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RESUMO

O cumestrol € um isoflavondide presente em diferentes leguminosas como a alfafa,
soja e trevo vermelho. Estudos demonstraram uma relevante atividade antioxidante
e estrogénica deste composto. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
desenvolver nanoemulsdes contendo cumestrol visando a sua aplicagdo topica. Na
primeira fase, nanoemulsdes foram obtidas por emulsificacdo espontanea. Tal
procedimento conduziu a obtencdo de nanoemuls6es monodispersas, confirmado
por microscopia eletrdnica de transmissdo. A viscosidade das formulacbes
permaneceu similar, enquanto que o potencial zeta foi influenciado pela presenca
dos tensoativos. ApOs espessamento, as formulagcdes demonstraram um
comportamento ndo-Newtoniano pseudoplastico. Na segunda etapa, o teor de
cumestrol nas formulacdes foi determinado por CLAE. O método foi especifico,
linear, preciso e exato para quantificacdo de cumestrol nas formulacdes
desenvolvidas. Os perfis de liberacdo do cumestrol, através de membrana artificial,
demonstraram uma liberagdo imediata para todas as formulag¢des. Por fim, estudos
de permeacado/retencdo do cumestrol através de pele de orelha suina foram
realizados utilizando-se células de difusdo de Franz. Os resultados obtidos
demonstram um fluxo lento do cumestrol através da pele. O conjunto de resultados
obtidos demonstra o efeito da composicéo sobre as propriedades das formulacdes e

distribuicdo do cumestrol através das camadas da pele.

Palavras chave: cumestrol, nanoemulséo, hidroxietilcelulose, permeacao cutanea,

validacéo






ABSTRACT

Coumestrol is an isoflavonoid present in various legumes such as alfalfa, soybeans,
and red clovers. Studies have shown significant estrogenic and antioxidant activities
for this compound. With this in mind, the main purpose of this study was to develop
nanoemulsion containing coumestrol for topic application. In the first phase,
nanoemulsions were obtained by spontaneous emulsification. This procedure yielded
monodisperse nanoemulsions, confirmed by transmission electron microscopy. The
viscosity of the formulations remained similar, while the zeta potential was influenced
by the surfactants. After thickening, the formulations showed a pseudplastic non-
Newtonian behavior. In the second step, the coumestrol content in the formulations
was determined by HPLC. The method was specific, linear, precise, and accurate for
coumestrol quantification in the developed formulations. The coumestrol release
profile through artificial membrane showed immediate release for all formulations.
Finally, studies of coumestrol permeation/retention through porcine ear skin were
performed using Franz diffusion cells. The results showed a slow flow of coumestrol
through the skin. The overall results show the effect of the composition on the
properties of the formulations and coumestrol distribution through the layers of the

skin.

Keywords: coumestrol, nanoemulsion, hydroxyethyl cellulose, skin permeation,

validation
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INTRODUCAO







As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios que,
dependendo da via biossintética, resultam em diferentes compostos com diversas
atividades bioldgicas. Estudos de avaliacdo da potencialidade terapéutica de
extratos, fracbes e/ou compostos isolados de produtos vegetais tém crescido de

maneira consideravel nos dltimos anos (SIMOES et al., 2004).

Os flavondides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via
dos fenilpropandides, presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos
secundarios. Neste grupo, uma classe que tem sido investigada, devido as suas
propriedades biologicas, € a dos isoflavonoides. Os isoflavondides apresentam
distribuicdo taxondémica restrita no reino vegetal e subdividem-se em diferentes
subclasses, incluindo a dos cumestanos. O cumestrol € um composto de destaque

no grupo, sendo isolado principalmente da familia Fabaceae (SIMOES et al., 2004).

Estudos prévios demonstraram que o cumestrol apresenta uma potente
atividade antioxidante atribuida a doacdo de hidrogénio/elétrons das hidroxilas
fenolicas (MITCHELL et al., 1998; LEE et al., 2006). Considerando que existem
diversos alvos na pele que podem sofrer danos oxidativos provocados pelas
radiacdes solares, como lipidios, proteinas e DNA (ICHIHASHI et al., 2003), essa
propriedade do cumestrol pode ser explorada na prevenc¢éo do fotoenvelhecimento e
da fotocarcinogénese. De fato, a aplicacdo tépica de produtos antioxidantes tem sido
considerada como uma estratégia promissora para reduzir os danos oxidativos
mediados pela radiacdo UV na pele (SAIJA et al., 1998; 2000; PINNEL, 2003).

Além da propriedade antioxidante, o coumestrol possui potente atividade
estrogénica devido ao fato de possuir caracteristicas estruturais semelhantes as dos
estrogénios naturais (NOGOWSKI, 1999; HAVSTEEN, 2002). Os receptores de
estrogénio possuem dois subtipos: ERa e Erf. Os ERB sdo mais comumente
distribuidos na pele do que os ERa, sendo que o ER[B é amplamente expresso na
epiderme, especialmente nos queratindcitos, vasos sanguineos e fibroblastos
dérmicos (THORNTON et al.,, 2003; HALL e PHILLIPPS, 2005). Assim, por
apresentar relevante atividade antioxidante e estrogénica, o cumestrol revela-se uma
substancia de interesse para o desenvolvimento de formulagbes destinadas ao uso

topico.



Contudo, a incorporagédo de moléculas de reduzida hidrossolubilidade, como é
o caso do cumestrol, em formas farmacéuticas de uso toépico, geralmente em base
aguosa, representa um desafio farmacotécnico. Neste sentido, a incorporacdo de
moléculas com essas caracteristicas em nanoemulsdes de uso tépico tem sido
considerada por diversos autores (DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995;
PIEMI et al., 1999; FERNANDEZ et al., 2000; ALVES et al., 2005; SILVA, et al.,
2007). Nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas nos quais goticulas
oleosas de tamanho nanométrico estdo uniformemente dispersas em uma fase
aquosa externa estabilizada por um sistema tensoativo adequado (ANTON e
VANDAMME, 2010). Os compostos de reduzida hidrossolubilidade encontram-se
preferencialmente dispersos e/ou adsorvido na interface 6leo/agua (WASHINGTON,
1996; TROTTA et al., 2002; SONNEVILLE — AUBRUN et al., 2004). A incorporacao
de moléculas bioativas em sistemas nanoestruturados pode modular a
permeacdo/retencdo destes compostos através da pele. Tal fato pode estar
relacionado ao prolongamento do tempo de permanéncia nas camadas superiores
da pele, a maior area de superficie de contato e a baixa tensdo superficial das
goticulas de 6leo (KLANG e BENITA, 1998; BENITA, 1998; FOLDORI, 2000;
GUTERRES et al, 2007). Recentemente, descrevemos a Vviabilidade de
incorporacdo de compostos flavonoidicos em nanoemulsdes de uso topico, como a
guercetina, metilguercetina e genisteina (FASOLO et al., 2007; SILVA, et al., 2009;
VARGAS et al., 2011). Estudos de permeacdo cutanea, utilizando células de difusédo
de Franz, demonstraram que 0s compostos veiculados nesse sistema carreador
apresentaram baixo fluxo através da pele de orelha suina. Esses resultados podem
ser relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos compostos, 0s quais
apresentam valores semelhantes de coeficiente de particdo, entre 2 e 3, associado
as propriedades do sistema nanoestruturado, apontando para uma potencial

aplicacao destes produtos para tratamento topico.

Devido a reconhecida atividade estrogénica e antioxidante apresentada pelos
isoflavonoides, a presente dissertacdo de mestrado teve por objetivo preparar e
caracterizar as nanoemulsdes de uso tépico contendo cumestrol, bem como avaliar
a influéncia da composicdo das nanoestruturas sobre a permeacao/retencdo do
cumestrol, em pele de orelha suina. A dissertacdo esta estruturada em trés

capitulos:



— O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacao,
sumarizando quatro aspectos principais tratados ao longo do trabalho,
envelhecimento cutaneo, atividades biologicas dos flavonéides/cumestanos,

sistemas nanoemulsionados para uso topico e permeacao cutanea,

— O capitulo Il apresenta os resultados da validagdo de uma metodologia
analitica por cromatografia liquida visando a determinacdo do cumestrol em

diferentes nanoemulsdes, antes e ap0s 0 espessamento;

— O capitulo 1l investiga o efeito da composicdo das nanoemulsées sobre as
propriedades fisico-quimicas e reoldgicas das formulacdes, bem como sobre
a cinética de liberagdo do cumestrol através de membranas artificiais e pele

de orelha suina, utilizando células de difusao de Franz.
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Envelhecimento cutaneo

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano em extensdo e peso, sendo
composta por trés principais camadas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1).
Além de revestir a superficie externa do corpo, protegendo-o de agressores do
ambiente externo, esse Orgado possui outras funcbes, como o controle de
temperatura corporal, absor¢cédo da radiacdo ultravioleta, sintese de vitamina D, bem
como a absorcdo e eliminacdo de substancias quimicas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999; HARRIS, 2003).

Poro c ’ | Glébn‘dula
; orpusculo sebacea
sudoriparo de Meissner,
Camada cornea

Epiderme - (queratinizada)

Terminagao
nervosalivre
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I &\ Musculo eretor

' () do pélo

‘(V iy

—Tecido subcutaneo
4 ' (adiposo)
Artéria ;
Veia Foliculo piloso

Figura 1: A pele humana com suas trés camadas: epiderme, derme e hipoderme
Fonte: http://www.afh.bio.br/sentidos/sentidos10.asp

A epiderme é um epitélio formado por vérias camadas de células achatadas
justapostas, denominadas queratinécitos, que tém origem na camada basal
germinativa, sendo que, na medida em que envelhecem, essas células tornam-se
mais achatadas e passam a produzir e acumular queratina. As células mais

superficiais (cornedcitos), repletas de queratina, morrem e formam um revestimento
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resistente ao atrito e impermeével a agua, o estrato corneo. A derme, localizada
abaixo da epiderme, € um tecido conjuntivo com caracteristica elastica que contém
fibras protéicas, colageno, fibras de elastina, vasos sanguineos e linfaticos,
terminacdes nervosas, 6rgados sensoriais, glandulas e outros anexos como pélos e
unhas. A derme possui espessura de cerca de 250 um e sua principal funcao é
fornecer nutrientes e oxigénio a epiderme, por difusdo (HERNANDEZ e MERCIER-
FRESNEL, 1999; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; RIBEIRO, 2010).

Ao longo dos anos, a pele sofre alteragbes que levam ao seu envelhecimento.
Tais alteracdes podem levar a uma aparéncia seca e flacida, com presenca de rugas
e alteracbes na pigmentacdo cutanea. As modificacbes na pele devido ao
envelhecimento podem ser observadas em todas as camadas. Na epiderme, ha
desorganizacdo da camada basal germinativa, tornando esta menos espessa e a
camada coOrnea torna-se laminar e quebradica. Também h& diminuicdo na producédo
de células de Langerhans, com consequente reducao da defesa imune. Na derme, a
capacidade replicativa dos fibroblastos decresce, as fibras de colageno tornam-se
rigidas e as de elastina sobrecarregam-se de lipideos e perdem a elasticidade. Na
hipoderme, a fragilidade dos septos acarreta o0 aparecimento de rugas
(HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL, 1999; RIBEIRO, 2010).

O envelhecimento cutaneo é resultante do conjunto de transformacdes
decorrentes do envelhecimento intrinseco e extrinseco, que modificam o aspecto da
pele. No envelhecimento intrinseco, também chamado de envelhecimento
cronoldgico, ha queda das funcdes vitais do corpo, renovagéo celular comprometida
e funcdo imunoldgica diminuida (REBELLO, 2005).

Um dos fatores ligados ao envelhecimento intrinseco é o declinio de
horménios de estrogénio em mulheres no periodo pés-menopausa. Esteticamente, a
reducdo dos niveis de estrogénio estd associada a pele seca, afinamento da
epiderme, reducédo da camada coOrnea, diminuicdo do colageno na derme, formacéo
de rugas e da flacidez (RIBEIRO, 2010). A terapia da reposi¢cdo hormonal, além de
reduzir os efeitos caracteristicos da menopausa, tem gerado efeitos benéficos na

pele pelo aumento de colageno e da espessura dérmica. Também se observou uma
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maior hidratacéo da pele e aumento da atividade das glandulas sebaceas (PHILLIPS
et al., 2001; SATOR et al., 2001; RAINE-FENNING et al., 2003).

A pele é o maior alvo nao reprodutivel no qual agem os estrogénios. Esses
hormonios exercem sua agdo através de sua ligacdo aos receptores estrogénicos,
podendo produzir efeitos agonistas ou antagonistas fracos, dependendo de sua
concentracdo, estado do receptor, disponibilidade de estrogenos enddgenos e do
orgao-alvo (TAPIERO et al., 2002). Os receptores estrogénicos (ER) séo divididos
em dois subtipos: ERa e Erf. Os Erf3 sdo mais comumente distribuidos na pele que
os ERa. O Erf é amplamente expressado na epiderme, vasos sanguineos e
fibroblastos dérmicos. Ja nas glandulas sebaceas, a expressao dos receptores ER é
semelhante. Na epiderme, os Erp sédo fortemente expressos nos queratinécitos do
estrato basal e estrato espinhoso, e em menor grau, no estrato granuloso. Também
se observou forte presenca dos Er na derme papilar da pele do couro cabeludo
humano. Ambos os receptores ERa e Erf influenciam a regulacdo da acdo de
estrogenos na pele (THORNTON et al., 2003; HALL e PHILLIPS, 2005).

Estudos epidemiolégicos tém indicado uma relagcdo entre hormonios
estrogénicos e cancer de pele. Alguns estudos mostram que a taxa de mortalidade
por cancer de pele do tipo ndo melanoma e melanoma € significantemente menor
em mulheres do que em homens (WEINSTOCK, 1994; MILLER e MAC, 1997).
WIDYARIN e colaboradores (2006) avaliaram a acao do equol sobre os receptores
estrogénicos. Os resultados encontrados levaram 0s autores a sugerir que a
associacdo desse fitoestrégeno com os ER provoca modulacdo na resposta
imunoldgica, ativando proteinas antioxidantes e assim, diminuindo a
imunossupressao induzida por radiacdo ultravioleta. Contudo, 0s mecanismos
envolvidos ainda néo estdo completamente esclarecidos.

O envelhecimento extrinseco é decorrente de fatores ambientais que
interagem com a pele, como poluicdo ambiental, fumo, abuso do alcool, méa nutricao
e, principalmente, exposicdo exagerada a radiacdo solar (REBELLO, 2005;
RIBEIRO, 2010). De um modo geral, o envelhecimento cutaneo € atribuido aos
radicais livres (RL), compostos altamente reativos e instaveis que reagem com
moléculas do organismo causando danos as células (REBELLO, 2005). Os radicais
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de oxigénio sdo originarios de fontes metabdlicas (cadeia respiratoria ou oxidacdes
catalisadas por oxigenases) e agentes externos que tém como principal fonte a
radiacao ultravioleta (UV) (HAVSTEEN, 2002).

A radiacdo UV é dividida em trés categorias dependendo do comprimento de
onda, sendo a radiacdo UVB (280-320 nm) o principal fator etiolégico da
fotocarcinogénese. Ja a radiagdo UVA (320-400 nm) é mais citotoxica e gera mais
estresse oxidativo que a UVB (FFGUYER et al., 2003; AFAQ e MUKHTAR, 2006;
PINNEL, 2003). Em relacdo a absortividade das radiacdes, a radiacdo UVB é
praticamente toda absorvida na epiderme, enquanto que os raios UVA s&o capazes
de alcancar a derme e, até mesmo, afetar as células sanguineas circulantes
(PINNEL, 2003).

O corpo humano possui antioxidantes naturais com capacidade de reduzir as
reacdes provocadas pela acao solar, principalmente pela radiacéo ultravioleta. Essa
protecdo natural da pele ocorre por meio de antioxidantes enzimaticos como a
glutationa peroxidase, a glutationa redutase, a catalase e a superdxido dismutase ou
por meio de antioxidantes ndo enzimaticos, como o &cido ascorbico, vitamina E,
ubiquinol e a-tocoferol. Embora substancias antioxidantes possam chegar a pele
através da alimentacédo e suplementacéo oral, as etapas de absorcao, solubilidade e
transporte limitam a quantidade liberada para a pele, ndo sendo, muitas vezes,
suficiente para eliminar os radicais livres gerados, levando ao dano oxidativo. Este,
guando severo, acarreta em apoptose ou morte celular necrotica (PINNEL, 2003; XU
e FISHER, 2005).

Atividades bioldgicas dos flavondides/cumestanos

Os flavonéides compreendem o maior grupo de metabdlitos secundarios de
plantas. Essa classe de compostos, amplamente distribuida no reino vegetal, possui,
em sua maioria, representantes contendo 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
(SIMOES et al., 2004). Dentre o grupo dos flavondides, a classe dos isoflavonoides
se destaca pelas propriedades estrogénicas apresentadas pelas subclasses
isoflavona e cumestano (SIMOES et al., 2004). Devido a essa propriedade, esses
compostos sdo comumente referenciados como fitoestrogénios, denominacéo dada
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a todas as substancias que produzem efeitos analogos aos hormonios estrogénicos
em animais e humanos (MUELLER, 2002).

Os fitoestrogénios podem ser divididos em trés classes principais: isoflavonas
(encontradas em soja e outros legumes, tendo como principais ativos a genisteina e
daidzeina); lignanas (encontradas na linhaca e outras sementes oleosas, 0S
principais ativos sao o enterodiol e enterolactona) e os cumestanos (encontrados no
trevo vermelho, brotos e sementes de feijdo, sendo o cumestrol seu principal ativo).
A atividade estrogénica desses compostos esta relacionada a semelhanca estrutural
que esses compostos possuem com 0s estrogénios naturais e sintéticos (KNIGHT e
EDEN, 1996; CARUSI, 2000). Essas substancias sdo capazes de modular o efeito
de estrogénios enddgenos ao competir pela ligacdo nos receptores estrogénicos,
atuando como antiestrogenos ao impedir que esses hormoénios exercam seus
efeitos. Porém, na auséncia de estrogénio essas substancias se ligam aos
receptores e apresentam efeitos estrogénicos, aliviando os sintomas indesejaveis da
menopausa, além de reduzir o risco de doencas cardiovasculares e osteosporose
advindos da auséncia do hormoénio (KURZER e XU, 1997).

H& evidéncias de que mulheres que consomem uma dieta rica em
fitoestrogénios apresentam menor intensidade e frequéncia de sintomas
vasomotores, caracterisicos do periodo pés-menopausa (DALAIS et al., 1998;
SCAMBIA et al., 2000). Embora a diferenca nos sintomas pds-menopausa possa ser
devido a varios fatores, ADLERCREUTZ e colaboradores (1992) sugerem que as
acOes estrogénicas de uma dieta rica em fitoestrégenos poderia explicar a reduzida
freqiéncia dos sintomas da menopausa em mulheres japonesas. A osteoporose,
assim como a menopausa, também tem sido relacionada a diminui¢cdo da producéo
gonadal de esterdides. Desse modo, o efeito dos fitoestrogenos tem sido proposto
para prevenir a reabsorcdo 0ssea e promover o aumento da densidade Ossea.
TSUTSUMI (1995) realizou estudo com o cumestrol em culturas de células
embrionérias de fémur de pintos, demonstrando que, além da inibicdo da reabsor¢éo
0ssea houve um aumento no teor de calcio, indicando que esse fitoestrogeno

também pode atuar estimulando a mineralizacao 0ssea.

15



Os cumestanos sdo uma importante classe de produtos naturais aromaticos
oxigenados que possuem em suas estruturas o anel 6H-benzofuro[3,2-c]
benzopiran-6-ona. Além da propriedade estrogénica, foram relatadas outras
atividades para as substancias pertencentes a essa classe, como atividade anti-
tumoral (YANG et al., 1996) e inibidora da fosfolipase A, (DIOGO et al., 2009). O
cumestrol (Figura 2), principal representante desse grupo, é designado pelos
seguintes nomes quimicos: 3,9-dihidroxi-6H-benzofuro[3,2-c][1]benzopiran 6-ona;
acido 2-(2,4-dihidroxifenil)-6-hidroxi-3-benzofurancarboxilico  &-lactona e 76-
dihidroxicoumarino(3’,4’, 3, 2) coumarona (THE MERCK INDEX, 1996).

HO o 0}

OH

Figura 2. Estrutura quimica do cumestrol

Nas plantas, o cumestrol é formado a partir da via dos fenilpropandides:
Fenilalanina - acido p-hidroxicinamico Co-A - 7,4’hidridoxiflavanona - daidzeina -
composto intermediario - cumestrol. Esse composto foi identificado e caracterizado
estruturalmente por Bickoff, em 1958. Com relacdo a sintese do cumestrol, AL-
MAHARIK e BOTTING (2004) descrevem um método rapido e facil de ser
executado, consistindo em duas etapas: condensacédo catalisada do acetato de

fenila com cloreto de benzoila, seguido de dimetilagdo e ciclizag&o intramolecular.

O cumestrol se apresenta na forma de cristais que sublimam em 325 °C e, em
alto vacuo, proximo a 175 °C. Os maximos de absorcdo do cumestrol na regido
ultravioleta (em metanol) ocorrem em 208, 243 e 343 nm. Em meio alcalino forte,
esse composto exibe fluorescéncia azul. Quanto a solubilidade, o cumestrol é
praticamente insollvel em agua, em pH acido ou neutro; pouco soluvel em agua, em
pH alcalino (pH 11-12); ligeiramente sollivel em metanol, cloroférmio e éter e muito
levemente sollvel em tetracloreto de carbono e benzeno (THE MERCK INDEX,
1996).
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As fontes vegetais de cumestrol incluem muitas frutas, gréos, sementes
(feijao, ervilha, soja) e café. As maiores concentracbes desse composto tém sido
encontradas em trevos (Trifolium pratense, leguminosae — 56411 mg/Kg) e alfafas
(Medicago sativa, Leguminosae — 1,2 mg/Kg), em particular nos brotos de alfafa em
concentragbes de 720 mg/Kg. Cabe ressaltar que nos casos de contaminagao por
fungos, a concentracdo de cumestrol pode ser aumentada nessas plantas (PATRI et
al., 2006).

Em relacdo as suas propriedades biolégicas, o cumestrol € um agonista
estrogénico, mas também exibe atividade antiestrogénica dose-dependente.
Estudos mostram que os fitoestrogénios, incluindo o cumestrol, inibem a ligacéo
especifica do 17B-estradiol aos receptores de estrogénios localizados no Utero e em
glandula mamaria de ratos e humanos de uma forma dose dependente (0,1-10 mM)
(HODGERT et al., 2000; BENASSAYAG et al., 2002; MARKAVERICH e
ALEJANDRO, 1998).

Segundo WHITTEN e colaboradores (2002), o cumestrol, mesmo em
pequenas quantidades, é capaz de inibir a ligacdo do 17B-estradiol aos receptores
estrogénicos neurais, sendo que os efeitos produzidos sdo opostos aqueles do
estradiol, em relacdo a secrecdo de hormbnios e comportamento sexual, por acao
em ambos os tipos de receptores. PATISAUL e colaboradores (1999) sugerem,
ainda, que o tipo de acdo do cumestrol nos receptores, se agonista ou antagonista,
pode ser tecido-especifico e, o0s efeitos estrogénicos/antiestrogénicos dos
isoflavonodides podem ser explicados pelas diferentes ligacdes em posicdes

terminais dos receptores estrogénicos.

Os fitoestrogénios possuem afinidades diferentes em relagdo ao tipo de
receptor estrogénico (ER), porém menor do que a do 17B-estradiol para ambos os
subtipos (ERB e ERa). Segundo BENASSAYAG e colaboradores (2002) o 178 -
estradiol possui afinidade de ligacdo por ER igual a ¥ da afinidade de ligagcéo por
ERa e o cumestrol mostrou maior afinidade por ERB que por ERa (20-30 vezes
maior). O cumestrol apresenta maior afinidade de ligacdo pelos ER do que a
isoflavona genisteina (AL-MAHARIK e BOTTING, 2004; KUIPER et al.,, 1998).
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KUIPER e colaboradores (1998) avaliaram a atividade estrogénica de fitoestrogénos,
incluindo o cumestrol. Os experimentos foram realizados através de ensaios de
competicao pela ligagao as proteinas dos receptores ERa e ER[B e por expressao
transiente de gene, usando células nas quais a resposta estrogénica aguda foi
criada por co-transfeccdo com culturas de DNA recombinante humano de ERa e
ERpB. Utilizando concentracbes de 1 a 10 nM, os autores obtiveram o seguinte
ranking de poténcia estrogénica: 17p-estradiol >> zearalenol = cumestrol >
genisteina> daidzeina > biochanina A > quercetina para receptores ER a e 17p-
estradiol > genisteina > cumestrol > zearalenol > daidzeina > biochanina A >
guercetina para receptores ER . Porém, a comparacdo da poténcia estrogénica
entre esses compostos deve considerar também a quantidade de hormonio estradiol
circulante, a disponibilidade dos receptores no tecido alvo e a concentracdo do
fitoestrégeno administrado para entdo se obter um perfil mais exato (HUNTLEY e
ERNST, 2004).

Devido a influéncia do estrogénio sobre a imunidade celular e humoral, e
sabendo-se que o0 cumestrol possui afinidade pelos receptores estrogénicos,
SCHOENROTH e colaboradores (2004) avaliaram o efeito deste composto na
doenca autoimune lupus eritematoso. Doses baixas de cumestrol revelaram
diminuicdo de células autoimunes e uma certa regressdo da doenca, demonstrando
um efeito benéfico desse isoflavondide. Porém, sugere-se mais estudos para

confirmar esses resultados.

NDEBELE e colaboradores (2010) avaliaram os efeitos estrogénicos do
cumestrol, dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
em células de cancer de utero (células HelLa), utilizando os seguintes parametros:
proliferacéo, ciclo celular e apoptose. Todos os compostos, inclusive o 173-estradiol,
suprimiram a proliferagdo de células HeLa de forma dose dependente (20 — 120
nM), demonstrando efeito citotoxico. Cumestrol e 173-estradiol produziram aumento
de células HelLa na fase mitética e, posteriormente, induziram apoptose. Esses
resultados ndo foram observados para o DDT e 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina.
Com base nesses resultados, os autores concluiram que o cumestrol é capaz de
afetar a viabilidade e induzir a morte celular dessas células. No entanto,
SAKAMOTO e colaboradores (2010), investigaram os efeitos de alguns
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fitoestrogénios, dentre eles o cumestrol, em células de cancer de mama (MCF-7). Os
resultados mostraram um efeito significativo no crescimento de células MCF-7
guando expostos ao17B-estradiol e um efeito moderado para o cumestrol. Os
fitoestrogénios resveratrol e gliciteina reduziram o crescimento celular.

Além da ligacdo aos receptores estrogénicos, o cumestrol tem acgéo inibitoria
sobre a enzima citocromo P450 aromatase devido a sua agdo antioxidante. Essa
atividade revela o cumestrol como um possivel agente na prevengao ou tratamento
de cancer relacionado a estrégenos. A enzima citocromo P450 aromatase é
responsavel pela transformac@o de androstenediona e testosterona em estrona e
17B-estradiol, respectivamente, acarretando a reducdo da concentracdo de
estrogenos no sangue (HONG et al., 2007). Os inibidores da aromatase disponiveis
para o tratamento do cancer de mama e cancer de ovario em mulheres pés-
menopausa podem ser de dois tipos: inibidores esteroidais irreversiveis, como o
exemestane ou inibidores nédo-esteroidais, que incluem o anastrazol e letrozol
(MOKBEL, 2002).

Quanto a sua toxicidade, trabalhos tém sido conduzidos para determinar se a
exposicao ao cumestrol, durante os periodos de desenvolvimento, exerce efeitos a
longo prazo sobre o sistema reprodutivo, mesmo apds o término da exposicdo. No
ovario, os estrogénios aumentam o crescimento folicular, o peso do ovario e do
indice mitético das células granulosas, e regulam a apoptose de células da camada
granulosa (BENDELL e DORRINGTON, 1990; RICHARDS, 1980). Apos inducgéo de
0,1 mg de cumestrol por dia, durante 5 dias, BURROUGHS e colaboradores (1990),
relataram as seguintes observacdes em camundongos: abertura vaginal precoce,
cornificacdo vaginal persistente ovario-independente, auséncia de corpos lateos e
foliculos ovarianos hemorragicos. Um estudo mais recente de MOON e
colaboradores (2009) avaliou os efeitos no tamanho do ovario e inducédo de
apoptose nas ceélulas ovarianas de ratas adultas, ap0s exposicdo com doses
crescentes de cumestrol, administradas diariamente, durante 21 dias. Os resultados
revelaram uma reducdo significativa do peso dos ovarios apos cerca de 80 dias de
vida, ocorrendo um aumento da apoptose das células do tecido ovariano apos 140

dias de vida.
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Além da atividade estrogénica, o cumestrol apresenta propriedade
antioxidante, a qual € bem relatada para o grupo dos flavondides. A atividade
antioxidante dos flavondides se da por suas propriedades quelantes de ferro,
sequestrantes de radicais livres, por sua capacidade de inibicdo de enzimas como
as oxidases que séo diretamente envolvidas nos processos oxidativos, como pela
inibicio de enzimas envolvidas indiretamente nesses processos, além de sua
capacidade de aumentar a disponibilidade de antioxidantes enddégenos (TRUEBA,
2003). A analise da estrutura quimica dos flavondides indica que a retirada de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode ocorrer através da presenca de uma
orto-hidroxilacdo no anel B da molécula, do nimero de grupos hidroxilas livre, uma
ligacdo dupla no anel C, C2-C3, ou da presenca de um grupo 3-hidroxila, sendo
geralmente classificados como condi¢cdes de atividade antioxidante e anti-radical
(BURDA e OLESZEK, 2001).

Em relacdo a atividade antioxidante do cumestrol, o estudo de BURDA e
OLESZEK (2001) avaliou a habilidade de inibicdo da oxida¢do do sistema composto
por B-caroteno e acido linoléico, além da capacidade de remocao dos radicais livres
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) de varios grupos de flavonéides. Os resultados
revelaram uma potente atividade antioxidante apresentada pelos flavonodis. O
cumestrol, Unico cumestano estudado, apresentou atividade antioxidante moderada,
porém maior que das outras classes de flavondides estudadas (flavonas, flavanonas,

dihidroflavonais, isoflavonas, biflavanonas).

MITCHELL e colaboradores (1998) avaliaram a atividade antioxidante de
alguns fitoestrogenos, incluindo o cumestrol, e constataram que o mecanismo de
acao antioxidante ocorre por meio da doacdo de hidrogénio/elétrons dos grupos
hidroxilas fendlicas. Isso evidencia a possibilidade do cumestrol atuar como
removedor de radicais livres, prevenindo danos oxidativos e até inibir o
desenvolvimento de algumas doencas. Os autores relataram uma capacidade
inibitéria de peroxidacdo dezesseis vezes mais alta para 0s cumestanos em relacao
ao alfa tocoferol (antioxidante ndo-enzimatico natural). Porém, essa poténcia néo
descarta a possibilidade de ser encontrada acéo pré-antioxidante, de acordo com a
concentracdo empregada.
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LEE e colaboradores (2006) avaliaram a acdo inibitoria da oxidacdo de LDL
induzido por ions cobre. Para isso, foi isolada uma série de dez flavondides de
raizes de Glycine max. O cumestrol apresentou potente atividade antioxidante,
sendo essa pelo menos 20 vezes maior que das isoflavonas genisteina e daidzeina.
Outro trabalho, realizado por BROZIC e colaboradores (2006), evidenciou uma maior
atividade antioxidante para o cumestrol em relagdo a genisteina sobre a reducao
dependente de NADPH de 9,10-fenantrenequinona e progesterona. A atividade
inibitéria sobre 9,10-fenantrenequinona foi identificada devido a presenca de

hidroxilas nos carbonos 5 e 7 dos compostos testados.

Os estudos utilizando cumestrol revelam uma diversidade de acbes e
poténcias dessa molécula, atuando em enzimas do metabolismo de hormdonios,
receptores estrogénicos e nos tecidos que expressam esses receptores. Ainda ha
controvérsias em relacdo aos dados encontrados na literatura sobre os possiveis
efeitos do cumestrol, porém os mecanismos de acdo abrangem alteracdes na
proliferacéo celular, expressao de receptores, ocorréncia de apoptose, quebras de
DNA, entre outras alteracdes celulares. Apesar de o cumestrol apresentar potencial
atividade antioxidante, essa propriedade ainda € pouco explorada. Os estudos
realizados até o momento, que incluem o cumestrol, ndo esclarecem os mecanismos
de acdo antioxidante, mas apenas avaliam de forma genérica a atividade

antioxidante dos flavonoides.

Sistemas nanoemulsionados para uso topico

Sistemas nanoemulsionados sdo emulsbes que se caracterizam por
apresentar goticulas de fase interna de tamanho nanométrico. Do ponto de vista
farmacéutico, esses sistemas podem ser conceituados como dispersfes compostas
de goticulas oleosas de tamanho, geralmente, entre 100 e 300 nm, uniformemente
dispersas em uma fase aquosa externa, estabilizadas por tensoativos e co-
tensoativos adequados (BENITA, 1998; TROTTA et al., 2002; WASHINGTON,
1996). O diametro das goticulas é dependente, principalmente, do método de
preparacdo e dos componentes da formulacdo. Ndo ha especificacdo de faixa de

tamanho que caracterize uma nanoemulsdo, porém alguns autores consideram 500
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nm como o limite maximo de didmetro de goticula para esses sistemas (CAPEK,
2004).

Nanoemulsdes de uso topico tém recebido grande atencdo devido ao seu
potencial uso como carreadores de substancias de reduzida hidrossolubilidade, visto
gue esses sistemas podem proporcionar um aumento da solubilidade destes
compostos lipofilicos. As nanoemulsdes apresentam-se como liquidos de aspecto
leitoso e pouco viscoso, sendo que o composto lipofilico pode ser dissolvido no
nucleo oleoso e/ou adsorvido na interface dleo/agua da nanoestrutura (FRONZA et
al., 2004; SAKULKU et al., 2009; SONNEVILLE — AUBRUN et al.,, 2004). Esse
nanosistema apresenta diversas aplicacfes, entre elas a administracdo topica de
compostos biologicamente ativos, visando tanto uma atividade sistémica quanto uma
atividade local. Sendo assim, a composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas
apresentadas por essas formulagdes podem modular a permeacao transdérmica de
farmacos, podendo proporcionar aumento da permeacdo e do tempo de
permanéncia do farmaco na pele (BENITA, 1999; ALVES et al., 2007; FASOLO et
al., 2007; FASOLO et al., 2009; SILVA et al., 2009; RUKTANONCHAI et al., 2009).
Com isso, esses sistemas apresentam como vantagens, quando de uso tépico, a
modulacdo da barreira do estrato corneo, possivel controle da penetracdo cutanea; o
aumento da interacdo do ativo com a pele, devido a grande area superficial e a baixa
tensdo superficial das goticulas de 6leo; e o0 aumento da estabilidade quimica do
ativo (ALVES et al., 2007; FASOLO et al., 2009; JUNYAPRASERT et al., 2009).

Os principais componentes das nanoemulsfes sao o0s 6leos e 0s tensoativos,
gue formam o nudcleo oleoso das nanoemulsdes, correspondendo de 5 a 20% da
formulacdo. O oleo a ser utilizado e a sua concentracao depende da solubilidade do
farmaco nestes componentes (ZEEVI et al., 1994; FRIEDMAN et al., 1995; BENITA,
1999; PIEMI et al., 1999). Oleo de origem vegetal e/ou semi-sintética, constituido
principalmente de triglicerideo de cadeia média (TCM) tem sido correntemente
utilizado para compor a fase interna da nanoemulsdo, tendo como caracteristicas
favoraveis: boas propriedades de espalhabilidade, propriedades emoliente e
promotor de permeacdo cutdnea. TCM sao ésteres de triglicerideos, com 8 a 12
atomos de carbono, ligados ao glicerol, com grande capacidade de dissolver
farmacos lipossoluveis (MUCHTAR et al., 1997; KLANG e BENITA, 1998).
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Por serem biocompativeis e conferirem propriedades hidrantes a pele, as
lecitinas sdo os tensoativos mais utilizados para estabilizar a interface de
nanoemulsdes (SCHMID e KORTING, 1993; KOMMURU et al., 2001). Lecitinas sao
misturas complexas de fosfolipidios extraidos da gema de ovo ou da soja, cujo
componente majoritario € a fosfatidilcolina (BENITA, 1998; KIBBE, 2000),
empregadas, normalmente, na concentracdo de 1 a 3% em nanoemulsfes. A
associacdo da lecitina com tensoativos de natureza ndo i6nica como polissorbatos,
poloxamero e polietilienoglicéis tem sido relatada na literatura (STRICKLEY, 2004;
HAN et al., 2004). Dentre os co-tensoativos mais usados destaca-se o polissorbato
80. Esse tensoativo forma uma barreira estérica na interface impedindo a agregacao
das particulas (BENITA e LEVY, 1993; CUNHA JUNIOR et al., 2003).

Estudos com nanoemulsdes carregadas positivamente tém sido propostos
com o objetivo de promover a permeacao/retencédo cutanea de farmacos (PIEMI et
al., 1999; YILMAZ e BORCHERT, 2006). Isso ocorre porque as células epiteliais
apresentam cargas negativas, advindas de residuos de proteinas carregados
negativamente nas membranas externas das células e bombas ativas de ions
(ROJANASAKUL et al.,1992). Com isso, a carga de superficie positiva das
nanoemulsdes conduz a um aumento significativo da penetracéo intracelular de
farmacos incorporados nesse sistema, em decorréncia das interagbes com as
membranas celulares carregadas negativamente. Estearilamina, brometo de cetil
trimetilaménio (CTAB) e fitoesfingosina sdo exemplos de tensoativos utilizados em
nanoemulsdes para conferir carga positiva a estas, devido aos grupamentos amonio
ionizados, de maneira pH dependente ou ndo (EZRA et al.,, 1996; BENITA, 1999;
PIEMI et al., 1999; YILMAZ e BORCHERT, 2005).

Em relagéo ao preparo das nanoemulsdes, o0 método mais comumente usado
€ 0 da homogeneizacédo por alta pressao. Esta técnica € realizada em duas etapas,
primeiramente a fase aquosa contendo os componentes hidrofilicos e a fase oleosa
contendo o0s componentes lipofilicos sdo aquecidas separadamente a uma
temperatura de aproximadamente 70°C e, apdés, homogeneizadas com o uso de
homogeneizadores de alta velocidade, obtendo-se assim, uma dispersao

submicrométrica. Na segunda etapa, o tamanho é reduzido na faixa nanométrica
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através do uso de homogeneizadores de alta pressdo (YILMAZ e BORCHERT,
2006; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007).

Outra técnica que tem sido descrita na literatura e que vem sendo bastante
aplicada é da emulsificacdo espontédnea. Esta técnica apresenta a vantagem de ser
simples e rapida, além de possuir baixo custo e permitir o preparo de pequenas
guantidades de amostra em baixa temperatura. O uso de baixas temperaturas
permite incorporar farmacos termolabeis nas formulacbes e também evita a
degradacao por hidrélise dos fosfolipidios, fenbmeno este que pode ocorrer como
descrito por RABINOVICH-GUILATT e colaboradores (2005). Esta técnica consiste
em verter a fase oleosa solubilizada em um solvente organico, de forma continua e
lenta, sobre a fase aquosa, sob agitacdo constante e moderada. Apds, o solvente
organico € removido com a utilizacdo de rota evaporador a baixa pressdo a
temperatura de 40 a 70°C. A formacao das goticulas das nanoemulsdes ocorre
guando a fase organica € vertida na aquosa devido a turbuléncia interfacial durante
a difusdo do solvente na agua, observando-se rapido espalhamento da interface,
como resultado da difusdo muatua entre os solventes, o que fornece energia
suficiente para a formacéo das goticulas (FASOLO et al., 2007; SILVA et al., 2007).

Dentre as principais propriedades dos sistemas nanoemulsionados
encontram-se o diametro médio das goticulas e o indice de polidispersao (IP), que
descreve a distribuicdo do diametro das particulas, sendo que, geralmente valores
de IP entre 0,2 a 0,3 indicam uma boa homogeneidade das goticulas na amostra
(ALVES et al., 2007). Os principais fatores que influenciam o tamanho de goticula
sdo a composicdo da formulagédo e o procedimento de preparacdo. SILVA e
colaboradores (2009) avaliaram a influencia dos 6leos TCM e octildodecanol (ODD)
sobre o diametro de goticulas de nanoemulsdes contendo genisteina. Nesse estudo,
foi constatado que o 6leo de maior viscosidade (ODD) gerou tamanhos de particulas
maiores. A técnica mais empregada para analisar esta propriedade é a
espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS), também conhecida como
espalhamento de luz dindmico (BENITA e LEVY, 2003; HASKELL, 1998). Técnicas
complementares a esta, como microscopia eletronica de transmissdo (MET), tém
sido empregadas para avaliar a morfologia e o tamanho das goticulas (FRIEDMAN
et al., 1995; HATZIANTONIOU et al., 2007; RUKTANONCHAI et al., 2009).
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O potencial zeta é o parametro utilizado para avaliar a carga de superficie das
particulas nas nanoemulsdes e fornece informacdes sobre a estabilidade do
sistema, devido ao efeito barreira das forcas eletrostéaticas alterarem a velocidade de
coalescéncia das goticulas. Valores de potencial zeta maiores que 30mV, em
moddulo, garantem repulsdo entre as goticulas evitando assim floculagdo e
coalescéncia (YILMAZ e BORCHERT, 2005; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007;
RUKTANONCHAI et al., 2009). O potencial zeta reflete a composicéo da interface da
nanoemulsédo, seja em relacdo aos tensoativos formadores do filme, a presenca de
farmacos ou outras moléculas associadas a interface (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A sua determinacéo é realizada através de técnicas eletroforéticas especificas.

A lecitina, um dos tensoativos mais empregados, possui carga negativa
devido a presenca de fosfolipideos, tais como, acido fosfatidico e fosfatidilserina.
Com isso, formulacdes contendo esse tensoativo apresentam elevado potencial zeta
negativo em pH préximo da neutralidade (SILVA et al., 2009; PRIMO et al., 2008).
Outro estabilizador de emulsdo que propicia carga negativa a interface das
particulas € o acido oléico. Sua ionizagcdo no pH das formulacbes, conduz a
elevados valores de potencial zeta negativo, podendo alcancar valores proximos a

— 99 mV, atuando como bom estabilizador do sistema (FANG et al., 2004).

Aléem de valores de potencial zeta negativos, nanoemulsdes podem
apresentar elevado potencial zeta positivo, através do uso de tensoativos catidénicos
como a estearilamina e brometo de cetil trimetilaménio (CTAB), que conduzem a
valores de potencial zeta superiores a 50mV (ZEEVI et al., 1994),. A fitoesfingosina,
um co-tensoativo, € outro componente que conduz a valores positivos de potencial
zeta por apresentar seus grupos amino protonados em pH inferior a 9 (YILMAZ e
BORCHERT, 2005). YILMAZ e BORCHERT (2006) desenvolveram nanoemulsfes
contendo fitoesfingosina com o objetivo de avaliar os efeitos da carga positiva na
hidratacdo e elasticidade da pele. Nesse estudo, foram observados valores de
potencial zeta de 35 a 38 mV, indicando boa estabilidade do sistema, além de
aumento da umidade e elasticidade da pele pela ligacdo dos grupamentos positivos
da molécula de fitoesfingosina com a superficie da pele carregada negativamente.
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A avaliacdo do pH é outro parametro importante a ser considerado no
desenvolvimento da nanoemulsdo. O pH pode afetar a carga de superficie das
nanoemulsbes e consequentemente a estabilidade destes sistemas (YILMAZ e
BORCHERT, 2005). Sendo assim, o pH final das nanoemulsdes deve levar em
consideracdo a estabilidade da forma farmacéutica, a estabilidade do farmaco no
veiculo, e a via de administracdo. O estudo realizado por MUCHTAR e
colaboradores (1997) mostrou a influéncia do pH final sobre a ionizacdo da
indometacina, a qual se mantém nao ionizada em pH &cido e, preferencialmente,
solubilizada na fase oleosa. Normalmente, as nanoemulsdes apresentam
viscosidade entre 1,5 a 2 cP e fluxo newtoniano (FASOLO et al., 2007; SILVA et al.,
2007). Estas caracteristicas sdo desfavoraveis a aplicacdo topica, uma vez que a
maioria dos produtos dermatoldégicos e cosméticos apresenta comportamento
plastico ndo newtoniano e para ser conveniente a aplicacdo topica a viscosidade
deve ser cerca de 100 cP (SCHWARZ et al., 1995).

Para adequar as formulacbes para uso tépico, muitos trabalhos tém
adicionado polimeros com o objetivo de espessar o produto final. Entre os polimeros
utilizados para esse fim, o Carbolpol 940® é o mais referenciado (SCHWARZ et al.,
1996; ALVES et al.,, 2005; YILMAZ e BORCHERT, 2005; YILMAZ et al., 2006).
Outros espessantes, como a goma xantana, também s&o descritos na literatura
(SCHWARZ et al. 1995). Segundo JUNYAPRASERT e colaboradores (2009) o uso
da goma xantana como espessante de nanoemulsbes nao altera os valores de
potencial zeta apds a incorporagdo no hidrogel. Isto ocorre devido as cargas
similares negativas da goma xantana e da nanoemulséao, sendo que os valores nao
se alteraram para a formulacdo antes e apds adequacdo ao uso topico. ApoOs
adquirirem consisténcia adequada, as nanoemulsdes normalmente apresentam-se
como fluido ndo-newtoniano (ALVES et al., 2005) e com comportamento plastico ou
pseudo-plastico tornando-se ideais para aplicacdo topica (SCHWARZ et al., 1995).
O pH final das formulagbes € ajustado entre 5,5 a 8,0 para adequar ao uso topico
(SCHWARZ et al., 1996).

Permeacéo cutanea
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A propriedade de barreira da pele é baseada principalmente na camada mais
externa da epiderme, o chamado estrato cérneo. Essa camada é formada por
células queratinizadas e anucleadas, e por uma camada lipidica composta por
ceramidas, colesterol, ésteres de colesterol, acidos graxos e uma pequena fracdo de
sulfato de colesterol em forma de bicamadas que cercam o0s cornedcitos
(FERNANDEZ et al., 2000; FOLDVARI, 2000). Sendo assim, regides hidrofilicas e
lipofilicas sdo encontradas no interior desta matriz tornando o estrato corneo a
principal barreira na absorcdo percutanea de farmacos aplicados topicamente
(YILMAZ e BORCHERT, 2006; ALVES et al., 2007).

A pele representa uma via atrativa e acessivel para administracdo de
substancias em relacdo as vias oral e parenteral, jA que a liberacdo tépica de
moléculas ativas pode evitar ou reduzir a toxicidade sistémica (GUTERRES et al.,
2007). A permeacdo de farmacos através da pele ocorre por difusdo através da
epiderme e pelos apéndices cutaneos, como os foliculos pilares e glandulas
sudoriparas, porém a contribuicdo dos apéndices é considerada pequena. Durante a
difusdo de moléculas pelo estrato corneo, hd dois caminhos que podem ser
identificados: a rota lipidica intercelular entre os cornedcitos e a rota através dos
cornedcitos e dos lipidios. Sendo que, a principal via de permeacdo cuténea € a
intercelular. Dessa forma, a substancia permeante difundira obrigatoriamente pela
matriz lipidica, reconhecida como a maior determinante do transporte percutaneo
(ILLEL, 1997; POTTS e GUY, 1992).

A integridade do estrato corneo, a idade da pele, o fluxo sanguineo e o
metabolismo séo fatores que podem alterar a permeacdo de moléculas pela pele. As
caracteristicas fisico-quimicas das substancias ativas, como grau de lipofilia e
coeficiente de particdo, além do veiculo e da forma farmacéutica ou cosmética
também influenciam a penetracdo/absor¢cdo (AULTON, 2005). Apesar de atrativa, a
administracdo de farmacos pela via topica, através de formula¢cdes convencionais,
pode apresentar limitacbes devido a baixa taxa de penetracdo/permeacao
apresentada. Nesse sentido, quando a penetracdo/permeacdo de componentes
ativos é limitada devido a caracteristica de baixa absor¢cdo dos proprios compostos,
a absorcdo dessas moléculas pode ser aumentada através de estratégias de
desenvolvimento de formulacdo. Dentre as alternativas, destacam-se a adicdo de

27



promotores de permeacdo as formulacbes como, por exemplo, azona, terpenos,
acidos graxos, dimetilsulfoxido e alcodis. Esses compostos provocam uma
desorganizacao do estrato corneo e, consequentemente, diminuem a resisténcia da
pele a difusdo do farmaco (MARTINS e VEIGA, 2002). Porém o uso dessas
substancias, muitas vezes, € irritante ou mesmo toxico (HADGRAFT e LANE, 2005).
Dessa forma, outra alternativa correntemente relatada nos ultimos anos € o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, como as nanoemulsdes
(DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995). Esses sistemas, particularmente os
sistemas nanoestruturados, tém recebido grande atencédo devido ao seu potencial
em aumentar a taxa de permeacéao/retencdo de compostos na pele. Por outro lado,
esses carreadores podem promover uma liberacdo controlada de farmacos através
das camadas da pele, suprindo a pele com o farmaco por um periodo de tempo
prolongado (JALON et al., 2001).

Devido as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelas nanoemulsdes,
como didmetro de particula e carga de superficie, ocorre uma maior interacao
dessas nanoestruturas pelos componentes da pele, e com isso ha influéncia na
velocidade e extensdo de permeacdo de substancias veiculadas nesses sistemas
(BENITA, 1999). Além disso, os componentes das nanoemulsdes (6leos e
tensoativos) podem promover a penetracdo de moléculas através da fluidizacao
natural da pele (SONNEVELLE-AUBRUN et al., 2004). Sendo assim, as
nanoemulsdes tém sido amplamente descritas como veiculo para a liberacdo de
farmacos pouco hidrossoluveis na pele, podendo ter efeito na superficie (protetores
solares, cosméticos e antiinflamatorios), efeito cutadneo (corticoesteroides) ou efeito
sistémico (antiinflamatoérios ndo esteroidais) (JUNYAPRASERT et al., 2009). O seu
reduzido diametro de goticula apresenta-se como vantagem em relacdo aos
sistemas convencionais de uso topico, pois permite a aplicacdo de um depdsito
uniforme na pele resultando em uma elevada superficie de contato do sistema com

este 6rgao.

O estudo realizado por FERNANDEZ e colaboradores (2000) comparou o
perfil de permeacdo cutédnea in vitro da benzofenona-3 incorporada em trés
formulagbes, sendo duas emulsdes convencionais e uma nanoemulsdo composta
pelos 6leos TCM e 6leo de coco e pelos estabilizantes: estearato de sorbitano,
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monooleato de sorbitano e ou sepigel. Os resultados demonstraram que a
nanoemulsdo aumentou mais de trés vezes a concentracdo de benzofenona-3 na
pele apés 8h de experimento, em comparacdo com as outras formulacfes. Logo,
neste estudo, as nanoestruturas lipidicas atuaram como promotores de permeacao

cutanea da benzofenona-3.

Para avaliar a extensao da absor¢cédo de compostos e sua quantificagdo nas
diversas camadas da pele, estudos de difusdo em células de Franz tém sido
amplamente utilizados (SILVA et al.,, 2009; FASOLO et al., 2009). Atualmente, o
modelo de pele mais usado para os experimentos de permeacédo in vitro é a pele
suina, devido a maior semelhanca histologica dessa com a pele humana, quando
comparada a outros modelos (TOUITOU et al., 1998; MOSER et al., 2001). Além dos
estudos com permeacao em pele, esse dispositivo é utilizado na avaliacédo do perfil
de liberacdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas tépicas através de
membranas sintéticas, como as de celulose. Os experimentos com membranas
sintéticas séo realizados com o intuito de apresentar indicativos da avaliagdo da
difusdo de farmacos, fornecendo modelos Uteis para avaliacdo da absor¢cédo cutanea
(OECD, 2004). A célula de difusdo de Franz é constituida de um compartimento
doador e um receptor, separados pela membrana ou pele. A formulacédo é colocada
no compartimento doador, sobre a pele, e o compartimento receptor € preenchido
com uma solucéo (fluido receptor), na qual o composto de interesse tenha condicdes
sink garantida. A homogeneidade deste fluido é assegurada por agitacdo magnética
e a temperatura da célula € mantida pela camisa dupla. Nesse sentido, atraves
desse método, pode-se quantificar a substancia de interesse nas camadas da pele e
a quantidade permeada no fluido receptor (OECD, 2004; BARTH, 2010).

SILVA e colaboradores (2009) avaliaram a permeabilidade percutanea da
genisteina a partir de nanoemulsdes compostas de TCM ou ODD e de lecitina de
ovo. Os experimentos foram realizados em células de difusdo de Franz, tendo como
fluido receptor solugdo metandlica (50% v/v). Os experimentos foram mantidos em
temperatura de 37°C por 8 horas. A quantidade total de genisteina permeada a partir
do reservatério volatil (acetona) foi de aproximadamente 60 pg/cm? com um fluxo de
13 pg/cm?h. Independente do nicleo oleoso usado a permeacdo cutanea da

genisteina a partir da nanoemulsdo foi mais lenta do que a partir da acetona
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(permeabilidade intrinseca). A incorporacao de genisteina em nanoemulsdes parece
reduzir o valor de fluxo da mesma na pele, isto pode ser atribuido as interacdes
entre a genisteina e os fosfolipidios da lecitina de ovo. Os resultados também
mostraram que a permeacao através da pele da genisteina incorporada em ODD foi
maior que a incorporada em TCM (21mg/cm? e 15mg/cm?, respectivamente), de fato
o valor de fluxo foi 1,4 vezes maior para a nanoemulsdo com ODD. Em
continuidade, recentemente, VARGAS e colaboradores (2011) avaliaram a
distribuicdo da genisteina a partir das nanoemulsdes desenvolvidas nas camadas da
pele de orelha suina in vitro, antes e apds a sua incorporacdo em hidrogéis,
demonstrando a retencao preferencial da genisteina na epiderme, em acordo com

os resultados obtidos na cinética de permeacao.

Em estudo recente, ZHENG e colaboradores (2010) desenvolveram
nanoemulsbes compostas de miristrato de isopropila (fase oleosa), Tween 85
(surfactante), etanol (co-surfactante) e 2,5% de cloridrato de granisetron. Os
pesquisadores compararam a liberacdo transdérmica do farmaco a partir de
formulagbes contendo diferentes quantidades de miristato de isopropila e avaliaram
o efeito da adicdo do promotor de permeacdo n-metil pirrolidona na nanoemulséo
nos estudos de permeacdo. Os experimentos de permeacdo cutanea foram
realizados em células de difusdo de Franz com peles de ratos, sendo usado solugéo
salina 0,9% como fluido receptor. Os autores verificaram que a formulagdo contendo
4% de fase oleosa e 10% do promotor foi a que apresentou maior taxa de
permeacdo cutanea (85,39 + 2,90 pg/cm?h) e maior quantidade permeada total de
cloridrato de granisetron (891,8 + 2,86 pg/cm?). A permeabilidade do farmaco
aumentou em 4 vezes, comparado com a solugdo composta de 20% de Tween 85,

20% de etanol e 2,5% de cloridrato de granisetron.

Estudos tém demonstrado o efeito de nanoemulsbes carregadas
positivamente na avaliacdo da permeacao cutdnea de farmacos (PIEMI et al., 1999;
FANG et al., 2004; FASOLO et al.,, 2009; HOELLER et al., 2009). PIEMI e
colaboradores (1999) realizaram estudos de permeacdao in vitro com os antifingicos
econazol e miconazol (ambos na forma de nitrato), incorporados em nanoemulsées
carregadas negativamente ou positivamente. As nanoemulsdes carregadas

positivamente mostraram-se mais eficientes em termos de permeacao em relacdo as
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carregadas negativamente, para ambas as moléculas, demonstrando que a
presenca da carga positiva promoveu a penetracdo. Os autores atribuiram este fato
a carga negativa apresentada pela pele em pH neutro, e consequente interacao

desta com a formulacéo carregada positivamente.

FASOLO e colaboradores (2009) desenvolveram nanoemulsdes contendo os
flavondides quercetina e 3-O-metilquercetina, compostas de ODD como fase oleosa
e lecitina de ovo como tensoativo e nanoemulsdes carregadas positivamente devido
inclusdo de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) como tensoativo. Os autores
avaliaram o perfil de permeacdo na pele destas moléculas a partir de solucédo de
acetona e das nanoemulsdes, através da utilizacdo de células de Franz. Para este
ensaio utilizou-se pele de orelha de suina e solucéo hidroetandlica (50%, v/v) como
fluido receptor. O fluido receptor foi mantido a 37°C e sob agitacdo durante o
experimento (8h), e as amostras foram coletadas em tempos pré-determinados e
analisadas por HPLC. Os resultados indicaram que, independente da formulacao a
permeacdo dos flavondides € reduzida, com acumulo das moléculas na pele. A
permeacdo dos flavondides a partir da nanoemulsdo carregada positivamente
apresentou um aumento significativo em relacdo a nanoemulsdo carregada

negativamente.

HOELLER e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de nanoemulsdes
carregadas negativamente e positivamente, contendo acetato de fludrocortisona ou
pivalato de flumetasona como farmacos modelos, lecitina, vitamina E e surfactantes
nao-idnicos laurato de sacarose ou polissorbato 80. Fitoesfingosina foi adicionada ao
sistema para gerar nanoemulsbes carregadas positivamente. ApOs 0
desenvolvimento das formulagdes, realizou-se estudos de permeacdo cutanea em
células de difusdao de Franz com peles suinas e tampao fosfato pH 7,4 como fluido
receptor. Os resultados desses estudos mostraram que, em relagéo aos surfactantes
as formulacbes contendo polissorbato 80 apresentaram maiores taxas de
permeacéo, sendo que a fitoesfingosina foi capaz de aumentar a taxa de permeacéao

cutanea de acetato de fludrocortisona independente do surfactante usado.
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