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RESUMO

O cumestrol é um isoflavonodide de ocorréncia natural, encontrado em diferentes
leguminosas como a soja, alfafa e trevo vermelho. Estudos tém demonstrado que
este composto apresenta uma relevante atividade antioxidante e estrogénica. Neste
contexto, o cumestrol torna-se de interesse para a prevencdo do envelhecimento e da
fotocarcinogénese. Assim, o objetivo desta dissertacdo foi desenvolver hidrogéis
contendo cumestrol incorporado em nanoemulsdes visando a sua aplicacdo topica.
Na primeira fase foram desenvolvidas, pelo método de emulsificacdo esponténea,
nanoemulses compostas de triglicerideos de cadeia média, lecitina de gema de ovo,
polissorbato 80 e agua. Tal procedimento conduziu a obtencdo de nanoemulsdes
monodispersas com diametro médio de goticula de aproximadamente 200-250 nm,
confirmado por microscopia eletrbnica de transmissdo, e com potencial zeta de
aproximadamente -30mV. Apdés o0 espessamento com carbopol (0,5%),
hidroxietilcelulose (3,2%) e quitosana (3,9%), as formulacGes apresentaram uma
viscosidade similar com comportamento ndo-Newtoniano pseudopléstico. Na
segunda etapa, o teor de cumestrol nas formulagdes foi determinado por CLAE,
atraves de metodo isocratico com deteccdo por ultravioleta em 343 nm
desenvolvido anteriormente pelo grupo de pesquisa. Os perfis de liberacdo do
cumestrol, atraves de membrana artificial, demonstraram uma liberacdo imediata
para todas as formulacdes, porém com fluxo variando de 21,4 a 39,3 pg/cm?/h,
indicando que o material gelificante usado influencia na sua liberacdo. Estudos de
permeacao/retencdo do cumestrol através de pele de orelha suina foram realizados
utilizando-se células de difusdo de Franz. Os resultados obtidos demonstram uma
maior retencdo da molécula na epiderme, e que o perfil de retencéo € positivamente
influenciado pelo espessamento das formulacBes. Anélises histologicas da pele
mostraram que as formulacbes ndo causaram dano ao tecido. Por fim, as
formulagGes apresentaram atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.

Palavras chave: cumestrol, nanoemulséo, hidrogéis, permeacdo cutanea, DPPH






ABSTRACT

Coumestrol is a naturally occurring isoflavonoid found in various legumes such as
soybeans, alfalfa, and red clover. Studies have shown that this compound exhibits
significant antioxidant and estrogenic activity. In this context, coumestrol becomes
of interest for prevention aging and photo-carcinogenesis. The objective of this
work was to develop hydrogels containing coumestrol-loaded in nanoemulsions
aimed at topical application. In the first stage, nanoemulsions were developed by
means of the spontaneous emulsification method, composed of medium chain
triglycerides, lecithin yolk egg, polysorbate 80, and water. This procedure led to
obtaining monodisperse nanoemulsions with average droplet diameters of
approximately 200-250 nm, confirmed by transmission electron microscopy, and
zeta potential of approximately-30mV. After thickening with carbopol (0.5%),
hydroxyethylcellulose (3.2%), and chitosan (3.9%), the formulations showed a
similar viscosity with pseudoplastic non-Newtonian behavior. In the second stage,
the coumestrol content in the formulations was determined by HPLC, using the
isocratic method with ultraviolet detection at 343 nm previously developed by the
research group. The coumestrol release profiles through artificial membrane showed
immediate release for all formulations, but with a flow varying from 21.4 to 39.3
ng/cm?/h, indicating that the gelling material used influences its release. Studies of
coumestrol permeation/retention through porcine ear skin were performed using
Franz diffusion cells. The results showed a greater retention of the molecule in the
epidermis, and that the retention profile is positively influenced by the thickness of
the formulations. Histological analyses of the skin showed that the formulations did
not cause tissue damage. Finally, the formulations showed antioxidant activity

towards DPPH free radical.

Keywords: coumestrol, nanoemulsion, hydrogels, skin permeation, DPPH
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INTRODUCAO







O cumestrol é um isoflavondide presente em diversas leguminosas como a
soja, alfafa e trevo vermelho. Estudos recentes tém descrito a potente atividade
antioxidante do cumestrol decorrente da capacidade deste composto em doar
hidrogénio/elétrons das hidroxilas fenolicas, podendo proteger os componentes
celulares dos danos oxidativos. MITCHELL et al. (1998) demonstraram o efeito
antioxidante do cumestrol através de diferentes modelos experimentais. O cumestrol
apresentou uma maior atividade antioxidante em comparacdo com outros
fitoestrdgenos avaliados (genisteina e daidzeina). A maior atividade antioxidante do
cumestrol, quando comparado com isoflavonas isoladas ou em extratos - de
Trifolium pretense L. (trevo vermelho) e Glycine max (soja), - também foi descrito
em outros estudos (GEORGETTI et al., 2003; LEE et al., 2006).

A aplicacdo topica de antioxidantes incorporados em nanosistemas tem sido
considerada como uma estratégia promissora para evitar o fotoenvelhecimento e
fotocarcigonénese. Entre esses, destaca-se a incorporacdo de antioxidantes em
nanoemulsdes lipidicas (ALMEIDA et al 2010; SILVA et al, 2009; VARGAS et al,
2012). Nanoemuls6es sdo dispersdes de nanogoticulas oleosas em uma fase aquosa
externa, as quais sdo estabilizadas por tensoativos adequados. O interesse desses
sistemas de aplicacdo topica reside, entre outros, na possibilidade de aumento da
taxa de permeacdo na pele devido ao tempo de permanéncia prolongado no local, a
grande area de superficie e a baixa tensdo superficial (KLANG e BENITA, 1998).

Estudos recentes descrevem a viabilidade de incorporacdo de agliconas
flavonoidicas em nanoemuls@es, incluindo compostos da classe dos flavonois
(quercetina), metilflavonas (3-O-metilquercetina) e isoflavonas (genisteina)
(FASOLO et al., 2009; SILVA et al.,, 2009; VARGAS et al., 2012). Devido a
reduzida hidrossolubilidade, esses compostos encontram-se preferencialmente no
interior da goticula de 6leo e/ou adsorvidos na interface das nanoestruturas. O
conjunto dos resultados indica um baixo fluxo dos flavondides estudados através da
pele de orelha suina, avaliado através de estudos de difusdo em células de Franz,

apontando para uma potencial aplicacdo destes produtos para tratamento tépico.



Recentemente, ARGENTA (2011), em sua dissertacdo de mestrado,
demonstrou a viabilidade de incorporagdo do cumestrol em nanoemulsdes obtidas
por emulsificacdo espontanea. Tais formulacBes foram constituidas de um ndcleo de
triglicerideos de cadeia média estabilizado por lecitina de gema de ovo e
polissorbato 80, adicionadas ou ndo de um tensoativo catidnico, o cloreto de
cetiltrimetilaménio (CTAB). Apds a validacdo de uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi claramente demonstrada a retencao
preferencial do cumestrol na epiderme de orelha suina em comparacdo a derme
especialmente para as formulagdes carregadas positivamente, utilizando estudo de

permeacdo em células de difusdo de Franz.

Em continuidade aos estudos do nosso grupo de pesquisa, 0 presente estudo
visa ao desenvolvimento de hidrogéis contendo nanoemulsdes de cumestrol, com
énfase no efeito de diferentes materiais gelificantes nas propriedades dos hidrogéis,
perfil de permeacao/retencdo do cumestrol, bem como na atividade antioxidante dos

produtos desenvolvidos. A dissertacéo esta estruturada em dois capitulos:

— O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacéo,
sumarizando 0s aspectos principais tratados ao longo do trabalho,
envelhecimento cutaneo, atividades biologicas dos flavonoides/cumestanos,

nanoemulsdes de uso topico, reologia e permeacao/retencédo cutanea;

— O capitulo 11 apresenta os resultados obtidos no estudo de desenvolvimento
de hidrogeéis contendo cumestrol incorporado em nanoemulsdes, o efeito de
diferentes agentes gelificantes sobre a reologia, retencéo cutanea, bem como

a atividade antioxidante do cumestrol encapsulado nas nanoestruturas.
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Pele e envelhecimento cutaneo

A pele é o 6rgdo que abrange toda a superficie do corpo fornecendo protecao
contra agentes fisicos, ambientais e biol6gicos que podem ser nocivos ao organismo
(AFAK, 2011; KHAVKIN et al., 2011). A pele tem como fungdes o controle da
temperatura corporal, a protecdo contra a perda de agua, a protecdo contra 0s raios
ultravioletas, a sintese de vitamina D3, fornece vigilancia imunoldgica e contém
nervos sensoriais que servem de receptores para as mais diversas sensagoes
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; KHAVKIN et al., 2011). Suas funcdes sdo
mediadas principalmente pela estrutura de suas trés camadas principais: epiderme,
derme e hipoderme (figura 1) (NAYLOR et al., 2011).

Pelo
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Figura 1. Estrutura da pele. Fonte: http:// biogdoenvelhecimento.blogspot.com

A epiderme normal é um epitélio formado na sua maioria por células
achatadas justapostas chamadas de queratindcitos, que se originam na camada basal
e ao se deslocarem a superficie formam varias camadas morfologicamente distintas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; KHAVKIN et al., 2011). A camada mais
externa da epiderme, o estrato corneo, € composta por queratindcitos achatados que
perderam seus nucleos e organelas citoplasmaticas ocasionando um caminho
tortuoso para a entrada e saida de compostos e agua do organismo (KHAVKIN et
al.,, 2011). A derme é um tecido conjuntivo sob a qual se apoia a epiderme,
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constituida de fibras protéicas, colageno, fibras de elastina, vasos sanguineos e
linfaticos, terminagdes nervosas, 6rgaos sensoriais, glandulas e outros anexos como
pélos e unhas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; KHAVKIN et al., 2011).

O envelhecimento da pele é determinado por fatores exdgenos, tais como
exposicdo continua a radiacdo ultravioleta (KOHL et al., 2011; NAYLOR et al.,
2011). Embora os processos de envelhecimento estejam associados com alteragdes
fenotipicas em células cuténeas, as manifestacfes funcionais mais importantes do
envelhecimento ocorrem como conseqiiéncia da remodelagdo estrutural e da
composicdo das proteinas da matriz extracelular dérmica (NAYLOR et al., 2011). A
epiderme torna-se mais fina pelo estreitamento da juncdo dermo-epidérmica, a
renovacéo celular diminui, a camada cdrnea torna-se laminar e quebradica e ocorre
a diminui¢do da producdo de células de Langerhans, com consequente reducdo da
defesa imune. A derme torna-se atréfica com a diminuicdo do numero de
fibroblastos, as fibras de colageno tornam-se rigidas e as de elastina sobrecarregam-
se de lipideos e perdem a elasticidade (KHAVKIN et al., 2011; RIBEIRO, 2010).
Clinicamente a pele apresenta-se flacida, seca, com rugas, sem elasticidade e
pigmentacéo irregular (KHAVKIN et al., 2011; NAYLOR et al., 2011).

O envelhecimento extrinseco é decorrente de fatores ambientais. Cerca de
80% do envelhecimento da pele facial é atribuida a exposicdo crbnica a radiacéo
ultravioleta. Outros fatores incluem a poluicdo ambiental, fumo, abuso de alcool e a
desnutricdo (KOHL et al., 2011; REBELLO, 2005; RIBEIRO, 2010). A energia
radiante do sol é emitida na faixa de UV, sendo dividida em UVC (200-280 nm),
UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm). A radiacdo UVC, apesar de ser
extremamente prejudicial para a pele, € na sua maior parte absorvida pela camada
de ozbnio. UVB e UVA alcancam a terra e sdo capazes de causar danos as células.
A radiacdo UVB tem um poder de penetracdo menor que a UVA, no entanto é mais
genotoxica, alcanca a epiderme e induz queimaduras, inflamagdo, danos ao DNA,
estresse  oxidativo, producdo de radicais  livres, Imunossupresséo,

fotoenvelhecimento e cancer de pele (AFAQ, 2011).



Um dos mecanismos moleculares originados da agdo da radiacdo UV ¢ a
inducdo direta de radicais livres e espécies reativas do metabolismo do oxigénio,
intimamente ligados ao fotoenvelhecimento e carcinogénese (MIYACHI, 1995;
PINNEL et al., 2003). Radicais livres ou espécies reativas de oxigénio sdo atomos
ou moléculas com um elétron desemparelhado, presentes em varios tecidos
incluindo a pele. Exemplos incluem o oxigénio singlete, o anion superdxido, o
radical peroxil, e o radical hidroxila. O per6xido de hidrogénio (H,0,) ndo é
considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de reacbes enzimaticas.
Essas moléculas sdo extremamente reativas e de curta duracdo e sdo a principal
causa do envelhecimento precoce devido principalmente a exposigéo solar (AFAQ e
MUKHTAR, 2001; BIANCHI e ANTUNES, 1999; PINNEL et al., 2003).

Os diferentes sistemas do corpo humano utilizam os antioxidantes como uma
maneira de lidar com o estresse oxidativo ocasionado pela luz UV e limitar as
mudancas ocasionadas na pele (AFAQ e MUKHTAR, 2001; LIN et al., 2003;
PINNEL et al., 2003). Os antioxidantes sdo responsaveis pela inibicao e reducéo das
lesbes causadas pelos radicais livres nas células. Esses sdo divididos em dois
grupos, enzimaticos e ndo enzimaticos, que interagem para fornecer protecéo intra e
extracelulares (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Em relacdo a pele, a atividade
enzimatica € mais elevada na epiderme e na derme. Contudo, diversos fatores como
luz solar, tabagismo, poluicdo, podem sobrecarregar o sistema de defesa, fazendo
controles inadequados de protecdo natural, resultando no dano oxidativo, tornando-
se desejavel a utilizacdo exdgena de moléculas com potencial antioxidante
(PINNEL et al., 2003).

O envelhecimento intrinseco da pele é fortemente influenciado por mudancas
hormonais. Receptores de estrogénio chamados ERa e ERpB, estdo presentes na
pele, sendo que os ER f sdo amplamente expressos na epiderme, vasos sanguineos ¢
fibroblastos dérmicos. J& nas glandulas sebaceas, a expressdo dos receptores ER €

semelhante. Ambos os receptores ERa e Erf influenciam a regulacdo da agdo de
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estrogenos na pele (HALL e PHILLIPS, 2005; THORNTON et al., 2003). Os
efeitos indesejaveis do envelhecimento cutdneo sdo exacerbados por niveis de
estrogénio em declinio em mulheres pds-menopausicas (HALL e PHILLIPS, 2005;
KOHL et al.,, 2011; RIBEIRO, 2010). Varios estudos tém demonstrado que a
aplicacdo tdpica de estrogénio pode atenuar os efeitos dessa deficiéncia hormonal
gerando efeitos benéficos na pele pelo aumento de colageno e da espessura dérmica.
Também foi relatada uma maior hidratacdo da pele e aumento da atividade das
glandulas sebaceas (KOHL et al., 2011; PHILLIPS et al., 2001; RAINE-FENNING
etal., 2003; SATOR et al., 2001; ZOUBOULIS et al., 2011).

Propriedades bioldgicas dos flavondides/cumestanos

Diversas espécies vegetais produzem uma variedade de compostos de baixo
peso molecular, coletivamente chamados de flavonoides, um grupo de metabolitos
secundarios da classe dos polifendis (DU et al., 2010). Os flavonoides sdo
quimicamente caracterizados por um esqueleto basico de trés unidades, C6-C3-C6,
contendo dois anéis aromaticos (em chalconas) que pode ser distinguido por um
anel adicional no resto dos flavondides (MARIN et al., 2006). Dentre as diversas
subclasses dos flavondides, os isoflavonoides destacam-se por seus efeitos
bioldgicos e farmacoldgicos em humanos. Varios estudos demonstraram sua agédo
semelhante ao estrogénio, portanto, sdo comumente chamados de fitoestrogenos,
termo este que apareceu pela primeira vez na literatura no final dos anos 80,
referenciando aquelas substancias que sao estruturalmente semelhantes e produzem
efeitos analogos aos hormonios estrogénicos (DIXON, 2004; MUELLER, 2002;
SIMOES et al., 2004; TAKEUCHI et al., 2009).

Dados epidemiologicos tém demonstrado o efeito protetor de dietas a base de
plantas sobre varias enfermidades de carater oncoldgico, cardiovascular e hormonal
como sindrome poOs-menopausa e osteoporose (DI"AZ-BATALLA et al., 2006;
KARKOLA et al., 2009; UGARTE, 2006). Diversos estudos apontam que mulheres

gue consomem uma dieta rica em fitoestrogénios apresentam menor intensidade e
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freqliéncia de sintomas vasomotores, caracteristicos do periodo pds-menopausa, €
dos demais sintomas como fogachos e atrofia do epitélio vaginal (ADLERCREUTZ
etal., 1992; DALAIS et al., 1998; MARTINEZ, 2006; SCAMBIA et al., 2000).

Além disso, os flavondides apresentam em sua estrutura, substituintes
capazes de doar elétrons ou hidrogénio, e apresentam baixo potencial redox, sendo
capazes de reduzir radicais livres altamente oxidantes. Também inibem enzimas
envolvidas com a geracdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e sdo capazes de
ligar metais promotores de ROS. Assim, existe um grande interesse na atividade
antioxidante dos flavondides devido a sua capacidade de reduzir a formacdo de
radicais livres evitando danos a lipideos, proteinas e DNA que podem causar
envelhecimento e varias doencas degenerativas (PIETTA et al., 2000). Dessa forma,
os fitoestrogenos tém sido estudados para o desenvolvimento de formulagdes com
atividade antioxidante, incluindo sua acdo fotoprotetora quando usado topicamente
na pele (PRAKASH et al., 2007; SETCHELL, 1998; SHINDE et al., 2010).

Baseado em sua estrutura quimica, os fitoestrégenos podem ser classificados
em trés principais grupos: isoflavonas, lignanos e cumestanos, e estdo presentes em
diversas plantas como feijdo, soja, trevo vermelho, linhaca, grdo de bico, brotos de
alfafa e ervilha (KARKOLA et al., 2009; UGARTE, 2006). 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. O representante mais

proeminente e potente da classe, o cumestrol (figura 2).

HO o (0
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Figura 2. Estrutura quimica do cumestrol.
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Nas plantas, o cumestrol é formado a partir da via dos fenilpropandides:
Fenilalanina - &cido p-hidroxicindmico 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 réapido e facil de ser
executado, consistindo em duas etapas: condensacéo catalisada do acetato de fenila

com cloreto de benzoila, seqguido de dimetilagdo e ciclizagdo intramolecular.

O cumestrol se apresenta na forma de cristais que sublimam em 325 °C e, em
alto vacuo, préximo 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 insolivel em agua, em pH acido ou neutro; pouco soluvel em agua, em
pH alcalino (pH 11-12); ligeiramente solivel em metanol, cloroférmio e éter e
muito levemente sollvel em tetracloreto de carbono e benzeno (THE MERCK
INDEX, 1996).

As fontes vegetais de cumestrol incluem muitas frutas, grdos, sementes
(feijéo, ervilha, soja) e café. As maiores concentracdes desse composto tém sido
encontradas no trevo (Trifolium pratense, leguminosae — 56411 mg/Kg) e alfafa
(Medicago sativa, Leguminosae — 1,2 mg/Kg), em particular nos brotos de alfafa
em concentracdes de 720 mg/Kg. Cabe ressaltar que nos casos de contaminacao por
fungos, a concentracdo de cumestrol pode ser aumentada nessas plantas (PATRI et
al., 2006). No entanto, sua distribuicdo na alimentacdo humana € um pouco restrita
comparado aos outros fitoestrogenos, a ingestdo diaria de cumestrol por mulheres
nos Estados Unidos corresponde a 0,6mg/dia (WHITTEN et al., 2002).

Em relacdo as suas propriedades biologicas, o cumestrol apresenta
propriedade antioxidante, a qual é 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
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como as oxidases que sdo diretamente envolvidas nos processos oxidativos, como
pela inibicdo de enzimas envolvidas indiretamente nesses processos, além de sua
capacidade de aumentar a disponibilidade de antioxidantes endégenos (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 presenga de um grupo 3-hidroxila, sendo
geralmente classificados como condigOes de atividade antioxidante e anti-radical
(BURDA e OLESZEK, 2001).

MITCHELL e colaboradores (1998) avaliaram a atividade antioxidante de
alguns fitoestrogenos, incluindo o cumestrol, e constataram que o0 mecanismo de
acdo 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
inibitdria de peroxidacdo dezesseis vezes mais alta para 0s cumestanos em relacao
ao alfa tocoferol (antioxidante ndo-enzimatico natural). Porém, essa poténcia nédo
descarta a possibilidade de ser encontrada acdo pro-antioxidante, de acordo com a

concentracdo empregada.

BURDA e OLESZEK (2001) avaliou a habilidade de inibicdo da oxidacdo
do sistema composto por (-caroteno e &cido linoléico, além da capacidade de
remocao dos radicais livres 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) de varios grupos
de flavondides. Os resultados revelaram uma potente atividade antioxidante
apresentada pelos flavondis. O cumestrol, Unico cumestano estudado, apresentou
atividade antioxidante moderada, porém maior que das outras classes de flavondides

estudadas (flavonas, flavanonas, dihidroflavonais, isoflavonas, biflavanonas).

LEE e colaboradores (2006) avaliaram a acdo inibitdria da oxidacdo de LDL

induzido por ions cobre. Para isso, foi isolada uma série de dez flavondides de
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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 relacdo a genisteina sobre a
reducdo dependente de NADPH de 9,10-fenantrenequinona e progesterona. A
atividade inibitoria sobre 9,10-fenantrenequinona foi identificada devido a presenca

de hidroxilas nos carbonos 5 e 7 dos compostos testados.

Além disso, 0 cumestrol também apresenta atividade como agonista
estrogénico, atividade importante para o envelhecimento cutaneo intrinseco.
Segundo BENASSAYAG ¢ colaboradores (2002) o 17p -estradiol possui afinidade
de ligacdo por ERp igual a "4 da afinidade de ligacdo por ERa e o cumestrol
mostrou maior afinidade por ERB que por ERa (20-30 vezes maior). KUIPER e
colaboradores (1998) avaliaram a atividade estrogénica de fitoestrogénos, incluindo
o cumestrol. Utilizando concentracfes 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 o e 17f-
estradiol > genisteina > cumestrol > zearalenol > daidzeina > biochanina A >

quercetina para receptores ER f.

Quanto a sua toxicidade, trabalhos tém sido conduzidos para determinar se a
exposicdo ao cumestrol, durante os periodos de desenvolvimento, exerce efeitos a
longo prazo sobre o sistema reprodutivo, mesmo apds o término da exposicdo. No
ovario, 0s estrogénios aumentam o crescimento folicular, o peso do ovario e do
indice mitdtico das células granulosas, e regulam a apoptose de células da camada
granulosa (BENDELL e DORRINGTON, 1990; RICHARDS, 1980). Apo6s inducéo
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
luteos e foliculos ovarianos hemorragicos. Um estudo mais recente de MOON e

colaboradores (2009) avaliou os efeitos no tamanho do ovério e inducdo de
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apoptose nas células ovarianas de ratas adultas, apds exposicdo com doses
crescentes de cumestrol, administradas diariamente, durante 21 dias. Os resultados
revelaram uma reducédo significativa do peso dos ovarios apds cerca de 80 dias de
vida, ocorrendo um aumento da apoptose das células do tecido ovariano apds 140
dias de vida.

Nanoemulsdes de uso tépico

NanoemulsGes possuem uma infinidade de aplicacdes na area farmacéutica e
cosmética e estdo sendo estudadas em produtos de aplicacdo tdpica, tais como,
fotoprotetores, produtos antienvelhecimento e para tratamento de doencas de pele
(BERNARDI et al., 2011). Nanoemuls@es séo sistemas estaveis compostos de 6leos
e tensoativos dispersos em agua, apresentando um tamanho de particula geralmente
entre 100 e 300 nm. S&o sistemas adequados para incorporar moléculas de baixa
hidrossolubilidade, visto que a nanoemulsdo pode proporcionar um aumento da
solubilidade de farmacos lipofilicos. Tais moléculas  encontram-se
preferencialmente no interior da goticula de 6leo e/ou adsorvidas na interface da
nanoestrutura. Visualmente, as nanoemulsdes apresentam-se como liquido de
aspecto leitoso e pouco viscoso (FASOLO et al., 2009; FRONZA et al., 2004;
HATZIANTONIOU et al., 2007; SILVA et al., 2009; TAGNE et al., 2008). Devido
ao seu reduzido tamanho de goticula e sua elevada area superficial, esses sistemas
favorecem o contato de substancias ativas com a pele, promovendo um gradiente de
concentracdo que modula a barreira do estrato corneo controlando a penetracdo das
substancias (ALVES et al., 2007; FASOLO et al., 2007; FASOLO et al., 2009;
JUNYAPRASERT et al., 2009).

A extensdo da permeacdo das moléculas através da pele, o tempo, e ainda o
direcionamento a sitios especificos podem ser influenciados pelas matérias primas
utilizadas. O nucleo oleoso das nanoemulsées corresponde de 5 a 20% do total da
formulacdo e o 6leo a ser utilizado e a sua concentracdo depende da solubilidade do

farmaco nestes adjuvantes. Os triglicerideos de cadeia média (TCM), normalmente
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triglicerideo caprico/caprilico, sdo os 6leos mais empregados para o preparo destas
dispersbes. TCM sdo ésteres constituidos de trés acidos graxos, com 8 a 12 4&tomos
de carbono, unidos ao glicerol, conseguem dissolver quantidades elevadas de
farmacos lipossollveis e sdo considerados seguros para via cutanea (FERNANDEZ
et al, 2000; HATZIANTONIOU et al., 2007; PRIMO et al., 2008;
RUKTANONCHAI et al., 2009; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007).

A interface 6leo/agua das nanoemulBes é composta de tensoativos, que tem
por principal funcdo estabilizar fisicamente a estrutura formada (YILMAZ e
BORCHERT, 2005). Lecitinas sdo os tensoativos mais empregados, sendo estas,
misturas complexas de fosfolipidios extraidos da gema de ovo ou da soja, cujo
componente majoritario é a fosfatidilcolina, sdo empregadas em nanoemulsdes na
concentracdo de 1 a 3% para emulsbes contendo de 5 a 20% de fase interna
(BENITA, 1998). Lecitinas sédo biocompativeis e exibem um alto valor de potencial
zeta negativo sendo capazes de prevenir a coalescéncia das goticulas sobre colisdes
aleatdrias (SHIMID et al., 1993).

Em relacdo as técnicas de preparo, a homogeneizacdo por alta pressdo e a
emulsificacdo espontanea sdo as mais utilizadas para a obtencdo das dispersdes. A
homogeneizacédo por alta pressdo € realizada em duas etapas, onde na primeira, a
fase aquosa contendo os componentes hidrofilicos e a fase oleosa contendo os
lipofilicos, sdo aquecidas separadamente a uma temperatura de aproximadamente
70°C e entdo homogeneizadas com o uso de homogeneizadores de alta velocidade
(como o ultraturrax e politron) obtendo-se assim, uma suspensdo com diametro de
goticulas submicrométrico. Numa segunda etapa, utiliza-se microfluidizadores ou
homogeneizadores de alta pressdo, aplicando-se ciclos de homogeneizacdo com
pressdo e temperatura pré determinados, e o tamanho da goticula € entdo reduzido a
valores de 50 a 300nm. Esta técnica € amplamente utilizada na inddstria, permite o
preparo das formulagbes em larga escala, e ainda, apresenta como vantagem a nao
utilizacdo de solventes organicos (TAGNE et al., 2008; TEERANACHAIDEEKUL

et al., 2007, YLMAZ E BORCHERT, 2005).
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A emulsificacdo espontanea apresenta a vantagem de ser simples e rapida,
além de possuir baixo custo e permitir o preparo de pequenas quantidades de
amostra em baixa temperatura (FRONZA et al., 2004; TRAUL et al., 2000),
podendo evitar a degradacdo de farmacos termolabeis e os préprios fosfolipideos
componentes da formulacdo (RABINOVICHGUILATT et al. 2005). Esta técnica
consiste em injetar a fase oleosa solubilizada em um solvente orgénico, continua e
lentamente sobre a fase aquosa, sob agitagdo constante e moderada (normalmente
utilizam-se agitadores magnéticos). Nesta etapa as goticulas nanométricas sao
formadas. Apds, o solvente organico € removido com a utilizagdo de rotaevaporador
a uma baixa pressdo e com temperatura de 40 a 70°C (FASOLO et al., 2007;
PRIMO et al.,, 2008; SILVA et al., 2007). A formacdo das goticulas das
nanoemulsdes ocorre sempre que a fase organica € vertida na aquosa, pois isto
causa uma turbuléncia interfacial durante a difusdo do solvente na agua,
observando-se rapido espalhamento da interface, como resultado da difusdo mutua
entre os solventes, o que fornece energia suficiente para a formacéo das goticulas.
Sendo assim, parametros como as condi¢bes de emulsificacdo empregada e
composicdo das formulagdes podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas
obtidas (BOUCHEMAL et al., 2004).

As nanoemulsdes apresentam tamanho de goticula que pode variar entre 100
a 300nm com um indice de polidispersédo (IP) em torno de 0,2 a 0,3, indicando uma
boa distribuicdo das particulas na amostra e, conseqglientemente, uma boa
homogeneidade destes sistemas (ALVES et al., 2007; JUNYAPRASERT et al.,
2009). Sdo parametros que afetam a estabilidade, a aparéncia, a cor, a reologia e a
vida de prateleira e sdo afetados pela composicdo da formulacdo e pelo
procedimento de emulsificacdo (BERNARDI et al., 2011; SILVA et al., 2007). Em
relacdo as técnicas usadas para analisar estas propriedades, a mais empregada € a
espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS), também chamada de espalhamento de
luz dindmico. Outras técnicas como microscopia eletrénica de transmissao (MET),
também sdo empregadas em complemento a PCS (HATZIANTONIOU et al., 2007;

RUKTANONCHAI et al., 2009; TAGNE et al., 2008).
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A carga de superficie das particulas nas nanoemulsdes é um dos fatores que
determinam a estabilidade destes sistemas. Valores absolutos elevados, geralmente
maiores que 30mV, levam a forcas de repulsdo entre as goticulas evitando
fendmenos de instabilidade como a cremeacdo, floculagdo e coalescéncia.
Normalmente esta carga pode ser determinada através do potencial zeta. A sua
determinacdo é realizada, normalmente, através de tecnicas -eletroforéticas
especificas, por exemplo, medindo a mobilidade eletroforética das particulas em um
campo elétrico (KLANG et al., 2011; MITRI et al., 2011; RUKTANONCHAI et al.,
2009; TEERANACHAIDEEKUL ET al., 2007; YLMAZ E BORCHERT, et al.,
2005) . O valor de potencial zeta reflete ainda, a composigdo da interface, além de
poder estar relacionada com a concentracdo de farmaco na interface 6leo/agua
(TAGNE et al., 2008).

O monitoramento do pH é importante para determinar a estabilidade destes
sistemas pois € um parametro que afeta consideravelmente a carga de superficie,
afetando também o tamanho das goticulas (BERNARDI et al., 2011; YILMAZ e
BORCHERT, 2005).

Em relacéo a viscosidade, este € um parametro de grande importancia para o
desenvolvimento de formulacbes de uso tdpico, uma vez que, produtos
dermatologicos e cosméticos devem apresentar uma viscosidade adequada a
aplicacdo sobre a pele, ndo obstante, a determinacdo da viscosidade também é
indicativa da estabilidade fisica das formulacdes (PRINDERRE et al., 1998).

As nanoemulsdes apresentam-se como liquido leitoso, pouco viscoso, com
viscosidade normalmente compreendida entre 1,5 a 2cP e fluxo newtoniano,
desfavoravel ao uso topico. A sua determinacdo comumente é realizada por
viscosimetro capilar (ALVES et al., 2005; FASOLO et al., 2007; SAKULKU et al.,
2009; SILVA et al., 2009). A viscosidade é influenciada pela composicdo das
nanoemulsdes, principalmente pela viscosidade do éleo formador do nucleo oleoso,

e por parametros como a concentracdo da fase interna e o didmetro de goticula
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(CHUNG et al., 2001; JUMMA et al., 1998; SILVA et al., 2006). Para adequar as
formulacdes ao uso topico, a preparacdo de nanoemulsbes espessadas com
polimeros tem sido descrita em diversos estudos. As nanoemulsdes depois de
espessadas normalmente apresentam-se como fluido ndo-newtoniano e ainda com
comportamento plastico ou pseudo-plastico tornando-se ideais para aplicacdo
topica. Entre os polimeros utilizados para esse fim, os carbdmeros (como o
Carbolpol 940®) sdo frequentemente descritos (ALVES et al., 2005; SCHWARZ et
al., 1996; YILMAZ & BORCHERT, 2005; YILMAZ & BORCHERT et al., 2006).

Carbdmeros sdo polimeros sintéticos anidnicos hidrossoliveis de elevado
peso molecular de &cido acrilico reticulado com ésteres alilicos de sacarose e/ou
pentaeritrol. A viscosidade desses polimeros depende de sua composicdo, e séo
utilizados como agentes geleificantes em concentracdes de 0,5 a 2,0% em agua,
estando presente numa ampla variedade de formas farmacéuticas, incluindo
comprimidos de liberacdo controlada, suspensdes orais e geis topicos (ALLEN et
al., 2007; HOWE et al., 2009). Apresentam-se como p0 branco que se dispersam
facilmente em agua, originando solucdes acidas. As dispersdes sdo preparadas pela
simples adicdo de agua ao po, devendo-se agitar moderadamente durante toda a
operacgdo. Os principais mecanismos que envolvem a geleificacdo destas moléculas
estdo ligados a ionizacdo dos grupamentos carboxilicos, através da neutralizacao
com alcalis, com conseqlente repulsdo de cargas e estiramento das cadeias
poliméricas, formando a matriz tridimensional. Em se tratando de uma resina
anibnica, pode-se inferir que a estabilidade é diretamente afetada pelo pH e
eletrdlitos (PRISTA et al., 2003). Sdo descritas na USP varios tipos de carb6meros
(910, 934, 934P, 940 e 1342), com ampla faixa de viscosidade. O carbomero 940
forma géis (hidroalcéolicos ou aquosos) transparentes e brilhantes. E o mais
eficiente de todas as resinas carbopol e possui propriedades reoldgicas adequadas
(ALLEN et al., 2007).

Recentemente, a quitosana, um copolimero derivado da quitina

(polissacarideo encontrado em crustaceos, insetos e certos fungos), tem recebido
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grande atencdo devida sua vasta aplicacdo nas mais diversas &reas. Sua
aplicabilidade esta aliada ao fato de ser biodegradavel, biocompativel, ndo téxica e
ser derivada de fontes naturais abundantes. Na area farmacéutica tem sido
investigada em inGmeras formulacbes e jA € bastante usada em cosméticos,
formando géis mucoadesivos. A molécula de quitosana é composta de unidades de
2-amino-2-deoxi-D-glicose(glicosamina) e 2-acetoamido-2-deoxi-D-glicose sendo
obtida por desacetilacdo da quitina (DASH et al., 2011). A quitosana apresenta
natureza catidnica e é comercializada em varios tipos de graus de desacetilacdo e
peso molecular. O grau de desacetilagdo necessario para obter produtos sollveis
deve ser maior que 80-85%. Em solucdo (pH< 6,5) apresenta uma densidade
elevada de carga positiva em seus grupos amino e ocorre uma repulséo entre as
unidades desacetiladas e grupamentos vizinhos de glucosamina promovendo o
entumecimento. A viscosidade € influenciada pela concentragdo de quitosana,
temperatura e grau de desacetilacdo, sendo a concentracdo usual 2 a 6% (HOWE et
al., 2009). Tem sido relatada a capacidade da quitosana em promover a abertura das
tight junctions entre as células epiteliais (WU et al., 2007), mecanismo que poderia

promover a penetracdo de moléculas através da pele (CONTRI et al., 2011).

Derivados de celulose soliveis em agua como hidroxietil celulose (HEC),
sdo utilizados em formulagGes farmacéuticas, como espessantes em produtos
alimentares, e em cosmeéticos (KASTNER et al., 1996). Sdo disponiveis em
diferentes graus de substituicdo dos hidrogénios da celulose por grupamentos poli
(hidroxietil) éteres que influenciam a viscosidade das preparacdes. E um polimero
ndo ibnico que forma geis através da hidratacdo e intumescimento do polimero,
dispersando-se 0 p6 em dgua com agitacdo e temperatura controlada (20 a 25°C). A
concentracdo utilizada na formulacdo depende do tipo de solvente e do peso
molecular do grau usado, normalmente para uso como agente de incremento de
viscosidade em cosmeéticos utiliza-se de 1 a 10%, sendo o uso comum de 2%. Por
ser um material ndo toxico e ndo irritante, além de ndo idnico, seu uso apresenta

vantagens e interesse em formulag6es topicas (HOWE et al., 2009).
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Reologia

A palavra reologia é derivada do vocabulario grego, que significa
“deformacgdo ou fluxo” (rheo) e “ciéncia ou estudo” (logos) e foi criada por
Bingham e Crawford em 1929. De maneira geral, pode ser definida como a ciéncia
que estuda o comportamento de fluidez da matéria e sua deformacdo. Na area
farmacéutica, classifica e caracteriza liquidos, sélidos e semi-sélidos. A reologia
dos materiais na area farmacéutica/cosmetica é fundamental, visto que, influencia
cada passo do desenvolvimento, como a mistura, a embalagem e a estabilidade, bem
como a escolha correta dos equipamentos a serem usados na sua producdo, além de
preencher pardmetros de aceitabilidade por parte do paciente. As caracteristicas
reoldgicas de um produto de uso tépico, usualmente séo avaliadas pelo togue, no
entanto, cada produto deve apresentar consisténcia adequada a sua finalidade e sua
fabricacdo na industria deve ser reprodutivel, pois tais caracteristicas tambem
afetam os perfis de liberacdo dos farmacos estando associadas a aspectos de
absorcdo e biodisponibilidade (ALVES, 2006; AULTON et al., 2005; LEE et al.,
2009; MARTIN et al., 2008; NETZ E ORTEGA, 2002; WARD et al., 1974).

A reologia abrange diferentes propriedades associadas a deformacdo da
matéria, entre as quais estdo a extrussibilidade, compressibilidade, ductibilidade,
espalhabilidade, elasticidade, fluidez e viscosidade. A viscosidade representa a
resisténcia ao fluxo e ao movimento e sua reciproca é denominada fluidez. A
viscosidade de um fluido varia com a tensdo de cisalhamento e sua consisténcia
depende da duracdo e da taxa de cisalhamento. A taxa de cisalhamento indica a
velocidade com que o liquido escoa quando uma determinada forca € aplicada, a
esta forca chamamos tensdo de cisalhamento. Quando se classificam os materiais
segundo os tipos de fluxo e de deformacdo, é usual descrevé-los em uma das
seguintes categorias: sistemas newtonianos ou ndo-newtonianos, dependendo se as
propriedades de fluxo seguem ou ndo a lei do fluxo de Newton (ALVES, 2006;
AULTON et al., 2005; LEE et al., 2009; MARTIN et al., 2008; NETZ E ORTEGA,

2002).
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Segundo a lei de Newton, a velocidade do fluxo (y) ¢ diretamente
proporcional a tensdo aplicada (o), a constante de proporcionalidade é o coeficiente
de viscosidade dinamica (1), ou simplismente, viscosidade, podendo ser expressa
por: ¢ = my. Sistemas newtonianos obedecem a esta lei, ou seja, apresentam
viscosidade constante independente da taxa de cisalhamento. A representacao
grafica da relagdo entre a tensdo de cisalhamento (o) e a taxa de cisalhamento (y),
denominado reograma, gera uma reta onde a inclinagdo ¢ a viscosidade (1). A
unidade de viscosidade é o poise, definido como a forca de cisalhamento requerida
para produzir uma velocidade de 1 cm. s™ entre dois planos paralelos de liquido, de
lcm® de area, separados por uma distancia de 1 cm. Na prética, a maioria dos
trabalhos utiliza a unidade centipoise cp (1cp = 0,01 poise) (AULTON et al., 2005;
MARTIN et al., 2008; NETZ e ORTEGA, 2002).

No entanto, a maioria dos fluidos farmacéuticos ndo obedecem a Lei de
Newton, pois a viscosidade do fluido varia com a velocidade de cisalhamento. A
razdo para esses desvios é que os fluidos de interesses ndo sao fluidos simples como
a agua ou xarope, mas sistemas coloidais ou dispersos, incluindo emulsGes,
suspensdes e geis (AULTON et al., 2005). Os sistemas nao-newtonianos podem
assumir varios comportamentos e serem classificados em plasticos, pseudoplasticos
e dilatantes. O fluxo plastico ndo se inicia até que a forca correspondente a certo
valor seja aplicada. A curva de fluxo plastico ndo passa pela origem, mas faz
interseccdo com o eixo da forca de cisalhamento em um ponto chamado de valor de
cedéncia (yeld value). Este tipo de fluxo estd associado a presenca de particulas
floculadas em suspens@es concentradas. Materiais pseudoplasticos ndo apresentam
o valor de cedéncia, portanto apresentam fluxo logo que uma forca é aplicada. Com
0 aumento da forca de cisalhamento, a velocidade de cisalhamento aumenta e a
inclinacdo da curva diminui gradualmente com o aumento da velocidade de
cisalhamento. Este tipo de comportamento é facil de ser encontrado em dispersdes
de coloides hidrofilicos no estado de sol, como metilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose e &cido poliacrilico. Vérias formulacdes farmacéuticas e

cosméticas apresentam este comportamento, especialmente géis, emulsdes e
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suspensdes constiuidas com particulas de diametros inferiores a 1um (ALVES,
2006). Materiais dilatantes sd@o aqueles em que o volume aumenta quando
submetidos ao atrito, e a viscosidade aumenta com o aumento da velocidade
cisalhamento. Este comportamento é tipico de pastas e de certas suspensfes e
unglentos contendo elevado percentual de sélidos insoltveis suspensos (ALLEN et
al., 2007; AULTON et al 2005; MARTIN et al., 2008; NETZ E ORTEGA, 2002).

Uma propriedade importante em formas farmacéuticas liquidas e semi-
solidas que permite obter um medicamento mais consistente quando em repouso,
mas de elevada fluidez quando agitado, é a tixotropia. Tixotropia trata-se de uma
transformacéo gel-sol reversivel. Quando em repouso, uma rede de gel se forma,
fornecendo uma matriz rigida que estabiliza suspensodes e geis, ja quando submetida
a uma forga (pela agitagdo), a matriz relaxa e forma um sol, sendo que essa quebra
da estrutura ndo se reestrutura de imediato apds a remocao ou diminuicdo da tenséo
de cisalhamento e assim apresenta as caracteristicas de uma forma farmacéutica
liquida e de facil administracdo. Antitixotropia ou tixotropia negativa ndo devem ser
confundidos com dilatédncia ou reopexia. Reopexia é o fenbmeno pelo qual um
solido forma mais facilmente um gel se agitado suavemente ou cisalhado de outra
forma, do que se deixado em repouso. Sistemas dilatantes sdo defloculados e
normalmente contém mais de 50% (v/v) de fase sélida, enquanto que os sistemas
antitixotropicos contém baixo conteudo de sélidos (1 a 10%) e sdo floculados. Em
um sistema reopéxico o gel representa a forma em equilibrio, enquanto que na
antitixotropia, € o sol o estado de equilibrio (ALLEN et al., 2007; AULTON et al.,
2005; MARTIN et al., 2008; NETZ E ORTEGA, 2002).

Existem varios instrumentos de medida das viscosidades e estes devem ser
selecionados com cuidado devido a ampla variedade de comportamentos reoldgicos
dos sistemas ndo-newtonianos. O viscosimetro capilar, também conhecido como
viscosimetro de Ostwald, que é um instrumento com velocidade de cissalhamento
simples, apropriados para materiais newtonianos, e mede o tempo necessario para

um liguido passar entre duas marcas enquanto flui, pela acdo da gravidade, através
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de um tubo capilar vertical. O tempo de fluxo do liquido analisado é comparado
com o tempo requerido por um liquido, cuja viscosidade € conhecida (geralmente
agua), para passar pelas duas marcas. Ja para ambos os sistemas, newtonianos e
ndo-newtonianos € comum encontrar a utilizacdo de viscosimetros rotatorios ou
redbmetros. O principio da medicdo deste tipo de viscosimetro baseia-se na
resisténcia ao fluxo observada quando um corpo rotatério, geralmente cilindrico,
gira imerso no liquido ou semi-sélido. A maior vantagem desses instrumentos € a
ampla faixa de velocidades de cissalhamento que podem ser obtidas. Um exemplo é
0 Viscosimetro Brookfield, que é um viscosimetro rotatério e que pode possui
varios spindles (corpos rotatorios) de diversas geometrias. Este tipo de viscosimetro
é bastante popular em laboratérios de controle de qualidade de produtos
farmacéuticos e permite obter dados reologicos cientificos para liquidos
newtonianos e ndo-newtonianos, assim como medicGes empiricas de viscosidade de
pastas e de outros materiais semi-sélidos (AULTON et al., 2005; MARTIN et al.,
2008; NETZ E ORTEGA, 2002).

Permeacao/retencéo cutanea

A propriedade de barreira da pele é baseada principalmente na camada mais
externa da epiderme, chamada estrato corneo. O estrato cOrneo apresenta como
papel fisiologico a hidratacdo cutanea, a protecdo do meio interno, a protecao contra
agentes externos, a permeabilidade seletiva aos agentes externos, entre outros. E
uma regido complexa, rica em lipidios como ceramidas, colesterol, ésteres de
colesterol, &cidos graxos e uma pequena fracao de sulfato de colesterol em forma de
bicamadas que cercam os corneodcitos (FERNANDEZ et al., 2000; FOLDVARI,
2000). Sendo assim, regides hidrofilicas e lipofilicas sdo encontradas no interior
desta matriz tornando o estrato cérneo a principal barreira na absorcdo percutanea
de farmacos aplicados topicamente (ALVES et al., 2007; SHAH, 1994; YLMAZ &
BORCHERT, 2006).
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A penetracdo de farmacos através da pele, nas diferentes camadas, pode ser
descrita pelas leis da difusdo e a particdo do farmaco na interface formada entre a
formulacdo e a camada cdrnea, sendo este um determinante fisico dominante no
controle da absorcdo (HADGRAFT et al., 2005). Durante a difusdo de moléculas
pelo estrato cdrneo, ha dois caminhos que podem ser identificados: a rota lipidica
intercelular entre 0s cornedcitos e a rota através dos cornedcitos e dos lipidios.
Sendo que, a principal via de permeacdo cutanea € a intercelular. Dessa forma, a
substancia permeante difundird 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, o
metabolismo, as caracteristicas fisico-quimicas das substancias ativas, como pH,
viscosidade, grau de lipofilia e coeficiente de particdo, alem do veiculo e da forma
farmacéutica ou cosmética também influenciam a penetracdo/absorcdo (AULTON,
2005). A penetracdo e a permeacdo de diferentes componentes ativos de baixa
absorcdo podem ser aumentadas através de algumas alternativas como a adicdo de
promotores especificos na formulacdo ou, como correntemente relatadas nos
altimos anos, o uso de sistemas de liberacdo como as nanoemulsdes. A inclusdo de
promotores quimicos, usualmente solventes organicos, é geralmente associados a
irritacdo, toxicidade e sensibilizacdo da pele (RABINOVICHGUILATT et al.,
2004).

Sendo assim, nanoemulsdes tém sido amplamente descritas como um veiculo
para a liberacdo de farmacos pouco hidrossollveis na pele, para varios fins, como
por exemplo, tendo efeito na superficie (protetores solares, cosméticos e
antiinflamatorios), efeito cutdneo (corticoesteroides) e efeito  sistémico
(antiinflamatorios ndo esteroidais) (JUNYAPRASERT et al., 2009). Tais sistemas
podem representar uma estratégia para a reducdo da toxicidade sistémica, reduzindo
efeitos colaterais de diversos farmacos potentes (YLMAZ & BORCHERT, 2006),

e, a0 mesmo tempo, restringindo os efeitos desejados para tecidos especificos
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(BONINA et al., 1995). Além disso, podem aumentar a taxa de permeacdo na pele e
melhorar a acdo topica devido a sua associacdo com a superficie da pele e ao
pequeno tamanho de particula, prolongando o tempo de permanéncia devido a sua
grande area superficial e a baixa tensdo superficial das goticulas de 6leo (FASOLO
etal., 2007; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009).

As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes formadas, como diametro
de particula, carga de superficie, tensdo superficial e viscosidade, podem exercer
influéncia na velocidade e extenséo da permeacéo na pele (BENITA, 1999). O seu
reduzido didmetro de goticula apresenta-se como vantagem em relagdo aos sistemas
convencionais de uso topico, pois permite a aplicacdo de um depdsito uniforme na

pele resultando numa elevada superficie de contato do sistema com este 6rgéo.

A quantificagdo dos farmacos e das moléculas que se difundem das
nanoemulsfes até a superficie cutanea, consequentemente sofrem particdo e
absorcdo nas camadas da pele, pode ser obtida atraves de algumas técnicas, sendo
que a mais corrente usada é a difusdo em células de Franz (ALVES et al., 2007,
FASOLO et al., 2007; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009). Difusédo em células
de Franz ¢ um método in vitro para avaliacdo da absorcéo percutanea de farmacos e
moléculas. Nestes estudos, normalmente utiliza-se a pele de orelha suina por esta
ser semelhante a pele humana quanto a composicdo lipidica, permeabilidade e

coeficiente de particéo.

A formulacdo é colocada no compartimento doador e permanece diretamente
em contato com a pele (estrato corneo). A pele separa o compartimento doador do
receptor. No compartimento receptor é colocado um fluido receptor que
normalmente é uma solucdo fisiologica na qual a substancia teste é soltvel a fim de
garantir condicdo sink. Esta solucdo ¢ mantida sob agitacdo, normalmente com o
uso de agitadores magnéticos a 700rpm, e aquecimento (~37°C). As coletas séo
realizadas a partir do fluido receptor em tempos pré-determinados para a

quantificacdo da amostra que normalmente ¢ feita por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (HPLC). O meio do compartimento receptor é sempre reposto apds a
coleta (WHO, 2005). Técnicas complementares podem ser realizadas para a
quantificagdo das substancias ativas na pele como, por exemplo, o tape-stripping,
em que se utiliza fitas adesivas para separar o estrato corneo da epiderme e avaliar a
quantidade de substancia presente na fita (referente a quantidade que permaneceu
no estrato corneo) através de técnicas de doseamento (ALVES et al., 2007; PRIMO
et al., 2008). A homogeneizacao de tecido em solvente apropriado também é outra
técnica utilizada para quantificacdo de ativos na derme e epiderme (FANG et al.,
2004; PRIMO, et al., 2008).

Além dos estudos com permeacdo em pele, esse dispositivo é utilizado na
avaliacdo do perfil de liberagdo de farmacos a partir de formas farmacéuticas
topicas através de membranas sintéticas, como as de celulose. Os experimentos com
membranas sintéticas sdo realizados com o intuito de apresentar indicativos da
avaliacdo da difusdo de farmacos, fornecendo modelos Uteis para avaliacdo da
absorcdo cutanea (OECD, 2004). Teeranachaideekul e colaboradores (2007)
realizaram esta técnica para nanoemulsdo contendo 3,4% de coenzima Q10, 7,6%
de mygliol® como nucleo oleoso e 1,8% de tego® care 450 como tensoativo. O
volume da fase receptora foi de 6,0ml e era constituido de solucdo aquosa com 5%
de labrasol pH 5 agitado por barra magnética (700rpm). Amostras de 100uL da
nanoemulsdo foram colocada no compartimento doador sobre a membrana.
Amostras de 500uL foram coletadas em tempos pré-estabelecidos por 24h e
analisadas por HPLC. Os resultados indicaram uma liberacdo de aproximadamente
550 pg/cm2 de coenzima Q10 da nanoemulsdo, valor este relativamente maior do
que para outras formulagOes testadas por este mesmo grupo contendo carreadores

lipidicos nanoestruturados.

FERNANDEZ e colaboradores (2000) compararam o perfil de permeacao
cutanea in vitro da benzofenona-3 incorporada em trés formulacdes, sendo duas
emulsdes convencionais e uma nanoemulsdo composta pelos 6leos TCM e 6leo de

coco e pelos estabilizantes: estearato de sorbitano, monooleato de sorbitano e ou
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sepigel. Os resultados demonstraram que a nanoemulsdo aumentou mais de trés
vezes a concentracdo de benzofenona-3 na pele ap6s 8h de experimento, em
comparagdo com as outras formulagdes. Logo, neste estudo, as nanoestruturas

lipidicas atuaram como promotores de permeacao cutanea da benzofenona-3.

RUKTANONCHAI e colaboradores (2009) realizaram estudo de permeacéo
in vitro do acido alfa lipdico (1%), um antioxidante, incorporado em nanoemulsdo
contendo 9% de migliol como nucleo oleoso e 2,5% de pluronic® f68 como
tensoativo. Para avaliar a quantidade de acido alfa lipdico liberado da formulacédo
foi utilizado como fluido receptor (14mL) uma solucdo aquosa de tampédo fosfato
(PBS) pH 55 e 20% de etanol e mantido sob agitacdo (700 rpm) com barra
magnética. Amostras de 1g da formulagéo foram colocadas sobre uma membrana de
ultrafiltracdo. Aliquotas de 0,5ml foram coletadas em tempos pré-estabelecidos. As
amostras coletadas foram analisadas por HPLC. Os resultados mostraram que em
até 72h foi liberado 62% de &cido alfa lipdico da nanoemulsdo, duas a trés vezes
mais do que quando comparado com outras formulacbes testadas por este mesmo

grupo (nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados).

SILVA e colaboradores (2009) desenvolveram nanoemulsdes contendo 0,1%
de genisteina incorporada em 8% de TCM ou ODD e 2% de lecitina de ovo como
tensoativo. A permeabilidade percutanea das nanoemuldes foi avaliada utilizando
células de difuséo de Franz. Solu¢do metandlica (50% v/v) foi utilizada como fluido
receptor. O reservatorio volatil (acetona) e as nanoemulsdes foram testadas na
concentracdo de 1mg de genisteina, no compartimento doador. O experimento foi
mantido em temperatura de 37°C por 8h. Aliquotas de 2,0ml foram coletadas em
tempos pré-determinados e analisadas por CLAE. Apos 8 h, a quantidade total de
genisteina permeada a partir do reservatorio volatil foi de aproximadamente 60
mg/cm? com um fluxo de 13 mg/cm?h. Independente do nicleo oleoso testado a
permeacao na pele da genisteina a partir de nanoemulsdo foi mais lenta do que a
partir da acetona (permeabilidade intrinseca). A incorporacdo de genisteina em

nanoemulsdes parece reduzir o valor de fluxo da mesma na pele, isto que pode ser
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atribuido as interacdes entre a genisteina e o fosfolipideo da lecitina de ovo da
formulacdo. Os resultados também mostraram que a permeacdo 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 (2012) demonstrou a retencdo preferencial da genisteina na epiderme
de orelha suina, em comparacdo com o0 estrato cérneo e derme. Uma menor
permeacdo e maior retencdo da genisteina foi observada para as formulagdes
constituidas de um nucleo de triglicerideos de cadeia média quando comparado com
octildodecanol. Além disso, foi observado que a dispersdo das nanoemulsGes em
hidrogéis de carbopol® conduz a um aumento significativo da retencdo da genisteina
na epiderme, sugerido pelo espessamento da epiderme observados nos cortes

histologicos.

FASOLO e colaboradores (2009) desenvolveram nanoemulsdes contendo
outros flavonoides, quercetina (Q) e 3-O-metilquercetina (MQ), compostas de ODD
como fase oleosa e lecitina de ovo como tensoativo além da inclusdo de brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como tensoativo juntamente com a lecitina para as
nanoemulsdes carregadas positivamente, e entdo avaliaram o perfil de permeacéo
destas moléculas na pele através da utilizacdo de células de Franz. Para este ensaio
utilizou-se pele de orelha de suina, a qual foi hidratada com tampéo fosfato pH 7,4
por 12h a 37°C, apos a solugdo no compartimento receptor foi substituida por uma
solucéo hidroetanolica (50%, v/v). As amostras de nanoemulsao foram colocadas no
compartimento doador e continham uma concentracdo tedrica dos flavonodides de
1,0mg. 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 formulagdo a permeacao da Q
e MQ é reduzida, e estas moléculas acumularam-se na pele, e que a permeacéo dos
flavonoides a partir de nanoemulsdo carregada positivamente apresentou um

aumento significativo em relacdo a nanoemulsao carregada negativamente.
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ARGENTA e colaboradores (2011) desenvolveram nanoemulsdes contendo
cumestrol incorporado em 8% de TCM e uma mistura de 2% de lecitina de ovo
mais 1% de polissorbato 80 como tensoativo, através do procedimento de
emulsificacdo espontanea. Essas formulagdes apresentaram-se monodispersas com
didmetro médio de particula entre 200-300nm. As nanoemulsbes foram
incorporadas em hidroxietilcelulose e estudos de permeacéo/retencéo cutanea foram
realizados utilizando células de difusdo de Franz e pele de orelha suina. O fluido
receptor (etanol:PBS 50:50) foi mantido a 37°C sob agitacdo. Cerca de 500 mg de
coumestrol associado as nanoemulsdes foram colocados no compartimento doador,
contendo ou ndo hidroxietilcelulose. Amostras de 1 mL foram retiradas em
intervalos pré-estabelecidos, e 0 mesmo volume de fluido do compartimento
receptor retirado foi adicionado para manter um volume constante. No final do
experimento, a pele foi retirada da célula e limpa com um cotonete. A epiderme foi
separada da derme submergindo fatias de pele em agua aquecida a 60 ° C por 45
segundos, em seguida, usando um bisturi. A derme foi cortada em pedacos
pequenos e as camadas foram pesadas e colocadas em tubo de ensaio. Em seguida,
coumestrol foi extraido usando 5 mL de metanol e, posteriormente, as amostras
foram submetidos a ultra-som por 30 minutos. A quantidade de coumestrol
permeado e retido nas camadas da pele foram determinados por CLAE. Cumestrol
foi detectado preferencialmente na epiderme, além disso, a dispersdo das
nanoemulsées em hidroxietilcelulose conduziu a um aumento significativo do
cumestrol nas camadas da pele em especial na epiderme, sugerindo que o efeito
oclusivo da nanoemulsdo espessada poderia gerar uma hidratacdo da pele o que

favoreceria a retencdo do cumestrol nas camadas da pele.

REFERENCIAS

ADLERCREUTZ, H.; GORBACH, S.; GOLDIN, B. Dietary phyto-oestrogens and
the menopause in Japan. Lancet, v. 339, p.1233, 1992.

ALLEN, L. V. Jr.; POPOVICH, N. G.; ANSEL, H. C. Formas Farmacéuticas e
Sistemas de Liberacédo de Farmacos. 8° ed, Sdo Paulo: Artmed, 775 p, 2007.

29



AL-MAHARIK, N.; BOTTING, N. P. A new short synthesis of coumestrol and its
application for the synthesis of [6,6a-11a -13 C3] coumestrol. Tetrahedron, v. 60,
p. 1637-42, 2004.

ALVES, M . P. formas farmacéuticas plasticas contendo nanocapsulas, nanoesferas
e nanoemulsdes de nimesulida: desenvolvimento, caracterizagcdo e avaliacdo da
permeagdo cutanea in vitro. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas).
Faculdade de Farméacia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.
2006.

ALVES, M. P.; GUTERRES, S. S.; POHLMANN, A. R. Semisolid topical
formulations containing nimesulide-loaded nanocapsules, nanospheres or
nanoemulsion: development and rheological characterization. Pharmazie, v. 60, p.
900-904, 2005.

ALVES, M. P.; SCARRONE, A. L.; SANTOS, M.; POHLMANN, AR,
GUTERRES, S. S. Human skin penetration and distribution of nimesulide from
hydrophilic ~ gels containing nanocarriers.  International Journal of
Pharmaceutics, v. 341, p. 215-220, 2007.

AFAQ, F., & MUKHTAR, H. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology v. 63, p. 61-69, 2001.

AFAQ, F. Natural agents: Cellular and molecular mechanisms of photoprotection.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 508, p. 144-151, 2011.

ARGENTA, D. F. Nanoemulsdes de uso topico contendo cumestrol: estudos de
formulacdo e permeacdo cutanea. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas). Faculdade de Farmacia. Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre. 2011.

AULTON, M. E. Delineamento de Formas Farmacéuticas. 2 ed. Porto Alegre:
ArtMed, 2005. Cap. 33. p. 504-536.

BENASSAYAG, C.; PERROT-APPLANAT, M.; FERRE, F. Phytoestrogens as
modulator of steroid action in target cells. Journal of Chromatography B, v. 777,
p. 233-48, 2002.

BENDELL, J.J.; DORRINGTON, J. Estradiol-17 beta stimulates DNA synthesis in
rat granulosa cells: action mediated by transforming growth factor-beta.
Endocrinology, v. 5, p. 2663-2665, 1990.

BENITA, S. Submicron Emulsion in Drug Targeting and Delivery. Amsterdam:
Harwood Academic Publishers, p. 340, 1998.

BERNARDI, D. S.; PEREIRA, T. A.; MACIEL, N. R.; BORTOLOTO, J.; VIERA,
G.Y.S.; OLIVEIRA, G. C.; ROCHA-FILHO, P. A. Formation and stability of oil-
in-water nanoemulsions containing rice bran oil: in vitro and in vivo assessments.
Journal of Nanobiotechnology 9:44, 2011.

BIANCHI, M. L. P., & ANTUNES, L. M. G. (1999) Rev. Nutr., Campinas V.
12(2), p. 123-130, 1999.

30



BOUCHEMAL, K.; BRIANCON, S.; PERRIER, E.; FESSI, H. Nano-emulsion
formulation using spontaneous emulsification: solvent, oil and surfactant
optimization. International journal of pharmaceutics, v. 280, p. 241-251, 2004.

BROZIC, P.; SMUC, T.; GOBEC, S.; RIZNER, T. L. Phytoestrogens as inhibitors
of the human progesterone metabolizing enzyme AKR1C1. Molecular and
Cellular Endocrinology, v. 259, p. 30-42, 2006.

BURDA, S.; OLESZEK, W. Antioxidant and Antiradical Activities of Flavonoids,
Journal of Agriculture and Food Chemistry, v.6, p.49, 2001.

BURROUGHS, C.D.; MILLS, K.T.; BERN, H.A. Reproductive abnormalities in
female mice exposed neonatally to various doses of coumestrol. Journal of
Toxicology and Environmental Health, v. 2, p. 105-22, 1990.

CHUNG, H.; KIM, T. W.; KWON, M.; KWON, I. C.; JEONG, S.Y. Qil
components modulate physical characteristics and function of the natural oil
emulsion as drug or gene delivery system. Journal of Controlled Release, v. 71, p.
339-350, 2001.

CONTRI, R.V.; KATZER, T.; POHLMANN, A. R. chitosan hydrogel containing
capsaicinoids-loaded nanocapsules: an innovative formulation for topical delivery.
Soft Materials, v. 8(4), p. 370-385, 2010.

DALAIS, F. S.; RICE, G. E.; WAHLQVIST, M. L.; GREHAN, M.; MURKIES, A.
L.; MEDLEY, G.; AYTON, R.; STRAUSS, B. J. Effects of dietary phytoestrogens
in postmenopausal women. Climacteric, v. 1, p. 124-129, 1998.

DASH, M.; CHIELLINI, F.; OTTENBRITEB, R. M.; CHIELLINI, E. Chitosan—A
versatile semi-synthetic polymer in biomedical applications. Progress in Polymer
Science v. 36, p. 981-1014, 2011.

DIAAZ-BATALLA, L., WIDHOLM, J. M.; FAHEY, G. C., EDUARDO
CASTANO-TOSTADO, E.; PAREDES-LOPEZ, O. Chemical Components with
Health Implications in Wild and Cultivated Mexican Common Bean Seeds
(Phaseolus vulgaris L.). J. Agric. Food Chem. v. 54, p. 2045-2052, 2006.

DIXON, R. A. Phytoestrogens. Annu. Rev. Plant Biol., v. 55, p.225-61, 2004.

DU, H.; HUANG, Y.; TANG, Y. Genetic and metabolic engineering of
isoflavonoid biosynthesis. Appl Microbiol Biotechnol, v. 86, p. 1293-1312, 2010.

FANG, J-Y.; LEU, Y-L; CHANG, C-C. Lipid nano/submicron emulsions as
vehicles for topical flurbiprofen delivery. Drug Delivery, v.11, p. 97-105, 2004.

FASOLO, D.; LIEGE, S.; HOLZSCHUH, M.; BASSANI, V.; TEIXEIRA, H.
Validation of an isocratic LC method for determination of quercetin and
methylquercetin in topical nanoemulsions. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 44, p. 1174-1177, 2007.

FASOLO, D.; BASSANI, V. L.; TEIXEIRA, H. Development of topical
nanoemulsions containing quercetin and 3-O-methylquercetin. Pharmazie, v. 64, p.
726-730, 2009.

31



FERNANDEZ, C.; MARTI-MESTRES, G.; RAMOS, J.; MAILLOLS, H. LC
analysis of benzophenone-3: 1l application to determination of in vitro and in vivo
skin penetration from solvents, coarse and submicron emulsions. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 24, p. 155-165, 2000.

FOLDVARI M. Non-invasive administration of drugs through the skin: challenges
in delivery system design. Pharmaceutical Science & Technology Today, v.12, p.
417-425, 2000.

FRONZA, T., CAMPOS, A., TEIXEIRA, H. Nanoemulsbes como sistemas de
liberacdo para farmacos oftdlmicos. Acta Farmaceutica Bonaerense, n. 4, p. 558-
556, 2004.

HADGRAFT, J.; LANE, M.E. Skin permeation: the years of enlightenment.
International. Journal of Pharmaceutics, v. 305, p. 2-12, 2005.

HALL, G; PHILLIPS, T. J. Estrogen and skin: the effects of estrogen, menopause,
and hormone replacement therapy on the skin. Journal of American Academy of
Dermatology, v. 53, p. 555-68, 2005.

HATZIANTONIOU , S.; DELI , G.; NIKAS , Y., DEMETZOS, C,;
PAPAIOANNOU G. Scanning electron microscopy study on nanoemulsions and
solid lipid nanoparticlescontaining high amounts of ceramides. Microscopy in
Nanobiotechnology, v. 38, p. 819-823, 2007.

HOWE, R. C.; SHESKEY, P. J.; QUINN, M. E. Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 6 ed. London: Pharmaceutical Press, 20009.

ILLEL B. Formulation for transfollicular drug administration: some recent
advances. Critical Reviews in Therapeutical Drug Carrier Systems, v.14, p.207-
219, 1997.

JUMMA, M.; MULLER, B.W. Physicochemical properties of chitosan-lipid
emulsions and their stability of parenteral fat emulsions. International Journal of
Pharmaceutics, v. 163, p. 81-89, 1998.

JUNQUEIRA, L. C.; & CARNEIRO, J. Histologia Basica, 9 ed. S&o Paulo:
Guanabara Koogan, cap.18, p. 303-314, 1999.

JUNYAPRASERT, V. B.; TEERANACHAIDEEKUL, V.; SOUTO, E. B,
BOONME, P. e MULLER, R. H. Q10-loaded NLC versus nanoemulsions: stability,
rheology and in vitro skin permeation. International Journal of Pharmaceutics, v.
377, p. 207-214, 20009.

KARKOLA, S.; WAHALA, K. The binding of lignans, flavonoids and coumestrol
to CYP450 aromatase: A molecular modelling study. Molecular and Cellular
Endocrinology, V. 301, p. 235-244, 2009.

KASTNER, U.; HOFFMANN, H.; DONGES, R.;: EHRLER, R. Interactions
between modified hydroxyethyl cellulose (HEC) and surfactants. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects V. 112, P. 209-225, 1996.

KHAVKIN, J.; ELLIS, D. A. F. Aging Skin: Histology, Physiology, and Pathology.
Facial Plast Surg Clin N Am v.19, p.229-234, 2011.
32



KOHL, E.; STEINBAUER, J.; LANDTHALER, M.; SZEIMIES, R.-M. Skin
ageing. Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology, v.
25, p. 873-884, 2011.

KLANG, V.; MATSKO, N.; RAUPASH, K.; EL-HAGIN, N.; VALENTA, C.
Development of sucrose stearate-based nanoemulsions and optimisation through c-
cyclodextrin. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics v.79,
p.58-67, 2011.

KUIPER, G. J. M.; LEMMEN, J. G.; CARLSSON, B.; CORTON, J. C.; SAFE, S.
H.; SAAG, P. T.; BURG, B.; GUSTAFSSON, J. Interaction of Estrogenic
Chemicals and Phytoestrogens with Estrogen Receptor 3. Endocrinology, v. 139, p.
4252-4263, 1998.

LEE, J. H.; LEE, B. W.; KIM, J. H.; JEONG, T. S.; KIM, M. J,; LEE, W. S,
PARK, K. H. LDL-Antioxidant Pterocarpans from Roots of Glycine max (L.) Merr.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 54, p. 2057-2063, 2006.

LEE, C. H.; MOTURI, V.; LEE, Y. Thixotropic property in pharmaceutical
formulations. Journal of Controlled Release v. 136, p. 88-98, 2009.

LIN, J-Y., SELIM, M. A, SHEA, C. R, GRICHNIK, J. M., OMAR, M. M,,
MONTEIRO-RIVIERE, N. A, AND PINNELL, S. R. j am acad dermatol 48:6,
2003.

MARIN, F. R.; PEREZ-ALVAREZ, J. A.; SOLER-RIVAS, C. lIsoflavones as
functional food components. Studies in Natural Products Chemistry, v.32, 2006.

MARTIN, A.N.; BUSTAMANTE, P.; CHUN, A.H.C. Fisico-farmécia e ciéncias
farmacéuticas 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2008

MIYACHI, Y. Photoaging from an oxidative standpoint. Journal of
Dermatological Science 9: 79-86, 1995.

MITCHELL, J. H.; GARDNER, P. T.; MCPHAIL, D. B.; MORRICE, P. C,;
COLLINS, A. R.; DUTHIE, G. G. Antioxidant Efficacy of Phytoestrogens in
Chemical and Biological Model Systems, Archives of Biochemistry and
Biophysics, v. 360, p. 142-148, 1998.

MOON, H.J.; SEOK, J. H.; KIM, S. S.; RHEE, G. S.; LEE, R.; YANG, J. Y;
CHAE, S. Y.; KIM, S. H.; KIM, J. H.; CHUNG, J. Y.; KIM, J. M.; CHUNG, S. Y.
Lactational Coumestrol Exposure Increases Ovarian Apoptosis in Adult Rats.
Archives of Toxicology v.83, p. 601-608, 20009.

MUELLER, S. O. Overview of in vitro tools to assess the estrogenic and
antiestrogenic activity of phytoestrogens. Journal of Chromatography B,
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences. v. 777, p. 155-165,
2002.

NAYLOR, E.; WATSON, R. E. B.; SHERRATT, M. J. Molecular aspects of skin
ageing. Maturitas, v. 69, p. 249— 256, 2011.

NETZ, P.; ORTEGA, G. G. Fundamentos de fisico-quimica. Porto Alegre:
Artmed, 2002.
33


http://sabix.ufrgs.br/ALEPH/CYYNEXGYP62L3BVALNB9G1CQXEKTD6C8GEB6C7JUKNFBY5BQ6A-02275/file/service-0?P01=000693874&P02=0011&P03=TAG
http://sabix.ufrgs.br/ALEPH/CYYNEXGYP62L3BVALNB9G1CQXEKTD6C8GEB6C7JUKNFBY5BQ6A-02275/file/service-0?P01=000693874&P02=0011&P03=TAG

OECD. Organization for Economic Cooperation and Development: Skin
absorption: in vitro method, test guideline No 428. Guidelines for the Testing of
Chemicals. Paris, OECD, v.1, p, 1-8, 2004.

PATRI, G.; SILANO, V.; ANTON, R. Plants in Cosmetics: Potentially harmful
components, Council of Europe Publishing, v. 3, p. 37-38, 2006.

PHILLIPS T. J.; DEMIRCAY Z.; SAHU M. Hormonal effects on skin aging.
Clinical Geriatric Medicine, v. 17, p. 661-672, 2001.

PIETTA, P. G. Flavonoids as Antioxidants. J. Nat. Prod. v. 63, p. 1035-1042,
2000.

PINNEL, S. R. Cutaneous photodamage, oxidative stress, and topical antioxidant
protection. Journal of American Academy of Dermatology, v. 48, p. 1-19, 2003.

POTTS, R.O.; GUY, R.H. Predicting skin permeability. Pharmaceutical Research,
V. 9, p. 663-669, 1992.

PRAKASH, D.; UPADHYAY, G.; SINGH, B. N.; SINGH, H. B. Food Chemistry,
v. 104, p. 783—-790, 2007.

PRIMO, F. L.; RODRIGUES, M. M. A.; SIMIONI, A. R.; BENTLEY, M. V. L. B;
MORAIS, P. C.; TEDESCO, A. C. In vitro studies of cutaneous retention of
magnetic nanoemulsion loaded with zinc phthalocyanine for synergic use in skin
cancer treatment. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, v. 320, p. 211-
214, 2008.

PRISTA, L. N.; ALVES, A. C.; MORGADO, R. Tecnologia farmacéutica, 6ed.
Fundacdo Calouste Gulbenkian, 786p, 2003.

RABINOVICHGUILATT, L.; DUBERNET, C.; GAUDIN, K.; LAMBERT, G.;
COUVREU, P.; CHAMINADE, P. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 61, p. 69-76, 2005.

RAINE-FENNING, N. J.; BRINCAT, M. P.; MUSCAT-BARON, Y. Skin aging
and menopause: implications for treatment. American Journal of Clinical
Dermatology, v. 4, p. 371-378, 2003.

REBELLO, T. Guia de Produtos Cosméticos, 6 ed. Sdo Paulo: Senac, p. 131-132,
2005.

RIBEIRO, C. Cosmetologia Aplicada a Dermoestética, 2 ed. Sdo Paulo:
Pharmabooks, p. 17-26; 206-212, 2010.

RICHARDS, J.S. Maturation of ovarian follicles: actions and interactions of
pituitary and ovarian hormones on follicular cell differentiation. Physiological
Reviews, v. 60, p. 51-89,1980.

RUKTANONCHAI, U.; BEJRAPHA, P.; SAKULKHU, U.; OPANASOPIT, P.;

BUNYAPRAPHATSARA, N.; JUNYAPRASERT, V.,
PUTTIPIPATKHACHORN, S. Physicochemical Characteristics, Cytotoxicity, and
Antioxidant Activity of Three Lipid Nanoparticulate Formulations of Alpha-lipoic
Acid. AAPS PharmsSciTech, v. 10, p. 227-234, 2009.

34



SAKULKU, u,; NUCHUCHUA, O.; UAWONGYART, N.;
PUTTIPIPATKHACHORN, S.; SOOTTITANTAWAT, A.; RUKTANONCHAIU.
Characterization and mosquito repellent activity of citronella oil nanoemulsion.
International Journal of Pharmaceutics, v. 372, p. 105-111, 2009.

SATOR, P. G.; SCHMIDT, J. B.; SATOR M. O.; HUBER, J. C.; HONIGSMANN,
H. The influence of hormone replacement therapy on skin ageing. A pilot study.
Maturitas, v. 39, p. 43-55, 2001.

SCAMBIA, G.; MANGO, D.; SIGNORILE, P. G.; ANSELMI, R. A.; PALENA,
C.; GALLO, D.; BOMBARDELLI, E.; MORAZZONI, P.; RIVA, A.; MANCUSO,
S. Clinical effects of a standardized soy extract in postmenopausal women: a pilot
study. Menopause, v. 7, p. 105-111, 2000.

SCHIMID, M.H.; KORTING, H.C. Lipossomes for atopic dry skin: the rational for
a promising approach. Clinical Investigation, v. 71, p. 649-653, 1993.

SHINDE, A. N.; MALPATHAK, N.; FULZEL, D. P. Determination of isoflavone
content and antioxidant activity in Psoralea corylifolia L. callus cultures. Food
Chemistry v.118, p. 128-132, 2010.

SCHWARZ, J. S.; WEISSPAPIR, M. R.; SHANI, A.; AMSELEM, S. Enhanced
antiinflamatory activity of diclofenac in jojoba oil submicron emulsion cream.
Journal of Applied Cosmetology, v. 14, p. 19-24, 1996.

SILVA, A. P. C., KOESTER, L. S., MAYORGA, P., BASSANI, V, TEIXEIRA, H.
F. Development and validation of a LC method for determination of genistein in
topical nanoemulsions. Die Pharmazie, v.62, p.732 - 734, 2007.

SILVA, A. P. C.; NUNES, B. R.; OLIVEIRA, M. C.; KOESTER, L.S;
MAYORGA, P.; BASSANI, L.; TEIXEIRA, H. F. Development of topical
nanoemulsions containing the isoflavone genistein. Pharmazie, v. 64, p. 32-35,
2009.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P,;
MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. Farmacognosia da Planta ao Medicamento.
52 edicdo. Florianopolis/Porto Alegre: UFSC e UFRGS, 2004.

TAGNE, J.B.; KAKUMANO, S.;NICOLOSI, R.J. Nanoemulsion Preparations of
the Anticancer Drug Dacarbazine Significantly Increase Its Efficacy in a Xenograft
Mouse Melanoma. molecular pharmaceutics, v. 5, p. 1055-1063, 2008.

TAKEUCHI, S.; TAKAHASHI, T SAWADA, Y.; IIDA, M.; MATSUDA, T,
KOJIMA, H. Comparative Study on the Nuclear Hormone Receptor Activity of
Various Phytochemicals and Their Metabolites by Reporter Gene Assays Using
Chinese Hamster Ovary Cells. Biol. Pharm. Bull, v.32(2), p. 195—202, 2009.

TEERANACHAIDEEKUL, V.; SOUTO, E. B.; JUNYAPRASERT, V. B,
MULLER, R. H. Cetyl palmitate-based NLC for topical delivery of Coenzyme
Q(10) - development, physicochemical characterization and in vitro release studies.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 67, p. 141-148,
2007.

35



THE MERCK INDEX, An Encyclopedia of Chemicals, Drugs and Biologicals.
12th edition, New Jersey: Merck & CO Inc. 1996.

THORNTON, M. J.; TAYLOR, A. H.; MULLIGAN, K.; AL-AZZAWI, F.; LYON,
C. C.; O’DRISCOLL, J.; MESSENGER, A. G. Oestrogen receptor beta is the
predominant oestrogen receptor in human scalp skin. Experimental Dermatology,
v. 12, p. 181-190, 2003.

TRUEBA, G. P. Los flavonoides: Antioxidantes o prooxidantes. Revista Cubana
Investigaciones Biomédicas, v. 22, p. 48-57, 2003.

VARGAS, B.A. ; BIDONE, J. ; OLIVEIRA, L. K. ; KOESTER, L. S. ; BASSANI,
V. ; TEIXEIRA, H. F. Development of topical hydrogels containing genistein-
loaded nanoemulsions. Journal of Biomedical Nanotechnology, v. 8, p. 1-7, 2012

WHITTEN, P. L.; PATISAUL, H. B.; YOUNG, L. J. Neurobehavioral actions of
coumestrol and related isoflavonoids in rodents. Neurotoxicology and Teratology,
V. 24, p. 47— 54, 2002.

WU, J., WEI, W., WANG, L-Y., SU, G-S., MA, G-H. A thermosensitive hydrogel
based on quaternized chitosan and poly(ethylene glycol) for nasal drug delivery
system. Biomaterials, 28:2220-2232, 2007.

YILMAZ, E.; BORCHERT, H-H. Design of a phytosphingosine-containing,
positivelycharged nanoemulsion as a colloidal carrier system for dermal application
of ceramides. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 60,
p. 91-98, 2005.

YILMAZ, E.; BORCHERT, H. Effect of lipid-containing, positively charged
nanoemulsions on skin hydration, elasticity and erythema — An in vivo study.
International Journal of Pharmaceutics, v. 307, p. 232-238, 2006.

ZOUBOULIZ, C. C., MAKRANTONAKI, E. Clinical aspects and molecular
diagnostics of skin aging. Clinics in Dermatology, v. 29, p. 3-14, 2011.

36






CAPITULO Il

Parte experimental







O capitulo 2 da dissertacdo foi redigido na forma de artigo cientifico
intitulado Hydrogels containing coumestrol-loaded nanoemulsions.
Formulation, skin retention and antioxidant studies que sera submetido a

uma revista cientifica da area.
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CONCLUSOES







As nanoemulsdes desenvolvidas pelo procedimento de emulsificacdo espontanea
apresentaram-se monodispersas com diametro de goticula de 200-300nm,
potencial zeta de cerca de -30mV e teor de cumestrol de 98%.

A estrutura das nanoemulsdes foi mantida apo6s a incorporacdo em diferentes
materiais gelificantes e o conteddo de cumestrol nos hidrogéis manteve-se

estavel por até 90 dias.

As formulagOes espessadas com diferentes materiais gelificantes apresentaram
comportamento do tipo ndo-Newtoniano pseudopléstico e a viscosidade foi

semelhante para todas as formulagGes.

A revalidacdo da metodologia analitica para quantificacdo do cumestrol foi
adequada para sua determinacdo nas camadas da pele de orelha suina, uma vez

que se mostrou linear, precisa, exata e especifica.

Os perfis de cinética de liberagdo através das membranas de celulose foram
influenciados pelo tipo de formulacdo e material gelificante usado. O hidrogel
nao iénico (hidroxietilcelulose) exibiu uma libertagdo mais lenta em comparacéo
com hidrogéis anibnico e catiénico, carbopol e quitosana, respectivamente.

Uma maior retencdo do cumestrol nas camadas da pele, especialmente na
epiderme, foi obtida ap0s o espessamento das nanoemulsdes. Carbopol 940
promoveu uma maior retencdo do cumestrol na pele em comparacdo com 0s
demais hidrogéis testados, resultado que pode ser correlacionado com a cinética

de liberacéo.

Fotomicrografias da pele apds o estudo de permeacdo/retencdo ndo mostraram

evidéncias de danos ao tecido.

As formulagbes apresentaram atividade antioxidante frente ao radical livre
DPPH.

Os resultados obtidos demonstraram a influéncia dos materiais gelificantes sobre
a retencdo do cumestrol através da pele, bem como a viabilidade de preparo de
hidrogéis contendo cumestrol incorporado em nanoemulsdes para uso na

prevencdo cutanea dos danos causados por radicais livres.
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