Especificidade

A determinacdo da especificidade foi realizada ap6s inje¢do do
meio receptor, e das solucbes obtidas apds extracdo das fitas do ensaio
de tape stripping e das amostras de pele, obtidas no estudo de
permeacdo com as NEg. Como é possivel verificar na Figura 19, ndo
houve picos interferentes nos tempos de retencdo dos farmacos nas
condigdes testadas, indicando que o método é especifico e que pode ser
empregado na quantificagdo dos mesmos nos estudos de permeagéo
cutanea.
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Figura 19- Cromatogramas obtidos na avaliacdo da especificidade do método
cromatogréfico: (a) solugbes obtidas a partir das fitas do ensaio de tape-
stripping; (b) meio receptor; (c) e (d) solugbes obtidas ap6s extracdo da
epiderme e derme; (e) padrdo de diosmina e hesperidina respectivamente

(a)Fitas de tapping-stripping

(b)Meio receptor

(c)Epiderme

Fénte: é auto4ra (2618) E

4.7.2.2 Linearidade, LQ e LD

A linearidade foi conduzida de acordo com o item 2.2.10.3 e as

curvas de calibracdo obtidas para a diosmina e hesperidina encontram-se
mostradas nas Figuras 20 e 21, respectivamente. O coeficiente de
correlacdo foi determinado pelo método de minimos quadrados e
encontraram-se acima de 0,99, evidenciando a linearidade do método na
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faixa de concentracdo empregada. A Tabela 12 demonstra os resultados
de LQ e LD para o método analitico.

Figura 20 - Curva de calibragéo para diosmina no meio receptor
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Figura 21- Curva de calibragdo para hesperidina no meio receptor
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Os resultados obtidos na tabela 12 quando comparados com 0s
limites da tabela 6 sdo inferiores considerando a faixa da concentracéo
trabalhada de (0,1 a 2,0 pg/mL versus 2,0 a 50 pug/mL) somado ao
volume de injecdo das amostras. De acordo com o0s manuais dos
fabricantes das colunas cromatograficas (Phenomenex) sugere-se que 0
menor volume de injecdo seja utilizado para que a capacidade da coluna
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seja mantida. Foi necessaria a reducdo da concentracdo da curva de
linearidade em virtude dos resultados dos ensaios de permeacao in vitro
0s quais ndo absorveram as concentragfes iniciais, além do que com a
definicdo do meio de permeacdo cutdnea, entendemos como boas
praticas de laboratério que a curva seja realizada com o diluente de
escolha que neste caso foi 0 meio receptor 17.

Tabela 12- Valores de LQ e LD para diosmina e hesperidina

Limite de Limite de Deteccédo
Farmacos Quantificagdo (ug/mL)
(Mg/mL)
Diosmina 0,0981 0,0324
Hesperidina 0,0287 0,0095

Fonte: a autora (2018)
4.7.2.3 Precisdo

A precisdo foi determinada de acordo com o item 2.2.10.5. Os
resultados séo apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 12 Resultados experimentais obtidos na avaliacdo da repetibilidade
(precisdo intradia) e precisdo intermedidria (interdia) para determinagdo da
diosmina e hesperidina no permeado

Repetibilidade Precisdo
1° dia 2° dia 3°dia  intermedidria
Diosmina (Mg/mL) 0,365 0,383+ 0,381 0,382

10,01 0,02 0,01 10,02
DPR 2,90 0,44 3,82 4,86
(%)
Hesperidina (ug/mL) 0,483 0,500 0,477 0,477
0,001 +0,002 +0,004 10,02
DPR 0,02 0,53 0,96 4,76
(%)

Fonte: a autora (2018)
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Tabela 14 - Resultados experimentais obtidos na avaliacdo da repetibilidade
(precisdo intradia) e precisdo intermediaria (interdia) para determinagdo da
diosmina e heperidina na pele

Repetibilidade Precisdo
1° dia 2°dia  3°dia intermediaria
Diosmina (ug/mL) 3,28 + 3,18 3,23 3,23+0,06
0,03 0,04 0,07
DPR 1,17 1,24 2,36 1,95
(%)

I+
I+

Hesperidina (ug/mL) 1,24 1,16 1,11
10,07 0,01 0,03
DPR 0,60 0,96 0,17 4,53

(%)

I+
I+

1,17 +£0,05

O método foi considerado preciso uma vez que o desvio padrdo
relativo (DPR%) foi inferior 5%, em todos 0s casos.

4.7.2.4 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada pelo ensaio de recuperacao da
diosmina e hesperidina no meio receptor e na pele, apds a contaminagao
dos mesmos com uma solugdo padrdo de diosmina e hesperidina de
concentracdo conhecida. Os resultados encontram-se mostrados na
Tabela 15.
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Tabela 135.Resultados obtidos na avaliagdo da exatiddo

Diosmina Hesperidina
Conc. Conc. Recuperacdo DPR Conc. Recuperacdo DPR
tedrica Experimental (%) (%) experimental (%) (%)
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
- 0,1 0,093 92,68 +0,88 0,95 0,104 104,49 1,54
=1 +1,61
§ 0,5 0,511 101,32 1,25 0,485 97,11 1,36
° +1,26 +1,32
) 2,0 1,96 97,96 0,78 2,00 100,11 0,59
= +0,80 +0,59
0,1 0,100 100,53 1,22 0,097 98,01 1,78
+1,23 +1,73
2 0,5 0,506 101,32 1,24 0,489 97,72 2,01
o +1,26 +1,97
2,0 1,940 97,02 0,86 2,01 100,43 2,03
+0,83 +2,04

Fonte: a autora (2018)
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A recuperacdo da diosmina no meio receptor e nas amostras de
pele variou de 92,68% a 101,38% e de 97,02 % a 101,32%,
respectivamente. Para a hesperidina, a recuperacdo no meio receptor e
nas amostras de pele foi de 97,11% a 107,49% e de 97,72% a 100,43%,
respectivamente. Estes resultados evidenciam a exatiddo do método
(GUERRA, 2016) considerando a complexidade em se trabalhar com
membranas biol6gicas como a pele.

48 PERFIL DE PERMEACAO CUTANEA DA DIOSMINA E
HESPERIDINA

A capacidade da nanoemulsdo e dos hidrogeis contendo a
nanoemulsdo ou a fragdo livre em liberar e promover a permeacgao
cutanea da diosmina e hesperidina foi avaliada e comparada em estudos
de permeacdo in vitro, utilizando células de difusdo tipo Franz. Neste
experimento, uma aliquota (250 pL) das nanoemulsdes e cerca de 265
mg de cada um dos hidrogeis foram aplicados foram no compartimento
doador da célula de difusdo.Os perfis de permeacdo dos flavonoides
através da pele de orelha suina depois da aplicacdo das diferentes
formulagBes estdo mostrados na Figura 22. A partir dos perfis de
permeacdo obtidos, os pardmetros de fluxo, tempo de laténcia,
coeficiente de permeabilidade e quantidade total permeada foram
calculados e se os resultados encontram na Tabela 16.

Como pode ser observado, a permeacdo da diosmina ocorreu
somente quando este farmaco foi aplicado na pele quando associado a
nanoemulsdo. Ainda, o aumento da viscosidade proporcionada pela
incorporacdo do Aristoflex retardou a permeacgdo deste flavonoide, o
qual pdde ser detectado no meio aceptor somente ap6s 3 horas de ensaio
(Figura 22 a). Estes resultados foram confirmados pela analise
estatistica dos parametros de fluxo e tempo de laténcia para estas
formulagdes (Tabela 16). A andlise estatistica realizada pelo teste t de
Student revelou uma diferenca significativa entre os valores médios
(p=0,0011). A aplicacdo dos hidrogeis contendo a FFPM livre, na
presenca ou auséncia de DMSO, ndo promoveu a permeacdo cutanea
deste farmaco.
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Figura 22- Perfil de permeacdo cutinea da diosmina (a) e hesperidina (b) apos
aplicacéo da nanoemulsdo e dos hidrogeis na pele
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Tabela 16. Pardmetros de permeagdo obtidos para a diosmina e hesperidina: fluxo (Jss), tempo de laténcia (h), coeficiente de
permeacdo (Kp) e quantidade permeada acumulada (ug.cm).

Fluxo (Jss) Tempo de laténcia Kp Quantidade acumulada
(ng.cm™.h™) (h) (em.h%) (g.cm.?)
Diosmina  Hesperidina  Diosmina  Hesperidina  Diosmina  Hesperidina  Diosmina  Hesperidina
NEo 0,51 0,296 0,39 1,66 0,007 0,022 2,06 2,16
(¥0,09)* (+0,03)? (+0,08)® (x0,37) (+0,002) (+0,004) (+0,62) (+0,38)
NEHGp 0,36 0,377 1,81 1,09 0,004 0,030 2,22 1,36
(x0,07)° (x0,07)° (x0,37)° (*0,75) (¢0,0008)*  (+0,008)" (+0,46) (x0,57)
HGpmmpmso <LD/LQ 0,221 n.d n.d n.d 0,017 <LD/LQ 0,57
(+0,02) (+0,001) (+0,08)°
HGom <LD/LQ 0,251 n.d n.d. n.d 0,020 <LD/LQ 0,58
(*¥0,04)° (+0,003) (x0,03)°

Todos os valores representam a média de seis experimentos + D.P.R (n=6). Letras iguais representam valores médios
que ndo diferem estatisticamente entre si, para um nivel de significancia de 5%.
Fonte: a autora (2018)



130

Por outro lado, a hesperidina p6de ser quantificada no meio
aceptor, ap0s a aplicacdo de todas as formulagdes. No entanto, o
pardametro de fluxo foi significativamente maior somente quando o
hidrogel contendo a nanoemulsdo (NEHGp) foi testado. O tempo de
laténcia para a permeacgdo da hesperidina apos a aplicacéo dos hidrogeis
contendo a fracdo livre ndo pdde ser determinado, e quando a
nanoemulsdo (NEpm) foi comparada com o hidrogel contendo a
nanoemulsdo (NEHGpm), estes ndo diferiram estatisticamente entre si
(p<0,05). Talvez o resultado que melhor reflita a superioridade das
nanoemulsdes em promover a permeacao cutanea dos flavonoides seja o
de quantidade permeada acumulada apds 8 horas de ensaio. Para ambos
diosmina e hesperidina, a quantidade permeada acumulada foi maior que
aquelas obtidas para os hidrogeis contendo a fracdo livre (tabela 16).

O efeito da concentracdo da FFPM (0,25%, 0,5% e 2,0%) sobre a
permeacdo cutanea da diosmina e hesperidina, a partir de hidrogeis de
Aristoflex ® AVC a 1,5%, foi previamente avaliado por Guerra (2016).
Os ensaios foram conduzidos em modelo bicompartimental de células
de Franz, usando pele de orelha de porco como membrana e tampao
fosfato pH 7,4: etanol:PEG 400 (40:40:10 v/v/v) como meio aceptor, em
condi¢des pseudo sink, devido a baixa solubilidade dos farmacos. No
compartimento doador, 150 mg de hidrogel foram adicionados e o
estudo foi realizado por 6 horas, com reposi¢do de meio. Os resultados
mostraram que, independente da concentragdo de FFPM, os flavonoides
ndo foram capazes de permear a pele (GUERRA, 2016).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os achados
por Guerra (2016). Neste caso, a permeacdo da hesperidina pode ser
considerada baixa e sé pdde ser detectada pela melhoria da sensibilidade
do método de CLAE, empregando uma célula de detec¢do de 60 mm.

Um importante aspecto a ser discutido neste trabalho é que as
condi¢des sink para os estudos de permeacdo da diosmina ndo puderam
ser alcancadas, devido a baixa solubilidade em dgua deste composto em
todas as solugbes aceptoras testadas. Alguns estudos descritos na
literatura tém discutido a utilizagdo de condic¢des ndo sink. Amalhussein
e Amal (2016) avaliaram o perfil de liberagdo da diosmina a partir de
hidrogeis de poloxamer, associada ou ndo a hidroxipropil-B-ciclo
dextrina (HP-B-CD), em células de difusdo, usando tampdo fosfato pH
7,4 ou ortofosfato pH 12, como meio de liberagdo. Os autores relataram
que a diosmina é liberada lentamente a partir dos hidrogeis,
independente da complexacdo com a HP-B-CD, e que o uso de meios de
liberacdo sink ou nédo sink ndo afetou o perfil de liberacdo deste farmaco.
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Balzus e colaboradores (2016), ao avaliar a liberacdo da dexametasona
usando células de Franz a partir de diferentes formulacGes de
nanoparticulas, também mostraram que os perfis de liberagdo nao foram
alterados quando os experimentos foram conduzidos em condi¢des ndo
sink e que, ainda, o método foi discriminativo para as formulages
testadas. Assim, os resultados obtidos em relagdo a permeacdo da
diosmina, mesmo que possam ndo corresponder a aqueles obtidos em
estudos in vivo, permitiram mostrar 0 aumento da permeacdo cutanea
deste flavonoide a partir das nanoemulsdes.

Quanto ao efeito da adicdo do DMSO ao hidrogel contendo a
FFPM livre, este ndo foi capaz de aumentar a permeacdo cutdnea dos
flavonoides na concentracdo testada. Este solvente tem a capacidade de
alterar a estrutura da queratina do estrato cdrneo, transformando-o de
uma conformacdo em a- hélice para uma conformacdo em camada-f3,
além de alterar a organizacdo do estrato corneo e levar ao aumento do
coeficiente de particdo do farmaco em favor da pele (MARTINS;
VEIGA, 2002). Todavia, para que exer¢a esta funcdo, a concentracdo
relatada na literatura tem sido de 50-80% (v/v) ( MARTINS; VEIGA,
2002; MCKIM; STRUB, 2008, 2016; ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009; MARREN, 2011;NADA et al., 2014). Assim, pode-se afirmar que
o efeito promotor de absor¢do observado neste estudo esta relacionado
unicamente a utilizacédo da nanoemulséo.

4.9 AVALIACAO DA RETENCAO CUTANEA

O tape stripping € um método simples, eficiente e ndo invasivo
para verificacdo da qualidade e eficacia de formulagdes cosméticas e
dermatoldgicas. Apds a penetracdo das formulacdes, as camadas do
estrato corneo sdo sucessivamente removidas a partir de uma mesma
area de pele usando fitas adesivas. Este método tem sido padronizado de
modo a permitir a remocao completa do estrato cérneo. As fitas adesivas
contém a quantidade de cornedcitos e a correspondente quantidade de
formulacdo penetrada, a qual pode ser determinada por métodos
analiticos classicos (USP, 2017a). Nesse estudo, esta técnica foi
empregada para determinacdo da quantidade retida de diosmina e
hesperidina no EC. Ap6s a remocao deste com auxilio das fitas adesivas,
a epiderme (EP) e derme (D) foram separadas, e a quantidade de
diosmina e hesperidina nas diferentes camadas foi quantifica por CLAE.
Os resultados obtidos ap6s a determinacdo da retencdo destes farmacos
nas diferentes camadas da pele, ap6s 8 horas de ensaio, estdo mostrados
na Figura 23 e Tabela 17.
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Como pode ser observado na figura 23 e tabela 17, a quantidade
de diosmina retida no estrato corneo foi significativamente maior,
quando comparado as outras camadas da pele e, entre as formulagdes
testadas. Além disso, nanoemulsdo (NEpm) conduziu & obtencdo dos
maiores valores de retencdo cutinea. Resultados semelhantes foram
obtidos para a hesperidina, apesar dos menores valores de quantidade
retida para este flavonoide, decorrentes, por sua vez, do menor teor deste
flavonoide na fragdo. Em todos os casos, 0 aumento da viscosidade da
formulagdo, ap6s a adicdo do Aristoflex, provocou a reducdo da
quantidade retida dos flavonoides nas diferentes camadas da pele,
provavelmente por reduzir a difusdo destes compostos do hidrogel para
a superficie da pele.

Novamente, a presenca de DMSO no hidrogel (HGpmomso €
HGpsm), na concentragdo testada, ndo promoveu a permeacdo cutanea,
tanto da diosmina como da hesperidina.

Tabela 147. Quantidade de diosmina e hesperidina retida nas diferentes
camadas de pele ap6s ensaio de permeagao cutanea.

Quantidade retida (ug.cm)

Estrato corneo Epiderme Derme
Diosmina  Hesperidina  Diosmina Hesperidina Diosmina  Hesperidina
NE o/m 13,26 1,17 1,60 0,40 1,36 0,57
(+1,88)? (£ 0,12)? (x0,27)2 (£0,15)? (£0,19)? (x0,10)?
NEHG 1,03 0,46 1,05 0,21 0,56 0,11
DIH (£0,23)" (£0,03)° (+0,35)° (+0,04)° (+0,06)° (£ 0,01)°¢
C
HGom 1,00 0,15 0,43 0,17 0,42 0,20
DMSO (£0,11)° (+0,04)¢ (x0,10) (£0,05)¢ (#0,12)° (£0,16)¢
HGomH 1,70 0,17 0,43 0,14 0,48 0,25

(£0,38)°  (£0,01)°  (0,10)° (x0,05°  (x0,16)°  (£0,03)

Fonte: a autora (2018)

Poucos estudos sobre a aplicacdo topica da diosmina e
hesperidina sdo relatados na literatura, sobretudo visando a atividade
vasoprotetora destes flavonoides. Montenegro e colaboradores (2006)
avaliaram o efeito da composicdo de lipossomas sobre a permeacdo
cutanea da diosmina. Os autores relataram que a utilizacdo de
lipossomas mais fluidos, preparados com palmitoil-oleil-fosfatidilcolina,
foram mais efetivos em aumentar a permeacdo cutanea da diosmina.
Além disso, a encapsulacdo deste flavonoide nos lipossomas aumentou
significativamente a permeacdo cutdnea, quando comparados com a
mistura fisica lipossoma/diosmina. Amalhussein e colaboradores (2016)
avaliaram o impacto da formacdo de complexos de
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diosmina/ciclodextrina sobre o perfil dissolucdo deste farmaco. Segundo
0s autores, uma mais rapida liberacdo ocorreu apds a incorporacdo do
complexo nos hidrogeis. Além disso, o hidrogel contendo o complexo
mostrou ser mais eficaz na redugcdo do edema de pata induzido pela
carragenina em ratos, o que indicou que este poderia ser empregado
como gel transdérmico.

De acordo com a literatura, geralmente quando se utiliza
mecanismos de obtencdo de nanoemulsbGes de alta energia como
homogeneizadores de alta pressdo é possivel obter tamanhos reduzidos
do que os processos de baixa energia. Mou e colaboradores (2008)
obtiveram nanoemuls@es contendo canfora, mentol e salicilato de metila
empregando um homogeneizador de a alta pressdo com 600 bar e oito
ciclos, as nanoemulsfes obtidas apresentaram um tamanho de 50 nm e
um IPD de 0,269, tal formulacéo foi selecionada para ser incorporada
em um hidrogel de Carbopol 940.

Idealmente, a nanoemulsdo que favorece a via tdpica pode
demonstrar interacdo minima com diferentes camadas da pele, manter
carga neutra / negativa sobre a superficie, natureza eléastica que pode
restaurar a forma esférica, capacidade de alterar o arranjo celular para
transporte para-celular. A administracdo de nanoemulsdes através da via
topica destina-se a administrar o farmaco com um metabolismo rapido
de primeira passagem, metabolito secundario de natureza altamente
toxica e de muito baixa solubilidade aquosa (RAI et al., 2018).
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Figura 23- Quantidade retida de diosmina (a) e hesperidina (b) no estrato
cdrneo, epiderme e derme
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Guerra (2016) avaliou o efeito da concentracdo da FFPM em
hidrogeis sobre a retengdo da diosmina e da hesperidina no estrato
corneo e na epiderme/derme. Os resultados mostraram que a diosmina e
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hesperidina, em diferentes concentracdes de FFPM, ndo foram capazes
de permear a pele, como relatado anteriormente. No entanto, a retencéo
no estrato cérneo e na epiderme/derme foi aumentada com aumento da
concentracdo da FFPM no hidrogel.

Diferente do encontrado por Guerra, (2016) este estudo mostrou
gue a diosmina e hesperidina, quando veiculada na forma de
nanoemulsdo ou em hidrogel contendo a nanoemulsdo, atingem a derme.
Mesmo tendo em vista esses resultados, o efeito da aplicagéo tdpica das
nanoemulsdes contendo a FFPM sobre a DVC ainda necessita ser
verificado. Vale também ressaltar que por serem flavonoides, a
capacidade antioxidante ja foi amplamente explorada por diversos
autores ( HOU et al., 2013; MAN et al., 2014, 2015; HAJIMAHMOODI
et al,, 2014; AMALHUSSEIN; AMAL, 2016; KAMEL; ABBAS;
FAYEZ, 2017). Assim, as nanoemulsfes poderiam também auxiliar na
cicatrizacdo e prevencdo do desenvolvimento da hiperpigmentacdo da
pele, decorrente de Ulceras varicosas. Ainda, o tratamento para inibir a
inflamacdo pode oferecer a maior oportunidade de prevenir
complicagdes relacionadas a doenca (LYON et al.,, 2012; PERRIN;
RAMELET, 2011).

A importancia das nanoemulsdes na liberagdo de ativos na pele
tem aumentado consideravelmente nas Gltimas décadas. Devido ao seu
interior lipofilico, as nanoemulsdes sdo mais aceitaveis para o transporte
de compostos lipofilicos que os lipossomas. Outra vantagem esta
relacionada ao seu tamanho reduzido, que proporciona uma elevada
superficie de contato da formulacdo com a pele. Ainda, a encapsulagdo
dos compostos lipofilicos proporciona uma maior concentracdo de
farmacos em solucao na superficie da pele, o que acarreta 0 aumento da
permeacdo cutdnea. Buscando a obtencdo de sistemas de liberagdo
destinados a administracdo tdpica para o tratamento da DVC, este
trabalho relata, pela primeira vez, o efeito da encapsulacdo dos
flavonoides da FFPM em nanoemulsdo sobre a permeagdo cuténea dos
mesmos. Os resultados, em resumo, mostraram, que a obtencdo de
nanoemulsdes contendo a FFPM é viavel e que tais sistemas podem ser
empregados como veiculos dos flavonoides venoativos da fracdo para
administracdo topica cutanea.
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5CONCLUSOES
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eNeste estudo, a FFPM foi caracterizada pelas técnicas de FT-IR,
DSC, TGA, DRX e teor apresentando resultados condizentes de acordo
com os padrdes isolados de diosmina e hesperidina;

#Os estudos de solubilidade em 6leo foram realizados com a FFPM e
mostraram que dentre os diferentes 6Oleos testados, o 6leo de ricino
provou melhor solubilizar a diosmina e hesperidina a partir da FFPM;

o As Nanoemulsbes brancas e com FFPM foram produzidas pela
técnica de emulsificacdo espontanea utilizando éleo de ricino, tween 80
e Span 80. Os resultados da caracterizacdo mostraram um tamanho
manométrico, com potencial zeta negativo e um baixo indice de
polidispersdo, particulas esféricas para as NEg e com caracteristica de
capsula para NEpw;

eUm método por CLAE foi desenvolvido e validado para
determinacdo de diosmina e hesperidina na FFPM, nas NE, na EE nos
testes de permeacdo e retengdo cutdnea;

oAs nanoemulsdes apresentaram teores proximos a 400 pg/mL para
diosmina e 55 pg/mL para a hesperidina. Na determinagéo do percentual
de encapsulacdo obtido, a diosmina encontrava-se totalmente
encapsulada enquanto a hesperidina se mostrou parcialmente
encapsulada;

o Hidrogeis foram formulados pela técnica convencional a frio
utilizando o Avristoflex AVC® para a incorporagio da NE, FFPM livre e
FFPM livre com DMSO;

oOs estudos de solubilidade em diferentes meios receptores foi
realizado pela técnica de shake flask para determinar a condi¢do sink
para 0s compostos majoritarios contidos na FFPM. A avaliacdo foi
realizada com diferentes meios na presenca de cossolventes porém,
apenas a hesperidina se apresentou dentro destas condi¢cdes no meio de
escolha o qual foi constituido de tampdo fosfato pH 7,4:PEG 400:
DMSO 40:40:10 (viviv);

o Nos estudos de permeacdo e retencdo cutanea in vitro utilizando
pele de orelha suina como membrana, apenas as formulagdes NEp €
HGNEp/+ revelaram a permeacao da diosmina; para hesperidina todas as
formulagdes proporcionaram permeacédo, no entanto NEpn € HGNEp/H
mostraram-se superiores quando comparadas com HGpipmso € HGpm.

oNEp/H revelou maior quantidade de diosmina no estrato corneo em
relacdo as demais formulacdes. Para hesperidina o mesmo efeito foi
observado, porém em menor quantidade provavelmente em detrimento
do teor de hesperidina nas formulagdes.
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e Embora a diosmina ndo estivesse em condicdes sink nos estudos de
permeacdo cutanea, os resultados acumulativos para NEpn € HGNEpH
foram respectivamente 2,06 + 0,62 pg/cm? e 2,22 + 0,46 pg/cm
mostraram que ndo houve diferenga significativa entre as formulacdes
mesmo na presenca do polimero Aristoflex AVC ®

oA quantidade total acumulada para a hesperidina foram para NEp/n,
HGNEp, respectivamente 2,16 + 0,38 pg/cm™ 1,36+ 0,57 pg/cm™ e
assim como para a diosmina a presenca do Aristoflex AVC © ndo
interviu na permeacdo deste flavonoide que no estudo de permeacdo
cutanea estava em condic@es sink;

eAs formulages HGpmpmso € HGpm. quando comparadas entre si
ndo mostraram diferencas significativas nos estudos de permeagdo e
retengdo cutanea, sugerindo que o DMSO na concentragdo de 10% néo
promoveu a permeacao dos farmacos diosmina e hesperidina.
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