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RESUMO

O cumestrol pertence a classe dos coumestanos e esta presente em varias
plantas, tais como a soja, alfafa, trevo amarelo e trevo vermelho. Diversos estudos
relatam sua afinidade pelos receptores estrogénicos de onde decorre sua
classificacdo como fitoestrogeno. O cumestrol também tem sido referido como uma
substancia com atividade antioxidante e anti-inflamatoria marcantes. No entanto,
nao ha relatos sobre uma possivel atividade cicatrizante. O cumestrol € uma
molécula que apresenta reduzida hidrossolubilidade o que representa uma
limitacdo, tanto para o desenvolvimento tecnoldgico de produtos de aplicacdo na
pele, bem como para a expressao de sua atividade biolégica. Neste sentido, a sua
associacdo com ciclodextrina representa uma estratégia interessante para a
promover a sua hidrossolubilidade, bem como a sua penetracdo cutanea. O
presente trabalho tem como objetivo avaliar a permeacao cutanea do cumestrol, na
sua forma livre ou associada a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), a partir de
uma base hidrofilica de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Para avaliar o teor de
cumestrol nas formulacdes e nas diversas camadas da pele foi desenvolvido um
método bioanalitico indicativo de estabilidade utilizando-se cromatografia liquida de
alta eficiéncia. O cumestrol mostrou-se instavel frente a exposicdo continua a luz
UVC e em meio basico (NaOH 1M), e a reacdo de degradacdo obedeceu,
respectivamente, cinética de ordem zero e primeira ordem. O método bioanalitico
mostrou-se linear, especifico, exato, preciso e robusto para quantificacdo de
cumestrol nas diferentes camadas da pele. Os estudos in vitro de permeacao
cutanea (célula de Franz, utilizando pele de orelha de suinos) realizados a partir de
hidrogéis e os estudos in vitro de atividade cicatrizante (cultura de fibroblastos),
revelaram que a HPBCD determinou um efeito promotor, tanto da penetracdo do
cumestrol na pele, bem como de seu efeito cicatrizante nos fibroblastos. Tais
resultados séo inéditos e evidenciam o potencial uso do cumestrol em preparacdes

destinadas a prevencgao do envelhecimento cutaneo e a promocao da cicatrizacao.

Palavras-chave: cumestrol, ciclodextrina, cumestrol e permeacdo cutanea,

cicatrizagcéo e cumestrol.






ABSTRACT

Coumestrol belongs to the class of coumestans and is present in many plants,
such as soybeans, alfalfa, yellow clover and red clover. Several studies have
reported their affinity for estrogen receptors resulting in its classification as
phytoestrogen. Coumestrol has also been referred as a substance with remarkable
antioxidant and anti-inflammatory activity. However, there are no reports about a
possible wound healing activity. Coumestrol is a molecule that has reduced water
solubility, resulting in a limitation for technological development of products applied
on the skin as well as the expression of its biological activity. In this sense, its
association with cyclodextrin represents an interesting strategy to promote water
solubility, and its skin penetration. Therefore, this work aims to evaluate the
coumestrol skin permeation, either in its free form or associated with hydroxypropyl-
B- cyclodextrin (HPBCD), from a hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) hydrophilic
base. To assess the coumestrol concentrations in formulations and in various skin
layers it was developed a bioanalytical method that is indicative stability using high
performance liquid chromatography. Coumestrol proved to be unstable after
continuous exposure to UVC light and in basic medium (1 M NaOH), and the
degradation reaction followed, respectively, zero-order and first order kinetics. The
bioanalytical method was linear, specific, accurate, precise and robust for
coumestrol quantitation in different skin layers. In vitro skin permeation studies
(Franz cell using porcine ear skin) performed with hydrogels and in vitro wound
healing effects (fibroblast cultures) showed that the HPBCD determined the
promoter effect, both coumestrol skin penetration and its healing effect on
fibroblasts. These new results show the potential use of coumestrol in preparations

for prevention aging skin and promoting healing.

Key words: coumestrol, cyclodextrin, coumestrol and permeation, wound healing

and coumestrol.
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Nos ultimos anos, os estudos de avaliacdo da potencialidade terapéutica de
extratos, fragcbes e/ou compostos isolados de origem vegetal tém crescido de
maneira consideravel (SIMOES et al., 2010). Diversos fatores tem concorrido para
esse crescimento, entre 0s quais o interesse pela descoberta de moléculas ativas
visando novos alvos terapéuticos, da busca de alternativas mais vantajosas para a
farmacoterapia existente, e também, do grande avanco tecnologico das técnicas de
separacéo e analise de matrizes complexas.

Entre as classes de constituintes de interesse terapéutico destacam-se 0s
flavonoides, que estdo presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos
secundarios das plantas. Nesta classe inserem-se os isoflavondides, os quais tem
sido objeto de intensas pesquisas devido as suas propriedades biologicas para a
promocdo da saude humana. Os isoflavonoides apresentam distribuicdo
taxondémica restrita no reino vegetal e subdividem-se em diferentes subclasses,
incluindo a dos coumestanos (ZUANAZZI & MONTANHA, 2010).

Os coumestanos sdo frequentemente incluidos no grupo das isoflavonas
devido a sua semelhanca estrutural e de atividade, representando uma versao
completamente oxidada dos flavonoides pterocarpanos (AL-MAHARIK &
BOTTING, 2004; GANRY, 2005; MLYNARCZUK et al., 2011). O cumestrol,
principal representante desta classe, € um composto que tem sido isolado
principalmente da familia Fabaceae. Estudos destacam sua potente atividade
antioxidante atribuida a doacédo de hidrogénio/elétrons das hidroxilas fendlicas
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2010; LEE et al., 2007; MITCHELL et al., 2007). Além
destas, o cumestrol € também classificado como um fitoestrogeno devido ao fato
de possuir caracteristicas estruturais semelhantes as dos estrogénios naturais
(NOGOWSKI, 1999; HAVSTEEN, 2002; MLYNARCZUK et al., 2011).

Dois subtipos de receptores de estrogénio, ERa e ERp, estdo presentes no
ser humano. Na pele humana, os ER[ sdo mais comumente distribuidos do que os
ERa, sendo que o ERB é amplamente expresso na epiderme, especialmente nos
queratindcitos, nos vasos sanguineos e nos fibroblastos dérmicos (THORNTON et
al., 2003; HALL E PHILLIPS, 2005; MLYNARCZUK et al., 2011).

Neste contexto, as propriedades bioldgicas apresentadas pelo cumestrol,
especialmente, as atividades antioxidante e estrogénica, revelam o interesse desta

molécula para o desenvolvimento de formula¢des destinadas ao uso topico sobre
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a pele, visando a prevencdo do envelhecimento cutaneo, sem descartar a sua
potencialidade para outras aplica¢cdes. Contudo, a incorporacdo de moléculas de
reduzida hidrossolubilidade, como é o caso do cumestrol, em formas farmacéuticas
de uso topico representa um desafio farmacotécnico.

Por sua vez, estudos tém demonstrado que as ciclodextrinas sao adjuvantes
promotores da hidrossolubilidade de flavonoides, bem como da biodisponibilidade,
através da formacao de complexos com os mesmos (BUVARI-BARCZA et al., 2000;
LEE et al., 2007; BORGHETTI et al., 2009; DONG et al., 2013; PINHO et al., 2014).
Além deste efeito, no uso topico sobre a pele, as ciclodextrinas tém sido utilizadas
como promotores da permeacdo de moléculas bioativas, devido a sua capacidade
de associar-se a lipidios presentes no estrato cérneo causando sua desorganizacao
(CHALLA et al., 2005). Em nosso grupo de pesquisa, estudos preliminares
indicaram que o cumestrol incorporado em gel, como mistura fisica ou complexado
a B-ciclodextrina, apresentava melhor permeacéo cutanea, do que na sua forma
livre. No entanto, tais testes foram realizados empregando-se a B-ciclodextrina, o
que representa uma limitacdo para testes in vitro, devido a toxicidade deste
adjuvante as células: morte celular por apoptose (caspase dependente) em
queratinécitos humanos com deplecdo de colesterol da membrana
(SCHONFELDER et al., 2006; FRANCO, 2007). Assim, o presente trabalho propde
0 avanco e aprofundamento do estudo de permeacdo cutanea do cumestrol,
associando-o a uma ciclodextrina isenta de efeito citotoxico, a hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD), determinando a concentracdo do flavonoide nas diversas
camadas da pele (célula de Franz, utilizando pele de orelha de suinos) e avaliando
seu efeito cicatrizante in vitro em cultura de fibroblastos.

Neste panorama, a presente dissertacdo de mestrado tem como objetivo
preparar e caracterizar associacbes de cumestrol com HPBCD, na forma
associada/complexada ou em simples mistura, incorpora-las em hidrogel e avaliar
a permeacao em pele de orelha suina, comparativamente a formulagdo contendo

cumestrol livre, além do seu efeito cicatrizante em fibroblastos.
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A dissertacdo esta estruturada em trés capitulos:

— O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacao,
sumarizando os aspectos relevantes para o desenvolvimento do trabalho:
aspectos da pele e envelhecimento cutaneo, atividades biolégicas dos
flavonoides/coumestanos, ciclodextrinas e sua utilizacdo para via tdpica,
permeacdo cutanea, bem como a atividade cicatrizante in vitro frente a
fibroblastos (scratch);

— O capitulo 1l apresenta os resultados da validacdo de metodologia
bioanalitica indicativa de estabilidade do cumestrol, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, visando sua quantificacdo nas preparacdes e diferentes
camadas da pele;

— O capitulo Il apresenta os resultados obtidos nos estudos de
desenvolvimento de hidrogel contendo cumestrol livre ou associado a
hidroxipropil-B-ciclodextrina, da permeacdo cutanea em pele de orelha de
suino, bem como do efeito cicatrizante, in vitro, do cumestrol livre ou

associado, em cultura de fibroblastos.
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Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar associagbes de cumestrol com hidroxipropil-3-
ciclodextrina, avaliando a sua permeacao cutanea (in vitro), bem como o efeito

cicatrizante em cultura de fibroblastos.

Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia bioanalitica indicativa de estabilidade por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacéo da concentracao de

cumestrol incorporado em hidrogel e nas diferentes camadas da pele.
¢ Realizar o estudo de solubilidade da associagdo cumestrol:HPBCD;
e Caracterizar a associagao cumestrol:HPBCD;

e Realizar estudo de permeacéao cutanea (in vitro) do cumestrol nas diferentes
formas, livre ou associada (mistura fisica ou em associacdo a HPBCD),

incorporadas em hidrogel;

e Avaliar o efeito de cicatrizacdo do cumestrol nas diferentes formas: livre,

simples mistura ou em associagdo com HPBCD.






CAPITULO |

Revisdo da literatura







33

Pele: estrutura, envelhecimento e cicatrizacéo

A pele € o maior 6rgédo de revestimento do corpo humano em extenséo e peso.
E composta por trés camadas principais (epiderme, derme e hipoderme) e por
quatro tipos de tecidos (epiteliais, conjuntivos, musculares e nervosas). A pele, em
conjunto com os seus derivados (glandulas sudoriparas, glandulas sebéceas,
cabelo e unhas) e estruturas complementares (vasos sanguineos e nervos), faz
parte do sistema tegumentar. Além da funcéo de revestimento da superficie externa
do corpo, protegendo-o de agressores do ambiente externo (protecdo fisica,
quimica e antimicrobiana), esse 6rgao possui outras funcées como o controle da
desidratacdo, regulacdo da temperatura corporal, capacidade elétrica, de
cicatrizacdo, de perspiracao, absorcéo da radiacao ultravioleta, sintese de vitamina
D, bem como a absorc¢éo e eliminacao de substancias quimicas (GENNARO, 2005;
BAUMANN, 2009; LIGHT, 2009).

A epiderme é a camada mais superficial da pele. E um tecido
epitelial multiestratificado, isto €, formado por varias camadas de células
justapostas denominadas queratinécitos, células dendriticas imunocompetentes de
Langerhans e melandcitos (responsaveis pela producdo de melanina). Os
gueratindcitos constituem aproximadamente 95% do volume de células e contém a
principal proteina, a queratina, responsavel pelo suporte estrutural do tecido e
protecdo. Em relacdo a sua morfologia, a epiderme tem sido convencionalmente
dividida em cinco camadas de células diferentes: a camada espessa de células
basais (camada basal germinativa), a camada espessa de células espinosas
(camada espinosa), a camada de células granulares (estrato granuloso) com varias
células, a camada de células de transicdo e, por fim, as camadas de células
cornificadas (estrato cérneo) contendo de 10 a 30 camadas de células.
Basicamente as células da camada basal germinativa, apos divisao celular, migram
para a superficie da pele onde ocorre simultdnea maturacéo e diferenciacdo para
formar os cornedcitos do estrato cérneo. A diferenciacdo dos queratindcitos para
cornedcitos esta associada a mudancas no contetudo de organelas intracelulares,
metabolismo lipidico, expresséo de queratina e do contetdo elementar das células
(HERNANDEZ et al., 1999; ALBANO, 2004; BAUMANN, 2009).
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O estrato cérneo é a estrutura essencial de barreira da pele, constituido por
lipideos e proteinas, identificado como a principal defesa contra a difusdo de
substéancias, incluindo a agua. Geralmente, € composto por cerca de 20 camadas
de cornedcitos densamente queratinizados, rodeados por uma matriz. Essa matriz
€ composta de filagrina (proteina responsavel pela associacdo de filamentos
de queratina) e seus derivados, além de corpos lamelares ricos em lipideos. A
composicao lipidica lamelar intercelular é constituida por ceramidas, colesterol e
acidos graxos livres, que contribuem para a funcao de barreira de agua e outros
solutos (ALBANO, 2004). O estrato cérneo como um todo protege 0 organismo em
relagdo aos danos fisicos e entrada ou saida de substancias. Dentre suas funcdes
destacam-se: o retardamento da perda de agua dos tecidos inferiores, diminuicao
da penetracao da luz ultravioleta e a barreira contra a entrada de microrganismos,
medicamentos e substancias toxicas (HERNANDEZ et al., 1999; MAGNUSSON et
al, 2001; WILLIAMS et al., 2004; GENNARO, 2005).

A derme, por sua vez, localiza-se abaixo da epiderme € constituida pela
camada papilar e a camada reticular. A fina camada papilar consiste em um tecido
conjuntivo frouxo contendo colageno, fibras de elastina e receptores responsaveis
pela percepcao do toque e dor, chamados de papilas dérmicas. A camada reticular
€ mais profunda e espessa, caracterizada pela presenca de tecido conjuntivo
denso, que contém uma combinacdo de colageno, fibras de elastina, fibras
proteicas, vasos sanguineos e linfaticos, termina¢cdes nervosas, 0rgaos sensoriais,
glandulas sudoriparas e sebaceas, além de outros anexos como pelos e unhas.
Esta camada reticular confere resisténcia a pele, no entanto, a elasticidade diminui
com a idade, devido a perda ou endurecimento das fibras de colageno e fibras
elasticas. A derme, com espessura de cerca de 250 um, fornece nutrientes e
oxigénio a epiderme por difusdo, a qual é desprovida de vasos sanguineos
(HERNANDEZ et al., 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; ALBANO, 2004,
RIBEIRO, 2010).

A hipoderme, também chamada de tecido subcutaneo, é a ultima camada da
pele. Tecnicamente exerce funcdes de protecdo e € constituida por um tecido
conjuntivo frouxo, rico em fibras e células que armazenam gordura, chamadas
adipdcitos. Dentre as fungbes da hipoderme destacam-se a sua atuacdo como

reserva energeética, protecao contra choques mecanicos, isolamento térmico e a
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sustentacao e unido das camadas celulares superiores ao restante do corpo. Para
que isto ocorra, as fibras de colageno da derme penetram por entre as células de
gordura acumuladas, resultando em conexdes entre as camadas superficiais da
pele e a camada subcutanea (HERNANDEZ et al., 1999; GENNARO, 2005).

O envelhecimento cutaneo é resultado de mudancas pequenas e continuas
causadas por processos naturais, individuais e gradativos, como consequéncia de
um conjunto de transformacfes decorrentes de fatores intrinsecos e extrinsecos,
gue acabam por alterar o aspecto da pele. No envelhecimento causado por fatores
intrinsecos, também conhecido como envelhecimento cronolégico, ha reducéo da
renovacao celular e da fung¢éo imunolégica, diminuindo as funcdes vitais do corpo
(REBELLO, 2005). Outro fator ligado ao envelhecimento intrinseco € a reducéo do
horménio estrogénico em mulheres no periodo pds-menopausa. A reposi¢cao
hormonal reduz estes efeitos caracteristicos da menopausa, aumentando o0s niveis
de colageno e a espessura dérmica, além de aumentar a hidratacdo e a atividade
das glandulas sebaceas (PHILLIPS et al., 2001; SATOR et al., 2001; RAINE-
FENNING et al., 2003). Os fatores extrinsecos, que causam danos, na maioria das
vezes permanentes a pele, sdo frequentemente apontados como promotores do
envelhecimento cutdneo. Sao exemplos, a poluicdo, o fumo, abuso do &lcool,
alimentacéo inadequada e, principalmente, exposicdo exagerada a radiacao solar
(REBELLO, 2005; RIBEIRO, 2010). Sdo associados a formacao de radicais livres
que, de um modo geral, ocasionam o envelhecimento cutdaneo com reducao
significativa da capacidade de cicatrizacdo (ALBANO, 2004; REBELLO, 2005).

Na pele, o estrogénio exerce sua acao atraves de sua ligacao aos receptores
estrogénicos. O 17B-estradiol € um esteroide cuja producao é regulada pelo eixo
hipotalamo-pituitaria integrada aos ovarios. Na terapia de reposicdo hormonal,
aumenta o conteudo de colageno da pele, retardando o envelhecimento e o
fotoenvelhecimento, efeito importante em mulheres durante e apdés a menopausa
(KANG et al., 2003; HALL E PHILLIPS, 2005). No processo de envelhecimento
cutaneo, a reducao desse hormdnio altera as atividades celulares nos fibroblastos
como sintese de colageno, elastina e 4cido hialurénico (SATOR et al., 2004). Os
dois subtipos de receptores estrogénicos (ERa e ERB) podem ser encontrados na
pele, no entanto, os receptores ERB sdo mais comumente distribuidos do que os

ERa. Ambos sdo expressos nas glandulas sebaceas, no entanto, sabe-se que ERf
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sdo mais amplamente expressos nos fibroblastos dérmicos, epiderme, vasos
sanguineos e foliculos pilosos. Na epiderme, os ERB sdo expressos nos
queratindcitos da camada basal e camada espinosa, e em menor intensidade, no
estrato granuloso. Ja os ERa sao expressos em queratinocitos epidérmicos,
predominantemente no estrato basal e camada espinhosa (THORNTON et al.,
2003; HALL & PHILLIPS, 2005).

No entanto, ndo ha plena unanimidade quanto a sua distribuicéo, por exemplo,
THORNTON e colaboradores (2003) descreveram que o ERPB € o receptor
predominante na pele, ja VERDIER-SEVRAIN (2007) relata a ocorréncia de ambos
receptores, além de um outro receptor de membrana na epiderme. Além disso,
diferentes fungcbes na pele sdo atribuidas a esses receptores. Os ERa estao
principalmente envolvidos na promocéao da proliferacédo celular, enquanto ER tem
um efeito de citoprotecdo (HALL & PHILLIPS, 2005).

A expressdo desses receptores (ERa e ERB) em fibroblastos dérmicos
humanos sugere que o 17B-estradiol age através da regulacao direta da funcéo de
fibroblastos mediada por ERs. No entanto, os mecanismos do aumento de colageno
induzido pelo 17B-estradiol ainda sado pouco conhecidos. A regulacdo dos niveis do
fator transformador de crescimento B (TGF-B), que promove a produgdo de
colageno, parece desempenhar um papel importante. Além disso, sugere-se que 0
17B-estradiol acelera a cicatrizacdo de feridas através do aumento do nivel de
producédo de TGF-B1 pelos fibroblastos dérmicos (VERDIER-SEVRAIN, 2007).

A cicatrizacdo na pele também parece ser afetada pela quantidade de
estrogénio. A deficiéncia estrogénica aliada aos efeitos da menopausa sao
importantes no processo de cicatrizacdo cutaneo. Este fato, conforme citado
anteriormente, fundamenta-se no principio de que existem receptores estrogénicos
em varias células da pele, contudo se ha diminui¢cao dos niveis de estrogénio ocorre
reducdo na proliferacdo celular e producdo de colageno no processo de
cicatriza¢do (VERDIER-SEVRAIN, 2007).

A espessura total de um ferimento comumente conduz a formacao de
cicatrizes e a perda substancial de anexos da pele. A formacgédo de cicatrizes
cutaneas com frequéncia é a causa de graves problemas estéticos, funcionais e
psicoldgicos. O processo de cicatrizacdo da pele adulta € um processo bioldgico

bastante complexo, que envolve varias linhagens de células, matrizes e moléculas
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de sinalizagdo, que atuam de forma hierarquica para atingir a perfeita regeneracao.
A cicatrizacdo normal engloba trés estagios sobrepostos, mas distintos, ou seja,
inflamacéao, proliferacdo e remodelacdo. Cada fase contribui para o efeito de cura
da ferida. No entanto, a fase de inflamac&o tem um impacto significativo sobre os
resultados de cicatrizacdo de feridas. Apoés a lesao, células inflamatérias, incluindo
neutrofilos, macréfagos e mastocitos se infiltram no local da ferida de maneira
gradual. Os neutréfilos aparecem logo apos a leséo e sdo essenciais para evitar a
proliferacdo de bactérias e eliminar restos celulares e sujeiras, enquanto que 0s
macréfagos produzem fatores de crescimento inflamatérias e angiogénicos, 0s
quais desempenham papéis criticos para a cicatrizacdo de feridas promovendo a
formacéo de fibroblastos. Os mastécitos, por sua vez, migram para as feridas e
liberam fatores de crescimento pré-inflamatérias como o fator ativador de plaquetas
(PAF), derivados do &cido araquidbénico e uma série de citocinas, iniciando assim a
formacao de cicatrizes. A migracdo de queratindcitos na epiderme e foliculos
pilosos, seguido pela proliferacdo destas células na borda da ferida, s&o
observados no inicio da formacdo de tecido novo, chamada de fase de re-
epitelizacdo. Além disso, os fibroblastos sdo importantes na reparacdo da derme
na ferida, através da sua proliferacdo e migracdo, sintetizando uma nova matriz
extracelular (MARTIN & LEIBOVICH, 2005; SCHAFER & WERNER, 2007
GURTNER et al., 2008). Em idosos, esse processo € mais lento e o estrogénio tem
sido apontado por demonstrar papel crucial na cicatrizacdo de feridas (HALL &
PHILLIPS, 2005). ASHCROFT e colaboradores (1997) demonstraram melhora da
cicatrizacdo de feridas em homens e mulheres idosos tratadas com estrogénio via
tépica, com aumento dos niveis de colageno e rigidez cutanea.

A cicatrizacdo de feridas pode ser avaliada in vitro através de ensaios de
cicatrizacdo em cultura de fibroblastos. Essa técnica consiste na criagdo de uma
lacuna artificial nas monocamadas celulares, chamada de “scratch”, com auxilio de
um objeto pontiagudo. Como resposta ao rompimento do contato célula-célula,
ocorre um aumento da concentracdo de fatores de crescimento e citocinas que
iniciam a proliferacdo e migracao celular de queratindcitos e fibroblastos. O ensaio
é realizado em lamelas individuais ou em uma placa de multipogos. A recuperagéo
da monocamada e a consequente cicatrizagao de feridas ocorre num processo que

pode ser observado ao longo do tempo. Esse processo ocorre de maneira
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padronizada, no qual as células tendem a migrar e fechar a ferida, podendo ser
monitorado por imagem ou pela microscopia de time-lapse, que consiste em
analisar fotografias tiradas com certa frequéncia (LIANG et al., 2007). Embora o
ensaio de cicatrizacdo da ferida seja um método simples e econémico, cuidados
com a natureza inerente ao scratch devem ser tomados para evitar danos as células
da monocamada, o0 que poderia causar fugas de contetdos intracelulares para a
ferida, dificultando a interpretacdo de dados (SCHAFER & WERNER, 2007;
GURTNER et al., 2008).

No que se refere a avaliacdo da permeacao de estrogénios na pele, estudos
de permeacdo cutanea (estudos in vitro), com o uso de pele excisada de animais
de experimentacédo ou pele humana retirada por procedimentos cirdrgicos estéticos
tem sido otimizadas em modelos experimentais. Sistemas que utilizam células de
difusdo do tipo Franz sao frequentemente empregados para avaliar a permeacao
de substancias na pele devido ao baixo custo, relativa rapidez e reprodutibilidade
(BRONAUGH et al.,, 2005). A técnica consiste em colocar uma dose de
concentracdo conhecida da substancia ativa sobre a membrana ou pele
(compartimento doador) e sua difusdo € entdo medida pela concentracdo da
substancia numa solucdo do lado oposto da mesma (compartimento receptor).
Neste dltimo compartimento encontra-se o fluido receptor, o qual deve ter uma
capacidade suficiente para solubilizar a substancia de teste, sendo mantido em
contato com a membrana/pele. A formulagdo permanece na pele por um periodo
especificado, referente ao potencial tempo da exposi¢do humana. O fluido receptor
€ amostrado em periodos de tempo ao longo do experimento para determinar a
possivel taxa de penetracao da substancia através da pele. No final do estudo, a
dose que se deslocou da formulagédo, ou seja, a quantidade que permeou nas
camadas da pele e a quantidade que alcancou o fluido receptor € determinada
(OECD, 2004). Quando se utiliza pele de animais ou humana € possivel quantificar
a substancia ativa nas diferentes camadas: estrato cérneo, epiderme e derme. As
células de Franz permitem o uso no compartimento doador de formulacées liquidas,
ou semissolidas, na presenca ou auséncia de agentes promotores de permeacao
(MAGNUSSON et al, 2001).

A pele de suinos € comumente utilizada devido a sua semelhanga com a pele

humana, em termos de morfologia e de permeabilidade, principalmente a pele da
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orelha e do abdémen, tornando-se uma alternativa pratica. A utilizacéo de peles de
sobras cirdrgicas humanas ou pele de autOpsias € permitida, respeitadas as
exigéncias de ordem éticas, no entanto reconhece-se que nem sempre estao
facilmente disponivel. A principal limitacdo € a necessidade de repetir o0s
experimentos com peles de diferentes doadores, para diminuir problemas
decorrentes das variagbes de permeabilidade entre individuos. Considerando
esses aspectos, a utilizacdo de pele de animais tem se mostrado mais viavel para
testes iniciais (SARTORELLI et al, 2000; SEKKAT et al, 2002; OECD, 2004).

A permeacao de farmacos através da pele € um processo bastante complexo
que envolve mudltiplos fatores. Ocorre principalmente por difusdo através da
epiderme e pelos apéndices cutaneos, como os foliculos pilosos e glandulas
sudoriparas. Inicialmente, a particdo do farmaco ao estrato corneo € necessaria e,
subsequentemente, que este consiga se difundir do ambiente lipofilico para o
ambiente hidrofilico atingindo a circulacdo sanguinea. Existem duas rotas possiveis
para difusdo do farmaco através do estrato cOrneo: o transcelular, no qual o
transporte € transversal aos cornedcitos alternando entre estruturas hidrofilicas e
lipofilicas; e no transporte intercelular (principal rota), no qual o farmaco segue a
rota entre os cornedcitos, através das lamelas lipidicas. No entanto, a permeacao
através do estrato cérneo também é fortemente dependente da lipofilicidade e peso
molecular da maioria dos compostos (LIGHT, 2009). As caracteristicas fisico-
quimicas das substancias ativas, como grau de lipofilia e coeficiente de particéo,
além do veiculo e da forma farmacéutica ou cosmética também influenciam a
permeacado/absorcdo. A integridade do estrato cérneo, a idade da pele, o fluxo
sanguineo e o metabolismo sdo fatores que podem alterar a permeacdo de
moléculas pela pele (AULTON, 2005). No presente trabalho, apenas uma ac¢éao local
€ objetivada, em que a distribuicdo do cumestrol fique circunscrita ao local de

aplicacao, sem efeito sistémico.
Flavonoides e atividade estrogénica
Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios produzidos por um grande

namero de espécies vegetais. Por consequéncia, tém recebido destague nas

investigacdes cientificas devido as funcbes que exercem, dentre elas, protecéo
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contra radiagdo visivel e ultravioleta, protecdo contra fungos, bactérias, insetos,
virus; atividade antioxidante; regulacdo da acdo de horménios vegetais (podem
regular o transporte de auxina, um hormonio vegetal, através da expressado de
genes de transporte, ativacdo de fatores de regulacdo e/ou mecanismo de
transporte celular); inibidores de enzimas e, em especial, pela importancia das
atividades bioldgicas e fisiologicas que tém sido demonstradas para os seres
humanos. Os flavonoides apresentam esqueleto quimico composto por dois anéis
benzénicos unidos por uma cadeia de trés atomos de carbono organizados na
forma de um anel pirano, caracterizando uma estrutura polifendlica de baixo peso
molecular. A sintese ocorre a partir da fenilalanina e derivados da benzo-y-pirona
(TAYLOR et al., 2005; BRUNETON, 2008; ZUANAZZI & MONTANHA, 2010;
ROUTRAY et al., 2011).

A classe dos flavonoides possui um grande namero de derivados que séo
frequentemente relatados na literatura. Os isoflavondides, por exemplo, possuem
cadeia arila-C3-arila, tipo difenil-1,2-propano e se dividem em mais de quatro
subclasses, dentre elas, isoflavonas, isoflavanonas, pterocarpanos, isoflavanas e
coumestanos (Figura 1). Grande parte dos isoflavonoides apresenta atividade
antifngica e antimicrobiana, ou seja, sao produzidos nas plantas em resposta a
infeccbes causadas por agentes patogénicos; assim essas substancias
comportam-se como fitoalexinas, produzidas na defesa da planta (BRUNETON,
2008; ZUANAZZI & MONTANHA, 2010; ANTONELLI et al., 2005; ROUTRAY et al.,
2011).

A diversidade estrutural dos isoflavondides pode ser decorrente de
substituicdes do tipo hidroxilacao, glicosilagéo, metilacéo, acilacéo e prenilacado no
esqueleto de carbono. No entanto, apresentam-se no reino vegetal como agliconas,
glicosideos, malonilglicosideos e acetilglicosideos, possuindo distribuicdo
taxondmica restrita (BRUNETON, 2008; ZUANAZZI & MONTANHA, 2010;
ANTONELLI et al., 2005; ROUTRAY et al., 2011). As isoflavonas e coumestanos
destacam-se, por sua vez, pelas propriedades estrogénicas, devido a sua
semelhanca estrutural ao horménio natural estradiol (GANRY, 2005; BRUNETON,
2008; ZUANAZZI & MONTANHA, 2010). Com isso, esses compostos sao

comumente referenciados como fitoestrogenos, por produzirem efeitos analogos
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aos hormonios estrogénicos em humanos (MUELLER, 2002; GANRY, 2005;

BRUNETON, 2008).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais subclasses dos isoflavondides:
isoflavona, isoflavonona, isoflavana, pterocarpano e coumestano.

Além da atividade estrogénica, as isoflavonas e os coumestanos apresentam
atividades  antioxidante, anti-inflamatoria, antitrombdtica, antimicrobiana,
antialérgica, antitumoral, antiasmatica e sdo capazes de inibir enzimas como
transcriptase reversa, proteina C quinase, tirosina quinase, calmodulina, ornitina
decarboxilase, hexoquinase, aldose redutase, fosfolipase C e topoisomerase Il
(TRUEBA, 2003; BRUNETON, 2008). A semelhanca estrutural dos isoflavondides
e coumestanos com a estrutura esteroidal os torna capazes de interagir com
receptores estrogénicos na maioria dos sistemas biologicos (SETCHELL et al.,
2005), fato este que lhes confere um papel importante na prevencéo dos sintomas
da menopausa, osteoporose, cancer de mama e de préstata, além de doencas
cardiovasculares (KAUMAR et al., 2004; JOU et al., 2005; PEETERS et al., 2005;
ROUTRAY et al., 2011).

No entanto, os isoflavonéides podem atuar como agentes estrogénicos ou
antiestrogénicos, ou seja, sdo capazes de modular o efeito do estrogénio endégeno
ao competir pela ligacdo nos receptores estrogénicos. Assim acabam por atuar
como antiestrégenos ao impedir que esses hormoénios exercam seus efeitos. No

entanto, na auséncia do 17(3-estradiol (estrogénio enddgeno) essas substancias se
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ligam aos receptores e apresentam efeitos estrogénicos, e como resultado ha uma
reducao de sintomas decorrentes da falta de estrogénio, como o alivio dos sintomas
indesejaveis da menopausa (KURZER & XU, 1997; PEETERS et al., 2005;
ROUTRAY et al., 2011).

A diminuicdo de estrogénio endégeno ha menopausa resulta em sintomas que
vao desde aumento da sudorese, ondas de calor excessivo acompanhadas de
rubor no rosto (fogachos) até, com o passar dos anos, mudancas no aspecto da
pele, tornando-se mais fina, enrugada, menos elastica e com as unhas frageis
(CUTLER, 2009). Diversos autores tém evidenciado que mulheres que consomem
uma dieta rica em fitoestrégenos apresentam menor intensidade e frequéncia de
sintomas vasomotores, caracteristicos do periodo pés-menopausa (BECK et al.,
2005; WU et al., 2007; BORELLI & ERNST, 2010; ROUTRAY et al., 2011; LEUNER
et al., 2012; ANDERSON et al., 2013; BEDELL et al., 2014). ATTERITANO e
colaboradores (2008) descrevem a reducdo de biomarcadores citogenéticos pela
isoflavona genisteina em mulheres na pds-menopausa. O efeito protetor deste
fitoestrogeno (administracdo diaria de 54 mg de genisteina) frente a danos no
genoma parece ser uma ferramenta particularmente promissora na reducao do
risco de cancer. Ja OCCHIUTO e colaboradores (2007) descreveram os efeitos
estrogénicos dos isoflavonoides de trevo vermelho (Trifolium pratense L.),
observados com administracdo diaria de cerca 20-40 mg/dia em ratas Sprague-
Dawley ovariectomizadas. Os autores ainda inferem que a ingesta diaria de
fitoestrogenos genisteina, daidzeina, formononetina e biochanina A oriundos do
trevo vermelho estavam relacionadas a diminuicdo da osteoporose pés-menopausa
devido a atividade desses isoflavondides frente a receptores estrogénicos (ERa e
ERB). Sob esta 6tica, a populacdo chinesa e japonesa, que ingere cerca de 77
mg/dia na forma de alimentos como a soja, tem sido referidas por apresentarem
efeitos da menopausa bem menos pronunciados que as mulheres ocidentais,
principalmente rubores e problemas 6sseos (LAGARI & LEVIS, 2013).

No que se refere ao cumestrol, este tem demonstrado acdo estrogénica e
citoprotetora na pele em baixas concentracées (<10-°M) e agdo antiestrogénica e
citotoxico em concentragGes elevadas (>10°M) (MAGGIOLINI et al, 2001;
LAZENNEC et al, 2001). Apesar da afinidade de ligacado dos fitoestrogénios aos

ERs ser cerca de 1000 a 10000 vezes mais fraca do que a do 17B-estradiol,
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pequenas concentragdes nos tecidos pode ser suficiente para ativar as vias de
transducéo de sinal através destes receptores (VERDIER-SEVRAIN, 2007).

E importante salientar que os isoflavondides sdo comumente encontrados na
natureza na forma de heterosideo, ou seja, ligados a uma molécula de acglcar
através de uma ligacdo 7-B-D-glicosidica ou 6’-6malonilglicosidica. A diferenca
entre a forma glicosidica e aglicona deve-se ao fato de que a forma glicosidica das
isoflavonas é inativa, sendo necessario a hidrdlise da ligacdo heterosidica e a
liberacdo da aglicona para exercer atividades biologicas (LEE et al., 2007;
BRUNETON, 2008). Na administracao oral, isto ocorre pela acéo das glicosidases
intestinais, em que seu grupo glicosidico é removido permitindo assim, a rapida
absorcao e distribuicdo periférica das agliconas. Uma vez liberadas, as agliconas
sdo conjugadas ao acido glicurénico e/ou sulfato para formar derivados soluveis
facilmente excretados pela bile ou via sistema renal (KULLING et al., 2002;
GRYNKIEWICZ et al., 2005). No entanto, na administracdo cutanea de
isoflavondides, a forma molecular glicosilada nédo € biologicamente ativa, uma vez
que a pele ndo dispbe de enzimas capazes de causar hidrolise da ligacao
heterociclica o que implica em preparacfes farmacéuticas que deverao conter os

isoflavondides na forma de aglicona (IOVINE et al., 2012).

Flavonoides e atividade cicatrizante

A capacidade do corpo de substituir células lesadas ou mortas e de proceder
ao reparo dos tecidos apés a inflamacao pode ocorrer através da regeneracao, que
€ a substituicdo do tecido lesado, ou pela cicatrizacdo, que é o processo pelo qual
a perda tecidual é substituida por uma cicatriz ndo funcional. Na cicatrizacdo de
lesBes cutaneas, em especial, ha um processo biolégico que envolve hemostasia
(vasoconstricdo e formacdo de coagulo), fase inflamatéria (recrutamento de
macrofagos e neutrofilos), fase proliferativa ou de granulacdo e a fase de
remodelacao da matriz extracelular (SHIMIZU, 2005).

A utilizacdo de plantas e preparacdes derivadas para acelerar 0s processos
de cicatrizacdo ndo € nenhuma novidade e geralmente esta relacionada com a
medicina popular, com comprovacéo cientifica ou ndo, sobretudo no que se refere

aos compostos ativos ou ao mecanismo de acéo (REUTER et al., 2009; SCHIMIDT
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et al., 2009). MURALIDHAR e colaboradores (2013) avaliaram a atividade
cicatrizante de uma fracdo de flavonoides obtida através de extrato etandlico da
casca de Butea monosperma (Lam). Neste estudo, o modelo de cicatrizacdo
utilizado foi via subcutanea, na pele dorsal lombar de ratos Wistar albinos. A fracdo
contendo flavonoides apresentou atividade cicatrizante significativa atribuida
principalmente as isoflavonas genisteina e prunetina. Em outro estudo, AMBIGA e
colaboradores (2007) isolaram o flavonoide kaempferol e seu derivado glicosilado
(3-0-a-D) a partir das flores de Ipomoea carnea, e avaliaram a atividade cicatrizante
em modelos de feridas excisadas realizadas em ratos Wistar machos. A atividade
observada para ambos foi comparavel ao controle sulfatiazol.

Alguns fatores podem interferir no processo cicatricial, no entanto,
provavelmente a causa mais comum desse atraso seja a infeccdo da ferida. A
presenca de bactérias prolonga a fase inflamatoria e interfere na epitelizagao,
contracdo e deposicdo de colageno. As endotoxinas presentes estimulam a
fagocitose e a liberacdo de colagenase, contribuindo para a degradacdo do
colageno e a destruicao do tecido vizinho previamente saudavel. Neste sentido, o
mecanismo de agao dos flavonoides tem mostrado ser capaz de inibir uma grande
variedade de enzimas, como prostaglandinas-sintetases. Estas enzimas participam
da biossintese de eicosandides, que tem papel fundamental na inflamacao,
sensacdo dolorosa e reparo tissular. Além disso, atuam inibindo a enzima
hialuronidase, mantendo os proteoglicanos do tecido conjuntivo, prevenindo assim
a disseminagédo bacteriana ou metastases tumorais (HAVSTEEN, 2002).

Em estudo realizado com genisteina administrada pela via intraperitoneal,
d’ACAMPORA e colaboradores (2007) estudaram a cicatrizagcdo de feridas
cutdneas em ratos Wistar; com auxilio de microscopia, observaram uma melhora
na re-epitelizagéo nos grupos tratados com esta isoflavona em relagéo ao controle.
Os autores demostraram ainda que as margens de incisdo estavam mais
aproximadas e havia menor separacao entre as fibras musculares subcutaneas no
grupo tratado. Os flavonoides luteolina e apigenina também apresentaram atividade
cicatrizante em ratos Wistar albinos diabéticos, com a presenca de fibras de
colageno e fibroblastos maduros (LODHI & SINGHAI, 2013).
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Cumestrol (COU)

Os coumestanos sao compostos aromaticos oxigenados naturais que
possuem em suas estruturas o anel 6H-benzofuro [3,2-c] benzopiran-6-ona. Nesta
classe de composto, o cumestrol, principal representante desse grupo, € 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 5-lactona e 7°6-
dihidroxicoumarino (3’,4°,3,2) coumarona (THE MERCK INDEX, 2006).

O cumestrol (Figura 2) foi identificado e caracterizado por BICKOFF, em 1958,
e apresenta-se na forma de cristais, que sublimam em 325°C. Sua formula
molecular é C15HsOs e possui peso molecular de 268,23 g/mol. Apresenta maximos
de absorcdo na regido ultravioleta (em metanol) em 208, 243 e 343 nm e exibe
fluorescéncia azul em meio alcalino forte (BICKOFF et al, 1958; THE MERCK
INDEX, 2006). Segundo o Software Scifinder Scholar (2007), apresenta ponto de
fusdo entre 406,0 £ 24,0°C e seu ponto de ebulicdo é 561,9 + 40,0°C sob presséo
de 760 Torr. A densidade do cumestrol é de 1,602 + 0,06 g/cm?, em temperatura
de 20°C e pressdo de 760 Torr; o seu pKa é de 8,25 + 0,20 e 0 log P de 2,819 +
1,269, ambos em temperatura de 25°C. A solubilidade do cumestrol é descrita
como: praticamente insolivel em agua em pH acido ou neutro e em éter de petroleo;
pouco solavel em dgua em pH alcalino (pH 11-12); ligeiramente soltvel em metanol,
cloroférmio e éter e; levemente soltvel em tetracloreto de carbono e em benzeno
(THE MERCK INDEX, 2006).

Figura 2. Estrutura quimica do COU.
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Nas plantas, a biossintese do cumestrol ocorre a partir dos fenilpropanoides:
Fenilalanina - acido p-hidroxicinamico Co-A - 7,4’hidridoxiflavanona - daidzeina
- composto intermediario - cumestrol (BRUNETON, 2008; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2010). As fontes vegetais de cumestrol incluem muitas frutas, gréos,
sementes, brotos (feijao, ervilha, soja, alfafa, trevo amarelo) e folhas (alfafa, trevo
vermelho) (LYMAN et al.,, 1959; LAPCIK et al., 2003; ANTONELLI et al., 2005;
PATRI et al.,, 2006; KONAR et al.,, 2012). PATRI e colaboradores (2006)
encontraram 5611 mg/Kg de cumestrol no trevo vermelho (Trifolium pratense)
enquanto que LEUNER e colaboradores (2012) obtiveram 105 mg/kg no trevo
amarelo (Melilotus officinalis). Nas alfafas (Medicago sativa, Leguminosae) as
concentracfes encontradas foram de 1,2 mg/Kg, e ainda maiores nos brotos,
atingindo concentracfes de 720 mg/Kg (PATRI et al., 2006). Essas concentracfes
podem ser alteradas nas plantas pelas condi¢cdes do processamento (germinagao,
fermentacado, hidrélise enzimética ou quimica) e exposicdo a fatores externos
(estresse ambiental, contaminacdo por fungos e bactérias), que resultam no
aumento das concentracéo de cumestrol, como forma de protecao da planta (JEON
et al., 2012; KONAR et al., 2012).

Apesar de ser encontrado em varias espécies vegetais, a purificacdo do
cumestrol a partir de plantas inclui varias etapas (PATRI et al., 2006; LEUNER et
al., 2012) e seu rendimento varia de acordo com as condicbes empregadas. No que
se refere a sua sintese, AL-MAHARIK & BOTTING (2004) propuseram um método
rapido e facil em duas etapas: a primeira de condensacéo de um acetato de fenila
e um cloreto de benzoila, seguida de etapa de dimetilacdo, com subsequente
ciclizagdo intramolecular.

Dentre as diversas propriedades bioldgicas apresentadas pelo cumestrol,
destacam-se as atividades antioxidante e estrogénica
(CHANDSAWANGBHUWANA & BAKER, 2014). Embora a atividade estrogéncia
seja moderada, mostra-se maior que outras classes de flavonoides como: flavonas,
flavanonas, dihidroflavonadis, isoflavonas, biflavanonas (BURDA & OLESZEK,
2001). A atividade antioxidante do cumestrol esta relacionada a sua capacidade de
sequestrar radicais livres, através da inibicdo enzimética de oxidases diretamente

envolvidas em processos oxidativos, pela inibichio de enzimas envolvidas
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indiretamente nesses processos, além de prevenir a peroxidacao lipidica e de
hidrogénio induzida por espécies reativas de oxigénio (TRUEBA, 2003; JEON et
al., 2012).

LEE e colaboradores (2006) compararam a atividade antioxidante do
cumestrol com a apresentada pela genisteina e daidzeina, utilizando substancias
reativas de &cido tiobarbitdrico (TBARS) para avaliar a oxidagéo mediada por Cu*2.
A atividade antioxidante do cumestrol foi 20 vezes maior em relacédo a estas duas
isoflavonas. Mais recentemente, JEON e colaboradores (2012) avaliaram a
capacidade sequestrante de radicais livres do cumestrol em espécies reativas de
oxigénio induzida por peroxido de hidrogénio (ROS) investigada em células HepG2,
o0 qual apresentou atividade cerca de 5 vezes maior em relacdo a genisteina e
daidzeina. Muito embora existam algumas divergéncias quanto a sua maior ou
menor atividade oxidante, h&4 convergéncia sobre o mecanismo envolvido, que
ocorre através da doacdo de hidrogénio/elétrons das hidroxilas fendlicas do
cumestrol. Desta atividade decorre o seu potencial sequestrante de radicais livres,
prevenindo danos oxidativos e podendo até inibir o desenvolvimento de algumas
doencas (LEE et al., 2012). Porém, a potencial atividade antioxidante ndo descarta
a possibilidade do mesmo apresentar, em concentra¢cdes mais elevadas, efeito pré-
antioxidante, por meio da reducédo de ions de metais que geram radicais livres
(JEON et al., 2012).

Em relac@o a prevencdo de doencas, a agdo inibitéria do cumestrol sobre a
enzima do citocromo P450 aromatase resulta na atividade antioxidante que o revela
como um provavel agente de prevencao ou tratamento de cancer. Isto somente é
possivel devido a atividade desta enzima, que € responsavel pela transformacéo
de androstenediona e testosterona em estrona e 173-estradiol, respectivamente.
Sendo assim, com a enzima do citocromo P450 aromatase inativa as
concentracdes de estrégenos no sangue reduzem, o que resulta na diminui¢cdo do
crescimento celular quando dependente de hormonios estrogénicos (HONG et al.,
2007).

Quanto a atividade estrogénica, o cumestrol age da mesma maneira que 0s
isoflavondides, ou seja, predominantemente como agonista estrogénico,
apresentando maior afinidade de ligacdo pelos receptores de estrogénio do que a

genisteina. No entanto, a exemplo do que ocorre com os demais fitoestrégenos,
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também exibe atividade anti-estrogénica dose-dependente, pois compete com o
estrogénio (17B-estradiol) pela ligagdo com os ER, bloqueando-os. Decréscimo da
atividade estrogénica tem sido observado com o aumento dos niveis de cumestrol
(BUROW et al., 2001; BENASSAYAG et al., 2002; PINNEL, 2003).

A afinidade deste fitoestrogénio em relacéo ao tipo de receptor ERa ou ERf
€ variavel, mas ainda € menor se comparado ao 173-estradiol. Estudos revelaram
que o cumestrol apresenta afinidade pelos receptores estrogénicos tanto ERaq,
como em ER[, contudo sua afinidade por ER é cerca de 20 a 30 vezes maior do
que para ERa (BENASSAYAG et al., 2002, MUELLER et al., 2002).

O estudo realizado por KUIPER e colaboradores (1998), avaliou o efeito de
diferentes fitoestrogénios em culturas celulares nas quais a resposta estrogénica
aguda foi induzida por co-transfeccdo com DNA recombinante humano de
receptores ERa e ER[B. Observou-se que a afinidade por ERa e ER do cumestrol
foi menor a do 17B-estradiol. Comparativamente com a genisteina, o cumestrol
apresentou maior atividade pelo ERa do que a isoflavona.

Outra atividade atribuida ao cumestrol é sua capacidade de inibir a ligacéo de
17B-estradiol aos receptores estrogénicos neuronais. O efeito foi observado na
regulacdo dos receptores de oxitocina localizados no nucleo ventromedial do
hipotalamo, onde existem apenas receptores ERa, aos quais o cumestrol é capaz
de ligar-se. Observou-se também a existéncia de receptores ERB no nucleo
paraventricular, local em que a acao foi mais intensa (PATISAUL et al., 1999;
WHITTEN et al., 2002).

E importante salientar que pesquisas que envolvem estudos de afinidade de
ligacdo de fitoestrogenos com os ER sao bastante controversas, inclusive quando
comparadas ao 17pB-estradiol. O efeito estrogénico dos isoflavonoides deve
considerar a concentracao de horménio 173-estradiol circulante, a disponibilidade
dos receptores no tecido alvo, o tipo de receptor e a afinidade do composto, além
da concentracdo administrada (HUNTLEY & ERNST, 2004).

Os estrogénios enddgenos tem impacto significativo sobre a proliferacéo
celular e nas respostas imunes e autoimunes humorais (HUNTLEY & ERNST,
2004). Neste contexto, NDEBELE e colaboradores (2010) avaliaram a proliferacao,
o ciclo celular e apoptose em células de cancer de utero (células HelLa) sob o efeito

do cumestrol, dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
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dioxina. O cumestrol e os demais compostos inibiram a proliferacdo de células
HelLa de forma dose dependente (20 — 120 nM), sugerindo um efeito citotdxico. Em
especial, o cumestrol acumulou células HelLa na fase mitética e, subsequentemente
induziu apoptose. Um efeito semelhante foi observado para o estrogénio endégeno,
enquanto que para o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
p-dioxina ndo ocorreu indugéo da apoptose. Como resultado, o cumestrol foi capaz
de afetar a viabilidade e induzir a morte celular.

Em contrapartida, SAKAMOTO e colaboradores (2010), investigaram a
atividade do cumestrol no crescimento e ciclo celular, bem como na apoptose de
células de cancer de mama (MCF-7). O cumestrol apresentou atividade moderada
no crescimento dessas células, mas ndo apoptose, independentemente da
presenca de 17B-estradiol. J& a daidzeina e a genisteina, também avaliadas neste
trabalho, apresentaram efeito supressor parcial sobre o crescimento celular.

SAIJO e colaboradores (2011) relataram uma nova atividade do cumestrol na
inibicdo da inflamacdo na microglia cerebral, através da ligacdo aos receptores
ERPB. Neste estudo foi observado que o complexo formado entre cumestrol-ERf
recrutou proteinas de ligacdo C-terminal co-repressora (CtBP), que ativam
promotores da proteina-1 (AP-1) dependentes, inibindo assim a inflamacgéo na
microglia cerebral. A inflamacdo mediada por microglia € importante numa
variedade de doencas, incluindo a esclerose multipla, pois sdo células residentes
(macréfagos) que funcionam como um escudeiro defendendo o cérebro de
doencas.

Mais recentemente, CHANDSAWANGBHUWANA & BAKER, em 2014,
construiram um modelo tridimensional de cumestrol com os receptores ERa e ERB
e compararam com modelos de ERs/estradiol, também com o intuito de avaliar a
inibicdo da inflamac&o em microglia cerebral. As quatro posi¢des que o cumestrol
pode assumir na ligagao aos receptores ERa e ERB estao apresentadas na figura
3. Os autores observaram que apenas na posi¢do 1 o cumestrol apresentou a

mesma orientagcdo em ERa e ERp.
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Figura 3. Possivel posi¢cdes do COU na ligagdo com receptores ERa e ERB e a
energia livre (AG) envolvida. Fonte: CHANDSAWANGBHUWANA & BAKER
(2014, p. 38).

De fato, das quatro possiveis posicoes do cumestrol em receptores ERa e
ERB, a orientagao 1 obteve a aproximagao dos anéis do cumestrol mais favoravel
frente aos aminoacidos presentes nos dois receptores, conforme mostrado na
Figura 4. Embora seja possivel que o cumestrol também assuma a orientacao 2, o
maior contato com os aminoacidos dos ERs foi observado na orientacdo 1. No
entanto, todas as orientacdes apresentaram interacdes do tipo forcas de van der
Waals semelhante entre os aminoacidos e o cumestrol. Este modelo mostrou-se
capaz de identificar a melhor conformagéao cumestrol/receptores estrogénicos, com
0 intuito de tratar doencas inflamatorias no cérebro ou ser um agente neuroprotetor
(CHANDSAWANGBHUWANA & BAKER, 2014). Além disso, o0 modelo pode ser
bastante promissor para estudos de interagdes do cumestrol em outros tecidos que

possuam os mesmos receptores, ERa e ER.
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Figura 4. Interacdo de COU na posi¢céao 1 com ERs. (A) Contato entre ERa e
anéis A e D do COU. (B) Contato entre ERa e anéis B e C do COU. (C) Contato
entre ERB e anéis A e D do COU. (D) Contato entre ERB e anéis B e C do COU.
Fonte: Adaptado de CHANDSAWANGBHUWANA & BAKER (2014, p. 39-40).

Em relacdo a pele, foi testada a viabilidade do cumestrol promover a sintese
de colageno, produzir ATP, inibir a glicacdo, a biossintese de cicloxigenase (COX-
2) e a producédo de prostaglandinas E2 (PGE2) em cultura de células fibroblastos
humanos. O cumestrol apresentou um aumento de 29% (1,0 uM) na produgéo de
colageno em relacdo ao controle, diminuiu a glicacdo de proteinas, relacionadas
com o envelhecimento e comprometimento do colageno, e aumentou a producao
de ATP. Em relacdo a COX-2 e a PGEZ2, o cumestrol inibiu a producéo dessas em
89,0% (0,01uM) e 38,2% (1,0uM), respectivamente (JEON et al., 2013). Tais
resultados demostram o potencial desta molécula bioativa para o melhoramento da
elasticidade, cicatrizacdo, promocdo da regeneracdo cutinea e sua potencial
atividade anti-inflamatoria.

Em suma, ha subsidios cientificos consistentes sobre a afinidade do cumestrol
aos receptores estrogénicos presentes em Vvarios tecidos, entre eles a pele. As
consequéncias desta acao estrogénica ainda constituem-se objeto de investigacéo,
uma vez que um dos mecanismos envolvidos resulta na proliferacdo celular
decorrente, justamente, da resposta a ligacdo deste composto aos receptores
estrogénicos. As demais atividades atribuidas a molécula com vistas a explorar seu
potencial como agente antioxidante, antitumoral e anti-inflamatorio constituem-se

objeto de investigacéo, podendo estarem ou nao inter-relacionadas.
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Em relacéo a toxicidade do cumestrol, alguns estudos podem ser destacados.
KULLING & METZLER (1997) relataram que o cumestrol exerce efeito mutagénico
(sobre o l6écus HPRT do cromossomo X) e genotoxico (pela inducdo de
micronucleos em células V79). Em concentracfes de 5-50 uM a frequéncia de
mutacado aumentou até 10 vezes em relacdo ao controle. Além disso, o cumestrol
induziu quebras de DNA em células V79 (25 - 100 uM de cumestrol). Em outro
trabalho o cumestrol revelou inducdo da apoptose em células de ovario de ratas
adultas, apos a exposicao diaria (durante 21 dias) em doses crescentes no periodo
lactacional. Além disso, a redu¢d@o no peso dos ovarios ocorreu em paralelo com o
aumento da apoptose (MOON et al., 2009).

N&o foram encontrados relatos na literatura cientifica especializada sobre a
toxicidade do cumestrol administrado pela via cutédnea, assim como sobre a sua
utilizagéo visando a prevencdo do envelhecimento cuténeo, exceto os de nosso
grupo de pesquisa, ou ainda da atividade cicatrizante (FRANCO et al., 2009;
ARGENTA et al., 2011; OLIVEIRA, 2012).

Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sao oligbmeros ciclicos de glicose unidos por ligagao a-(1,4),
amplamente utilizados como adjuvantes farmacéuticos por sua capacidade de
formar complexos de inclusdo com diferentes substancias resultando em aumento
de sua hidrossolubilidade. Sao obtidos a partir da degradacédo do amido pela acao
da enzima ciclodextrinaglicosiltransferase (CGTase) produzida pelo microrganismo
Bacillus macerans (LOFTSSON & MASSON, 2001; DEL VALLE, 2004). A estrutura
da ciclodextrina é caracterizada pela presenca de uma cavidade hidrofébica,
constituida de atomos de carbono e oxigénio, e de uma face externa com
caracteristicas hidrofilicas, composta por hidroxilas (LOFTSSON & BREWSTER,
1996; SINGH et al., 2002; MUNRO et al.,, 2004). As principais ciclodextrinas
naturais sdo a, B e y, as quais possuem seis, sete e oito unidades de glicose,
respectivamente (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; BIBBY et al., 2000). De fato,
as ciclodextrina tém a capacidade de modificar as caracteristicas de molécula
hospedes de diferentes formas como, por exemplo, aumentando a solubilidade de

farmacos lipofilicos, estabilizando-os contra possiveis degradacfes (frente ao
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oxigénio, calor e luz visivel ou ultravioleta), mascarando sabores e odores
desagradaveis, entre outros efeitos (LOFTSON & MASSON 2001; DEL VALLE,
2004; PINHO et al., 2014).

A B-ciclodextrina, bastante disponivel e de baixo custo, possui limitada
solubilidade em &gua, devido a formacdo de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares entre as hidroxilas secundarias, resultando na redu¢do do niumero
de OH capazes de fazer ligacdes de hidrogénio com as moléculas de agua do meio.
Essa caracteristica de solubilidade da (-ciclodextrina permite a observacdo da
ocorréncia de precipitagcdo dos complexos solidos resultantes da sua associacao
com moléculas lipofilicas. Existem varios métodos para a obtencao de complexos
de incluséo entre ciclodextrinas e moléculas. A selecdo do método deve considerar
as propriedades da molécula, a facilidade de incorporacdo e o custo envolvido
(MARQUES, 2010). Os métodos mais comuns sdao 0s em solucdo, suspensao,
kneading (método em pasta) e co-precipitacdo (HEDGES, 1998). Entretanto ha
outros métodos também citados na literatura como: complexacgéo rapida (slurry),
complexacdo por extrusdo, mistura a seco, co-evaporacao, liofilizacdo, micro-
ondas, granulacao e nebulizacdo (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; GIORDANO
et al., 2001; DEL VALLE, 2004).

O processo de inclusdo de uma molécula hdéspede na cavidade da
ciclodextrina ocorre em nivel supramolecular, havendo uma substituicdo de
moléculas de agua (de elevada entalpia) da cavidade, pela molécula héspede ou
parte desta, sem a quebra de ligagdes covalentes ou formacao de novos compostos
(MANAKKER et al, 2009; MARQUES, 2010). A complexacéo € mantida através das
interacGes hidrofébicas e forcas de van der Waals, além de outros fatores, como
diminuicdo da tensdo do anel, modificacBes na superficie solvente e ligacdes de
hidrogénio que tornam o complexo mais energeticamente estavel (DEL VALLE,
2004; MANAKKER et al, 2009). A molécula héspede é separada das demais por
dissolucéo, deslocada por um héspede mais adequado ou transferida a uma matriz
pela qual tem maior afinidade (MANAKKER et al, 2009).

A toxicidade das ciclodextrinas pode diferir conforme a via de administracao.
Sabe-se que a B-ciclodextrina, por exemplo, induz limitada toxicidade por via oral,
no entanto, quando administrada por via subcutanea, ou parenteral, pode causar

nefrotoxicidade e hemadlise. Esta caracteristica também limita seu uso em testes
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bioldgicos envolvendo cultura de células (LOFTSSON & BODOR, 1989; OLIVIER
etal., 1991; BELLRINGER et al., 1995).

Como estratégia para elevar a solubilidade das ciclodextrinas naturais, bem
como prover outras propriedades convenientes, tais como a reducéo da toxicidade,
vérios derivados tém sido sintetizados. Estes derivados sao geralmente obtidos por
reacOes de substituicdo nas hidroxilas primarias e secundarias, seja por aminacao,
esterificacdo ou eterificacdo. Essas substituicdes resultam na alteracdo do volume
da cavidade hidrofébica, no entanto, mantendo sua habilidade de incluir moléculas
e aumentar a sua solubilidade, além de muitas vezes estabiliza-las (DEL VALLE,
2004). Um derivado amplamente empregado é a hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD), de formula molecular Ca2H7003s5 (C3HseO)x (em que x é igual a 7
substituicGes molares). A massa molecular do derivado € dependente do grau de
substituicdo (KIBBE, 2009).

Devido a auséncia de toxicidade a HPBCD (Figura 5) tem sido indicada
especialmente como agente solubilizante para moléculas hidrofébicas para as vias
parenteral, ocular e pulmonar. Além disto, ao contrario da B-ciclodextrina, a maior
solubilidade em agua e baixa toxicidade da HPBCD permitem a sua utilizagdo em
ensaios que envolvem cultura de células.

A formacdo de complexos de inclusdo de moléculas hdéspedes com
ciclodextrinas pode ser caracterizada por meio de técnicas analiticas como:
calorimetria diferencial exploratéria (DSC), andlise térmica diferencial (DTA),
andlise de gases emanados (EGA), fluorimetria, espectroscopia no infravermelho
(IR, FTIR, Raman-IR), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), espectroscopia de massas (MS), ressonancia magnética nuclear
(RMN), espectrofotometria no ultravioleta e visivel (UV-VIS), diagrama de
solubilidade, difracdo de raios-X, microscopia eletronica de varredura (MEV),
termogravimetria (TG), entre outros (GIORDANO et al., 2001; CALABRO et al.,
2004; CUPRI et al., 2007).
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Figura 5. Estrutura quimica da hidroxipropil-B-ciclodextrina.

A complexacao de farmacos com HPBCD é bastante descrita na literatura,
entretanto, ha poucos estudos disponiveis sobre a associacdo de moléculas
naturais bioativas, como flavonoides, principalmente visando a aplicacédo cutanea.
Estudos de nosso grupo de pesquisa relatam a complexacdo de fitoestrégenos
como o cumestrol, a daidzeina e a genisteina a -ciclodextrina e a incorporacao
das associac6es em hidrogéis para aplicacdo cutanea (FRANCO et al., 2009;
XAVIER et al., 2010; BORGHETTI et al., 2011) visando a promoc¢ao da permeacéao
pelo adjuvante (LEGENDRE et al., 1995). Em geral, as ciclodextrinas sdo moléculas
relativamente grandes (PM 1000-2000), portanto, s6 podem aumentar a liberacao
de farmacos administrados topicamente em meio aquoso gracas ao equilibrio
dindmico que se forma entre os complexos e as moléculas de dgua do meio
(TANAKA, et al.,, 1995, RAJEWSKI & STELLA, 1996). Assim, sdo capazes de
solubilizar substancias lipofilicas em sistemas aquosos e, subsequentemente,
liberam estas moléculas na superficie do estrato cérneo para permear a pele
(LOFTSSON & MASSON, 2001). Dessa maneira, acredita-se que as ciclodextrinas
atuem como carreadores de substancias lipofilicas complexadas em solucéo, por
torna-las mais disponiveis na superficie cutanea, uma vez que a dissolucédo de
substancias insolUveis € um pré-requisito para sua permeacdo e/ou absorgéo
(LOFTSSON, 1998; MASSON et al., 1999).
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A acado promotora da permeacao cutanea de substancias pelas ciclodextrinas
pode ocorrer, também, pela sua capacidade de extracdo de lipidios do estrato
corneo (IRIE & UEKAMA, 1997). Entretanto outras investigacfes revelam que os
lipidios da pele podem competir com as moléculas de farmaco ou constituintes do
veiculo pela cavidade central das ciclodextrinas (LOFTSSON & MASSON, 2001).

Geralmente, as ciclodextrinas e seus complexos s&o pouco absorvidos
através da pele, isto €, apenas uma pequena fracdo livre que esta em equilibrio
com a fracdo complexada do farmaco, pode estar disponivel para absorcao
percutanea. De forma controversa, ARIMA e colaboradores (1990) relataram que
DMBCD e HPBCD sao capazes de permear a pele, particularmente quando
aplicadas sob condi¢des oclusivas. VOLLMER e colaboradores (1993), no entanto,
demonstraram que a HPBCD se distribui homogeneamente pela epiderme e derme
depois da aplicacdo de uma solugéo aquosa contendo HPRCD sobre a pele de ratos
sob condi¢des n&o oclusivas. Estes resultados sugerem que, a HPBCD pode afetar
a transferéncia de farmacos através da pele via absorcdo na forma de complexo,
mesmo que em pequena escala. Sendo assim, as controversias relativas ao
comportamento de permeacdo cutadnea das ciclodextrinas propriamente ditas
evidenciam a necessidade de estudos adicionais para a compreensao mais precisa

do mecanismo pelo qual esta ocorre (LOFTSSON et al., 2006).

Hidrogéis de Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Os géis sao amplamente utilizados em formulacdes tdpicas por apresentarem
vantagens em relacdo aos outros tipos de formulacdo no que diz respeito, por
exemplo, a producéo, envase e aplicacdo. Geralmente proporcionam um aspecto
mais agradavel e de boa aceitacdo pelo consumidor, além da sua facilidade de
administracao e baixo custo de producéo (BARREIRO-IGLESIAS et al., 2001).

Os géis hidrofilicos, por sua vez, tém sido muito utilizados como bases
dermatoldgicas, pois possuem boa espalhabilidade, ndo sdo gordurosos e podem
veicular varios substancias ativas hidrossoliveis e liposssomas. A
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também designada como hipromelose, (DCB,

04736) pertence a familia dos polimeros hidrofilicos ndo-idnicos e € amplamente
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empregada em formula¢des destinadas a administracao oral e topica (EL-KATTAN
et al., 2000).

Além disso, os polimeros hidrofilos, tais como a HPMC, sdo conhecidos por
aumentar a eficacia complexacado de uma ampla variedade de moléculas hospedes
e de aumentar a solubilidade aquosa de ciclodextrinas naturais (LOFTSSON, 1998)
e de farmacos livres (LOFTSSON & BREWSTER, 1996). Assim, a inclusdo de um
polimero hidrofilico em meio contendo ciclodextrina pode aumentar a
disponibilidade do medicamento complexado (CESCHEL et al., 2002).

CESCHEL e colaboradores (2002) avaliaram uma estratégia alternativa para
a administracdo transdérmica de dehidroepiandrosterona (DHEA), um agente
promissor no tratamento de doencas relacionadas com a idade (osteoporose,
aterosclerose), disfunc¢des imunolégicas e cancer. Estudos de permeacao cutanea
foram realizados em pele de suino utilizando hidrogel de HPMC contendo o
complexo a-ciclodextrina com DHEA, demostrando melhora na permeacéo de
DHEA, em relacéo a formulacdo contendo apenas o farmaco.

Em outro estudo realizado por SCHWINGE e colaboradores (2008), a 3-O-
metilquercetina (3-MQ), um flavonoide com propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes moderadas, foi complexada a 3-ciclodextrina para posteriormente ser
incorporada em uma formulacédo de hidrogel de HPMC. Surpreendentemente, foi
observado que, quando inserida na matriz hidrofilica, o fluxo de permeacao da 3-
MQ foi superior ao flavonoide livre. Assim, pode-se observar que a HPMC tem efeito
sobre a permeacdo, provavelmente devido a particdo favoravel entre hidrogel e
estrato corneo, e este efeito, juntamente com a utilizacéo de ciclodextrina, permitiu
a absorcao de 3-MQ na pele.

Além disso, os géis de HPMC sao de facil manipulacdo, baixo custo e
possuem grande capacidade de geleificacdo quando em meio aquoso. Em relacao
a variabilidade na massa molecular e grau de substituicdo, sdo capazes de produzir
géis com diferentes viscosidades. A HPMC ¢é bastante utilizada como agente
espessante em formulagbes topicas, sendo amplamente utilizado em produtos

cosmeéticos. E considerado um material ndo téxico e n&o irritante (KIBBE, 2009).
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Este capitulo prop6e uma nova metodologia bioanalitica para quantificacédo do
cumestrol nas formulacbes e em diferentes camadas da pele (estrato cérneo,
epiderme e derme). A etapa contemplou ndo somente o desenvolvimento, mas a
validacdo do método para as matrizes complexas que seriam objeto de analise. A
conhecida instabilidade de flavonoides frente a luz e pH alcalino também motivou
um estudo indicativo de estabilidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(exposicdo ao calor, luz ultravioleta e meios &cido, basico e oxidativo). Os
parametros cromatograficos utilizados para as analises foram estabelecidos a partir
de experimentos prévios e com base em estudos anteriores de quantificacdo deste

composto em veiculo farmacéutico.
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Geller3, Débora Argental, Helder F. Teixeiral, Claudia M. O. Sim&es?, Valquiria L.
Bassanit
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Neste capitulo foi avaliado o potencial do cumestrol como um agente de
prevencdo do envelhecimento cutaneo e promotor da cicatrizacdo da pele. O
trabalho pautou-se, basicamente, no desenvolvimento de formulacbes com este
objetivo. No que se refere ao desenvolvimento tecnolégico, a reduzida
hidrossolubilidade do cumestrol representava um fator limitante ao seu emprego
em formulacdes biofarmacéuticas e cosméticas. Com base em estudos
preliminares do grupo de complexagao com a B-ciclodextrina (3CD), optou-se pela
associacdo do cumestrol com a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), com vistas
em melhorar a hidrossolubilidade desta substéncia, sem inviabilizar o estudo em

cultura de células.
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O 17B-estradiol é um hormdnio de ocorréncia natural nos seres humanos,
sendo o seu aporte enddégeno reduzido em mulheres no periodo pés-menopausa.
Na pele, estdo presentes os receptores estrogénicos ERa e ERpB, que distribuem-
se em diversos tipos de células. Os receptores ERB sao encontrados
preferencialmente em queratinécitos, fibroblastos dérmicos, foliculos capilares e
glandulas sebaceas, enquanto que os ERa sdo expressos em queratinécitos, no
estrato basal e camada espinhosa. O 17B-estradiol exerce sua acdo na pele via
ligacdo a estes receptores estrogénicos, podendo produzir efeitos agonistas ou
antagonistas de forma concentracdo-dependente (HALL e PHILLIPS, 2005).

Os fitoestrogénios s&o constituintes n&o esteroidais de origem vegetal,
capazes de se ligarem aos receptores estrogénicos, desencadeando respostas
bioldgicas caracteristicas do estrogénio. Neste contexto, o cumestrol ganha
destaque devido a sua grande similaridade estrutural com a molécula do 17[3-
estradiol e consequente atividade estrogénica, despertando interesse em avaliar
seu potencial, tanto na prevencao do envelhecimento cutadneo, quanto cicatricial
cutaneo.

Neste sentido, a pele é uma via de facil acesso, ndo-invasiva, que permite a
aplicacdo cutanea de produtos desenvolvidos ndo apenas para fins cosméticos,
mas também para fins terapéuticos. Para tanto, as propriedades biologicas da
substancia aplicada topicamente devem ser avaliadas, uma vez que esta deve
penetrar na pele em concentracdes ativas, além de ser capaz de alcancar o sitio
de acdo. Especificamente neste trabalho, a principal proposta foi estudar a
penetracdo cutanea do cumestrol com vistas ao desenvolvimento de produtos
visando a prevencdo do envelhecimento cutaneo, bem como o efeito cicatrizante
do cumestrol aplicado topicamente. Com estes objetivos a dissertacao foi
organizada em trés capitulos.

O primeiro capitulo deste trabalho foi dedicado a reviséo bibliografica do tema
em questdo. Para contextualizar o estudo de penetracdo cuténea e cicatricial do
cumestrol proposto no presente trabalho, foi apresentado um breve historico sobre
0s aspectos da pele, envelhecimento cutaneo e 0s processos envolvendo a
cicatrizagdo. Em seguida, foram abordadas as atividades biolégicas dos
flavonoides/coumestanos e o0s dados existentes a respeito das diferentes

aplicabilidades do fitoestrogénio cumestrol. Ademais, foi discutida a utilizacdo de
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ciclodextrinas com a finalidade de aumentar a hidrossolubilidade e de promover a
permeacao cutanea de substancias de interesse. O capitulo forneceu subsidios que
demonstraram, claramente, que para alcancar um efeito estrogénico e cicatrizante,
€ necessaria a promocao da permeacao do cumestrol até a camada basal e derme,
com a finalidade de alcangcar o maior nimero de receptores de estrogénio.
Trabalhos preliminares do grupo forneceram subsidios para testar a utilizacdo de
ciclodextrina como agente de promoc¢ao da penetracdo cutanea do cumestrol. A
HPBCD foi a ciclodextrina de escolha, com vistas a viabilizar os ensaios de efeito
cicatricial, em cultura de fibroblastos. Assim, trés aspectos inéditos se colocaram
em evidéncia ao final do capitulo: o uso de HPBCD para a associacdo com
cumestrol, o estudo de permeacao cutanea do mesmo, com a sua quantificacao
nas diferentes camadas da pele, associado ou ndao a HPBCD, e o estudo do efeito
cicatricial em cultura de fibroblastos.

No segundo capitulo, uma nova metodologia bioanalitica para quantificacdo
do cumestrol nas formulacdes e em diferentes camadas da pele (estrato corneo,
epiderme e derme) foi desenvolvida. A etapa contemplou ndo somente o
desenvolvimento, mas a validacdo do método para as matrizes complexas que
seriam objeto de analise. A conhecida instabilidade de flavonoides frente a luz e pH
alcalino também motivou um estudo indicativo de estabilidade por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (exposicdo ao calor, luz ultravioleta e meios acido, basico
e oxidativo). Os parametros cromatograficos utilizados para as andlises foram
estabelecidos a partir de experimentos prévios e com base em estudos anteriores
de quantificacéo deste composto em veiculo farmacéutico (ARGENTA et al., 2011).

O método bioanalitico desenvolvido mostrou-se especifico e indicativo de
estabilidade para cumestrol frente a exposicdo ao calor, luz ultravioleta e meios
acido, basico e oxidativo. Como esperado, o cumestrol apresentou instabilidade
guando exposto a luz ultravioleta (UVC) e em meio bésico, exibindo cinética de
ordem zero e primeira ordem, respectivamente, e os produtos de degradacao
apresentaram picos com tempos de retencéo diferentes do pico correspondente ao
cumestrol, ndo interferindo em sua quantificacdo. Os resultados indicaram a
importancia da protecdo do cumestrol contra a exposi¢cao a luz ultravioleta e pH
alcalino. A base hidrofilica em que foi incorporado o cumestrol, as tiras de fita

adesiva utilizadas para remover o extrato corneo e os componentes da pele
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apresentaram tempos de retencao diversos ao do cumestrol, n&o interferindo em
sua analise. Tais caracteristicas revelaram a excelente especificidade do método.

Além disso, o método foi validado segundo os compéndios oficiais, FDA
(2001) e ICH (2005), mostrando-se linear, exato, preciso e robusto na faixa de 0,04
a 10 mg/mL. Em conclusao o capitulo descreve um método por CLAE que mostrou-
se adequado para a quantificacdo de cumestrol em estudos de permeacao de
formulacdes de hidrogel em pele de orelha suina.

Apos a validacédo bioanalitica da metodologia, avancou-se para o Capitulo 11,
onde os passos dados foram em direcao a hipétese de o cumestrol ser um potencial
agente de prevencao do envelhecimento cutdneo e promotor da cicatrizacdo da
pele. O trabalho pautou-se, basicamente, no desenvolvimento de formulacdes com
este objetivo. Os testes bioldgicos ndo faziam parte inicialmente do projeto devendo
constituir-se objeto de investigacado subsequente. No entanto, a colaboragdo com
a Dra Claudia Sim6es da UFSC, no ambito da Rede de Nanobiotecnologia da
CAPES (NanoFito) propiciou a realizacdo do estudo do efeito cicatricial em cultura
de fibroblastos, o que resultou em achados inéditos para a molécula.

No que se refere ao desenvolvimento tecnologico, a reduzida
hidrossolubilidade do cumestrol representava um fator limitante ao seu emprego
em formulacdes biofarmacéuticas e cosméticas. Com base em estudos
preliminares do grupo de complexagao com a B-ciclodextrina (3CD), optou-se pela
associacado do cumestrol com a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), com vistas
em melhorar a hidrossolubilidade desta substéncia, sem inviabilizar o estudo em
cultura de células. Na proporgcao molar de 1:1, a HPBCD aumentou a solubilidade
do cumestrol em 12 vezes, contudo, a eficiéncia de complexacao foi baixa, o que
requeriu grande excesso de ciclodextrina para a obtencdo da associacdo. Com a
finalidade de estabelecer uma comparacao, preparou-se uma a simples mistura em
fase soélida de cumestrol/HPBCD (mistura fisica).

Tanto a associacdo quanto a mistura fisica cumestrol/HPBCD (proporgao
molar 1:1) foram caracterizados utilizando-se microscopia eletrénica de varredura,
calorimetria exploratoria diferencial, espectroscopia no infravermelho, raio-X e
analise de ressonancia magnética nuclear. Apesar do aumento da solubilidade
determinada pela associacdo em solucdo, as analises revelaram ndo ocorrer a

formacdo de complexos de incluséo, tampouco foi evidenciada a formacao de
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complexos de nédo inclusdo. Ao contrario do que foi observado por FRANCO e
colaboradores (2009), em que a inclusdo do cumestrol na cavidade da BCD pdde
ser evidenciada, neste caso, a utilizagado de um derivado da BCD, nao resultou em
inclusédo. Estudos com vistas ao aprofundamento deste fenbmeno estdo em curso.

Na sequéncia, os estudos trataram de medir a influéncia da HPBCD, sob a
forma de mistura fisica ou em associacdo ao cumestrol, sobre a sua permeacédo
cutdnea. Ensaios in vitro foram realizados utilizando-se células de difusdo tipo
Franz e pele de orelha suina como membrana. Os resultados obtidos nesta etapa
do trabalho, denotaram que, o cumestrol incorporado em hidrogel foi capaz de
chegar até o estrato corneo e a epiderme. Nas formulagdes contendo HPBCD,
observou-se a presenca de significativa concentracdo de cumestrol na derme, a
partir da base hidrofilica de HPMC. O efeito promotor de permeagao da HPRCD
revelou-se maior a partir da associacao do que para a mistura fisica. Tendo em
vista que nao foi observada complexacdo na associacdo, a possibilidade de esta
diferenca estar relacionada com a maior proporcéao de ciclodextrina na associacao
do que na mistura fisica € uma hipotese plausivel. Em ambos os casos, associacao
e mistura fisica, a ciclodextrina parecem revelar seu efeito promotor de permeacao
pela interferéncia na organizacdo do estrato cérneo. No entanto, ndo se pode
descartar, a possibilidade de promoc¢édo da disponibilidade do cumestrol para
penetracdo decorrente do aumento de sua hidrossolubilidade na associac¢éao.

Por fim, a atividade cicatrizante (scratch) in vitro do cumestrol foi investigada
em cultura de fibroblastos de gengiva humana. O efeito na capacidade de migracao
e proliferacdo a partir de uma lacuna artificial criada na monocamada celular foi
avaliada para o cumestrol livre ou associado (mistura fisica ou associacao). A
associagao cumestrol/HPBCD induziu a migracdo e proliferagdo celular
comparativamente ao controlo positivo (PDGF). Resultados ligeiramente mais
baixos foram obtidos com cumestrol dissolvido em DMSO. Por outro lado, o
cumestrol dissolvido em DMSO (100 uM) e/ou dissolvido em DMEM (50 pM)
reduziram a migracdo celular. O efeito negativo observado para o cumestrol
dissolvido em DMSO em elevada concentragao (100 uM) pode ser devido a sua
toxicidade ou como descrito em outros estudos, a diminuicdo na atividade de
estrogénio em niveis elevados de cumestrol (BUROW et al., 2001; BENASSAYAG

et al., 2002). Ja para o cumestrol dissolvido em DMEM (50 uM) pode-se observar
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que este ndo estava completamente disperso no DMEM, devido a baixa
solubilizacdo desta substancia neste meio. O tratamento com a mistura fisica de
cumestrol/HPBCD aumentou moderadamente o numero de células na lacuna
artificial, evidenciando que a associagao cumestrol/HPBCD, mesmo nao se
tratando de complexo de inclusdo, apresenta melhores resultados no teste
biolégico.

Em resumo, o Capitulo 1l demonstrou o potencial da associagcao
cumestrol/HPBCD incorporado em hidrogel de HPMC para um sistema de liberagao
cutaneo. Mesmo néao se evidenciando a formacéo de complexo, esta associacao
mostrou claramente o efeito de HPBCD na solubilidade cumestrol e especialmente
no aumento da permeabilidade da pele, atingindo a derme onde a presenca de
receptores de estrogénio (ERa e ERB) é maior.

O teste de efeito cicatricial (scratch) em cultura de fibroblastos avaliou, pela
primeira vez, a potencialidade do cumestrol e suas associacbées com HPBCD. Neste
teste biolégico, a HPBCD mostrou ser uma alternativa para a utilizagcdo de DMSO
para solubilizar o cumestrol em ensaios de culturas celulares in vitro. Além de
viabilizar a realizacdo do ensaio, a associacdo do cumestrol com HPBCD
evidenciou, claramente, a potencialidade deste coumestano na promocédo da

cicatrizacao.
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A validacdo da metodologia bioanalitica indicativa de estabilidade para
quantificacdo do cumestrol por CLAE mostrou-se linear, precisa, exata,
especifica e robusta nas condi¢des testadas, cumprindo a sua finalidade
para estudos de permeacdo cutanea a partir da formulagédo de hidrogel
testada.

O diagrama de solubilidade segundo Higuchi & Connors demonstrou um
incremento de hidrosolubilidade do cumestrol em 12 vezes, quando
associado a HPBCD, na proporg¢ao molar 1:1.

A avaliagdo das combinagdes do coumestrol com HPBCD (associagao e
mistura fisica) por microscopia eletrbnica de varredura, calorimetria
diferencial exploratéria, espectrofotometria no infravermelho e raio-X
sugerem maior interagao entre o coumestrol e HPBCD na associagéo. No
entanto, a analise por RMN de *H nédo corroboraram a hipétese de formacéo
de complexo de inclusdo do cumestrol com a cavidade da ciclodextrina,
apesar do incremento de solubilidade observado de 12 vezes.

A formulacéo de hidropropilmetilcelulose apresentou comportamento do tipo
nao-Newtoniano pseudoplastico.

A comparagéo entre a permeagéo cutanea do cumestrol livre, com a mistura
fisica e associacao cumestrol/HPBCD demonstrou que a maior permeacao
do cumestrol foi obtida a partir da associacao, seguida pela mistura-fisica.
Foi possivel observar que a HPBCD influenciou positivamente no incremento
da permeacdo de cumestrol, que neste caso alcancou a derme em maior
concentragao.

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo demonstrou a influéncia da
HPBCD sobre a distribuigdo do cumestrol através das camadas da pele e a
promocao de sua permeacao.

Na avaliagdo da atividade cicatrizante, a associagdo cumestrol/HPRCD
induziu a maior migragdo e proliferacdo celular comparativamente ao
controle positivo (PDGF). O cumestrol dissolvido em DMSO apresentou
resultados ligeiramente mais baixos e o tratamento com a mistura fisica de
cumestrol/HPBCD aumentou moderadamente o numero de células na

lacuna artificial.
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No teste de cicatrizagcdo em cultura de fibroblastos (scratch), a utilizacao de
HPBCD mostrou ser uma alternativa ao uso DMSO para solubilizar o
cumestrol, o que abre perspectivas também para outros testes com cultura

de células.
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