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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado o efeito das isoflavonas da soja, em especial da
genisteina (GEN), aplicada topicamente, na prevencdo do envelhecimento cuténeo.
Esse efeito tem sido relacionado com as suas atividades inibidora de tirosina quinase,
antioxidante e estrogénica. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver nanoemulsdes de uso tépico contendo GEN. Em uma primeira etapa, foi
validada metodologia para a quantificagdo da GEN por CLAE, utilizando um sistema
isocratico com deteccédo no UV em 327 ou 270 nm. Na segunda etapa, nanoemulsdes
constituidas de GEN, lecitina de gema de ovo, triglicerideos de cadeia média (TCMgen)
ou octildodecanol (ODDgen) € agua foram preparadas por emulsificagdo espontanea.
Esse procedimento conduziu a obtencdo de nanoemulsdes monodispersas com
diametro de goticula de 263 e 282 nm, viscosidade de 1,5 e 1,8 cP e potencial zeta de
-44 e -42 mV, para TCMgen e ODDgen, respectivamente. A quantidade de GEN
associada com ambas as formulagdes foi proxima de 100 % (para 1 mg/mL). A
reduzida solubilidade da GEN no TCM e ODD (230 e 138 pg/g, respectivamente)
sugere o efeito da lecitina na sua associagdo com as nanoemulsdes. Considerando
que os estudos de DSC demonstraram a interagao da GEN com TCM, ODD e lecitina,
a GEN parece estar localizada tanto no nucleo oleoso como na interface das
nanoemulsdes. Em uma ultima etapa, foi realizado o estudo de permeacéao cutidnea da
GEN a partir das formulagdes utilizando células de difusao de Franz. Foi demonstrada
a reduzida permeagdo da GEN (~ 7,5 pg.cm™?.h™). Existe uma reducéo significativa da
permeabilidade da GEN a partir dos nucleos 6leos (~ 3,5 — 5 pg.cm?h™) ou
nanoemulsdes (~ 3 — 3,5 pg.cm?.h™), indicando a afinidade da GEN pelos veiculos
utilizados. O conjunto dos resultados obtidos demonstra a influéncia dos componentes
das formulacdes sobre as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes, bem como

no perfil de permeacéao cutaneo da GEN.

Palavras-chave: genisteina, nanoemulsdes, permeacgao cutanea






ABSTRACT

Nanoemulsions containing genistein: formulation and skin permeation
study
Recent studies have shown the effect of soy isoflavones, especially genistein (GEN),
topically administrated, in preventing skin aging. This effect has been related to
tyrosine kinase inhibition, antioxidant and estrogenic activities. In this context, the aim
of the present work was the development of topic nanoemulsions containing GEN.
First, it has been validated an isocratic method to quantify GEN by HPLC with UV
detection at 327 and 270 nm. In a second step, nanoemulsions composed by GEN,
egg lecithin, medium chain triglycerides (TCMggn) or octyldodecanol (ODDgen) and
water were prepared by spontaneous emulsification. This procedure vyielded
monodisperse emulsions with a typical mean droplet size of 263 and 282 nm, viscosity
of 1.5 and 1.8 cP and (-potential -44 and -42 mV, for TCMgen and ODDgey,
respectively. The amount of GEN associated with both formulations was close to 100
% (to 1 mg/mL). The low solubility of GEN in TCM and ODD (230 and 138 ng/qg,
respectively) suggests the role of lecithin on their association with nanoemulsions.
Since DSC experiments have demonstrated GEN interactions with TCM, ODD and
lecithin, GEN molecules seem to be located in to the oil core and at the interface of
nanoemulsions. In a last step, the permeation of GEN from formulations using ear
pigskin mounted in Franz diffusion cells was performed. It was shown that GEN
permeation was low (~ 7.5 pg.cm?.h™). There was a significant reduction of the GEN
permeability from oils (~ 3.5 - 5 pg.cm?.h™) or nanoemulsions (~ 3 — 3.5 pg.cm?Zh™),
showing the affinity of GEN to the vehicles. In conclusion, the overall results show the
effect of the nanoemulsion components on both physicochemical properties of the

nanoemulsions and GEN skin permeation profile.

Keywords: genistein, nanoemulsions, skin permeation






INTRODUCAO







O envelhecimento cutdneo é o resultado de um conjunto de fatores
extrinsecos e intrinsecos que afetam diversos elementos estruturais da pele. O
envelhecimento intrinseco ou cronoldgico esta associado a fatores genéticos e
afeta a pele da mesma forma que atinge os érgéos internos do corpo humano.
O declinio dos niveis de hormonios sexuais, principalmente de estrogenos, com
0 avangar da idade, € acompanhado por uma diminuigcdo no conteudo total de
colageno e acido hialurénico na pele (EL-DOMYATI et al., 2002). Em
contrapartida, o envelhecimento extrinseco ¢é influenciado por fatores
ambientais, como a polui¢ao, o tabaco e radiacdes, através, principalmente, da
producao de radicais livres, os quais provocam modificagdes deletérias em

varios componentes celulares (KOHEN, 1999).

Dentre os fatores ambientais, a radiagdo com comprimento de onda na
regido do espectro ultravioleta é provavelmente a principal responsavel pelos
danos causados nas estruturas da pele (SAIJA et al.,, 1998; BENITA, 1999;
PINNEL, 2003). Essa radiacdo € capaz de desencadear uma série de
respostas moleculares que envolvem receptores de superficie celulares,
proteinas e fatores de transcri¢cdo, levando tanto a estimulagao da sintese de
enzimas envolvidas na degradagédo de proteinas estruturais dérmicas (como o
colageno), como inibindo a sintese de precursores destas (FISCHER et al.,
2000; 2002).

Nos ultimos anos, extratos vegetais tém sido utilizados com o objetivo de
evitar as consequéncias nocivas do sol sobre a pele (PINNEL, 2003). Alguns
estudos relacionam essa atividade com a presenca de compostos polifenélicos
como os flavondides (LIGGINS et al., 2000; SARTOR et al., 2002). Entre estes
se encontram as isoflavonas, que pertencem a classe dos isoflavondides, com
ocorréncia predominante na familia Leguminosae (DIXON e FERREIRA, 2002).
A soja (Glycine max) € uma fonte alimentar rica nesses compostos, sendo que
a genisteina, a daidzeina e seus heterosideos, sdo as isoflavonas mais

abundantes nas sementes deste vegetal (HO et al., 2002).

Diversas atividades biolégicas tém sido descritas para as isoflavonas,
em especial, a genisteina e a daidzeina (DIXON e FERREIRA, 2002). Elas



pertencem a um grupo de compostos derivados de vegetais, denominados
fitoestrogenos, capazes de produzir efeitos semelhantes aos estrogenos
fisiologicos do corpo humano (TAPIERO et al.,, 2002). Além de mimetizar a
acao de estrogenos endogenos, as isoflavonas possuem uma expressiva
atividade antioxidante (RECORD et al., 1995; WEI et al., 2002). Ainda, a
isoflavona genisteina, em particular, possui a capacidade de inibir proteinas
com atividade tirosina-quinase, as quais participam da modulacéo de respostas

em varios niveis moleculares das células.

Recentemente, a administragcao topica de extratos vegetais contendo
isoflavonas (especialmente o de soja) tem sido considerada. Diversas
formulagbées contendo isoflavonas estdo disponiveis no mercado, utilizadas
tanto na prevencao do fotoenvelhecimento como para amenizar as alteracdes
cutaneas, que acompanham o envelhecimento cronolégico. Contudo, as
isoflavonas  livres (agliconas) caracterizam-se por uma reduzida
hidrossolubilidade e a sua incorporagao em formas farmacéuticas/cosméticas
de natureza hidrofilica necessita de uma elaborada etapa de desenvolvimento
farmacotécnico, visando a sua incorporacdo homogénea e estavel (dispersao

e/ou solubilizagdo) no produto final.

As nanoemulsbdes tém sido consideradas como um potencial sistema
para administracdo topica de moléculas de reduzida hidrossolubilidade
(DUNCAN et al., 1990; FRIEDMAN et al., 1995; PIEMI et al., 1999). Esses
sistemas podem ser classicamente definidos como uma dispersdo nanométrica
de goticulas oleosas em uma fase aquosa externa, estabilizada por um sistema
tensoativo adequado. Apresentam-se como liquidos de aspecto leitoso,
reduzido didmetro de goticula e baixa viscosidade, sendo que as moléculas
veiculadas encontram-se preferencialmente dispersas e/ou adsorvidas no
nucleo oleoso da nanoestrutura. Alguns autores tém descrito a influéncia da
composicao e das propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes (i.e.
didmetro de particula, carga de superficie e viscosidade) sobre a velocidade e
extensdo da liberagado/permeacgéao de moléculas insoluveis em agua, através da
modulagdo da sua solubilidade e/ou coeficiente de difusdo (BARRY, 1987;
BENITA, 1998; BENITA, 1999; BOUCHEMAL et al., 2004).
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Neste contexto, levando-se em consideracdo as atividades bioldgicas,
recentemente atribuidas as isoflavonas, bem como as potencialidades da sua
administragao topica, a presente dissertacdo visa desenvolver nanoemulsdes

de uso topico contendo a isoflavona mais abundante na soja, a genisteina.






OBJETIVOS







Objetivo geral

Preparagao, caracterizagdo e avaliagdo da permeacdo cutanea de

nanoemulsdes contendo a isoflavona genisteina.

Objetivos especificos

« Validar uma metodologia analitica para quantificagdo da genisteina através

de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

o Preparar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes
contendo genisteina, obtidas através do procedimento de emulsificacéo

espontanea;

e Avaliar o perfil de permeacédo cutanea da genisteina in vitro, utilizando

células de difusdo de Franz.






REVISAO







Pele e envelhecimento cutaneo

A pele é o 6rgao que reveste o corpo humano limitando o seu contato
com o meio externo. Ela desempenha diversas funcbes vitais como a
prevencao da perda de agua e a protecao frente a agressdes quimicas, fisicas
e microbiolégicas do meio externo (HADGRAFT, 2001). Caracteriza-se como
uma membrana muito heterogénea, sendo que a principal camada que controla
a absorcdo é a camada mais externa, o estrato corneo. Este apresenta uma
espessura de 15-20 pm, contudo, proporciona uma efetiva barreira de
penetracdo, além de ser responsavel pela prevencao da perda de agua. O
estrato corneo € composto por um feixe de queratinas insoluveis cercado por
células estabilizadas por proteinas interligadas e limitado por diversos lipideos,
tais como, ceramidas, colesterol, acidos graxos e seus derivados e
(HADGRAFT, 2001; SHIM et al., 2004).

O envelhecimento cutaneo é um fenébmeno bioldgico complexo que afeta
diferentes elementos da pele, alterando a sua estrutura e caracteristicas de
permeacao. Existem basicamente dois processos de envelhecimento que
afetam a pele simultaneamente. O primeiro é inato ou envelhecimento
intrinseco, cronoldgico, que afeta a pele da mesma maneira que afeta os
orgaos internos, isto €, a degeneracao lenta e irreversivel dos tecidos. O
segundo processo € o envelhecimento extrinseco, também denominado
fotoenvelhecimento, resultante da exposicdo de elementos externos,
principalmente a radiagdo UV (SAIJA et al.,, 1998; BENITA, 1999; KOHEN,
1999; De ROSA et al., 2000; AUNER et al., 2005).

O envelhecimento intrinseco caracteriza-se por uma deplecdo geral da
matriz extracelular com diminuigdo da sintese tanto de colageno como de
elastina. A pele envelhecida pode apresentar um aumento na profundidade das
marcas de expressao e uma diminuicdo na elasticidade. A sintese de colageno
€ reduzida e o tecido elastico € perdido primariamente na fina camada
subepidermal, entdo a derme reticular, rede elastica, é irregularmente

espessada, fragmentada e desorganizada (EL-DOMYATI et al., 2002).



No envelhecimento extrinseco existe o desencadeamento de uma
complexa sequéncia de respostas moleculares especificas na derme da pele
danificada, principalmente desencadeada pela radiagdo ultravioleta. Estudos
histolégicos tém revelado que as maiores alteragées no fotoenvelhecimento da
pele estdo localizadas no tecido conectivo (derme). Esta é composta
principalmente por colageno do tipo | e I, elastina, proteoglicanos e
fibronectina. Os diferentes danos externos sdo manifestados primeiramente na
desordem das fibras de colageno da derme e acumulagao de elastina anomal e
amorfa, conduzindo a uma reducédo da resisténcia da pele (FISHER et al.,
2000). O fotoenvelhecimento apresenta varias manifestagcdes clinicas, que
incluem desde aspereza, rugas, telangiectasia, pigmentagdo irregular até
neoplasmas malignos (EL-DOMYATI et al., 2002).

Os efeitos da radiacado ultravioleta sobre a pele tém sido amplamente
estudados. Em termos epidemioldgicos, a exposi¢ao crénica a radiagdo solar
desde a infancia tem sido considerada como sendo a maior causa de cancer de
pele. O espectro da luz ultravioleta consiste das radiagdes UVA (320-400nm),
UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm). Porém, a exposicao aos efeitos
nocivos da radiacdo UVA e UVB & mais preocupante, visto que a radiacdo UVC
chega somente parcialmente a terra e é absorvida pelas camadas superficiais
da pele (SAIJA et al., 2003). O aumento da exposigcao a radiagao UVB tem se
tornado mais preocupante para a saude principalmente devido a destruigdo da
camada de ozénio (WEI et al., 2002; ICHIHASHI et al., 2003).

Os processos moleculares envolvidos no fotoenvelhecimento tém origem
na capacidade da radiagdao UV em induzir processos envolvidos na regulagao
de respostas das células frente a estimulagéo fisiologica. Estes mecanismos
incluem receptores de superficie, proteina quinase de transcricdo de sinal,
fatores de transcricdo e enzimas que apresentam funcdo de sintetizar e
degradar a estrutura das proteinas na derme. Os mecanismos celulares que
danificam a derme sado principalmente iniciados pela geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (FISHER et al., 2000; EL-DOMYATI, et al., 2002;
FISHER et al., 2002).
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Para uma reagao fotoquimica ocorrer na pele, a radiacdo ultravioleta
deve ser absorvida por um grupamento cromadforo, iniciando assim uma série
de reagdes fotoquimicas (PINNEL, 2003; WEI, et al., 1998). Existem muitos
alvos potenciais nas camadas da pele, os quais podem servir de candidatos
aos danos oxidativos, incluindo lipideos, proteinas e DNA. (ZEEVI et al., 1994;
SHYONG et al., 2002; WEI et al., 2002; PINNEL et al., 2003; ICHIHASHI et al.,
2003). Algumas espécies reativas podem iniciar um processo de peroxidagao
tanto nos lipideos como nas proteinas. Dentre os varios metabdlitos aos quais
a pele esta exposta, os radicais superoxido, peroxido de hidrogénio, acido
hipocloridrico, radical hidroxila, radical 6xido nitrico e oxigénio singlete sao
provavelmente os mais estudados. Estas espécies podem, por si sO, causarem
danos biolégicos ou servir como fonte para mais espécies reativas e nocivas
(KOHEN, 1999).

Os organismos vivos estdo continuamente expostos a ERO exdgenos e
endogenos ou radicais que causam diferentes danos celulares. Diversas
reacbes oxidativas podem modificar proteinas e lipideos, resultando na
mudanca da funcéao, levando ao envelhecimento cutaneo (PINNEL, 2003). Para
competir com o fluxo continuo dos nocivos metabdlitos reativos, a pele
apresenta varias linhas de defesa. Enquanto a pele ndo pode controlar a
exposicao externa a espécies reativas, ela pode reduzir a producido de fontes
internas, através da alteracdo da atividade de enzimas que produzem
metabolitos de oxigénio. O principal mecanismo utilizado para manipular os
danos oxidativos destes componentes é o reparo do sistema e o mais
importante mecanismo de defesa é o sistema antioxidante. Este sistema
desenvolveu uma resposta para ao aumento da concentragcédo de oxigénio e foi
designado para interagir diretamente com as ERO, a fim de prevenir o ataque
aos sitios biolégicos. O sistema antioxidante de defesa pode ser classificado
em dois grandes grupos: o grupo de enzimas (superoxido desmutase, catalase,
peroxidase glutationa reductase) e as moléculas antioxidantes de baixo peso
molecular presentes na pele (KOHEN, 1999; SAIJA et al., 2003).
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A fonte endégena de ERO tem origem no mecanismo de fosforilagao
oxidativa, no qual o oxigénio € reduzido a agua através de quatro etapas de
adicdo de elétrons. A fonte exdgena consiste em agentes fisicos ou quimicos.
Quando a capacidade de sequestrar ERO intracelulares é superada, o DNA
representa o ultimo alvo para as ERO. O DNA pode absorver radiacdo UVB,
induzindo diretamente mudangas entre as bases pirimidicas adjacentes no
filamento de DNA. Um grande numero de modificacbes de base de DNA tem
sido detectado em células de mamiferos, nos quais sua presenga desempenha
um papel na mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (SALLES et al.,
1999; SAIJA, et al., 2003).

Existem basicamente duas rotas que sido responsaveis pelo impacto das
ERO no envelhecimento: (1) rotas que simulam a quantidade de ERO em todo
0 organismo ou em tecidos estratégicos do organismo; e (2) rotas que reparam
as estruturas danificadas (DNA, lipideos e proteinas) por estas ERO. A primeira
classe subdivide-se em subclasses: rotas produtoras de ERO (metabolismo
aerobico) e rotas sequestrantes de ERO (moléculas antioxidantes como a-
tocoferol, vitamina C e enzimas antioxidantes como a superdxido desmutase).
O balancgo entre estas duas rotas, producéo e sequestro de ERO, determina o
nivel absoluto de estresse oxidativo. Conforme a teoria do envelhecimento por
radicais livres/estresse oxidativo, os niveis de danos oxidativos de
biomoléculas aumenta com a idade, devido ao aumento da produgao de ERO,
decréscimo de sequestrantes de ERO, ou reducéo do reparo de biomoléculas
danificadas (BOKOV et al., 2004).

Estudos in vitro indicam que a radiacdo UV ativa o fator de crescimento
e os receptores de citocinas das células superficiais, mimetizando desta forma
a acao dos receptores ligantes. A ativagdo do fator de crescimento e dos
receptores de citocinas estimula as proteinas quinases (MAP). Estas familias
de MAP existem em células de mamiferos: ERK (quinase regulada por sinais
extracelulares), JNK (quinase c-Jun amino-terminal) e p38, cada uma formando
uma modulag¢ao de sinal. Cada quinase modulada é acoplada em receptores

na superficie da pele. A ERK esta associada com a ativagao dos receptores do
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fator de crescimento, enquanto que a JNK e p38 estdo associadas com a
ativacdo dos receptores de citoquinase com o estresse celular, incluindo a
radiacdo UV. Um aumento na fosforilagdo destas enzimas esta diretamente
relacionado com a promocado do envelhecimento cutaneo (FISHER et al.,
1998).

O aumento da radiagao solar ultravioleta e as mudangas no estilo de
vida forcaram a necessidade de procurar medidas preventivas contra os efeitos
nocivos causados pela intensa ou prolonga exposi¢ao a luz UV. A pele é a
primeira regido do corpo humano a ter contato com a radiagao solar UV e entao
outras areas sao presumidamente afetadas através da circulagdo. Quando a
pele é excessivamente exposta ao estresse oxidativo, como a radiacao
ultravioleta, o sistema antioxidante endégeno nao é capaz de prevenir os danos
oxidativos. Neste caso, a administragdo exdgena de antioxidantes deve ser
considerada (BENITA, 1999). A administracdo topica e sistémica de
antioxidantes (naturais ou sintéticos) representa uma estratégia de sucesso
para prevencao da ocorréncia para redugao dos severos efeitos deletéricos
ralacionados a radiacdo UV (SAIJA et al., 2003).

Isoflavonas e genisteina

As isoflavonas sao compostos polifendlicos pertencentes a classe dos
isoflavondides, os quais possuem uma distribuicdo taxondémica restrita, com
ocorréncia predominante na familia Leguminosae (DIXON e FERREIRA, 2002).
Os isoflavondides sao particularmente abundantes em certos legumes, como
na soja, lentilha e no grao-de-bico, os quais sdo componentes tradicionais das
dietas asiatica e africana (BREINHOLT et al., 2000).

As isoflavonas mais comumente encontradas na natureza sao:
genisteina, daidzeina, gliciteina, formononetina e biochanina A, sendo que as
duas ultimas sdo derivados 4’-metoxilados da daidzeina e genisteina,
respectivamente. Elas apresentam-se predominantemente em suas formas
heterosidicas, ou seja, ligadas a uma molécula de agucar através de uma
ligagao 7-B-D-glicosidica ou 6”-6-malonilglicosidica (LEE et al., 2005).
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A aglicona mais abundante na soja €& a genisteina (4, 5, 7 -
triildroxiisoflavona) (figura 1). (HUTABARAT et al., 1998; KULLING et al., 2002;
PINNELL, 2003).

Figura 1. Estrutura quimica de genisteina.

Dentre as isoflavonas, a daidzeina e a genisteina sdo as mais
investigadas. No gréo de soja, ha a predominancia dessas duas substancias
em suas formas glicosidicas, sendo que malonil-genistina encontra-se em
maior abundancia, seguida, em ordem decrescente, por malonil-daidzina,
genistina, daidzina, genisteina e daidzeina (HO et al., 2002; LEE et al., 2004).
Entretanto, a forma glicosidica das isoflavonas é inativa, sendo necessaria a
hidrolise da ligacao heterosidica e a liberagdo da aglicona para exercer a sua
atividade biologica. As agliconas sdo geralmente liberadas de sua forma
heterosidica durante o processo de digestdo por acdo da flora bacteriana
intestinal (LEE et al., 2004). Nos enterdcitos, ocorre glicuronidagao das
agliconas, que sao entao liberadas para a corrente sanguinea e transportadas
até o figado, onde sofrem conjugagdo com acido glicurénico e sulfatos, e
excretadas na bile e urina (KULLING et al., 2002).

Os beneficios para a saude de produtos ricos em isoflavonas tém sido
vastamente investigados. Em estudos animais, o consumo de soja ou de
produtos ricos em genisteina esta associado a efeitos benéficos em varios tipos

de céancer, como: o de mama, célon, figado, pulmao, préstata, pele e rins
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(BARNES, 1995). Além disso, as isoflavonas encontradas na soja parecem
reduzir o risco de osteoporose (ARJMANDI et al., 1998), diminuir o colesterol
plasmatico (HO et al, 2000), possuir atividade anti-ateroesclerética
(DAMASCENO et al., 2000), diminuir o risco de doengas coronarias (LUCAS et
al., 2001), trazer beneficios para pacientes com doencga renal crénica (RANICH
et al., 2001) e diminuir sintomas do climatério em mulheres pds-menopausa
(CHIECHI et al., 2003; CRISAFULLI et al., 2004).

Os efeitos das isoflavonas estdo associados as varias atividades
bioldégicas atribuidas a essa classe de isoflavondides. A genisteina, por
exemplo, possui a propriedade de bloquear a acdo da DNA topoisomerase I,
de proteinas tirosina-quinase e da quinase ribossomal S6 in vitro, o que poderia
explicar os efeitos observados no ciclo celular e na proliferagao, diferenciacéo e
apoptose celular induzidos pela mesma (LIGGINS et al., 2000; WEI et al.,
2003). A genisteina também inibe fortemente a producéo de certas citocinas e
a sintese de eicosandides através da sua atividade inibitoria de tirosina-
quinase, sugerindo a sua capacidade de modular as respostas inflamatorias
comumente envolvidas no estagio de promocao tumoral. Esta isoflavona
também demonstrou capacidade em inibir a expressdo de protooncogenes e

metastases de melanomas em modelos animais (WEI et al., 2003).

Além disso, as isoflavonas possuem uma atividade antioxidante
expressiva e a capacidade de se ligar a receptores estrogénicos, produzindo
efeitos agonistas ou antagonistas nas células-alvo (TAPIERO et al., 2002). Os
beneficios associados as propriedades bioldgicas das isoflavonas também se
refletem no &mbito da dermatologia. Existem diversos estudos que demonstram
que a administracdo topica de isoflavonas sobre a pele, principalmente da
genisteina, possui a capacidade de prevenir o fotoenvelhecimento e aumentar
a sintese de elementos estruturais dérmicos, como colageno e &cido
hialurénico, na pele envelhecida (MIYAZAKI et al., 2002; KANG et al., 2003).
Esses beneficios sdo atribuidos ao fato da genisteina, em particular, possuir
atividade inibidora de proteinas tirosina-quinase (WEI et al., 1998; DIXON et al.,
2002; SHYONG et al., 2002; WEI et al., 2002; PINNEL et al., 2003; McCLAIN et
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al.,2005b) e das isoflavonas, em geral, demonstrarem acao antioxidante
(SHYONG et al., 2002; WEI et al., 2002; PINNEL et al., 2003; ZHANG et al.,
2003; SCHIMID et al., 2003; SONEE et al., 2004; McCLAIN et al., 2005b;
SIMAO et al.,2005) e estrogénica (DIXON et al., 2002; FITZPATRICK et al.,
2002; PINNEL et al., 2003; SCHIMID et al., 2003; ZULLI, 2003; McCLAIN et al.,
2005a; McCLAIN et al., 2005b).

Atividade antioxidante

A pele é a primeira camada de prote¢cao do corpo humano de todos os
tipos de agressdes, acumulando com o passar do tempo, danos crénicos que
levam a sinais visiveis da idade. O sistema reparador endégeno humano é o
responsavel pela defesa da pele antes das mudancgas externas ocorrerem
(YAROSHO et al., 1995). A exposicado a luz solar tem um efeito profundo na
pele, produzindo alteragdes aceleradas de envelhecimento consistindo em
formagao de rugas, ressecamento e anomalias pigmentares, incluindo sardas
assim como hipermelanose ou hipomelanose. A hiperpigmentacédo e a
hipopigmentacdo sdo extremamente comuns no fotoenvelhecimento cutaneo
(PINNEL et al., 2003). De fato, a radiacdo UV esta na origem da formagé&o das
espécies reativas de oxigénio, podendo produzir danos profundos no tecido
cutaneo. Muitas destas espécies reativas de oxigénio tém vida curta e reagem
com uma série estruturas celulares. Seus danos sao oriundos da inibicao de
uma cadeia de reag¢des de oxidacdo, como elétrons de radicais livres que sao
transferidos de uma molécula a outra (YAROSHO et al., 1995).

A epiderme apresenta antioxidantes de defesa que sdo capazes de
absorver estas espécies reativas de oxigénio e romper a cadeia de
transferéncia de elétrons incluindo, entre estes, moléculas pequenas como
acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) e glutationa, e enzimas
maiores como superoxido-desmutase e catalase. Infelizmente, estas defesas
sao facilmente saturadas pelo estresse oxidativo decorrente da radiagcao solar,

agentes do meio ambiente e ainda pelo fato de que muitas doengas de pele
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sao caracterizadas por uma deficiéncia na capacidade antioxidante (YAROSHO
et al., 1995).

Os antioxidantes oriundos de produtos naturais podem representar uma
possibilidade de tratamento e prevencdo das doencas mediadas por estresse
oxidativo. Algumas enzimas e compostos de plantas superiores tém
demonstrado efeitos protetores contra os danos oxidativos pela inibicdo ou
extingéo dos radicais livres e das espécies reativas de oxigénio (ROPKE et al.,
2002). Alguns flavondides demonstraram potenciais propriedades antioxidantes

quando usados topicamente na pele (PINNEL et al., 2003).

Nos ultimos anos, os antioxidantes naturais, flavondides e
isoflavondides, tém recebido uma consideravel atencdo. Muitos esforgcos tém
sido feitos para elucidar a relagdo entre a estrutura e a atividade destes
compostos. Estudos sugerem que o anel B de flavondides e isoflavondides € o
centro da atividade antioxidante, sendo atribuido a esse centro a capacidade
de sequestrar radicais livres. Além deste, as isoflavonas apresentam a
propriedade de quelar metais, dependente da posicdo da hidroxila fendlica. A
genisteina tem trés grupamentos hidroxilicos fendlicos com diferentes agbes
antioxidantes. A acdo antioxidante da genisteina contra os radicais peroxila
esta diretamente relacionada com a presenca da hidroxila fendlica na posicao
C4 (ZHANG et al., 2003; SIMAO et al., 2005). Contudo, apesar do grande
numero de estudos existentes sobre a atividade antioxidante, através de
parametros indiretos como a inibicdo de danos oxidativos a lipidios, proteinas e
DNA, o mecanismo antioxidante pelo qual as isoflavonas atuam nao foi

completamente elucidado (GUO et al., 2002).

Em estudo utilizando lipossomas multilamelares, constituidos por
fosfatidilcolina e contendo de genisteina em uma concentragdo de 25 nmol/mg
de fosfatidilcolina, observou-se inibicdo de 50 % na oxidagdo desses
lipossomas quando expostos a radiagdo UVA e UVB ou a outros sistemas nos

quais o peréxido de hidrogénio foi o agente oxidante. O estudo sugere que o
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mecanismo antioxidante parece estar relacionado com a captura de peroxido
de hidrogénio (RECORD et al., 1995).

Recentemente, foi demonstrado que a genisteina inibe o eritema de pele
em humanos e o carcinoma de pele induzido por UVB em camundongos
(SHYONG et al.,, 2002). Investigou-se o possivel mecanismo de acao
fotoprotetora da genisteina in vivo. Quando ratos foram expostos a radiagao
UVB, houve um aumento significativo do nivel de H>O,. Pesquisas
comprovaram que a aplicagao tépica de genisteina na pele dorsal de ratos
inibiu significativamente a producédo de H,O; induzida pela radiacdo UVB entre
40-50 % na exposicédo aguda ao UVB (WEI et al., 2002).

Outro mecanismo possivel para explicar a atividade antioxidante das
isoflavonas pode ser a capacidade em estabilizar as membranas através da
diminuicdo da fluidez das mesmas. Estes autores sugeriram que o0s
isoflavondides distribuem-se no interior hidrofobico das membranas celulares,
causando diminuigdo drastica na fluidez dessa regido da membrana, podendo
impedir estericamente a difusdo de radicais livres e diminuir a cinética das

reagdes promovidas por esses compostos (ARORA et al., 2000).

Atividade estrogénica

Grandes alteracgdes sdo detectadas na pele de mulheres no periodo pos-
menopausa, ocasionando mudancgas que incluem o afinamento, a reducdo da
elasticidade e formagdo de rugas. Este envelhecimento cutaneo ¢é
consequéncia da diminuicdo da producdo de colageno e de elastina,
responsaveis pela sustentacdo e elasticidade da pele. De fato, os receptores
de estrégenos, como fibroblastos e queratindcitos, tém sido identificados na
pele humana e os hormdnios sexuais exercem um papel importante na
proliferacdo e estimulacdo da sintese protéica nessas células. Contudo, a
questdo de como o envelhecimento cutdneo é induzido pela reducdo de
estrégeno na pds-menopausa permanece em discussao (URANO et al., 1995;
ZULLI et al., 2003; PINNEL et al., 2003; SATOR et al., 2004).
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A genisteina apresenta um carater estrutural semelhante ao do
estrégeno 17B-estradiol, particularmente, com referéncia a presenga do anel
fendlico e a distancia entre os grupamentos OH em 4’ e 7. Este carater confere
habilidade para ligar a receptores estrogénicos e, desta forma, poder exercer
tanto atividade estrogénica como anti-estrogénica, pela posterior competicao
com a ligacao dos receptores de estradiol (DIXON et al., 2002; MCCLAIN et al.,
2005b). Clinicamente, os isoflavondides podem comportar-se como um
modulador seletivo de receptores estrogénicos. Desta maneira, a aplicagéo de
isoflavonas pode ter decisiva vantagem sobre a terapia classica de reposi¢cao
hormonal (PINNEL et al., 2003; MCCLAIN et al., 2005b).

Dois tipos de receptores estrogénicos, o e B, ja foram identificados na
pele. A genisteina tem 30 vezes maior afinidade para B-receptores do que para
a-receptores. Entretanto, estudos relatados mostram que a genisteina tem
maior atividade agonista a-receptora do que p-receptora. Em comparagéo, o
estradiol tem 700 vezes mais atividade a-receptora e 45 vezes mais atividade
B-receptora do que a genisteina (FITZPATRICK et al., 2002; PINNEL et al.,
2003; MCCLAIN et al., 2005a).

Alguns estudos mostram que a terapia com estrogenos preserva o
conteudo de colageno, as propriedades da elastina e a espessura da pele em
mulheres na pds-menopausa. Em trabalhos utilizando fibroblastos da pele, a
genisteina aumentou a produgdo de colageno (PINNEL et al., 2003). O
tratamento tdpico com estrogénios mostrou reverter o envelhecimento cutaneo
da pos-menopausa. Os compostos estrogénicos reduziram a profundidade das
rugas e aumentam o ténus e a hidratagdo cutanea (ZULLI et al., 2003). Estes
pesquisadores realizaram testes in vitro com genisteina na qual estimulou a
sintese de colageno e diminuiu a matriz reguladora de metaloproteinase. Por
esta razdo a aplicacado topica das isoflavonas ndo somente € benéfica para
pele pés-menopausa, onde ha perda de estrogeno endégeno, mas também na
pele sadia quando usada para tratamento de celulite ou para a tonicidade da
pele em geral (ZULLI et al., 2003).
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Atividade inibidora da tirosina-quinase

Estudos epidemioldgicos revelaram que a incidéncia de morte por
cancer é significativamente inferior na populacéo asiatica. Uma diferenga entre
as populagdes pode estar relacionada ao fato de que os asiaticos consomem
20-50 vezes mais produtos derivados de soja do que os americanos, por
exemplo. Em um estudo epidemiolégico recente, realizado em Singapura e na
China, com 420 mulheres saudaveis e 200 com cancer de mama, indicou que o
consumo de soja pode estar diretamente relacionado com a redug¢ao do risco
de cancer. Esse efeito foi mais estreitamente relacionado com a dieta e do que
com fatores de base genética. Os isoflavondides encontrados nos produtos de
soja foram considerados como os agentes responsaveis pela redug¢ao do risco
de cancer, sendo independente das suas atividades estrogénicas. A inibicao da
inducdo de tumores mamarios, epidérmicos e hepaticos tem sido relacionada
com uma dieta rica em produtos derivados de soja (DIXON et al., 2002;
SHYONA et al., 2002; WEI et al., 2002).

A genisteina inibe a topoisomerase DNA e a tirosina-quinase protéica,
assim como o processo antioxidante e a atividade inibidora do ciclo celular. A
inibicdo da quinase, geralmente considerada como sendo especifica € um
potente e inibidor da fosforilacdo da tirosina do fator de crescimento epidermal,
necessario para a regulacdo da divisdo celular. Esta fosforilagdo tem
efetivamente um papel indutivo na proliferacdo e na transformacao celular. A
genisteina inibe significativamente a carcinogénese quimica induzida por
espécies reativas de oxigénio, danos oxidativos do DNA e a expressao da
protooncogénese. Recentemente, foi demonstrado que a genisteina inibe o
carcinoma de pele induzido por UVB em camundongos e o eritema de pele em
humanos induzido por UVB (WEI et al., 1998; DIXON et al., 2002; SHYONA et
al., 2002; WEI et al., 2002; PINNEL et al., 2003; McCLAIN et al.,2005).

Quinases estao envolvidas no processo de comunicacéao intracelular. Na

pele, elas sdo componentes essenciais na transmissao de sinais que € ativada
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por radicais e citocinética antiinflamatéria. Além disso, promovem a expressao
de degradacdo enzimatica de colageno e elastina. Estas enzimas,
denominadas metaloproteinases, s&o extremamente importantes no
envelhecimento cutaneo. A genisteina pode bloquear este sinal e os radicais e
a citocinética antiinflamatéria nao ter efeito no metabolismo do colageno e da
elastina (SCHIMID et al., 2003).

WEI e colaboradores (2002) analisaram o efeito da genisteina na
carcinogénese e no envelhecimento causado pela radiagcago UVB.
Queratindcitos foram incubados com genisteina por um periodo de duas horas,
e, em seguida, foram expostos a radiagdo UVB. Verificou-se que a presenca de
genisteina no meio celular inibiu a fosforilagdo de EGF-R e das MAO-quinases
de maneira dose-dependente. Acredita-se que esta fosforilagdo e a ativacao
enzimatica provoquem a estimulacdo dos fatores de transcricdo nucleares,
ativando as metaloproteinases matriciais responsaveis pela degradacdo da
matriz dérmica. Neste mesmo estudo, foi avaliado o mecanismo através do
qual a genisteina € responsavel pela prevengdo do fotoenvelhecimento. Foi
observado que a genisteina, na concentragcdo de 1 %, administrada
topicamente, na pele de voluntarios por 24 horas antes da exposi¢ao a luz UV,
inibiu em 98 % a fosforilacdo e a ativacdo de EGF-R. Este resultado é
explicado pelo fato do EGF-R possuir atividade tirosina-quinase intrinseca e a

genisteina ser uma potente inibidora da tirosina-quinase.

Nanoemulsdes

Nanoemulsdes de uso topico tém sido empregadas como veiculo de
moléculas de baixa hidrossolubilidade, visando tanto uma atividade sistémica
como local. Nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos
que consistem em uma fase oleosa finamente dividida em agua, através da
adicdo de um tensoativo adequado. As moléculas de reduzida
hidrossolubilidade estdo preferencialmente distribuidas na fase oleosa e/ou

adsorvidas na interface 6leo/agua das nanoestruturas (WASHINGTON, 1996;
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TROTTA et al.,, 2001; SONNEVILLE — AUBRUN et al., 2004). Além disso, a
liberagdo modificada de moléculas de reduzida hidrossolubilidade pode ser
obtida através da sua veiculagao nesse tipo de sistema (TROTTA et al., 2001;
ROLAND et al., 2003).

Nanoemulsdes apresentam um numero adicional de vantagens, em
comparagao aos sistemas convencionais, na obtengdo de produtos de uso
tépico, principalmente, relacionadas ao seu reduzido didmetro de goticula.
Essa propriedade permite um depdsito uniforme na pele e apresenta
consequentemente, elevada superficie de contato do sistema com este 6rgao.
Esses sistemas também podem promover a penetragcdo de substancias de
interesse atraves da fluidizagao natural da pele na presenga dos componentes
das formulagbes como Oleos e tensoativos (BOUCHEMAL et al., 2004;
SONNEVILLE — AUBRUN et al., 2004).

O nucleo oleoso das nanoemulsdes utilizadas como sistemas de
liberagdo de uso topico varia entre 5 e 20 % da composi¢cao final das
formulacdes. A selegcao do nucleo oleoso é geralmente realizada com base nas
propriedades fisico-quimicas desejadas e estabilidade das formulacdes. Oleos
de origem vegetal ou semi-sintética, constituidos de triglicerideos de cadeia
média (TCM) e longa (TCL), tém sido correntemente empregados no
desenvolvimento de nanoemulsdes (KLANG e BENITA, 1998). Contudo,
especialmente em relacdo ao uso tdpico, recentemente, nucleos oleosos
constituidos de octildodecanol (YILMAZ et al, 2005) ou alfa-tocoferol
(BOUCHEMAL et al., 2004) tém sido descritos.

No que se refere a interface das nanoemulsdes, o uso de lecitinas tém
sido correntemente descrito. As lecitinas naturais tém sido um dos mais
promissores e adequados agentes capazes de modular a penetragao da pele.
Mesmo em altas concentragdes, as lecitinas ndo sao tdxicas e nao apresentam
problemas dermatoldgicos. Além disso, devido a sua estrutura molecular
anfifilica e as suas propriedades fisico-quimicas, a lecitina é capaz de formar
estruturas polimoleculares como micelas ou invertidas ou fase hexagonal,
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cubicas e lamelares, contribuindo para produgdo de formulagdes topicas
inovadoras. As lecitinas de ovo, por exemplo, sdo adequadas para estabilizar
as emulsdes, e contém aproximadamente 80% de fosfatidilcolina, uma
pequena quantidade de lipideos acidos, que leva a uma alta carga de
superficie em pH neutro. As emulsdes lipidicas estabilizadas com fosfolipideos
tém propriedades adequadas como carreadoras de farmacos (BONINA et al.,
1994; WASHINGTON, 1996; BRINON et al., 1999; TROTTA et al., 2001).

Diferentes fatores podem afetar o comportamento fisico das lecitinas,
como por exemplo, a saturagao das cadeias acila influencia a temperatura de
transicdo e o comportamento de superficie. Geralmente os lipideos bisaturados
tém temperatura de transicdo acima da temperatura ambiente. A introducao de
ligagbes insaturadas causa uma redugao na temperatura de transi¢ao (-8°C). O
comprimento das cadeias acila influencia a temperatura de transicado. Com o
aumento das cadeias, aumenta a temperatura de fusdo. A natureza do grupo
da cabegca €& importante na ionizacdo dos lipideos. A porcao polar é
predominantemente colina e etanolamina, conduzindo a estruturas neutras em
pH fisiolégico. Serina e glicerol produzem lipideos acidos, que sdo carregados
negativamente em pH 7, como é o acido fosfatidico n&o esterificado. Estes
lipideos acidos estdo presentes em pequena quantidade (1-2 %). Sua
concentragao € suficiente para conferir uma carga de superficie de — 40 a —
60mV nas goticulas da emulsdo, da qual resulta na sua estabilidade
(WASHINGTON et al., 1996).

Diversos procedimentos tém sido descritos para a producdo de
nanoemulsoes. Esses  geralmente utilizam equipamentos  como
homogeneizadores de alta pressdo ou microfluidizadores (BENITA, 1999).
Nanoemulsdes obtidas através do uso de homogeneizadores de alta pressao e
microfluidizadores tém sido as mais descritas na literatura. A preparagao de
nanoemulsdes através desses procedimentos pode ser dividida em duas fases
distintas. Em uma primeira etapa, as fases aquosa e oleosa, contendo os
componentes hidro ou lipofilicos, respectivamente, s&o aquecidas
separadamente (~70 °C) e emulsionadas através do uso de homogeneizadores

de alta velocidade (como Ultraturrax® e Politron®). A emulséo primaria obtida
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apresenta um diametro de goticula submicrométrico, influenciado pelo
equipamento utilizado e pelas condicbes operacionais. Apos resfriamento, na
segunda etapa, o didmetro de goticula é progressivamente reduzido até valores
compreendidos entre 100 e 300 nm através da utilizacdo de homogeneizadores
de alta pressao (BENITA, 1999; YILMAZ et al., 2005).

A preparacdo de nanoemulsdes através de emulsificagcdo espontanea
tem sido recentemente descrita na literatura (BOUCHEMAL et al., 2004,
TEIXEIRA et al., 2002; SILVA et al., 2006). Através desta técnica é possivel
preparar nanoemulsdées com propriedades similares aquelas obtidas por
métodos fisicos, com a vantagem de ser uma técnica simples, de menor custo,
rapida, e que permite preparar pequenos lotes de formulacdo em temperaturas
inferiores aquelas utilizadas pelas outras técnicas. Baseia-se na emulsificagao
espontdnea de uma fase oleosa contendo tensoativos. A fase oleosa é
dissolvida em solvente organico, e, apos, vertida em uma fase aquosa, sob
agitacdo. O solvente organico € entdo removido por evaporagdo sob pressao
reduzida. A formagao das goticulas ocorre quando a fase organica é vertida na
fase aquosa, provocando uma turbuléncia interfacial que ocorre durante a
difusdo do solvente na agua. Apos a adicdo da fase organica na agua, é
observado um rapido espalhamento da interface, como resultado da difusdo
mutua entre os solventes, o que fornece energia suficiente para a formagao das
goticulas (BOUCHEMAL et al., 2004).

Dentre as principais propriedades dos sistemas multifasicos, como as
nanoemulsodes, encontram-se a distribuicdo e didametro médio das goticulas da
fase interna. Nanoemulsdes apresentam geralmente uma distribuicdo unimodal
e didametro médio compreendido entre 100 e 300 nm (HASKELL et al., 1998).
Varios métodos tém sido empregados com o proposito de avaliar o didmetro de
goticulas de nanoemulsdes, sendo que o valor esperado € o principal critério
para a selecdo do método a ser utilizado (WESTESEN e WEHLER, 1993).
Espectroscopia de correlagdo de fotons, também denominada de
espalhamento de luz dindmica, e técnicas complementares de microscopia,
como transmissdo, varredura e criofratura tém sido correntemente utilizadas
para esta avaliagéo (BENITA e LEVY, 1993; HASKELL, 1998; TIAN e LI, 1998).
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Diversos fatores podem influenciar o grau de distribuicdo e o didmetro médio
de goticula de nanoemulsdes, em especial, a composi¢cao quali e quantitativa
das formulagcbes e as condigcdes experimentais utilizadas nas técnicas de
preparacao (BENITA, 1999; BOUCHEMAL et al., 2004).

O potencial zeta reflete a composicao da interface das nanoemulsées,
seja em relagao aos tensoativos formadores do filme interfacial ou em relag&o a
presenga de moléculas com carga localizadas na interface. A determinagéo do
potencial zeta & geralmente realizada através de técnicas eletroforéticas
especificas. Um elevado valor de potencial zeta, em mddulo, (> 30mV) € um
importante indicativo para a estabilidade fisico-quimica das emulsées, uma vez
que forgas repulsivas tendem a evitar possiveis agregagcbes da fase interna
(BENITA e LEVY, 1993; KLANG e BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003). A
maior parte das nanoemulsdes de uso tépico é composta por fosfolipideos, que
apresentam ionizagcado dependente do pH do meio. Os fosfolipideos purificados
tendem a originar nanoemulsdes de potencial zeta tendendo a nulo em pH 7,4,
enquanto que as lecitinas, de gema de ovo ou de soja, conduzem a
nanoemulsdes de potencial zeta negativo. De fato, as lecitinas sao misturas
heterogéneas de fosfolipideos neutros e acidos, sendo que estes ultimos
apresentam carga negativa em pH neutro (BENITA e LEVY, 1993).

A avaliacdo da viscosidade de nanoemulsdes liquidas tem sido pouco
descrita na literatura, contudo, essa propriedade reveste-se de especial
importancia no desenvolvimento de nanoemulsdes. Diferentes parametros
como a concentracdo da fase interna (JUMAA e MULLER, 1998), o didmetro de
goticula (SILVANDER et al., 2003, SILVA et al., 2004) e a viscosidade do 6leo
formador do nucleo oleoso (JUMAA e MULLER, 1998; CHUNG et al., 2001)
podem influenciar a viscosidade de nanoemulsdes. A viscosidade de
nanoemulsoes liquidas apresenta geralmente um comportamento reolégico do
tipo newtoniano (ISHII et al., 1990; ROLAND et al., 2003; SILVANDER et al.,
2003).

Benita (1999) descreveu a veiculagao do diclofenaco em nanoemulsoes,

posteriormente incorporados em cremes. Esta formulagéo apresentou 20 % de
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fase oleosa, contendo triglicerideos de cadeia média e lecitina de ovo, dispersa
em fase aquosa através do uso de tensoativo n&o-ibnico polioxietileno. A
eficacia desta formulagao tépica foi avaliada usando modelo de edema em pata
de rato induzido por carragenina, comparando com o produto comercial
Voltaren® Emulgel®. O creme contendo as nanoemulsdes foi absorvido na pele
entre 2 a 3 minutos, apresentando uma significativa redu¢cdo do volume do

edema em comparagao com o produto comercial (BENITA, 1998).

Outra emulsao submicrométrica contendo Coenzima Q10, muito usada
para produtos dermatologicos como um agente antienvelhecimento, com baixa
solubilidade em agua, foi preparada com 5 % de fase oleosa: TCM como
nucleo oleoso, lecitina como emulsificante e polissorbato 80 como tensoativo
para uso toépico. Esta formulacdo apresentou tamanho reduzido de particula
(106 £ 52 nm) e mostrou ser estavel a temperatura ambiente pelo periodo
analisado de 6 meses. Outras substancias usadas em produtos de cuidado da
pele como antioxidantes e vitaminas como tocoferdis (vitamina E), retindis
(vitamina A) tém sido igualmente incorporadas com sucesso em formulagdes

deste tipo na forma de logdes, géis ou cremes (BENITA, 1998).

Recentemente, Alves e colaboradores (2006) desenvolveram
nanoemulsdes de uso topico conteno o antiinflamatorio nimesulida, através do
procedimento de emulsificagcdo espontdnea. O sistema desenvolvido
apresentou diametro inferior a 300 nm e taxa de associagdo do farmaco
proxima a 100%. Essas formulagdes foram incorporadas em bases semi-
solidas (hidrogéis) apresentando um comportamento nao-newtoniano de

caracteristicas pseudoplasticas.

O diazepam, um farmaco lipofilico com atividade no SNC, tem servido de
modelo para avaliar a eficacia da nanoemulsées como veiculo transdérmico. O
diazepam foi formulado em varios cremes topicos e nanoemulsdes
apresentando diferentes composi¢cdes. As formulacdes foram aplicadas
topicamente e a protecdo contra efeito convulsivante induzido por
pentametilenetetrazol foi monitorado. A eficacia do diazepam aplicado

topicamente na emulsao foi fortemente dependente do tamanho de goticula de
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Oleo formado. A preparagcao da emulsdo com TCM resultou em uma reducgéao
importante no tamanho da goticula, ocasionado por meio disto, um significativo
aumento da atividade transdérmica do diazepam. Uma simples aplicacdo do
diazepam em nanoemulsdo em pele de camundongo proporcionou uma
pronunciada liberagdo transdérmica e uma atividade prolongada de 6 horas
(SCHWARCZ et al, 1995)

Na area de produtos cosméticos, o tamanho muito reduzido da goticula
da nanoemulsdes proporciona propriedades caracteristicas, na qual podem ser
facilmente valorizadas na cosmética. Um estudo comparativo do poder de
hidratagéo de trés diferentes produtos foi realizado: uma nanoemulsao, um leite
corporal e uma agua corporal. Apés 1 hora, o poder de hidratacdo da
nanoemulsao foi muito mais alto que o poder de hidratagdo dos outros dois
produtos. A medida feita apds 24 horas mostrou o longo efeito duradouro
comparado ao leite corporal e a agua corporal. (SONNEVILLE — AUBRUN et
al., 2004).

O desenvolvimento de produtos nanoemulsionados contendo filtros
solares também foi descrito por ZEEVI e colaboradores (1994). Os autores
descreveram a formulacdo de nanoemulsdes partindo da hipotese de que a
incorporagdo do octil metoxicinamato em nanoestruturas carregadas
positivamente poderia aumentar a penetracao e retengao do filtro solar na pele.
O trabalho demonstrou a obtencdo de nanoemulsdes estaveis contendo o filtro
solar de didametro proximo a 200-300 nm, confirmado por microscopia de

transmissao com criofratura.

Permeacao cutanea

A pele humana funciona como uma barreira bi-direcional, controlando a
perda de agua e outros constituintes do corpo, e prevenindo a entrada de
substancias nocivas do meio externo. A camada mais externa da epiderme, o
estrato cdérneo é conhecido como um fator contribuinte para a fungdo de
barreira da pele humana para permeacao de muitos farmacos. A permeacao

percutédnea implica em diversos passos. Quando uma formulagao € aplicada na
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pele, ela ira distribuir no estrato corneo. A passagem através da pele envolve a
dissolucdo do farmaco no veiculo, a difusdo da solubilidade do farmaco do
veiculo para a superficie da pele, e a penetracdo do farmaco através das
camadas da pele, principalmente o estrato cérneo. A extensao deste processo
de permeacgao dependera das propriedades fisico-quimicas do farmaco
combinado com a influéncia do veiculo em alterar a permeacao do farmaco. A
camada mais externa da pele tem sido reconhecida como a membrana que
atua predominantemente como uma barreira lipofilica (BENITA, 1998; SAIJA et
al., 1998) .

Desta forma, a particdo € um determinante fisico-quimico no controle da
absorcdo. Existe um numero de rotas na qual uma molécula pode atravessar o
estrato corneo, elas sao: intercelular, transcelular e pelos anexos (glandulas
sudoriparas ou foliculos pilosos). Sob condicbes normais a via anexa nao é
considerada muito significante, em parte € devido a baixa area de superficie
ocupada por estes anexos. Uma maneira de aumentar a baixa permeabilidade
do farmaco através da pele humana é utilizando promotores de permeacao, na
qual podem mudar a estrutura lipidica da pele e fazer canais na barreira
cutanea. Entretanto, a inclusdo de promotores quimicos, usualmente solventes
organicos, esta geralmente associada de algum modo, com irritagcéo, toxicidade
e sensibilizagdo cutanea. Para apresentar resultados seguros, somente alguns
promotores quimicos tém sido usados em produtos comerciais, e por esta
razao, a pesquisa de promotores eficientes e seguros é continua (BONINA et
al., 1994; BENITA, 1998; SAIJA et al., 1998; BENITA, 1999; BRINON et al.,
1999; HADGRAFT, 2001; ROPKE et al., 2002; SHIM et al., 2004; SINICO et al.,
2005).

A liberagao topica de substancias bioativas é, de fato, uma estratégia
para reduzir a toxicidade sistémica e, ao mesmo tempo, restringir os efeitos
desejados para tecidos especificos. Por esta razao, sistemas que conduzem a
uma alta concentragdo de agentes ativos nos niveis cutaneos e subcutaneos
podem ser de grande interesse para propostas terapéuticas para tratamento e
prevencao de disturbios da pele. Diversas substancias sao ineficientes quando

aplicadas sobre a pele por apresentarem completa deficiéncia para penetrar na
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pele. O principal obstaculo para a liberagao de substancias bioativas através da
pele esta, de fato, na constituicido das propriedades da barreira do estrato
cérneo, que impede os compostos ativos de atingir mais profundamente este
estrato (BONINA et al., 1994).

Muitos estudos tém descrito o potencial uso dos flavondéides como
sequestradores de radicais livres para prevenir os danos oxidativos na pele e
sua aplicagdo toépica tem demonstrado interessante. Saija e colaboradores
avaliaram a habilidade dos flavondides, quando aplicados topicamente na pele,
de reduzir o eritema de pele induzido por UVB, em voluntarios humanos. Este
trabalho apresentou também estudos de permeacdo cutdanea destes
flavondides e o D-limoneno e lecitina foram usadas como promotores de
absorcdo. Estes promotores aumentaram a permeacao cutanea da hesperetina
e naringenina, provavelmente devido ao aumento do coeficiente de difusédo
destes farmacos de alta lipofilicidade. Ja estes promotores nao foram capazes
de aumentar a permeacao cutanea da quercetina através da pele, podendo ser
explicada pela reduzida hidrossolubilidade da quercetina, esta propriedade
fisico-quimica desempenha um papel tdo importante como a lipofilicidade no
processo de permeacdo cutdnea, especialmente para farmacos lipofilicos
(SAIJA et al., 1998).

Auner e colaboradores (2005) estudaram a atividade antioxidante, assim
como as propriedades hemoliticas e citotoxicas in vitro de alguns flavondides
depois de permearem através da pele. Os resultados mostraram que todos os
flavondides analisados foram capazes de permear na pele de suino,
especialmente, os que apresentam maior solubilidade em agua, os glicosideos
florizina e naringina, mostraram maior acumulo permeado que o acumulado na
pele. Ja as suas agliconas mais lipofilicas, floretina e naringenina, o resultado
foi inverso, elas ficaram retinas em maior concentragdo na pele que a
quantidade permeada acumulada. Enquanto a alta permeacéo dos glicosideos
pode ser explicada pela alta solubilidade na fase aceptora, a alta retengao na
pele das agliconas pode ser explicada pela alta solubilidade nos lipideos da

pele.
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Amplos estudos tém sido conduzidos na liberagcdo de agentes
terapéuticos e promotores de absorcédo percutanea. Os métodos de absorgao
percutanea incluem promotores quimicos de alta afinidade com os lipideos da
pele, na qual alteram, quimicamente ou fisicamente, a estrutura do estrato
corneo e dispositivos de liberagdo, e que sdo capazes de permear o estrato
cérneo (SHIM et al., 2004). Em particular, tem se mostrado que as moléculas
promotoras de absor¢do podem mudar tanto a composi¢ao e/ou a organizagao
lipidica intercelular. Por outro lado, o uso de promotores de permeacgao €&
muitas vezes limitado devido ao seu potencial toxico; isto pode ser lembrado
que muitas fungdes fisioldgicas da pele estdo diretamente associadas com a

manutencgao da zona de prote¢ao do estrato corneo (BONINA et al., 1994).

A liberacdo tépica e transdérmica podem aumentar a taxa de
permeacdo, devido a promogao do efeito topico pelo tempo prolongado na
superficie das camadas da pele. Propriedades oclusivas devido a formacao de
filme na superficie da pele, na qual reduz a perda transepidermal de agua, tem
sido estudada. A oclusao pode promover a penetragao de farmacos através do
estrato corneo pelo aumento da hidratagdo. (BENITA, 1999; LIPPACHER et al.,
2001). A penetragédo e permeacao de componentes ativos de baixa absorgéo
podem ser aumentadas pela adicado de promotores especificos na formulagao,
através do uso de sistemas de liberagado coloidais, ou através do uso de
emulsdées submicrémicas. Este ultimo sistema de liberagdo foi testado pelo
teste de irritagdo primaria em humanos por 48 horas. A baixa irritabilidade e a
excelente aceitacdo humana foram observadas, fazendo desta forma, o
desenvolvimento de um veiculo submicrométrico emulsionado muito atraente.
Entretanto, a interacdo das emulsdes submicrométricas com a pele também
depende de diversos favores na qual incluem a carga elétrica superficial da
goticula, a composigcao destas emulsdes e as propriedades fisico-quimicas da
pele (BENITA, 1999; SHIM et al., 2004).

Recentemente foi demonstrado que as nanoemulsbes promovem a

liberacdo topica de diversos farmacos incorporados em cremes
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nanoemulsionados preparados com diferentes componentes da fase oleosa. A
atividade do farmaco teve um aumento de 1,5 para 3,0 para farmacos
antiinflamatorios (esteroidais e nao-esteroidais), diazepam, atropina e
anestésicos locais formulados com nanoemulsdes. A prolongada atividade do
farmaco das nanoemulsdes pode ser atribuida ao aumento da permeacao das
goticulas nanométricas de 6leo através do estrato corneo da pele e a melhor
associacao do farmaco com o aumento da superficie de contato das particulas
nanométricas (BENITA, 1998).

A observada melhora da eficacia da formulagao submicrométrica pode
ser explicada baseada na estrutura da pele. Devido ao estrato cérneo
apresentar diversas camadas de células mortas epiteliais e um espaco
intracelular no qual é preenchido com lipideos nao-polares, estas camadas
lipidicas lamelares compreende um primeiro obstaculo a penetracdo de
compostos exogenos. O uso de fosfolipideos na estabilizagdo das
nanoemulsées pode sugerir um mecanismo de penetragdo similar aos
lipossomas. A penetracdo de nanoestruturas lipidicas, particularmente as
contendo fosfolipideos, nas camadas lipidicas do estrato corneo, pode conduzir
a mudanca de estrutura e da composicao das barreiras lipidicas. Esta
fluidizagdo pode aumentar, desordenar e interromper a continuidade da
barreira. A formacédo de espacos e fendas, devido a significante hidratacao,
pode permitir a penetragdo de particulas SME através do estrato cérneo. E
possivel também que diante destas circunstancias, outras vias como foliculos
pilosos, canal sebaceo, poros ou vias paracelulares possam representar vias
de penetracdo (BENITA, 1998). Diversos favores afetam a liberagdo de
farmacos de formulagdes nanoemulsionadas, incluindo a afinidade do farmaco
com a fase interna da nanoemulsdo. Os componentes das nanoemulsdes
reduzem a barreira do estrato corneo, aumentando o gradiente de
concentracdo da pele e a acao de distribuicdo da fase como um reservatério,
na qual é possivel manter uma concentracdo constante na fase continua
(CHEN et al., 2004).
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MATERIAIS E METODOS







Materiais
Matérias-primas

. Genisteina 98 % (SIGMA-ALDRICH);

o Lecitina de gema de ovo (Lipoid E-80® LIPOID);
. Octildodecanol (Eutanol G® COGNIS);

o Triglicerideos de cadeia média (MCT LIPOID).

Reagentes e solventes

. Acetona PA (QUIMEX)

o Acetonitrila (Lichrosolv® MERCK)
. Etanol PA (QUIMEX)

o Metanol (Lichrosolv® MERCK)

Equipamentos

o Banho termostatico E11 (HAAKE);

o Banho de ultrassom Transsonic 460 (ELMA);

o CLAE acoplado a detector no UV SPD-10 (SHIMADZU);
. DSC DSC-2910 Modulated (TA INSTRUMENTS);

. Espectrofotdmetro 8452A° (HEWLETT PACKARD);

. Evaporador rotatério R-114 (BUCHI);

o Potenciémetro modelo DM-20 (DIGIMED);

o Termomisturador compacto (EPPENDORF);

o Ultracentrifuga MR 23i (JOUAN);

. Zetasizer 3000HS (MALVERN)






Métodos
Validacdo da metodologia para quantificacdo da genisteina por CLAE

Em uma primeira etapa do desenvolvimento do método, o espectro de
absorcao da genisteina no UV (200 — 400 nm) foi obtido por meio da analise de
uma solugéo de genisteina em metanol, na concentracdo de 100 pg/mL em
espectrofotometro. Os parametros de validagdo selecionados para o
doseamento da genisteina seguiram as normas de validagdo dos
procedimentos analiticos e de metodologias do International Conference on the
Harmonization of Technical Requirements for the Registration of
Pharmaceuticals for Human Use - Validation of analytical procedures:
definitons and terminology (ICH, 1996), bem como as especificagcdes
estabelecidas no Guia para validagao de métodos analiticos e bioanaliticos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), contida na RE n°® 899, de
29 de maio de 2003 (Brasil, 2003).

Todo o estudo de validagao foi realizado em cromatografo liquido de alta
eficiéncia com injegdo automatica, utilizando o sistema Shimadzu. O fluxo de
fase mével utilizado foi de 1,0 mL/min, detecgdo no UV em 270 nm ou 327 nm,
coluna cromatografica (Phenomenex® Synergi Fusion — RP 80 A, 250 x 4,60
mm, 4u), presenca de pré-coluna (Phenomenex®, com mesmo enchimento), e
um volume de injecdo de 20 ul. A fase movel foi composta de metanol: agua:
acetonitrila (70:25:5 m/m/m). Os solventes foram pesados separadamente em
balanga semi-analitica e misturados. A mistura foi filtrada sob vacuo por
membrana hidrofilica HVLP04700 com 0,45 um de poro e 47 mm de didmetro

(Millipore®) e em seguida degaseificada em banho de ultra-som por 15 minutos.

Desta forma, foram avaliados os parametros de linearidade, limites de
detecgao e quantificagao, repetibilidade, precisdo intermediaria, especificidade

e exatidao.



Linearidade

Para determinar a faixa de linearidade da genisteina foram preparadas
trés curvas de calibracdo a cada dia, por trés dias consecutivos, cada uma
delas contendo cinco pontos. Uma solugdo-mae de genisteina na concentragao
de 100 ug/ml foi obtida pela dissolugao de 2,5 mg, exatamente pesados, em 25
mL de metanol em baldo volumétrico. Para 270 nm, foi preparada uma curva
padrao com 5 concentragdes: 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 50,0 ug/mL. Para 327 nm,
solugdes contendo 25; 37,5; 50; 62,5 e 75 ug/mL foram preparadas. Em ambos

os casos, metanol foi utilizado como solvente nas diluicdes.

A linearidade foi determinada através da constru¢do de curvas de
calibragdo com solugdes padrdo de genisteina. A inclinagdo e outros
parametros estatisticos das curvas de calibragdo foram calculados por

regressao linear.

Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados
matematicamente utilizando-se o desvio padrao do valor do intercepto com o
eixo do Y e inclinagcédo de trés curvas de calibragao (ICH, 1996). No caso dos
experimentos em 270 nm, os limites de deteccdo e quantificacdo foram

avaliados em uma curva de calibracéo especifica na faixa de 0,5 a 5,0 yg/mL.

Avaliacéo da repetibilidade e precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada por meio da analise de curvas de
calibragdo em trés dias diferentes, em cada um dos dois comprimentos de
onda utilizados, e expressa em coeficiente de variagdo (CV %) das areas
obtidas em cada ponto da curva. A repetibilidade foi avaliada por meio da
concordancia entre os resultados de nove determinagdes de uma mesma

concentragéo, expressa em coeficiente de variagdo (CV %) das areas obtidas.
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Exatidao

A exatiddo ou recuperagcdo do método foi realizada a partir da
determinacdo de quantidades conhecidas de genisteina previamente
adicionadas em solugdbes de nanoemulsbes brancas (apresentadas
posteriormente nesse trabalho). Foram adicionadas quantidades crescentes de
genisteina as nanoemulsbes brancas constituidas de lecitina de gema de ovo e
TCM ou ODD, originando respectivamente, as concentragées baixa, média e
alta de exatamente cerca de 25,0; 50,0 e 75,0 ug/mL. A genisteina foi

quantificada por CLAE em 327 nm.

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada por meio da analise das
preparagdes de nanoemulsdes em auséncia de genisteina, comparativamente
as formulagdes que continham genisteina em 270 nm e 327 nm. Para tanto,
uma aliquota de cada nanoemulsdo (500 plL) foi adicionada a um bal&o
volumétrico de 10 mL e dissolvida em metanol. As amostras foram injetadas

conforme condi¢cdes cromatograficas descritas anteriormente.

Determinacéo da solubilidade da genisteina em 6leos

Para determinar a solubilidade da genisteina nos 6leos selecionados
para a preparacao das nanoemulsoes, foi pesado exatamente cerca de 1 mg
de genisteina, transferido para eppendorfs e adicionou-se 1 mL de cada tipo
oleo (TCM ou ODD). As suspensdes formadas foram deixadas sob agitagdo
por 24 horas, sob temperatura de 37 °C e 800 rpm. Apds este periodo, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, 21 °C de temperatura por 15
minutos. Uma aliquota do sobrenadante foi entao retirada e diluida em metanol
e a genisteina quantificada por CLAE em 327 nm. Os resultados foram
expressos em (ug/mL) e representam a média de 3 experimentos

independentes para cada 6leo testado.
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Preparacdo das nanoemulsoes

As nanoemulsdes foram preparadas através do procedimento de
emulsificacdo espontanea, conforme descrito por Martini (2005). Nesse
procedimento, os constituintes da fase oleosa sao solubilizados em etanol e os
da fase aquosa, em agua. Apds, a fase organica € vertida sobre a fase aquosa,
através de um funil calibrado, sob agitagcdo moderada e constante durante 15
minutos. Esta etapa é seguida da retirada do solvente através de destilagcado
sob pressado reduzida em evaporador rotatério, a 40°C, até o volume final
desejado, resultando em uma concentracao tedrica final de genisteina de 1
mg/mL. A propor¢do de solvente organico: agua foi de 3:6 (mL) para a

preparacido de 1 mL de formulacéo final.
A composicado final das formulagdes esta apresentada na tabela 1.
Todas as formulagcbes foram preparadas em triplicata e seus respectivos

controles isentos de GEN.

Tabela 1. Composicgéo final (%, m/m) das nanoemulsdes contendo genisteina.

NEtcum NEopp
Genisteina 0,10 0,10
Lecitina de gema de ovo 2,00 2,00
Triglicerideos de cadeia média 8,00 -
Octildodecanol - 8,00
Agua q.s.p. 100,00 100,00

Caracterizagao das nanoemulsdes

Determinacéo do diametro de goticula

As diferentes formulagdes foram caracterizadas em termos de didmetro
médio de goticula através de espectroscopia a laser de autocorrelacdo. Essa
determinacao foi realizada observando o espalhamento a 90° apds diluicdo das

amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana de 0,22 um
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(Millipore®). O indice de polidispersdo é determinado pelo equipamento. Os
resultados foram expressos como média de trés determinacdes de trés lotes

preparados de cada formulacéo.

Determinacéo do pH

A determinagédo do pH das nanoemulsdes foi realizada diretamente nas
formulagdes através da utilizagdo de potencidmetro calibrado com pH 4,01 e
6,86 antes e apos a determinacao dos pH das nanoemulsdes. Os resultados
foram expressos como média de trés determinagdes dos trés diferentes lotes

preparados de cada formulacéo.

Determinacédo do potencial zeta

O potencial zeta das nanoemulsdes foi determinado através da
mobilidade eletroforética das goticulas. As medidas foram realizadas apds
calibragdo com uma solugédo padréo a — 55 mV (latex poliestireno caboxilato).
Essa determinacdo foi realizada apds diluicio das amostras em agua
purificada, previamente filtrada em membrana de 0,22 uym ( Millipore®). Os
resultados foram expressos como média de trés determinagdes de trés lotes

preparados de cada formulacéo.
Determinacéo da viscosidade

A viscosidade das amostras foi determinada através de viscosimetria
capilar, conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira 42 Edicdo, em
viscosimetro de Ostwald. Para tanto, foi transferido para o viscosimetro, um
volume de 5 mL de cada nanoemulsdo. As analises foram realizadas a
temperatura de 20 °C, levando-se em conta o tempo de escoamento da
amostra através do capilar e a viscosidade relativa foi determinada através da

equacao 2:
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n=ktp (equacdo 2)

Onde: 5 = viscosidade absoluta (cP); k = constante do viscosimetro; p =

densidade do fluido a temperatura de 20 °C (g/mL); t = tempo de escoamento

(S)-

O valor da constante de Ostwald (k) foi determinado experimentalmente
(k = 0,0212), medindo-se o tempo de escoamento de um liquido padrao, neste
caso a agua, e aplicando-se na férmula apresentada o valor da viscosidade da
agua a temperatura de 20°C (1,0087 cP). Para todas as amostras, a densidade
foi determinada experimentalmente, através do uso de picndmetro. Os
resultados foram expressos como média de trés determinacdes dos trés lotes

preparados de cada formulacéo.
Quantificacdo da genisteina nas nanoemulsdes

A quantidade total de genisteina foi determinada através da dissolugéo
total das nanoemulsdes em metanol e analise por CLAE. Para as dilui¢des,
foram transferidos 250 uL das nanoemulsbes a serem analisadas para baldo
volumétrico de 5 mL e o volume foi completado com metanol. A quantificagao
da genisteina foi realizada em 327 nm. Os resultados foram expressos em
concentragédo de genisteina (ug/mL). A avaliagdo da quantidade de genisteina
livre foi determinada apds a separacdo de uma fracado da fase aquosa externa
utilizando-se membranas de ultrafiltracdo-centrifugacdo (Ultrafree® - GMPC
10.000 NMWL, Millipore®). Aliquota de 200 pL das nanoemulsdes foi colocada
sobre as membranas e centrifugadas a 14.000 rpm durante 90 minutos. A

genisteina foi quantificada por CLAE, em 270nm.

A taxa de associagdo (%) da genisteina com as nanoemulsdes foi
determinada pela diferenga entre a quantidade total de genisteina e aquela
determinada no ultrafiltrado no tempo 0 e apds 30, 60 e 90 dias de
armazenamento a 4 °C, conforme a equacao 3. Os resultados representam a

meédia de trés experimentos independentes.
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TA= 3 "% 109 (equacdo 3)
Q;

Onde: TA = Taxa de associacdo da GEN (%); gi= quantidade de GEN inicial
adicionada as nanoemulsées (ug/mL) e qur= quantidade de GEN recuperada

no ultrafiltrado (ug/mL).
Caracterizacao da genisteina por Calorimetria diferencial exploratéria

A fim de determinar o comportamento térmico da GEN isolada e em
mistura com os componentes das nanoemulsdes, analises por DSC foram
realizadas utilizando-se amostras de GEN, TCM, ODD e lecitina isoladas, bem
como as misturas binarias da GEN com cada uma das matérias primas (GEN-

TCM, GEN-ODD e GEN-lecitina), na proporgéo da formulagéo.

As analises foram realizadas utilizando-se calorimetro exploratoria
diferencial com compensacdo de poténcia, com temperatura calibrada com
indio (156,63 °C). Para o preparo das amostras, solucdes das matérias-primas
foram obtidas a fim de formar um filme, com peso definido, no cadinho, através
da evaporacao dos solventes das solucdes, em placa aquecedora. Foi pesado
cerca de 0,2 a 4 mg, de cada amostra e acondicionadas em cadinhos selados.
As condicbes de anadlise foram: faixa de aquecimento de — 50 a 350°C,
velocidade de aquecimento de 5 °C/min e fluxo de gas nitrogénio. A calibragéo

da linha de base foi realizada diariamente antes das analises.
Avaliacdo do perfil de permeacgéo cutanea da genisteinain vitro

Nesta etapa, foi determinada a cinética de permeacéao cutanea intrinseca
da GEN, bem como a permeacdo a partir dos 6leos formadores do nucleo
oleoso e das nanoemulsdes. Para tanto, foram utilizadas orelhas de porco,
desprovidas de pélos (obtidas através de doagdo da empresa Dalia-Consuelo®,
Brasil) e armazenadas a -20 °C. As orelhas foram descongeladas a

temperatura ambiente, a parte posterior da pele foi removida com bisturi, e
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entao foram feitos cortes circulares para possibilitar a montagem das mesmas

nas células de difuséo.

Células de difusao

Para a cinética de penetracdo cutanea foram utilizadas células de
difus&o tipo Franz com &rea interna de interface de 2,54 cm? e volume da fase
aceptora de 9 mL. Os cortes circulares de pele de suino, previamente
preparados, foram colados com auxilio de cola acrilica na borda da fase
aceptora. Estas peles foram utilizadas como interface entre o meio doador e o
meio aceptor da célula de Franz, com a face interna da pele voltada para o
interior da célula. As peles foram hidratadas com tampao fosfato pH=7,4
durante 12 horas sob refrigeracdo. Apés 12 horas de hidratagdo, em todos os
experimentos, retirou-se o tampao fosfato do meio aceptor e este foi substituido
com solugdo metandlica 50 % (BRONAUGH, 1996) e as células foram
mantidas sob agitacdo com barras magnéticas em banho termostatico a

temperatura de 37 °C.

Cinética de permeacao

Para o estudo da permeacéao cutanea intrinseca foram pesados 6,0 mg
de genisteina, que foram solubilizados em 1,2 mL de acetona e entdo 200 uL
desta solugao foram aplicados no meio doador de cada célula de difusdo de
Franz, perfazendo uma quantidade de 1 mg de genisteina aplicada por célula.
A aplicagcdo procedeu-se de forma que toda a superficie da pele estivesse
recoberta. Apds a evaporagao do solvente, a cinética de permeacido da
genisteina foi iniciada e as amostras foram analisadas conforme descrito

anteriormente.

Para o estudo da permeacao cutédnea da genisteina a partir dos nucleos
oleosos das nanoemulsdées (TCM e ODD) foram pesadas 6 mg de genisteina e
dispersas em 3 mL de cada oOleo avaliado. Foram aplicados 0,5 mL desta
mistura no meio doador de cada célula de difusdo de Franz a fim de que a

quantidade aplicada de genisteina resultasse em 1 mg por célula. A aplicagéo
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procedeu-se de forma que toda a superficie da pele estivesse recoberta. Para o
estudo da permeacao cutanea da genisteina a partir das nanoemulsdes foram
aplicados 1 mL de nanoemulsdo na concentracdo de 1 mg/ml de genisteina no
meio doador de cada célula de difusdo de Franz a fim de que a quantidade
aplicada de genisteina resultasse em 1 mg por célula. A aplicagdo procedeu-se

de forma que toda a superficie da pele estivesse recoberta.

O fluxo da genisteina através da pele foi calculado determinando-se a
concentragao da genisteina na fase aceptora em 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas apés a
aplicagao da amostra da fase doadora. A cada amostragem, retirou-se 2 mL da
solucado metandlica 50 % contida no meio aceptor e completou-se com o
mesmo volume de uma nova solugcdo metandlica 50 %. As aliquotas retiradas
foram analisadas por CLAE com deteccdo no UV em 270 nm e expressos em
quantidade de genisteina permeada por area (ug/cm?). Cada experimento foi
realizado em seis células de difusdo. O grafico obtido da quantidade de
genisteina permeada por area (ug/cm?) em funcdo do tempo (h), permite a
determinagdo do fluxo (ug.cm?h™) de permeacdo cutanea da genisteina
através da pele no estado estacionario, sendo este calculado através da
inclinagcdo da porgao linear da reta e o tempo de laténcia (h) da difusdo em
regime estacionario € determinado através da intersecdo com o eixo da

abscissa.
Quantificacdo da genisteina remanescente na pele apés permeac¢ao cutanea

Para quantificar a quantidade de genisteina remanescente na pele suina
utilizada para o estudo da permeacao cutanea in vitro, a pele foi retirada da
célula de Franz, apés o término de cada cinética de permeacido e lavada
rapidamente com a solugcao metandlica 50 %. Apods triturar as amostras de
pele, adicionou-se quantidade de metanol necessario para extracdo da
genisteina (2 mL) e submeteram-se as mesmas a ultra-som por 20 minutos. A
genisteina foi quantificada por CLAE em 270 nm e os resultados foram

expressos em g de genisteina por g de pele (ug/g).
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Andlise estatistica

Para todos os experimentos de permeacdo cutdnea os resultados
obtidos foram avaliados através da Andlise da Varidancia (ANOVA) e a
comparagao dos resultados obtidos entre as formulacbes foram analisados
através de teste “t” de Student, considerando-se um nivel de significancia de
0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO







Validacao de metodologia para a quantificacdo da genisteina

Na ultima década, diversos trabalhos relataram o desenvolvimento e
validacdo de metodologias analiticas para a quantificacdo de isoflavonas
utilizando CLAE com deteccéao por UV (SUPKO e PHILLIPS, 1995; FUKUTAKE
et al., 1996; HUTABARAT et al., 1998; KSYCINSKA et al., 2004; KLEJDUS et
al., 2005). A maior parte dos estudos descreve a utilizagcdo de sistemas
cromatograficos em gradiente visando a separagao e quantificagdo das
principais isoflavonas da soja - genisteina, daidzeina e seus heterosideos - em

produtos alimenticios e/ou fluidos biologicos.

Com base nesta literatura, em uma primeira etapa do trabalho, foi
realizado o desenvolvimento e validacdo de metodologias para a quantificacéo
da isoflavona genisteina nos sistemas nanoemulsionados e nos estudos de
permeacao cutanea, utilizando um sistema isocratico com detecgao no UV. A
figura 2 apresenta o espectro de absor¢ao da genisteina no UV e visivel em

solugcao metandlica.
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Figura 2. Espectro de absorgédo da genisteina no UV e visivel

As isoflavonas apresentam espectros de absorcao de UV determinados

pelo nucleo comum da benzopirona, com dois maximos de absorgéo: 240-285



nm (banda Il) e 300-400 nm (banda |). Como pode ser observado na figura 2, a
genisteina apresenta um maximo de absor¢do de maior intensidade, em torno
de 270 nm, de acordo com o descrito por outros autores (FUKUTAKE et al.,
1996; KSYCINSKA et al., 2004). Além deste, relacionado & existéncia do anel
B, a genisteina apresenta uma segunda banda de absorc¢ao caracteristica, de
menor intensidade a 327 nm, que pode ser relacionada ao anel A da isoflavona
(HARBORNE et al.,, 1975; ZUANAZZI e MONTANHA, 1999). Como
consequéncia destes resultados, as determinacdes podem ser realizadas

nestes dois maximos de absorcéo.

A especificidade de um meétodo indica sua capacidade de avaliar sem
equivoco o analito de interesse, mesmo em presencga de outras substancias,
como impurezas, produtos de degradagdo e adjuvantes (ICH, 1996). Neste
estudo de validacdo de uma metodologia para a quantificacdo da genisteina
por CLAE, a especificidade foi realizada através da comparagao dos tempos de
retencdo da genisteina e dos componentes das nanoemulsées desenvolvidas
na segunda etapa do trabalho. A composi¢cdo quali e quantitativa das
formulacbes esta descrita nos materiais e métodos (tabela 1). A tabela 2
apresenta os tempos de retencdo da genisteina e dos componentes das

formulagdes isentas de genisteina.

Tabela 2. Tempo de retencdo (min) da genisteina e dos componentes das
nanoemulsdes em 270 e 327 nm.

Comprimento de onda

270 nm 327 nm
GEN 4,400 4 400
TCM? 4,294 nao detectado
OoDDP 4,339 nao detectado

(®)TCM: nanoemulsdo branca contendo triglicerideos de cadeia média e lecitina e (°) ODD: nanoemulsdo branca
contendo octildodecanol e lecitina.

A tabela 2 e a figura 3 indicam um tempo de retengdo da genisteina de
4,4 minutos em ambos os comprimentos de onda. Contudo, pode-se concluir
que houve interferéncia dos componentes da formulagcdo das nanoemulsdes na
quantificacdo da genisteina, com possivel sobreposicédo dos picos, em tempo

de retencgao préximo aquele detectado para a genisteina no 270 nm.
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Figura 3: Perfil cromatografico da GEN em A =270 nm (A) e 327 nm (B).
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Apos os resultados obtidos nesta etapa, diversas tentativas de
otimizacao do sistema cromatografico foram realizadas visando a quantificacao
da genisteina em 270 nm, contudo, sem sucesso, tendo em vista a escassa
seletividade do método. Assim, optou-se por validar a quantificacdo da
genisteina paralelamente em 327 nm a fim de viabilizar a quantificagéo do teor
de genisteina na presenga dos diferentes componentes das formulagées. A
fase movel metanol-agua-acetonitrila (70:25:5, m/m/m) e fluxo de 1 mL/min
foram as condicbes consideradas otimizadas e foram utilizadas para a

quantificacdo da genisteina em ambos os comprimentos de onda.

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método de
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia
em analise dentro de uma determinada variagao. Representa a habilidade do
método de produzir resultados que sao diretamente proporcionais a
concentragdo da substancia na amostra, dentro de um intervalo especificado.
Esta verificagao é realizada através da elaboracdo de uma curva padrédo e da
analise estatistica da linearidade, através da analise de regresséao linear (ICH,
1996; BRASIL, 2003).

A tabela 3 e a figura 4 apresentam, respectivamente, os parametros de

linearidade e a representagao grafica das curvas obtidas em 270 e 327 nm.

Tabela 3. Parametros de linearidade das curvas padrdo da genisteina por
CLAE.

Comprimento de onda

270 nm 327 nm
Equagéo da reta y=21254x + 21468 y=21254x — 9595,5
Coeficiente de determinagao (R?) 0,9996 0,9999
Desvio padrao da intersecgao (a) 31868,26 7337,42
Desvio padrao da inclinacao (b) 1295,41 138,35
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Figura 4. Representacdo grafica da curva padrédo da genisteina obtida por
CLAE utilizando detecgdao em 270 nm (A) ou 327 nm (B).
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As equacgdes das retas obtidas por regressao linear pelo método dos
minimos quadrados e os coeficientes de determinacéo para as curvas padrao
(tabela 3), demonstram elevada relacéo linear existente entre a concentragéo
da genisteina e a absorvancia detectada. Os resultados obtidos demonstraram
que a avaliagao da linearidade é estatisticamente valida, pois apresentou
regressao linear significativa (p<0,05), com valores de Fcacuado iguais a
25537,45 e 36818,35, para 270 e 327 nm, respectivamente, e Fiico igual a
10,13.

A metodologia de quantificacdo da genisteina foi avaliada em relagao a
sua sensibilidade através da determinacdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo em ambos os comprimentos de onda. As curvas foram
estabelecidas em dois diferentes intervalos de concentracédo: 1 - 50 e 25 - 75
ug/mL para 270 e 327 nm. O limite de detecgdo pode ser definido como a
menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém nao necessariamente quantificado, enquanto que, o limite de
quantificacdo representa a menor concentracdo da substancia analisada que
pode ser determinada com precisdo e exatidao (ICH, 1996; BRASIL, 2003). A
tabela 4 apresenta os limites de deteccao e quantificacdo da GEN em ambos

os comprimentos de onda estudados.

Tabela 4. Limites de detecgéo e quantificagao da genisteina em 270 e 327 nm.

Comprimento de onda

270 nm 327 nm
Limite de detecgéo (ug/ml) 0,086 1,91
Limite de quantificagdo (ug/ml) 0,260 5,79

Como pode ser observado na tabela 4, os limites de detecgdo e
quantificacdo, determinados a partir das curvas padrao obtidas em ambos os
comprimentos de onda, apresentam diferengas significativas. Apesar da menor
sensibilidade na detecgdo da genisteina em 327 nm, a validagdo da
metodologia nesse comprimento permite a quantificagdo da genisteina total nas
nanoemulsdes em presencga de todos os adjuvantes da formulagéo (resultados

apresentados posteriormente).
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A precisdo do método avalia a proximidade dos resultados obtidos em
uma seérie de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra
(BRASIL, 2003). A precisdo pode ser determinada pelo grau de
reprodutibilidade, pela precisdo intermediaria e pela repetibilidade de um
método analitico sob condicdes normais de operacdo. A primeira é avaliada
através de resultados obtidos de uma amostra analisada em diferentes
laboratérios, diferentes dias, por diferentes analistas e em diferentes
equipamentos. Ja a precisdo intermediaria € avaliada no mesmo laboratério,
mas em dias diferentes, por exemplo. Por sua vez, a repetibilidade é medida
em funcao dos valores encontrados através de varias reproducdées do método,

nas mesmas condi¢des e em um curto intervalo de tempo (ICH, 1996).

A precisdo intermediaria do método (precisdo inter-dia) foi avaliada
através da comparagdo dos desvios padroes relativos em trés dias
consecutivos, pelo mesmo executor (ICH, 1996; BRASIL, 2003). Os resultados

estao representados na Tabela 5,6 e 7.

Tabela 5. Precisao inter-dia para a quantificagdo da genisteina em 270.

Concentragao Dia 1 Dia 2 Dia 3 Cv
(ug/ml) Area Area Area
(mV.s; X ts) (mV.s; X £ s) (mV.s; X £ s) (%)
100 109881,33 114460 110127 0,32
’ + 1199,08 1+ 914,16 + 1624,75
565036,67 587459,33 568256
5,00 0,83
+ 10416,26 + 9770,98 + 1788,36
1179028 1231679,67 1158506
10,00 1,02
+ 25677,87 + 9446,33 + 3114,79
2273724 2526858,67 2448150,33
20,00 1,44
+ 38309,91 +1106,72 + 70673,88
5522509,67 6122524,33 5741210,33
50,00 0,78
+ 108749,36 + 70520,78 + 18406,23
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Tabela 6. Precisao inter-dia para a quantificagdo da genisteina em 327.

Concentragao Dia 1 Dia 2 Dia 3 CcVv
(ug/ml) Area Area Area
(mV.s; X t5s) (mV.s; X £ 8) (mV.s; X £ 8) (%)
532316,67 548212,33 536316
25,00 1,08
+ 280,27 1+ 11103,25 + 2048,63
789345 826223,67 816215
37,50 0,98
+ 16403,39 + 903,01 + 5846,94
1077680,67 1077850,67 1066240,33
50,00 0,36
+ 1559,07 1+ 1910,76 + 8379,89
1322620,67 1346978,33 1322255,67
62,50 1,57
+2238,41 +2186,33 + 43897,43
1597784,33 1598619,33 1625450
75,00 0,77
+ 13965,95 + 31300,70 + 37841,85

Quanto a repetibilidade (precisao intra-dia), esta pode ser representada
pelo CV % das determinagdes de area de uma determinada concentragéo na
curva de calibragdo com pelo menos nove repeticoes. Os resultados referentes

a repetibilidade do método estao apresentados na tabela 6.

Tabela 7. Precisdo intra-dia para a quantificacdo da genisteina em 270 e 327
nm.

Comprimento de onda

270 nm 327 nm
Concentrag&o (ug/mL) 10 50
Area + s 1249638 + 14962 1084973 + 1806
CV% 1,19 0,17

Considerando-se que os CV % determinados indicaram valores
inferiores a 5 % nos experimentos de precisdo intra-dia e inter-dia,
respectivamente, pode-se concluir que a metodologia desenvolvida para a
quantificacdo da genisteina apresenta repetibilidade e precisdo inter-dia dentro
dos limites especificados nos codigos oficiais (ICH, 1996; THE UNITED, 1998;
BRASIL, 2003).

60



A exatiddo de um meétodo corresponde a proximidade entre os
resultados obtidos por um determinado método e o valor verdadeiro. A exatidao
pode ser avaliada através de amostras contendo quantidades conhecidas da
substancia de referéncia sendo correntemente expressa como percentagem de
recuperacgao. Os resultados de recuperagao da genisteina estdo apresentados

na tabela 7.

Tabela 8. Exatiddo do método para a quantificagdo da genisteina em 327 nm.

Concentragdo Recuperacéao Ccv
experimental (%) (%)
(ug/mL)

25,00 24,17 £ 0,06 96,68 0,25

TCM?® 50,00 50,85 + 0,08 101,70 0,16
75,00 75,23 £ 0,11 100,30 0,14

OoDDP 25,00 26,09 £ 0,42 104,36 1,57
50,00 53,31 £ 0,08 106,62 0,15

75,00 77,51+ 0,79 103,34 1,01

(°YTCM: nanoemuls&o branca contendo TCM e lecitina e (°) ODD: nanoemulsdo branca contendo ODD e lecitina.

A tabela 8 apresenta a taxa de recuperacdo da GEN em presenca dos
componentes da formulagdo das nanoemulsbées. Os resultados obtidos
demonstram uma recuperagdo média superior a 95 % com CV% inferior a 2 %
para as trés concentracbes em ambas as formulagdes testadas, indicando que
nao existe interferéncia marcante dos componentes da formulacdo na

quantificacdo da genisteina.
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Desenvolvimento de nanoemulsdes contendo genisteina

Nesta etapa do trabalho foram preparadas e caracterizadas
nanoemulsdes contendo genisteina através do procedimento de emulsificagcéo
espontanea. Os constituintes da fase interna das nanoemulsdes contendo
genisteina foram previamente solubilizados em uma fase organica e,
posteriormente, emulsificados em agua, seguido da retirada do solvente por
destilagdo a pressao reduzida. As nanoemulsdes sdo formadas

espontaneamente apresentando-se como formas liquidas de aspecto leitoso.

A selecdo das matérias-primas empregadas na composigao das
formulagées - TCM ou ODD e lecitina de gema de ovo - foi baseada na
adequacao de suas propriedades para o desenvolvimento de produtos de uso
tépico descritas na literatura. A formagao das goticulas da fase interna das
nanoemulsdes ocorre durante a difusdo do solvente organico na agua, sendo
que diversos parametros podem influenciar as propriedades fisico-quimicas
das nanoemulsdes obtidas, entre eles, as condigdes de emulsificacdo
empregadas e a composicdo quali e quantitativa das formulagdes
(BOUCHEMAL et al.,, 2004). A tabela 9 apresenta a caracterizacao das
propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes contendo GEN (TCMgen €

ODDgen) € seus respectivos controles (TCM e ODD).

Tabela 9. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes contendo genisteina
e seus controles.

Nanoemulsao

TCM TCMgen ODD ODDgen
Diametro (nm) 237 + 11 263 +6 270+ 13 282+3
Viscosidade (cP) 1,40+0,10 1,50+0,10 1,70 £ 0,02 1,80 + 0,07
Potencial zeta (mV) -440+20 -448+4,0 -42,0+4,0 -42,+3,0
pH 7,0+0,1 6,8+0,3 6,9+0,2 6,9+0,2

TCM: nanoemulsdo branca contendo triglicerideos de cadeia média e lecitina; ODD: nanoemulsdo branca contendo
octildodecanol e lecitina, TCMgen: Nnanoemulséo contendo triglicerideos de cadeia média, lecitina e genisteina; ODDgen:
nanoemuls&o contendo octildodecanol, lecitina e genisteina.
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As nanoemulsdes preparadas através do procedimento de emulsificagao
espontanea apresentaram-se monodispersas, conforme indicado pelo baixo
indice de dispersao (IP<0,2), com diametro de goticula inferior a 300 nm (tabela
8). Esses resultados estdo em acordo com os valores publicados por outros
autores para formulacdes obtidas por emulsificacdo espontanea de composicao
qualitativa e quantitativa similar as empregadas neste estudo (YU et al., 1993;
SILVA et al., 2006). Contudo, pode ser observada uma tendéncia ao aumento
do didmetro de goticula das formulagdes compostas por ODD como nucleo
oleoso. Esse resultado pode estar relacionado com as propriedades fisico-
quimicas do ODD. Esse 6leo apresenta uma viscosidade a 20 °C de 58-64
mPas (MELZER, 2000) superior aquela apresentada pelo TCM de 25-33 mPa s
(WADE e WELLER, 1994). Essa propriedade pode exercer um efeito no
aumento do didmetro das goticulas uma vez que pode influenciar a velocidade
difusdo da fase organica em agua (WEHRLE et al., 1995; BOUCHEMAL et al.,
2004).

As propriedades fisico-quimicas do nucleo oleoso também influenciaram
a viscosidade das nanoemulsdées. Como pode ser observado na tabela 8,
independentemente da presenga da genisteina, a viscosidade das
nanoemulsdes constituidas de TCM é inferior aquela determinada para as
formulacbes obtidas a partir de ODD. Silvander e colaboradores (2003)
relataram que a viscosidade de sistemas submicrométricos, como as
nanoemulsdes, caracteriza-se, geralmente, como um sistema de
comportamento reoldgico do tipo newtoniano, sendo que a viscosidade é
principalmente influenciada pela concentracdo de 6leo da fase interna e pelo

didmetro das goticulas das formulagdes.

Contrariamente ao esperado, as diferengas de didmetro de goticula das
formulagbes n&o influenciaram a viscosidade das nanoemulsdes. Alguns
autores tém relatado uma maior viscosidade para nanoemulsbes de menor
diametro, em decorréncia de um aumento das interagdes interparticulares das
goticulas da fase interna (ISHII et al, 1990; SILVA et al., 2006) Assim, neste
estudo, a viscosidade deve estar relacionada com as propriedades fisico-

quimicas do nucleo oleoso (TCM ou ODD) das nanoemulsées.
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O potencial zeta das nanoemulsdes pode ser influenciado pelo tipo e
pela quantidade de tensoativo presente na superficie das goticulas, bem como
pela extensdo de ionizacdo destas moléculas, a qual, como é descrito na
literatura para as lecitinas, depende do pH das formulagdes (YANG e BENITA,
2000). Como pode ser observado na tabela 8, independentemente do tipo de
nucleo oleoso empregado na formagao das nanoemulsdes, o potencial zeta é
negativo, de cerca de - 43 mV. Esse resultado indica a localizagcdo da lecitina
de gema de ovo na interface O/A das nanoemulsdes. O valor negativo
observado pode ser atribuido a presencga de acidos graxos livres e fosfolipideos
carregados negativamente presentes na lecitina de gema de ovo (Lipoid E-
80%), como a fosfatidilserina, 4cido fosfatidico e fosfatidilinositol (LI e TIAN,
2002; YANG e BENITA. 2000; CHANSIRI et al., 1999). Estes lipideos
encontram-se sob a forma ionizada no pH final das formulacbes que é de
aproximadamente 7,0. O potencial zeta nao ¢é influenciado pela adicao de GEN

as nanoemulsdes (TCMgen € ODDgen).

Apos a caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes contendo
genisteina, a avaliagdo da taxa de associagdo da genisteina com as
nanoemulsdes foi realizada através de um método utilizando-se membranas de
ultrafiltracdo/centrifugagdo. A taxa de associacdo da genisteina com as
nanoemulsdes foi determinada indiretamente através da diferenca entre a
quantidade livre no ultrafiltrado obtido e a quantidade total presente nas
formulagbes. O uso de membranas de ultrafiltragdo/ centrifugagdo tem sido
correntemente descrito na literatura, uma vez que permite a obtencdo de um

filtrado limpido, sem a presenca de interferentes (MARTINI, 2005).

A quantificagdo da genisteina total nas nanoemulsbées (TCMgen €
ODDgen) e no ultrafiltrado foi realizada por CLAE utilizando-se detecgdo em
327 e 270 nm, respectivamente, como discutido na primeira etapa deste
trabalho. Os resultados obtidos para a taxa de associagdo da genisteina em

funcao do tempo estado apresentados na tabela 10.
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Tabela 10. Taxa de associagao da genisteina com as nanoemulsdes em fungao
do tempo de armazenamento.

Taxa de associagao (%)

Tempo (dias) TCMgen ODDgen
0 99,50 + 0,56 97,01 £ 0,29
30 97,66 + 1,97 93,94 + 1,57
60 96,03 + 0,18 94,12 £ 1,10
120 95,16 £ 1,37 92,81 +1,43

TCMgen: nanoemulsao contendo triglicerideos de cadeia média, lecitina e genisteina; ODDgen: nanoemulsdo contendo
octildodecanol, lecitina e genisteina

A genisteina € uma isoflavona que apresenta reduzida hidrossolubilidade
devido a sua estrutura polifendlica, podendo ser considerada como
praticamente insoluvel ou insoluvel em agua, segundo a Farmacopéia
Brasileira (F. Bras. IV, 1998). Como pode ser observado na tabela 10, existe
pouca diferenga entre a taxa de associagdo da genisteina nas nanoemulsdes
TCMgen € ODDgen, estando estas compreendidas entre 97 e 99 %. A
associacao de compostos polifendlicos, como as isoflavonas e flavondides,
com sistemas coloidais tem sido descrito por outros autores (SCHMID et al.,
2003; WEBBER, 2003). Além disso, observa-se que a taxa de associagao da
genisteina permanece superior a 95 e 92 % para as formulagdes TCMgen €
ODDgen, respectivamente, mesmo apods 120 dias de armazenamento, 0 que

sugere adequada estabilidade do sistema formado.

Os resultados obtidos na tabela 10 indicam que a natureza do nucleo
oleoso nao exerce uma influéncia significativa na associagdo da genisteina
com as nanoemulsdes desenvolvidas. Visando obter informacgdes a respeito da
localizagdo da GEN associada com as nanoemulsdes, estudos de solubilidade
em excesso da GEN nos dois nucleos oleosos utilizados na composi¢cao das
nanoemulsdes foram realizados. Os resultados estdo apresentados na tabela
10.
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Tabela 11. Solubilidade da genisteina em TCM e ODD.

Nucleo oleoso

TCM oDD
[GEN] £ s (ug/ml) 235322 137,9% 2,5
CV % 0,9 1,8

A tabela 11 indica que a solubilidade da GEN é cerca de 40 % menor no
ODD que no TCM. Esse resultado pode estar relacionado com as propriedades
fisico-quimicas dos 6leos empregados. As estruturas quimicas do TCM e ODD
estdo apresentadas na figura 5. O TCM € uma mistura de triglicerideos do
acido caprico e caprilico (6 a 12 atomos de carbono) obtidos apds esterificagdo
com os acidos graxos do 6leo de coco com o glicerol. Por sua vez, o ODD é um
alcool graxo sintético. Uma comparagao interessante entre a solubilidade da
genisteina e as propriedades fisico-quimicas dos 6leos empregados esta na
sua correlagdo com o EHL dos dleos utilizados. O TCM e o ODD apresentam
valores de EHL de cerca de 5 e 9, respectivamente (RIEGER, 2000; MELZER,
2000). Assim, pode-se sugerir que a genisteina € mais soluvel em 6leos que

apresentam menores valores de EHL, ou seja, em nucleos mais lipofilicos.
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Figura 5. Estrutura quimica dos TCM (A) e ODD (B).
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O conjunto dos resultados obtidos até o momento demonstra a
viabilidade de incorporagdo da genisteina as nanoemulsdes na concentragao
final de 1 mg/mL. Contudo, o estudo de solubilidade (tabela 10) indica
claramente que a concentragédo de genisteina utilizada é superior ao seu limite
de solubilidade no nucleo oleoso. Considerando-se as elevadas taxas de
associacao observadas (tabela 9), evidencia-se o efeito tensoativo da lecitina
de gema de ovo na incorporagao da genisteina a nanoestrutura. Assim, pode-
se sugerir que a genisteina encontra-se distribuida tanto no nucleo oleoso
como na interface O/A das nanoemulsdes, através de diferentes interagdes

com os componentes das formulagoes.

A avaliagdo de interacbes entre farmacos e adjuvantes pode ser
realizada através de métodos térmicos. Dentre eles, a DSC permite verificar,
rapidamente, a ocorréncia de fendmenos fisicos e/ou quimicos (WELLS, 2002).
Visando estudar possiveis interagdes da genisteina com os componentes das
formulacgdes, foram realizadas analises de DSC. Nas proximas figuras estao
representados os termogramas da genisteina pura, do TCM puro e da mistura
genisteina /TCM (figura 6) e da genisteina pura, do ODD puro e da mistura

genisteina /ODD (figura 7).

A amostra de genisteina pura apresentou um pico endotérmico em 302
°C, que pode ser atribuido ao seu ponto de fusdo. O TCM apresentou trés
picos endotérmicos em —11,73 °C, 218 °C em 258,47 °C e um pico exotérmico
a 191,84°C. A adicdo de genisteina ao TCM levou a uma redugédo e
alargamento do pico exotérmico em 125°C. Em relagdo aos picos
endotérmicos, observa-se um intervalo de temperatura ocorrendo transi¢des
(190 °C a 225 °C). Nesta faixa observa-se o aparecimento de dois picos em
199 °C e 217 °C e o alargamento do pico endotérmico em 256 °C. O pico
endotérmico referente a fusdo da genisteina mostrou uma menor entalpia e um
alargamento. Os resultados observados sugerem que a genisteina interage
com o componente do nucleo oleoso das nanoemulsées (TCM). Todos os

valores estao relacionados ao tonset.
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Figura 6. Termogramas da analise da genisteina (A), mistura TCM e genisteina
(B) e TCM isolado (C).
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Figura 7. Termogramas da analise da genisteina (A), ODD isolado (B) e mistura
ODD e genisteina (C).
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A amostra de ODD apresentou quatro picos endotérmicos em —6,01 °C,
147 °C, 169 °C e 190 °C. O pico em —6,01 °C pode ser atribuido a transi¢cao
vitrea do ODD (MELZER, 2000). A adicdo de genisteina a amostra de ODD
resultou no desaparecimento do pico endotérmico em 147 °C. Houve também o
desaparecimento do pico a 169 °C, originando uma transigdo sob a forma de
banda larga compreendida no intervalo de 170 °C em 200 °C. No entanto, o
pico endotérmico referente a fusdo da genisteina manteve-se constante. Estes
resultados sugerem a presenga de genisteina sob a forma solubilizada ou ndo
na mistura genisteina e ODD. Desta forma, a fragdo genisteina soluvel parece

interagir com o ODD modificando a temperatura das transi¢des de fase.

A figura 8 apresenta os termogramas relativos a genisteina, lecitina e a
mistura binaria genisteina e lecitina.
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Figura 8. Termogramas da andlise da genisteina (A), lecitina isolada (B) e
mistura lecitina e genisteina.

Em uma ultima etapa foram analisadas as amostras de genisteina,
lecitina e a mistura destes dois componentes na propor¢ao das formulacdes

desenvolvidas. A lecitina apresentou trés picos endotérmicos em —15 °C, 9,04
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°C e 56 °C. No intervalo de temperatura compreendido entre 100 e 220 °C
ocorre uma seérie de eventos endotérmicos. Ha também o aparecimento de
duas transicdes exotérmicas em 232,22 °C e 287,53 °C e duas outras
endotérmicas em 328 °C e 337 °C. Para a mistura genisteina-lecitina foi obtido
um termograma cujo perfil das transigcbes térmicas é diferente daqueles
observados para as substancias puras. Ha o abaixamento da temperatura dos
picos das duas primeiras transicbes térmicas para -17 °C e 6 °C, o
aparecimento de uma série de transicdes endotérmicas no intervalo de
temperatura compreendida entre 50 e 100 °C e o desaparecimento dos dois
picos exotérmicos observados para a lecitina pura. Além disso, ndo €
observada a transicdo térmica da genisteina em 302 °C. Portanto, estes
resultados sugerem a existéncia de interagdo entre a genisteina e a lecitina.
Evidéncias de interacdo de fosfolipideos com diferentes compostos
polifendlicos, como a isoflavona daidzeina e os flavondides quercetina,
hesperidina e naringenina, levando a modificacdo da sua temperatura de
transicdo de fase, tém sido descritas na literatura (SAIJA et al., 1995;
LEHTONEN et al., 1996).

Permeacdo cutanea da genisteinain vitro

A literatura tem evidenciado as potencialidades da administragao
cutanea de isoflavonas como a genisteina através de diversos estudos relativos
as suas atividades bioldgicas, i.e. antioxidante, estrogénica e inibidora de
tirosina quinase. Em uma primeira etapa, foi avaliada a permeabilidade
intrinseca da gensiteina, que consistiu em avaliar a capacidade da molécula
em permear a pele a partir de um depdsito volatil. A capacidade de permeacao
intrinseca da genisteina foi determinada a partir de seu depdsito volatil na pele
de orelha de porco, sendo determinada a quantidade permeada em funcéo do

tempo (Figura 9).
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Figura 9. Cinética de permeagao intrinseca da genisteina.

Como pode ser observado na figura 9, ao término de 8 horas, o total de
genisteina permeada foi de cerca de 58,25 pg/cm?. PLESSIS e colaboradores
(2001) descrevem que os mecanismos de permeacéao através da pele resultam
de uma série de interacdes das moléculas permeantes com grupamentos
funcionais dos lipideos cutaneos presentes nos espacos intercelulares. Os
autores sugerem que os fendbmenos de difusdo através da pele séao
determinados pelas suas propriedades dipolares e pela presenca de
hidrogénios ligantes. As mais frequentes interagbes podem ser entre um
hidrogénio do permeante e os grupamentos —COOH dos acidos graxos e —OH
dos grupos amida das ceramidas, existindo uma relagdo inversa entre o
numero de grupos H ligantes (grupos substituintes polares) e o coeficiente de
difusdo (PLESSIS et al.,, 2002). A genisteina apresenta trés grupamentos
hidroxilas livres, podendo-se sugerir que estes grupamentos podem interagir
com as estruturas dos constituintes das camadas cutaneas, influenciando

assim a sua permeagcao.
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A capacidade de uma molécula em permear através da pele e exercer
um determinado efeito bioldgico depende tanto das suas propriedades fisico-
quimicas como daquelas relacionadas ao veiculo utilizado para a sua
administragdo. Assim, a permeacao da genisteina foi realizada a partir dos
Oleos que constituem os nucleos oleosos das formulagdes (TCM e ODD), bem
como a partir das nanoemulsées TCMgen € ODDgen desenvolvidas na segunda
etapa deste trabalho. Cabe ressaltar que devido a reduzida solubilidade da
genisteina nos nucleos oleosos utilizados (tabela 11), a genisteina encontra-se
acima do seu limite de solubilidade nos 6leos ODD e TCM. As figuras 10 e 11
descrevem as cinéticas de permeacgao e a tabela 12 os fluxos e tempos de

laténcia da genisteina a partir das diferentes preparagoes.
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Figura 10. Cinética de permeacéao da genisteina a partir dos nucleos oleosos
TCM (m) e ODD (o)
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Figura 11. Cinética de permeacéo da genisteina a partir das nanoemulsdes
TCMGEN (I) e ODDGEN (0)

As figuras 10 e 11 demonstram a permeacédo percutanea da genisteina a
partir da sua suspensdo nos Oleos ODD e TCM, bem como das
nanoemulsées ODDgeny € TCMgen. Uma primeira comparacao dos valores
médios obtidos indica que o total de genisteina permeada a partir dos 6leos
ODD e TCM (34,76 e 21,36 pg/cm?, respectivamente) e nanoemulsdes
ODDcen € TCMeen (20,55 e 1564 pglcm?  respectivamente) &
significativamente inferior em relagdo ao valor verificado para o fluxo
intrinseco (58,25 ug/cm?). Essas observacdes sugerem que existe uma
maior afinidade da genisteina pelos veiculos empregados reduzindo a sua
permeacao cutanea. Esse resultado torna-se interessante uma vez que tal
fendbmeno pode conduzir a um maior tempo de retengdo da genisteina nas
primeiras camadas da pele modulando a sua absorcao e favorecendo, por

consequéncia, a sua utilizagao topica.

A influéncia da natureza do nucleo oleoso utilizado sobre a permeacgao
da genisteina também pode ser verificada. Observa-se uma maior permeacgao

da genisteina a partir do ODD (ODD e ODDgen) quando comparada aos
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resultados obtidos com o TCM (TCM e TCMgen). Esses resultados podem estar
relacionados com uma maior afinidade da genisteina pelo TCM do que ao
ODD, conduzindo a uma maior permeagao da genisteina a partir do ODD. De
fato, contrariamente aos resultados obtidos para o ODD, foi demonstrada a
maior solubilidade da genisteina em TCM e o desaparecimento completo do
pico atribuido a fusdo da genisteina nesta mistura por DSC, indicando a sua
interagdo com esse componente. Assim, uma reduzida afinidade em relagao ao
ODD poderia deslocar o coeficiente de particido O6leo/pele, em favor do
processo de permeacao. Contudo, ndo pode ser descartada a hipotese de que
o efeito observado, de maior permeagao da genisteina a partir do ODD, seja

devido a sua maior eficiéncia como promotor de absor¢céo que os TCM.

Um outro aspecto relevante a ser considerado nas cinéticas de
permeacao esta relacionado com a influéncia da lecitina de gema de ovo sobre
0os parametros estudados. Independentemente do 6leo empregado (TCM ou
ODD), observa-se uma reducdo significativa da permeacdo da genisteina
veiculada nas nanoemulsdes. Esses resultados podem ser observados na

tabela 12, através dos valores de fluxo.

Tabela 12. Comparacao dos parametros fluxo e tempo de laténcia da GEN a
partir das diferentes preparagdes estudadas.

Paréametro
Fluxo + s (ug.cm->.h"™") Tempo laténcia * s (h)
Intrinseco 7,48 + 1,64 -0,10 £ 0,94
TCM 3,54 £ 0,19 1,73 £ 0,64
ODD 4,94 + 1,25 1,42 + 0,84
TCMgen 2,89+0,88 2,66 + 0,24
ODDgen 3,59 + 0,50 1,90 + 0,52

De fato, a tabela 12 demonstra que a presenca da lecitina nas
formulacbes (TCMgen € ODDgen) tende a reduzir o fluxo e aumentar o tempo

de laténcia da GEN. Esses resultados podem ser atribuidos a interagcdo da
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genisteina com a lecitina como sugerido pelos dados da DSC. Resultado
similar foi relatado por SAIJA e colaboradores (1998) que demonstraram a
reducdo da permeacdo da quercetina quando em presenga de lecitina. Por
outro lado, observa-se que o tempo de laténcia entre os oleos ou
nanoemulsdes nao varia de maneira significativa (p<0,05), podendo sugerir
que, no mesmo tipo de dispersao, a permeacao € controlada pela afinidade da

genisteina ao veiculo estudado.

Levando em consideracdo o fato de que apds aplicacdo tépica a
atividade biolégica esperada para a genisteina deve ocorrer nas diferentes
camadas da pele, a ultima etapa deste trabalho, consistiu na determinacao da
quantidade total de GEN na pele, apdés 8 horas de permeacdo. Os resultados
obtidos na quantificagdo da genisteina acumulada na pele apés a realizagao de

cada cinética (6leos e nanoemulsdes) estao apresentados na figura 12.
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Figura 12. Quantidade total de genisteina acumulada na pele a partir de
deposito dos 6leos (TCM e ODD) e das nanoemulsdes (TCMgen € ODDgen).

A figura 12 demonstra a influéncia dos componentes da formulagao
sobre a retengcdo da genisteina. Como pode ser observado, a retengdo da
genisteina na pele é superior a partir dos nucleos oleosos quando comparado
as nanoemulsdes, refletindo os resultados obtidos na cinética de permeacéo.

Uma maior retencédo da genisteina foi detectada quando esta foi veiculada nas
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formulagbées contendo TCM, enquanto que a genisteina veiculada em ODD
apresentou uma menor retencéo na pele. Além disso, a nanoemulsdo TCMgen
apresentou um fluxo de permeacdo menor, podendo assim sugerir que a
genisteina nesta formulagdo pode ter uma liberagdo mais lenta, fazendo com
que a sua atividade seja prolongada. Desta forma, as nanoemulsdées podem

representar um reservatorio para a liberagcédo progressiva da genisteina na pele.
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CONCLUSOES







A validagdo da metodologia de quantificacdo da genisteina por CLAE em
270 nm mostrou-se linear, precisa e especifica na faixa de concentracao

estudada.

A validagdo da metodologia de quantificacdo da genisteina por CLAE em
327 nm mostrou-se linear, precisa, exata e especifica para a determinagao

do teor de genisteina nas nanoemulsdes.

O procedimento de emulsificagdo espontdnea mostrou-se adequado a
obtengdo de nanoemulsées monodispersas com didmetro de goticula

inferior a 300 nm.

As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes obtidas por
emulsificacdo espontanea foram influenciadas pelo tipo de nucleo oleoso
(TCM ou ODD) utilizado.

Independente do nucleo oleoso utilizado, a associagdo da genisteina as
nanoemulsées é proxima a 100 %, sendo que esta parece estar distribuida

tanto no nucleo como na interface da nanoestrutura.

Os estudos in vitro referentes a permeagao da genisteina demonstraram
que os parametros avaliados, fluxo e tempo de laténcia, foram influenciados

pelos componentes utilizados na preparacao das nanoemulsdes.

Os baixos valores de fluxo percutaneo, bem como o fenédmeno de acumulo
na estrutura cutdnea apontam para uma possivel utilizagcdo das formulagdes

estudadas tendo em vista a sua aplicacao cutanea.

O conjunto dos resultados obtidos demonstra a influéncia dos componentes
empregados na formulacdo das nanoemulsdes sobre as interacbes com a
GEN, sobre as propriedades fisico-quimicas das nanoestruturas obtidas,

bem como no perfil de permeacéo cutanea da genisteina in vitro.
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