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RESUMO

O extrato seco obtido da casca de Pinus pinaster, popularmente
conhecido como Pinho Maritimo Francés, possui elevada concentracdo de
polifendis, representados por procianidinas, taxifolina, &cidos fendlicos e cindmicos e
as formas glicosiladas dessas moléculas. E obtido por extracdo aquosa da casca do
pinheiro, seguido por eliminagdo da é&gua. O seu controle de qualidade é
especificado na United States Pharmacopeia, sendo o teste de doseamento
realizado mediante a determinacdo do conteldo total de procianidinas, a classe de
polifendis majoritaria (entre 65 e 75 %). Porém, a determinacdo do contetudo de
polifendis individuais pode representar um parametro de qualidade adicional para o
extrato. Nesse sentido, a taxifolina (flavonoide conhecido como dihidroquercetina)
aparece como um possivel marcador quimico para doseamento, uma vez que é
encontrada no género Pinus, de forma geral, e por representar o polifenol
monomeérico presente em maior concentracdo no extrato. Essa molécula possui
propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, podendo ser empregada no tratamento
de patologias que possuam o0 estresse oxidativo e a inflamagcdo envolvidos na
patogénese. A endometriose € o foco principal deste estudo, cujo tratamento
farmacoldgico, realizado com anticoncepcionais principalmente, apresenta uma série
de inconvenientes, como o0 grau elevado de efeitos adversos; a recorréncia dos
sintomas poucos meses apos a interrupcdo do tratamento, na maioria dos casos; e a
contracepcédo, impedindo que a paciente possa engravidar, o que incentiva a busca
por novos farmacos para o tratamento dessa patologia. Contudo, apesar da
potencialidade farmacolédgica da taxifolina, esta apresenta baixa biodisponibilidade
por via oral, devido a baixa solubilidade em &gua, o que limita a sua aplicacdo
terapéutica e estimula a busca por rotas alternativas de administracdo para esse
flavonoide. Partindo desses pressupostos, 0s seguintes objetivos sdo propostos: (i)
desenvolver e validar métodos analiticos empregando cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a quantificacdo da taxifolina no extrato e em creme vaginal e (ii)
avaliar a liberacéo in vitro dessa substancia a partir do creme e sua permeacao ex
vivo, empregando o modelo de mucosa vaginal suina. Os métodos analiticos
desenvolvidos e otimizados para a quantificacdo da taxifolina no extrato e no creme
vaginal empregaram cromatografia em fase reversa com fase estacionaria
octadecilsilano e fase movel constituida por agua, acetonitrila e acido formico, em
diferentes propor¢bes para os métodos. Foi empregada eluicdo por gradiente de
fase movel e de fluxo no método do extrato e elui¢cdo isocratica no método do creme.
A deteccéo foi realizada em 288 nm em detector de arranjo de fotodiodos. Os perfis
cromatograficos obtidos apresentaram linhas de base regulares, adequada
resolucdo da taxifolina e boa simetria do pico. Todos os parametros de validagédo
analitica encontraram-se dentro das especificacdes. O valor de fluxo obtido para a
taxifolina a partir do creme no estudo de liberagéo in vitro (74,89 ug cm™2 h™) indica
que este é um possivel veiculo para a administracdo vaginal desse flavonoide.
Adicionalmente, a porcentagem de permeacdo obtida para a taxifolina por dose
(89,22 %) sugere um potencial desta para exercer suas a¢des a nivel sistémico in
vivo, quando administrada via mucosa vaginal, podendo ser uma alternativa para o
tratamento da endometriose, destacando-se que ela ndo possui efeito contraceptivo.

Palavras-chave: Absorcéo Vaginal. Controle de Qualidade. Cromatografia Liquida.
Estudos de Validacao. Liberacdo de Farmacos. Pinus. Polifendis.



ABSTRACT

The dry extract obtained from the bark of the Pinus pinaster, popularly
known as French Maritime Pine, has a high concentration of polyphenols
represented by procyanidins, taxifolin, phenolic and cinnamic acids and glycosylated
forms of these molecules. It is obtained by aqueous extraction of the pine bark,
followed by water removal. Its quality control is specified in the United States
Pharmacopeia, and the assay test is performed by determining of the total
procyanidins content (between 65 and 75 %). However, determining of the individual
polyphenol content may represent an additional quality parameter for this extract. In
this sense, the taxifolin (flavonoid known as dihydroquercetin) appears as a possible
chemical marker for assay, since it is found in the genus Pinus, in general, and
because it represents the monomeric polyphenol in the highest concentration. This
molecule possesses antioxidant and anti-inflammatory properties and may be used in
the treatment of diseases which have oxidative stress and inflammation involved in
the pathogenesis. Endometriosis is the main focus of this current study, whose
pharmacological treatment is performed with contraceptives mainly, and presents a
widely range of disadvantages, such as the high degree of adverse effects;
recurrence of symptoms a few months after discontinuation of treatment, in most
cases; and contraception, which prevents that the patient to become pregnant. These
factors encourage the search for new drugs to treat endometriosis. However, despite
of the pharmacological potential of taxifolin, it shows low oral bioavailability due to
poor water solubility, which limits its therapeutic application and encourages the
search for alternative routes of administration for this flavonoid. Within this context,
the present study has like aims: (i) to develop and validate analytical methods by
high performance liquid chromatography for quantification of taxifolin in the extract
and vaginal cream and (ii) to evaluate the in vitro release profile of taxifolin from the
cream and its ex vivo permeation across porcine vaginal mucosa. The analytical
methods developed and optimized for the quantification of taxifolin in the extract and
vaginal cream employed reversed phase chromatography with octadecylsilane
stationary phase and mobile phase composed by water, acetonitrile and formic acid
in different proportions to the methods. It was used gradient elution (mobile phase
composition and flow rate) in the extract method, and isocratic elution in the cream
method. The detection was performed at 288 nm in photodiode array detector. The
chromatographic profiles showed regular baselines, appropriate resolution of
taxifolin, and good symmetry of the peak. All analytical validation parameters were
within specifications. The in vitro drug release study showed that the cream is a
possible vehicle for vaginal administration of taxifolin due to high release rate (74.89
ug cm~? h™). Additionally, the permeated percentage of taxifolin by dose (89.22 %)
suggests a potential of this flavonoid to exercise its systemic effects in vivo when
administered via vaginal route, and may be an alternative for the treatment of
endometriosis, emphasizing that it has no contraceptive effect.

Keywords: Vaginal Absorption. Quality Control. Liquid Chromatography. Validation
Studies. Drug liberation. Pinus. Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

Pinus pinaster, popularmente conhecido como Pinho Maritimo Francés, é
uma espécie nativa do sudoeste da Europa e noroeste da Africa (LOMBARDERO;
PEREIRA-ESPINEL; AYRES, 2013). Nos dias atuais € cultivado, principalmente,
para a utilizacdo de sua madeira, devido ao elevado valor comercial (CHUPIN et al.,
2013).

O extrato seco de P. pinaster é utilizado como fitoterdpico e suplemento
alimentar. E obtido por extracio aquosa da casca deste pinheiro (D’ANDREA, 2010),
seguido por eliminacdo do solvente. Do ponto de vista fitoquimico, apresenta
elevada concentracdo de polifendis, sendo encontrados procianidinas, flavonoides,
dos quais se destaca a taxifolina, acidos fendlicos e cinamicos (IRAVANI,
ZOLFAGHARI, 2011).

Os parametros de qualidade requeridos para o extrato seco da casca de
P. pinaster (ESCPP) s&o especificados na monografia da United States
Pharmacopeia (USP), no capitulo de suplementos dietéticos, devendo conter entre
65 e 75 % de procianidinas, calculados em relacdo a base seca (USP, 2015). A
marca comercial registrada desse extrato e que segue as especificacbes da USP
quanto ao teor de procianidinas é conhecida como Picnogenol® (CHEN; SONG; LIN,
2009), sendo mundialmente comercializada pela industria Horphag Research com
sede na Suica.

A espectrofotometria UV/Visivel (UV/Vis), descrita na monografia da USP
para o extrato em estudo, é a técnica analitica de escolha para a determinagcdo do
conteudo total de procianidinas (HELLENBRAND et al., 2015). O padréo de trabalho
empregado no ensaio é o préprio extrato produzido pela USP, que é padronizado em
relacdo ao teor de procianidinas (valor declarado no rétulo).

A quantificagdo de procianidinas é um parametro de qualidade
fundamental para o ESCPP, ja que estas representam a classe de polifendis
majoritaria e que, possivelmente, estdo relacionadas com a acdo biolégica do
mesmo, dada as suas extensivas propriedades farmacologicas. Entretanto, a
determinacdo do conteudo de constituintes polifenolicos especificos mostra-se
também importante, podendo ser um parametro de qualidade complementar para
esse extrato. Nesse sentido, a taxifolina, um flavonoide conhecido como

dihidroquercetina, aparece como um possivel marcador quimico para o controle de
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qualidade do extrato, uma vez que € encontrada, de maneira geral, nas cascas das
espécies do género Pinus (ZU et al.,, 2012). Além disso, dentre os polifendis
monomericos presentes na composicdo quimica do ESCPP, ela ocorre em
concentracbes maiores (CHEN; SONG; LIN, 2009), de tal forma que a sua
quantificacdo é uma estratégia analitica para o desenvolvimento de métodos de
controle de qualidade.

Dentre as técnicas de separacdo conhecidas para a analise de
constituintes polifendlicos especificos em matérias-primas vegetais, a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV/Vis ou por espectrometria de
massas (EM) esta entre aquelas mais empregadas (MARTI et al., 2015). Porém, as
analises cromatograficas de polifendis originam, na maioria das vezes, separacdes
parciais, linhas de base irregulares e baixa repetibilidade (DIAZ-GARCIA et al.,
2013), o que chama a atencdo para a pesquisa de novos métodos cromatogréaficos
gue apresentem reprodutibilidade e adequada resolucéo entre 0s picos.

O ESCPP é um dos extratos mais estudados atualmente em relacdo as
suas propriedades farmacoldgicas, sendo que inumeras ja foram descritas. Elas
estdo relacionadas, principalmente, as caracteristicas quimico-estruturais dos
constituintes polifendlicos que compdem o extrato (MAIOMOONA et al., 2011) e,
possivelmente, ao sinergismo existente entre eles (YANG et al., 2014). Entre os
polifendis presentes, a taxifolina se destaca por apresentar acdes antioxidante
(LIANG et al.,, 2013; SUN et al.,, 2014) e anti-inflamatéria (CHOI et al., 2011,
WEIDMANN, 2012), dentre outras, que a tornam uma molécula alvo para pesquisas
com aplicacdo no tratamento de patologias que possuam o0 estresse oxidativo e a
inflamacé&o envolvidos na patogénese. Nesse ambito, enquadra-se a endometriose,
o foco principal de estudo do presente trabalho.

A endometriose € uma doenca que exerce papel relevante no contexto de
saude da mulher, jA que acomete 1 a cada 10 em idade reprodutiva (ROGERS et al.,
2009). Caracteriza-se pela presenca de endométrio fora da cavidade uterina, onde
este tecido apresenta elevada sintese de estrogénio, resisténcia a acdo da
progesterona, estresse oxidativo, alteracdo das vias de apoptose e alteracdo na
sintese de mediadores inflamatorios e imunologicos (GIUDICE, 2010; IWABUCHI et
al., 2015).

Os tratamentos da endometriose mais empregados atualmente séo a

cirurgia, a terapia farmacologica de supressédo ovariana ou a associacdo de ambos
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(ESHRE, 2013). No entanto, o tratamento farmacoldgico convencional apresenta
inconvenientes, como o0 grau elevado de efeitos adversos; a inibicdo da funcao
ovariana, impedindo que a paciente possa engravidar, e a possibilidade de
recorréncia dos sintomas da doenca, apos a interrupcdo do tratamento (MUNOZ-
HERNANDO et al., 2015). Esses fatores justificam e estimulam, portanto, a busca
por novas moléculas cujas propriedades farmacoldgicas mostrem-se potenciais para
o tratamento da dor associada a endometriose, porém sem efeito contraceptivo, tal
qual a taxifolina.

A baixa solubilidade em &agua (log P = 0,95) que conduz a uma
inadequada taxa de dissolugcédo da taxifolina nos fluidos gastrointestinais aquosos
(SHIKOV et al.,, 2009) é um dos fatores que contribuem para a baixa
biodisponibilidade por via oral dessa substancia (WEIDMANN, 2012; ZU et al.,
2012), restringindo a sua aplicacdo clinica quando administrada em formas
farmacéuticas solidas orais convencionais, como capsulas e comprimidos. Logo, a
pesquisa por novas rotas de administracdo, bem como sistemas de liberagcédo, sdo
objetos de estudo para esse flavonoide. A via de administracdo vaginal aparece
como uma alternativa para a absorgcao sistémica da taxifolina, visto que a mucosa
vaginal apresenta area superficial elevada e intensa vascularizagdo (MACHADO et
al., 2015). Ademais, elimina-se o metabolismo de primeira passagem hepético e a
degradacédo da substancia ao longo do trato gastrointestinal (CARDOSO, 2013).

Diante do exposto, propde-se como objetivo realizar a quantificacdo da
taxifolina no ESCPP e avaliar a sua liberacdo in vitro e permeacdo ex vivo em
modelo de mucosa vaginal suina, apés a incorporacéo do flavonoide em formulagéo
para administracdo vaginal, vislumbrando uma possivel aplicacdo desta como

coadjuvante no tratamento da endometriose.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESPECIE Pinus pinaster Aiton
2.1.1 Aspectos botanicos e histéricos

Pinus € o maior género existente de coniferas na familia Pinaceae, que
abrange mais de 100 espécies (MAIMOONA et al., 2011). Pinus pinaster Aiton
subespécie Atlantica des Villar (popularmente conhecido como Pinheiro Maritimo
Francés) é uma espécie nativa do sudoeste da Europa e noroeste da Africa
(LOMBARDERO; PEREIRA-ESPINEL; AYRES, 2013; SEABRA et al.,, 2012) e
caracteriza-se por possuir tamanho médio, podendo atingir até 30 metros de altura, e
por apresentar uma casca marrom avermelhada brilhante (MAIMOONA et al., 2011).

Na Figura 1 é apresentada uma imagem de P. pinaster e o detalhe de sua casca.

Figura 1 - Imagem de P. pinaster (A) e detalhe da sua casca (B).

Fonte: HORPHAG RESEARCH PHOTOS DOWNLOAD CENTER, 2015. Disponivel em: <
http://www.pycnogenol.com/media/photos-logos/>. Acesso em: 27 jan. 2015.

Grandes éareas de cultivo sdo encontradas na costa atlantica do sul da
Franca, Espanha e Portugal. Esses pinheiros sdo cultivados para a utilizacdo de sua
madeira principalmente, sendo que a casca € um subproduto formado em altas


http://www.pycnogenol.com/media/photos-logos/
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quantidades na industria madeireira, uma vez que representa entre 10 e 20 % do
total do tronco (CHUPIN et al., 2013; SEABRA et al.,, 2012). Sdo também
empregados no reflorestamento da Espanha e outros paises do Mediterraneo desde
0 século XIX (PAUSAS et al., 2004).

A utilizacdo popular de P. pinaster foi introduzida por indios nativos de
Quebec, possivelmente por exemplares desse pinheiro levados para o Canada e
gue se adaptaram bem ao clima da regido. Em 1535, o navio do explorador francés
Jacques Cartier chegou ao Rio Lawrence em Quebec. Na auséncia de frutas e
vegetais, a tripulacdo comecou a desenvolver escorbuto (doenga causada por
deficiéncia de vitamina C) e muitos morreram. Os indios entdo ensinaram o0s
tripulantes a preparacdo de um cha proveniente da casca do pinheiro, de tal forma
gue muitos se recuperaram. Apos isso, foram atribuidas propriedades milagrosas ao
cha. Fascinado pela informacéo, o professor Jacques Masquelier iniciou pesquisas
sobre a constituicdo quimica da casca do pinheiro. Posteriormente, ele mostrou que
a mesma era rica em procianidinas, além de outros polifendis (D’ANDREA, 2010).

No Brasil, apenas algumas espécies pertencentes ao género Pinus se
adaptaram e sdo cultivadas no pais, sdo elas: Pinus taeda e Pinus elliottii var.
elliottii. Estima-se em, aproximadamente, 1 060 000 hectares a area ocupada por
essas espécies na regido sul. Essas plantacdes desempenham papel importante no
suprimento de madeira, fornecendo atualmente mais de 90 % do total de madeira
consumida no estado do Parana (FERREIRA et al., 2001).

2.1.2 Constituicao fitoquimica

O extrato seco (obtido apds a eliminacdo do solvente proveniente da
extracdo aquosa da casca de P. pinaster) apresenta elevada concentracdo de
polifendis, representados por procianidinas, flavonoides, acidos fenolicos (acidos
gdlico, ferulico, caféico e p-hidroxibenzoico) e acidos cinamicos (D’ANDREA, 2010;
SEABRA et al., 2012; VIRGILI et al., 2000). Dentre os polifendis, destacam-se as
procianidinas (entre 65 e 75 % do extrato) (IRAVANI; ZOLFAGHARI, 2011) e a
taxifolina  (WEIDMANN, 2012), um flavanonol, também denominado
dihidroquercetina, encontrado nas cascas das espécies dos géneros Pinus e Larix e
nas sementes do género Silybum (MA et al., 2012; ZU et al., 2012; ZU et al., 2014a).
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O seu glicosideo € o flavonoide majoritario isolado das espécies Rhododendron
mucronulatum e Silybum marianum (KANG et al., 2010).

As procianidinas sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensacdo de duas ou mais unidades de (+)-catequina e/ou (-)-epicatequina
através de ligagcbes C4—C8 e/lou C4—C6. Essas subunidades flavan-3-ol podem
ainda ser duplamente ligadas através de ligagdo C4—C8 e uma ligacdo éter
adicional do tipo O7—C2. Sao encontradas em altas concentracbes em folhas,
frutos, cascas e raizes de diversas espécies (D’ANDREA, 2010; GOODRICH;
NEILSON, 2014).

Os principais constituintes encontrados no extrato sao sumarizados na

Figura 2 e na Figura 3 sédo destacadas as ligacées encontradas nas procianidinas.

Figura 2 — Estruturas quimicas dos principais constituintes encontrados no extrato seco da casca de
P. pinaster.
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Fonte: elaborada pela Autora.
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Figura 3 — Representacao das ligagdes C4—C8 e O7—C2 encontradas nas procianidinas.
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Fonte: elaborada pela Autora.

Picnogenol® é o nome dado para a marca registrada do extrato seco
obtido a partir da extracdo aquosa da casca de P. pinaster por um processo
patenteado pela industria Horphag Research, com sede em Genebra, na Suica
(CHEN, SONG, LIN, 2009; D’ANDREA, 2010). Esse processo foi primeiramente
descrito por Masquelier em 1948. Para a producdo do extrato sdo empregados
pinheiros cultivados exclusivamente na floresta Les Landes De Gascogne, localizada
no sudoeste da Franca. A floresta € natural e ndo explorada, ndo sendo empregados
pesticidas no cultivo dos pinheiros (HORPHAG RESEARCH, 2015). No Brasil,
Picnogenol® é utilizado como matéria-prima para a producdo do medicamento
Flebon®, sendo importado pela indGstria farmacéutica Farmoquimica
(FARMOQUIMICA, 2015).

2.1.2.1 Biossintese dos flavonoides

O termo flavonoide é empregado para designar compostos derivados da
benzo-y-pirona (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Sua estrutura quimica basica
consiste em um esqueleto de difenil propano (C6-C3-C6) com dois anéis aromaticos
(A e B) ligados a um anel pirano (C), conforme representado na Figura 4 (VIEYRA et
al., 2009).
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Figura 4 — Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracao.

Fonte: elaborada pela Autora.

Seu nucleo fundamental resulta de rota biossintética mista: a do acido
chiquimico e a do acetato (DEWICK, 2009). A primeira origina fenilalanina que, na
presenca de fenilalanina aménia liase (PAL), sofre deaminagcédo para acido trans-
cindmico, com subsequente oxidacdo a &cido p-cumérico pela cinamato 4-
hidroxilase (C4H) e ativacdo com coenzima A (CoA), na presenca de 4-cumaroil CoA
ligase (4CL), resultando em 4-cumaroil-CoA (Figura 5, A). A enzima chalcona sintase
(CHS) é entdo responsavel pela ligacdo de p-cumaroil-CoA a trés unidades
extensoras de malonil-CoA. A cadeia policetidica é estendida com anions enolatos,
através de reacdes de Claisen. A ciclizacdo do tetracetideo gera o segundo anel
aromatico da estrutura da chalcona (Figura 5, B) (AZEVEDO; DIAS; TAVARES,
2010; VEITCH; GRAYER, 2011; YU; JEZ, 2008). A enzima chalcona isomerase
(CHI) catalisa a isomerizacdo estereoespecifica de chalcona para as
correspondentes flavanonas. A partir das flavanonas, a via diverge em diferentes
rotas, resultando em diferentes classes de flavonoides (VEITCH; GRAYER, 2011).

As procianidinas sao formadas através de reacdes de adicdo eletrofilica
entre as unidades flavan-3,4-diol, precursoras dessa classe de substancias. Essas
unidades sao resultantes da reducdo da hidroxila na posicédo 4 de flavanondis (ou
dihidroflavonéis) pela enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR). Nos vegetais, a
reacdo de adicdo eletrofilica acontece devido a fosforilacdo da hidroxila na posi¢éo 4
da unidade flavan-3,4-diol, tornando-a um bom grupo abandonador. O eletrdfilo,
entdo, ataca o sitio positivo dessa molécula, resultando na formacdo das
procianidinas (Figura 6) (DEWICK, 2009).
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Figura 5 — Biossintese dos flavonoides.
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Fonte: elaborada pela Autora. A: Formacdo do p-cumaroil-CoA a partir da fenilalanina. B: Via de
formagé&o de policetideos resultando na chalcona. PAL: fenilalanina aménia liase; C4H: cinamato 4-
hidroxilase; 4-CL: 4-cumaroil CoA ligase; CHS: chalcona sintase; CHI: chalcona isomerase.
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Figura 6 — Exemplo de reacao de formacao de procianidinas com ligacao do tipo C4 — C8.
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Fonte: elaborada pela Autora. F3H: Flavanona 3-hidroxilase; DFR: dihidroflavonol 4-redutase.

2.1.3 Propriedades farmacocinéticas

A determinagdo de parametros farmacocinéticos para constituintes
presentes em extratos vegetais, tais como: concentracdo plasmatica maxima (Cmax),
tempo necessario para atingir a concentracdo plasmatica maxima (tmax), tempo de
meia-vida (t12) e biodisponibilidade, € importante para o estabelecimento de doses
terapéuticas, téxicas e posologia, além de contribuir para a elucidacdo de possiveis
mecanismos moleculares relacionados a acao farmacoldgica dos extratos vegetais
(JU et al., 2015; KURLBAUM; HOGGER, 2011). A biodisponibilidade de substancias
de origem natural, por sua vez, é o principal fator limitante para o desempenho das
suas acdes farmacoldgicas in vivo (GOODRICH et al., 2015).

Os estudos farmacocinéticos com o ESCPP iniciaram-se em 2000,
quando Virgili e colaboradores descreveram a quantificacdo do &cido ferulico na
urina como marcador para a avaliacdo da administracdo oral do extrato, sendo o
acido ferulico adicionalmente formado in vivo por metilacdo do acido caféico.

Posteriormente, o estudo realizado por Grimm e colaboradores (2006)
avaliou, pela primeira vez, a concentracdo dos marcadores e metabolitos do ESCPP

no plasma humano apds a ingestdo oral de dose Unica do extrato (300 mg) em 11
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voluntarios sadios, mantidos em uma dieta livre de flavonoides por um periodo de 24
h. As Cnax Obtidas para catequina, acido caféico, &cido ferulico, taxifolina e o
metabdlito denominado M1 [delta-(3,4-dihidroxi-fenil)-gama-valerolactona], bem
COMO 0S tmax foram, respectivamente: 107, 17, 15,33 e4ngmL™ ;e 3,4,1,8e 10h
(GRIMM et al., 2006).

O maior valor de Cnax foi obtido para a catequina e isso foi explicado pela
quantificacdo adicional dessa molécula proveniente da degradacdo de procianidinas
oligoméricas. As procianidinas sofrem degradacdo em meio acido (JEREZ et al.,
2007), de tal forma que a biodisponibilidade das mesmas, apds absor¢éo intestinal,
corresponde de 0,3 a 4 % da dose administrada, particularmente para trimeros ou
moléculas com grau de polimerizacdo maior (GOODRICH et al., 2015).

A taxifolina € um flavonoide que apresenta baixa solubilidade em agua e
insolubilidade em lipideos (ZINCHENKO et al., 2011), o que dificulta os processos de
absorcado e distribuicdo dessa substancia no organismo, quando administrada por
via oral (ZU et al., 2014a). Ademais, a baixa parcela que € absorvida, sofre rapido
metabolismo, o que também foi constatado no estudo de Grimm e colaboradores
(2006), onde o maior valor de tnax Obtido foi para a taxifolina quando comparada aos
outros marcadores presentes no extrato, sendo resultante do intenso metabolismo in
vivo desse flavonoide (GRIMM et al., 2006), por meio de reacdes de glucuronidacao,
sulfatacdo e/ou O-metilacdo nas células epiteliais intestinais (KAWABATA; MUKAI,
ISHISAKA, 2015). Além disso, foi demonstrado que a bactéria Clostridium
orbiscindens, isolada de fezes humanas, realiza uma degradacdo anaerdbica da
taxifolina a acido 3,4-dihidroxifenilacético (SCHOEFER et al., 2003). Portanto, a
taxifolina apresenta baixa biodisponibilidade por via oral, o que limita a sua aplicacéo
terapéutica e estimula a pesquisa e o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas e sistemas de liberacao para essa molécula (POZHARITSKAYA et al.,
2009; SHIKQV et al., 2009; ZINCHENKO et al., 2011; ZU et al., 2014a; ZU et al.,
2014b).

2.1.4 Propriedades farmacologicas
O ESCPP é empregado tradicionalmente como fitoterapico e suplemento

alimentar (IRAVANI; ZOLFAGHARI, 2011) e diversas propriedades farmacoldgicas ja

foram descritas, em particular devido a sua constituicdo fitoquimica diversa. De
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forma geral, € empregado no tratamento de doencas que possuem O estresse
oxidativo e a inflamacéo envolvidos na patogénese, sendo a maioria dos estudos
conduzidos em culturas de células in vitro e em modelos animais in vivo
(MAIMOONA et al., 2011).

Apesar das inumeras aplicacdes descritas, Maiomoona e colaboradores
(2011), em extensa revisdo sobre as propriedades biologicas, nutracéuticas e
aspectos clinicos da utilizacdo do ESCPP, chamaram a atencéo para a necessidade
de realizacdo de novas pesquisas com desenhos experimentais melhores e com
tamanho amostral maior, para conduzir a resultados estatisticamente significativos
que contribuam para conhecimentos mais apurados sobre as propriedades
farmacoldgicas desse extrato, bem como o0s possiveis mecanismos de acéo
envolvidos.

Baseado nas caracteristicas quimico-estruturais dos constituintes
encontrados no ESCPP, as propriedades farmacolégicas principais sdo a
antioxidante e a anti-inflamatéria (MAIMOONA et al.,, 2011), sendo os polifendis
responsaveis por tais atividades, devendo-se destacar que substancias com grau de
polimerizacdo maior apresentam propriedades antioxidantes superiores quando
comparadas aos polifendis na forma de mondémeros (D’ANDREA, 2010). As
procianidinas possuem além da ac&o antioxidante, a¢ées antitumoral (TOURINO et
al., 2005), anti-inflamatéria e imunomodulatéria (D’ANDREA, 2010), sendo que tais
acOes dependem do seu grau de polimerizacédo (JEREZ et al., 2007).

A acdo antioxidante do ESCPP esta relacionada aos mecanismos de
inativacdo dos radicais superoxido e hidroxila, inibicdo da formacdo do oxigénio
singleto, inibicdo da peroxidacdo lipidica (TANER et al., 2014), estimulo dos
mecanismos endodgenos de protecdo contra espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, preservacao do alfa-tocoferol, reciclagem do radical ascorbato e protecéao
de biomoléculas contra o estresse oxidativo (IRAVANI; ZOLFAGHARI, 2011).

A atividade antioxidante da taxifolina foi demonstrada em vérios estudos
(ARUTYUNYAN et al., 2013; LEE et al., 2007; LIANG et al., 2013; ROGOVSKII et al.,
2010; SUN et al., 2014; VLADIMIROV et al., 2009; WANG et al., 2011). Substéancias
antioxidantes sdo capazes de inibir ou retardar a oxidacao de substratos oxidaveis,
evitando os danos causados por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
(EDEAS, 2011) que ameacam a integridade celular por meio da oxidacdo de

biomoléculas, relacionadas ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doencas
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cronicas, inflamatdrias e degenerativas (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO,
2007). Os flavonoides possuem grupos hidroxilas aromaticos que reduzem radicais
livres reativos com consequente formacdo do radical fenoxila estabilizado por
ressonancia (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; MORAIS et al., 2009),
atuam quelando metais de transicdo e estimulando os mecanismos antioxidantes
enddgenos, como os sistemas glutationa e superéxido dismutase (MUSCHIETTI;
MARTINO, 2009).

Partindo do conhecimento de suas propriedades antioxidantes, atividades
relacionadas a protecdo da pele foram investigadas para esse extrato, e 0sS
resultados apontam uma aplicacdo promissora em cosméticos e outros produtos
dermatolégicos. Foi demonstrada atividade antimelanogénica in vitro (KIM; KANG;
YOKOZAWA, 2008), propriedades de clareamento da pele e de protecdo contra o
fotoenvelhecimento in vivo (PIRIOU et al., 2014) e protecdo contra a radiacdo UV
solar in vivo (FURUMURA et al., 2012).

O ESCPP apresentou efeito cardioprotetor (GULATI, 2014; MAIMOONA
et al.,, 2011), em particular devido as propriedades anti-hipertensiva, por meio de
vasodilatacao endotelial dependente de 6xido nitrico (KWAK et al., 2009); protecdo
contra a aterosclerose, através da inibicdo da oxidacéo de lipideos (GU et al., 2008);
inibicdo da formacdo de trombos, por inibicho da agregacdo plaquetéaria
(GOLANSKY et al.,, 2006); diminuicdo da formacdo de edema induzido por anti-
hipertensivos, através da diminuicdo da permeabilidade capilar (GULATI, 2014); e
aumento da funcdo do endotélio vascular (OHKITA; KISO; MATSUMURA, 2011).
Propriedades cardioprotetoras também foram descritas para a taxifolina (WANG et
al., 2006; WEIDMANN, 2012). O extrato apresenta ainda aplicacdo no tratamento da
insuficiéncia venosa crénica (GULATI, 2014; MAIMOONA et al., 2011).

Liu e colaboradores (2004) mostraram que o ESCPP apresenta
propriedade antidiabética para pacientes com diabetes mellitus tipo I, através da
inibicdo da sintese da enzima intestinal alfa-glucosidase (responsavel pelo
metabolismo dos carboidratos), mecanismo descrito por Schafer e Hogger (2007).
Além disso, foi observada melhora da retinopatia diabética (STEIGERWALT et al.,
2009) e reducéo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares em pacientes
com diabetes mellitus tipo 1l (ZIBADI et al., 2008). Adicionalmente, foram descritas
propriedades imunomodulatéria, antimicrobiana (ROHDEWALD; BEIL, 2008),
antiviral (FENG et al., 2008), aplicacdo no tratamento da asma (SHIN et al., 2013) e
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acao antitumoral (MAIMOONA et al., 2011) para o extrato. Propriedades antitumorais
também foram descritas para a taxifolina (LUO et al., 2008; POLYAK et al., 2010;
VLADIMIROV et al., 2009).

Estudos tém relatado acéo anti-inflamatoria para o ESCPP (CANALI et al.,
2009; KIM, Y.J.; KIM, Y.A.; YOKOZAWA, 2011; PENG et al.,, 2012) que esta
relacionada a diferentes mecanismos, destacando-se a inibicdo da liberagdo de
mediadores pro-inflamatorios regulados por estresse oxidativo; inibicdo da
expressao de citocinas pré-inflamatorias; inibicdo da ciclo-oxigenase (COX) 1 e 2; e
inibicdo da liberacdo de metaloproteinases, colagenases, elastases e gelatinases
(IRAVANI; ZOLFAGHARI, 2011; SHIN et al., 2013). No contexto de atividade anti-
inflamatoria, pesquisas mostram a aplicacdo no tratamento da endometriose
(KOHAMA; HERAI; INOUE, 2007) através da inibicdo do fator nuclear Kappa B (NF-
Kappa B) e das enzimas aromatase, COX-1 e COX-2 (IRAVANI; ZOLFAGHARI,
2011).

A taxifolina possui importante atividade anti-inflamatéria, sendo uma
molécula alvo para aplicac@es clinicas potenciais (WEIDMANN, 2012). Exerce essa
acdo mediante a inibicAo da expressdo da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS)
(CHOI et al., 2011; RHEE et al., 2008); inibicdo da ativacao/adesdo de neutrofilos
(WANG et al.,, 2004); inibicdo da colagenase-1 (LEE et al.,, 2007); inibicdo da
expressao de citocinas (interleucinas, IL-18, IL-6) e quimiocinas (fator de estimulo de
adesdo de macréfagos, GM-CSF); inibicao de fatores transcricionais (NF-Kappa B e
ativador de proteina 1, AP-1) (RHEE et al., 2008); e através da inibicdo da expressao
de COX-2 (CHOl et al., 2011).

2.1.4.1 Endometriose

As modificacbes na sociedade moderna, onde as mulheres ocupam
espaco cada vez maior tanto no ambito social quanto no profissional, trouxe maior
projecdo para as questdes ligadas a sua saude (OMS, 2015). Nesse contexto, a
endometriose exerce papel relevante, jA que acomete 1 a cada 10 mulheres em
idade reprodutiva (ROGERS et al., 2009), o que corresponde a aproximadamente
176 milhdes de mulheres no mundo (WES, 2012).

A endometriose é caracterizada pela presenca de endométrio fora da

cavidade uterina, o que induz uma reacao inflamatéria crénica. Essa resposta é
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acompanhada por angiogénese, infiltracdo nervosa, adeséo, fibrose e distor¢édo da
anatomia pélvica (GIUDICE, 2010). As localizagbes mais comuns do tecido
endometridtico ectdpico sédo na cavidade pélvica (peritbnio, ovarios, intestino, bexiga
e septo retovaginal) (PAVONE; LYTTLE, 2015) e, em casos raros, no diafragma,
pulmdes e sistema nervoso central (NACUL; SPRITZER, 2010).

A etiopatogenia ainda ndo estd bem estabelecida, sendo considerada
uma doenca de origem multifatorial. A teoria mais aceita € a da menstruacao
retrograda, proposta por Sampson em 1927. Segundo ele, ocorreria o refluxo do
tecido endometrial através das trompas de fal6pio durante a menstruacdo, com
subsequente implantagéao e crescimento desse tecido no peritdnio. Esse mecanismo
foi apresentado em modelo de primatas e foi observado em humanos. E suportado
pela observacdo de que a doenca acomete apenas as espécies que menstruam, ou
seja, humanos e outros primatas (SAMPSON, 1927). Entretanto, a teoria de
Sampson ndo explica porque nem todas as mulheres que possuem menstruacao
retrograda desenvolvem endometriose (BULUN, 2009). Isso sugere que a
combinacdo de outros fatores, tais como genéticos (BARANOV et al.,, 2015),
imunolégicos, moleculares, hormonais (ZIEGLER; BORGHESE; CHAPRON, 2010) e
ambientais (SOAVE et al., 2015), poderia determinar uma maior suscetibilidade para
o desenvolvimento da doenga.

O tecido endometridtico ectdpico é caracterizado pela alta sintese de
estrogénio; resisténcia a acdo da progesterona (horménio antiestrogénico); alteracéo
das vias de apoptose; e alteracdo na sintese de mediadores imunolégicos e
inflamatoérios, com elevada producdo de prostaglandinas (E,, principalmente),
citocinas (IL-1pB, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa — TNF-qa, principalmente),
guimiocinas e metaloproteinases (BULUN, 2009; GIUDICE, 2010). Além disso, sabe-
se que o estresse oxidativo € um fator chave para o crescimento dos implantes
endometriéticos, de modo que, na cavidade peritoneal de mulheres com
endometriose, é observado um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio que estimulam o aumento de células de proliferacdo no endométrio
ectopico (IWABUCHI et al., 2015). Os principais aspectos moleculares que

caracterizam esse tipo de tecido sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 — Aspectos moleculares do endométrio sadio e patolégico.

COX-2
Precursor > \l' PGE,
AroX’iase a
A Precursor ---------#/A--------- > Estr}(emo
. HSD17B2
Estradiol > Estrona
COX-2
Precursor > 1 PGE,
Aromatase .
B Precursor > Estrogénio
. HSD17B2
Estradiol > Estrona
COX-2
Precursor )TT PGE,
Aromatase
C Precursor ) Estrogénio
) HSP{7B2
Estradiol --------- - > Es)€na

Fonte: Adaptado de BULUN, 2009. A: Endométrio em mulher saudavel. A atividade da ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) é normal, com baixa sintese de prostaglandina E, (PGE,). Estrogénio ndo é
produzido localmente devido a auséncia de aromatase. Durante a fase litea, a enzima 17-
hidréxiesterdide desidrogenase-2 (HSD17B2), dependente de progesterona, catalisa a converséo de
estradiol em estrona, menos estrogénica. B: Endométrio em mulher com endometriose. Ocorre
aumento da atividade de COX-2 e atividade detectdvel da aromatase. C: Tecido endometrigtico
ectépico, mostrando a alta atividade de COX-2 e aromatase, além de deficiéncia da enzima
HSD17B2. Como consequéncia, ocorre alta producdo de PGE, e estrogénio.

7z

O quadro clinico da paciente com endometriose é variavel. A paciente
pode ser assintomatica, referir infertilidade (30 - 40 % dos casos) ou apresentar
sintomas como dismenorreia severa, dispareunia profunda, dor pélvica cronica, dor
ovulatéria, disuria, disquezia e fadiga crénica (MORI et al., 2015; SCHRAGER;
FALLERONI; EDGOOSE, 2013). Uma vez que os sintomas sdo inespecificos, o
diagnostico da doenca € dificil e tardio. A combinacao entre a laparoscopia e a
analise histologica das lesGes é considerada o diagndstico padrdo ouro (ESHRE,
2013). A abordagem ndo cirargica envolve a anamnese completa da paciente
através da analise do histérico familiar, sintomas, exames fisicos e de imagem
(GIUDICE, 2010).

A principal abordagem no tratamento da endometriose € a reducéo da dor
associada a doenca, que pode ser realizada por meio de terapia farmacoldgica ou
cirdrgica e, no caso de muitas pacientes, pela associacdo de ambos. O tratamento
farmacoldgico é baseado em dois mecanismos de acéo: anti-inflamatério e hormonal
(SOARES et al., 2012).
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Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo empregados no alivio da
dismenorreia, entretanto ndo existem evidéncias que comprovem a sua eficacia no
tratamento da dor relacionada a endometriose. Ademais, ha falta de evidéncias que
suportem a escolha do AINE mais apropriado para o tratamento (MUNOZ-
HERNANDO et al., 2015).

Os farmacos cujo mecanismo de acdo é hormonal atuam inibindo o
crescimento dos implantes ectépicos por meio de: (i) decidualizacdo e atrofia do
endométrio ou (ii) supressédo dos horménios esteroides ovarianos e inducdo de um
estado de hipoestrogenismo (NACUL; SPRITZER, 2010). Dentre eles, os mais
empregados sé&o as combinagbes estroprogestogénicas (anticoncepcionais),
progestogénios isolados, analogos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
e aqueles que associam as ac¢des antiprogestogénica, antiestrogénica e androgénica
(gestrinona) (ESHRE, 2013; GIUDICE, 2010).

Os anticoncepcionais podem ser administrados por via oral, transdérmica
ou vaginal, e os progestogénios, pelas vias intramuscular, subcutanea, subdérmica
ou intrauterina (NACUL; SPRITZER, 2010). Esses farmacos apresentam, em geral,
eficAcia no tratamento da dor associada a endometriose, sendo que a escolha
dependera dos efeitos adversos, do custo e da disponibilidade. E importante
ressaltar ainda que todos eles tém efeito contraceptivo (SOARES et al., 2012).

A busca por novos medicamentos que possam ser empregados no
tratamento da endometriose tornou-se objeto de pesquisa, uma vez que O
tratamento farmacolégico classico apresenta inconvenientes, especialmente: (i) o
grau elevado de efeitos adversos; (ii) a possibilidade de recorréncia dos sintomas da
doenca, ja que, em muitas pacientes, 0s sintomas recorrem entre 6 e 12 meses apds
a interrupcao do tratamento; (iii) o tratamento a longo prazo; e (iv) a contracepcao,
impedindo que a paciente possa engravidar (MUNOZ-HERNANDO et al., 2015).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as novas classes de farmacos que estédo
sendo avaliadas para o tratamento da dor relacionada com a endometriose, sendo
gue a maioria delas ainda estd em estudo. Os Unicos farmacos que sao aprovados
para a utilizacdo terapéutica sao aqueles pertencentes a classe dos inibidores da
aromatase, indicados para pacientes que nao respondem adequadamente as outras
terapias farmacoldgicas (MUNOZ-HERNANDO et al., 2015).



33

Tabela 1 — Novas classes de farmacos para o tratamento da endometriose, seus mecanismos de

acéao e principais efeitos adversos.

Classe farmacolégica

Mecanismo de acédo

Principais efeitos
adversos

Antagonistas do GnRH

Inibidores da aromatase
(geralmente em
associacdo com

analogos do GnRH,
progestogénios ou
estrogénios)

Moduladores seletivos
do receptor de
progesterona

Anti TNF-a

Inibidores de COX-2

Pentoxifilina

Antagonista competitivo dos receptores de GnRH. A
ocupacao dos receptores resulta em inibi¢cdo da liberagao
de gonadotrofinas

Inibem a enzima aromatase, responsavel pela conversao

de androgénios em estrogénios. Essa enzima possui sua

expressao aumentada no endomeétrio uterino e ectdpico
de mulheres com endometriose

Ligantes do receptor de progesterona. Exibem tanto
propriedades agonistas quanto antagonistas. Na
auséncia de progesterona, atuam como agonistas fracos
e, na presenca de progesterona, como antagonistas

Modulagédo da inflamacéo através da inibicdo de TNF-a

Inibicdo da enzima COX-2 responsavel pela producéo de

prostaglandinas (mediadores inflamatérios). Essa enzima

possui sua expressdo aumentada no endométrio uterino
e ectopico de mulheres com endometriose

Imunomodulacdo

Dores de cabeca,
nauseas, ansiedade,
episddios de “calor”,

alteracéo na densidade
mineral 6ssea

Perda de densidade
mineral 6ssea, manchas
vaginais, mudancas de
humor, dores de cabega,

dores musculares,
ganho de peso,
sangramento de escape

Dor de cabecga, dor
abdominal

Mialgia, reacéo leve a
infusdo, amigdalite
aguda, leucemia

Nao reportados

N&o reportados

Fonte: Adaptado de MUNOZ-HERNANDO et al., 2015. GnRH: horménio liberador de gonadotrofinas.
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. COX-2: ciclo-oxigenase 2.

Tendo em vista 0os aspectos anteriormente apresentados, moléculas que

possuam propriedades

farmacoldgicas potenciais

para o

tratamento da

endometriose sdo alvos de pesquisa como candidatas terapéuticas para o
desenvolvimento de novos medicamentos que atuem de forma adjuvante e
complementar ao arsenal terapéutico existente (MORI et al., 2015). Buscam-se
substancias com um perfil de efeitos adversos aceitavel, adequadas para a utilizacao
em longo prazo, seguras para uso nos primeiros meses de gravidez e, sobretudo,
sem efeito contraceptivo, sendo os esfor¢cos concentrados na busca por constituintes
que sejam eficazes no alivio da dor, mas que nao inibam a fungcéo ovariana, para
ndo comprometer a fertilidade das pacientes (MUNOZ-HERNANDO et al., 2015).
Nesse contexto, e partindo dos pressupostos que a inflamagdo e o estresse
oxidativo estdo envolvidos na patogénese da endometriose, a taxifolina aparece
como um flavonoide promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos,
uma vez que possui atividades antioxidante (ARUTYUNYAN et al., 2013; LIANG et
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al., 2013; SUN et al., 2014) e anti-inflamatoria (CHOI et al., 2011; RHEE et al., 2008;
WEIDMANN, 2012) descritas na literatura.

2.2 CONTROLE DE QUALIDADE DE FITOTERAPICOS

Nos ultimos anos, o emprego da Fitoterapia como forma de tratamento
para diferentes patologias vem sofrendo grande expansdo (ANTONIO; TESSER;
MORETTI-PIRES, 2014). Entretanto, a qualidade dos fitoterapicos ndo acompanha o
aumento de sua utilizacdo, o que resulta na presenca de inUmeros produtos
desprovidos dos requisitos minimos de qualidade necessarios (YAN et al., 2015).

Para garantir a existéncia de qualidade, eficacia terapéutica e seguranca
dos fitoterapicos, estes devem ser padronizados, ou seja, apresentar os marcadores
quimicos caracteristicos e em concentracdes conhecidas (BRASIL, 2010). Para
tanto, € necessario existir normas de padronizacdo do processo de producao de
fitoterapicos, controlando desde o cultivo da espécie medicinal de interesse até a
obtencdo do produto final (SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010). Além disso, é
importante estabelecer metodologias analiticas para a identificacdo e quantificacéo
dos marcadores quimicos, permitindo a realizacdo do controle de qualidade da
matéria-prima vegetal, produto intermediario e acabado (YAN et al., 2014).

O controle de qualidade de fitoterapicos é mais complexo e trabalhoso
guando comparado ao controle de qualidade de medicamentos sintéticos. Isso pode
ser explicado por diferentes fatores, porém todos estdo relacionados a sua
composi¢do quimica diversificada, que dificulta o estabelecimento de pardmetros de
qualidade e de métodos analiticos robustos (VILEGAS; CARDOSO; QUEVEDO,
2009). Além disso, a composicdo dos fitoterapicos € variavel, uma vez que as
plantas estdo sujeitas a alteracdo de sua constituicAo quimica devido a diversas
variaveis que estdo dispostas durante o seu crescimento (fatores genéticos,
climaticos e ecoldgicos), sua coleta (época e origem), secagem (temperatura e
tempo), armazenamento e processo de extracdo (SANTOS, 2004; SHIND et al.,
2009).

Durante o desenvolvimento do meétodo, identifica-se uma ou mais
substancias de interesse na matriz e otimiza-se um método de extragdo. No
processo de otimizacao, varias substancias extratoras, formas e tempos de extragéo
sao testados (VILEGAS; CARDOSO; QUEVEDO, 2009). Alguns desafios para o
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desenvolvimento de um método analitico a ser utilizado no estudo de matérias-
primas vegetais sdo: extracdo dos constituintes de interesse a partir de uma matriz
complexa; estabilidade térmica e sob luz; falta de substancias de referéncia; e
variacdo da composi¢cdo quimica entre lote coletado, localidade e época do ano
(SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Uma ferramenta importante para o controle de qualidade € a validacdo
analitica. Através dela é possivel garantir que um meétodo analitico seja exato,
especifico, reprodutivel e robusto dentro de uma faixa de aplicacdo em que o analito
sera analisado (VILEGAS; CARDOSO; QUEVEDO, 2009), além de garantir a
confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos em uma analise de rotina
nos laboratérios de controle de qualidade (RIBANI et al., 2004).

A validacdo analitica de um método é um processo continuo que comeca
no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Os parametros para a validacdo de métodos tém
sido definidos em diferentes grupos de trabalho de organizacbes nacionais e
internacionais, tais como a International Conference on Harmonisation (ICH), a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial INMETRO), a International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e outros. No Brasil, os dois 6rgdos que
regulamentam a validacdo de métodos analiticos sdo a ANVISA e o INMETRO
(RIBANI et al., 2004).

A resolucdo nimero 899 (RE n° 899) de 29 de maio de 2003 da ANVISA
(BRASIL, 2003) e a norma Q2R1 do ICH (ICH, 2005), determinam que, para a
validacdo analitica de um método, é necessario avaliar os seguintes parametros:
robustez, especificidade, linearidade, limite de deteccao (LD), limite de quantificacédo
(LQ), precisao e exatidao.

A Quimiometria € uma ferramenta adicional no controle de qualidade e
apresenta aplicabilidade no planejamento experimental, podendo ser empregada na
otimizacdo do método e durante a validacdo analitica do mesmo. Ela permite a
analise multivariada, ou seja, a analise simultanea de varios fatores, fornecendo
dentre outros resultados, os efeitos de interacdo entre os fatores analisados,
suprimindo algumas lacunas deixadas pela andlise univariada (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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2.2.1 Métodos analiticos para a analise de polifendis

Durante a dultima década, a busca por novos métodos para a
determinacao de polifendis em diferentes matrizes (vegetais, alimentos, suplementos
dietéticos e preparagfes farmacéuticas) tornou-se alvo de pesquisa (LI et al., 2015).
A estimagdo do conteudo total dessas substéncias é realizada empregando
espectrofotometria UV/Vis principalmente, mediante a formacdo de complexos
colorimétricos que absorvem na regido do visivel (BLAINSKI; LOPES; MELLO,
2013). Entretanto, quando a separa¢ao é requerida, dentre as técnicas conhecidas,
aguelas mais empregadas sao a CLAE com deteccdo UV/Vis, a eletroforese capilar,
a CLAE acoplada a EM e a CLAE acoplada a espectrometria de massas em tandem
(EM/EM). A deteccdo por EM, por sua vez, permitiu a elucidacdo estrutural de
diferentes polifendis, através do conhecimento de suas massas exatas e dos perfis
de fragmentacdo (GOROG, 2015; MOTILVA; SERRA; MACIA, 2013; NICOLAOU;
KAPNISSI-CHRISTODOULOU, 2010).

As andlises cromatograficas de polifendis originam, na maioria das vezes,
separacbes parciais, com coeluicdo de alguns picos. Isso se deve as diferentes
classes de compostos encontrados nos materiais vegetais, abrangendo desde
compostos simples (acidos fendlicos) até oligbmeros (procianidinas e taninos
condensados). Como consequéncia disso, muitas analises sdo realizadas
considerando-se o contetido de polifendis totais e ndo polifendis especificos (DIAZ-
GARCIA et al., 2013).

Outra caracteristica da analise de matrizes polifendlicas é a necessidade
de preparo da amostra, previamente a analise instrumental, através do emprego de
procedimentos de pré-concentracdo e purificacdo dos polifendis. Dentre as técnicas
de extracdo empregadas, destacam-se a extracao liquido-liquido e a extracdo em
fase sdlida (LIU, 2013).

2.2.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas
de separacdo, especialmente na andlise de substancias presentes em matrizes
complexas, tais como fluidos bioldgicos, produtos naturais e outras. Isso se deve,

principalmente, a capacidade de separacdo dos componentes presentes nas
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misturas em funcdo da eficiéncia e do poder de resolucdo das colunas modernas
(LANCAS, 2009). O emprego de tais técnicas permite o conhecimento da
composicdo quimica da matéria-prima vegetal através dos perfis cromatograficos
obtidos (“impressao digital” ou fingerprint), o que pode ajudar na identificacdo de
amostras auténticas e de possiveis compostos utilizados em uma adulteracdo da
mesma (LI et al., 2010; YAN et al., 2015). Além disso, tais técnicas possibilitam a
identificacdo e quantificacdo dos marcadores quimicos de interesse, propiciando a
padronizacdo do material vegetal e produtos relacionados (LI et al., 2015).

Desde seu avango na década de 1970, a CLAE tem sido a técnica de
escolha para a analise de polifendis. E um tipo de cromatografia que emprega
colunas recheadas com materiais especialmente preparados e uma fase movel
liquida, eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar separacdes e
andlises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em
diversos tipos de amostras, com alta resolucao, eficiéncia e detectabilidade. Existem
diferentes mecanismos que governam as separacbes em CLAE, no caso da
cromatografia liquido-sélido ou por adsorcédo, 0 mecanismo de separacao baseia-se
na competicdo entre moléculas da amostra e as da fase movel, para ocupar os sitios
ativos na superficie de um sélido (fase estacionaria) (JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

O emprego da CLAE exige a otimizacdo das condi¢cdes analiticas de
separacdo para a correta identificacdo e quantificacdo dos analitos de interesse,
uma vez que a separacao e quantificacdo de todos os polifendis provenientes de
matrizes complexas € praticamente impossivel. As separacfes dependem das
caracteristicas da coluna, composicao e fluxo da fase moével, entre outros fatores. De
forma geral, a CLAE em fase reversa (empregando colunas octadecilsilano — C18,
principalmente) com sistema de eluicdo binario contendo um solvente aquoso polar
acidificado e um solvente organico de menor polaridade é a mais utilizada para a
analise de polifendis. Os acidos sdo empregados como agentes modificadores de
fase mével para minimizar o efeito de cauda dos picos. Dentre eles, 0os mais
empregados sao os acidos acético e formico, mas tampdes também séo utilizados,
destacando-se os tampdes fosfato e acetato de amonio. As taxas de fluxo estdo na
faixa de 1,0 a 1,5 mL min~* e o tempo de anélise depende do niimero de compostos
a serem separados (REGOS; TREUTTER, 2010).
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2.2.2 Controle de qualidade do ESCPP

Os parametros de qualidade requeridos para o ESCPP sao apresentados
na monografia da USP no capitulo de suplementos dietéticos. A identificacdo é
realizada através de quatro testes, sendo o ultimo deles por CLAE, com identificacdo
de quatro componentes (catequina, &cido caféico, taxifolina e &cido ferulico) através
da comparacao entre os tempos de retencdo obtidos na amostra e no extrato USP
padronizado, totalizando 57 minutos de analise. Ja o teste de doseamento é
realizado para uma classe de substancias quimicas (procianidinas) por
espectrofotometria UV/Vis, considerando a especificacdo de 65 a 75 % de
procianidinas, calculado em relacdo a base seca. Para a realizacdo de tal teste, o
extrato USP padronizado € utilizado como padrdo de trabalho, uma vez que a
concentragdo de procianidinas nesse extrato € conhecida, sendo o valor declarado
no rotulo pelo fabricante (USP, 2015).

A determinacdo do conteudo total de procianidinas é um parametro de
qualidade fundamental para o ESCPP, jA que elas representam a classe de
polifen6is majoritaria. Contudo, a determinacdo do conteido de polifendis
especificos também € importante e pode representar um parametro de qualidade
adicional para esse extrato.

2.2.2.1 Determinagéo do teor de procianidinas

A espectrofotometria UV/Vis € a técnica analitica de escolha para a
determinacdo do conteudo total de procianidinas, através do emprego de métodos
cromogénicos cujas substancias resultantes possuem absorcdo na regido do visivel
(HELLENBRAND et al., 2015).

O método apresentado na monografia da USP é um daqueles que podem
ser empregados na analise dessa classe de polifendis, sendo conhecido como
método de despolimerizacdo com butanol/acido cloridrico, descrito por Porter,
Hrstich e Chan em 1986. Baseia-se na clivagem oxidativa das liga¢des interflavanas
em meio acido, que resulta na formacgéo de antocianidinas, substancias de coloragao
avermelhada com maximos de absorcdo em torno de 550 nm. Os fons ferro (Fe*? ou

Fe*®), provenientes dos sais de ferro, atuam como catalisadores, acelerando a
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reacdo mediante formagéao de radicais livres, normalmente via espécies de peroxido,
tanto por etapas de oxidagcdo como de reducdo (SANCHES, 2013).

Além da analise espectrofotométrica, que permite a determinacdo do
conteudo total, a CLAE com diferentes sistemas de deteccdo também pode ser
empregada na andlise de procianidinas, quando é necessario identifica-las e/ou
quantificd-las individualmente. Entretanto, dependendo da complexidade da matriz
vegetal de trabalho, podem ocorrer separacdes parciais, com coeluicdo de picos,
uma vez que elas estdo presentes em diferentes graus de polimerizacao
(HELLENBRAND et al., 2015).

As analises cromatogréficas sé@o realizadas empregando tanto fases
estacionarias polares (CLAE em fase normal) quanto apolares (CLAE em fase
reversa), de tal maneira que a escolha dependera da caracteristica das procianidinas
possivelmente presentes na matéria-prima vegetal de trabalho, devendo-se avaliar
propriedades como peso molecular, polaridade e nimero de isémeros (quanto maior
0 grau de polimerizacdo, maior o numero de isémeros) (HUMMER; SCHREIER,
2008; RZEPPA et al., 2011). Os sistemas de deteccdo mais empregados nas
andlises sdo: UV/Vis, EM (KALLIO et al., 2014), EM/EM (FRASER et al., 2012) e
fluorescéncia (ROBBINS et al., 2009).

A CLAE em fase reversa com colunas de recheio C18 é mais empregada
na andlise de monémeros flavan-3-ols e oligbmeros menores (dimeros e trimeros,
principalmente), sendo que oligbmeros maiores e polimeros ndo sdo separados,
eluindo como um unico e largo pico. Para a CLAE em fase normal, foram relatadas
separacbes de procianidinas de grau de polimerizacdo até 10 (decameros). As
procianidinas de elevado peso molecular e, portanto, alta polaridade, geralmente
sofrem adsorcao irreversivel nas fases estacionarias a base de silica, em funcéo da
baixa solubilidade na fase mdvel orgéanica, levando a diminuicdo da capacidade de
separacdo das colunas e, consequentemente, a subestimacdo desses analitos na
amostra analisada (HELLENBRAND et al., 2015). O mecanismo de separacao
nesses dois tipos de CLAE é diferente. Em fase reversa, baseia-se nas diferengas
estereoquimicas, enquanto em fase normal, nas diferencas de tamanho molecular
(KALLIO et al., 2014).
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2.2.2.2 Determinacao de constituintes polifendlicos especificos

Devido a constituicdo quimica complexa deste extrato, o desenvolvimento
de métodos analiticos para a quantificacdo de polifendis individuais torna-se um
trabalho desafiador, o que justifica a existéncia de poucos trabalhos na literatura.
Além da monografia na USP, merece destaque o trabalho de Chen, Song e Lin
(2009), que estabeleceram um método para o controle de qualidade de suplementos
dietéticos contendo Picnogenol® através da aquisicdo de seu fingerprint, associado a
quantificacdo de catequina, acido caféico, taxifolina e &cido ferdlico nas amostras
analisadas. Na Tabela 2 é apresentada uma comparacao entre alguns parametros
empregados nesses dois métodos. E possivel observar que, em ambos 0s casos,
sdo empregadas fases estacionarias apolares e eluicdo por gradiente utilizando dois
sistemas de solventes, sendo um aquoso e outro organico. Uma diferenca
importante entre eles € que o método oficial emprega deteccdo por UV/Vis,
enguanto o outro emprega deteccdo por EM. O tempo de analise longo, apesar de
ser um fator onerante para os laboratorios de controle de qualidade, acaba sendo

uma variavel comum aos dois métodos.

Tabela 2 — Comparacéo entre os métodos USP e de Chen, Song e Lin empregados na andlise do
extrato seco da casca de P. pinaster e de suplementos dietéticos contendo Picnogenol®,

respectivamente.
Tempo
Método  Descricéo Ff?‘se, . Fase movel Tlp_o ge Flux.o-l q?
estacionéria eluicéo (mL min")  anélise
(min)
CLAE- A: metanol.
uspP UV/Vis (C8) B: 1 mg mL™* de acido Gradiente 1,0 57
(2015) Octilsilano . -
fosférico em agua
Chen, A: 0,1 % de acido férmico
. . o
Sor_lg e CLAE/EM (Cl_8)_ em a_gua.lB. _0,1 % de Gradiente 1,0 45
Lin Octadecilsilano acido formico em
(2009) acetonitrila

2.3 MUCOSA VAGINAL COMO UM MODELO PARA A PERMEACAO DE
FARMACOS

2.3.1 Mucosa vaginal humana

As membranas mucosas, assim como a pele, constituem uma barreira

protetora contra agentes quimicos, fisicos e biologicos. A pele é constituida por trés
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camadas que se diferem em relagdo a sua estrutura e composicdo, sao elas:
epiderme, derme e hipoderme (KHAN et al., 2015). De forma semelhante a pele, a
mucosa € revestida por mdltiplas camadas de células epiteliais escamosas
estratificadas que formam a barreira contra agentes externos (ANWAR; CAMARDA,
KIEWEG, 2015).

A vagina € o o6rgéo genital feminino cujas func¢des estéo relacionadas com
a relacdo sexual, concepcdo e liberacdo da menstruacdo. E um 6érgdo tubular,
fioromuscular, que se estende desde o cérvix do Utero até o vestibulo vaginal, com
um comprimento de cerca de 9 cm, localizada entre a bexiga e o reto (Figura 8)
(MACHADO et al., 2015). Histologicamente, a vagina é composta por quatro
camadas distintas: epitélio escamoso estratificado, Iamina prépria, camada muscular
e adventicia (Figura 9) (ALEXANDER et al., 2004; NEVES; BAHIA, 2006).

Figura 8 — Sistema reprodutor feminino.

Tuba uterina —(@ Ovario
Utero
Bexiga Cérvix
Reto
Ul’etra Vagina
Anus

Fonte: Adaptado de NETTER, 2000.

Figura 9 - Histologia da vagina humana.

Epitélio escamoso
estratificado

Lamina propria

Camada muscular

Camada adventicia

Fonte: Adaptado de NEVES; BAHIA, 2006. 1: vasos capilares. 2: artéria. 3: veia.
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A mucosa vaginal consiste de uma série de pregas transversais
chamadas rugosidades que aumentam a &rea superficial da vagina, compreendida
entre 103,9 - 165,0 mm? (BARNHART et al., 2006). E o conjunto formado pela
camada epitelial e a lamina prépria. O epitélio é do tipo escamoso estratificado, ndo
queratinizado e espesso. Esse tipo de epitélio possui uma estrutura menos
diferenciada do que outros epitélios, como a mucosa oral, sendo mais flexivel. A sua
espessura varia de 150 a 200 um, podendo ser identificadas cinco camadas
diferentes, nomeadamente: camada basal, parabasal, intermédia, transicional e
superficial, intimamente unidas por desmossomas e tight junctions. O epitélio é
suportado por tecido conectivo, conhecido como lamina propria, que desempenha
um papel importante na sua manutencao e resposta a agressées. E constituido por
colageno em uma matriz com elementos vasculares, neuronais, leucécitos
polimorfonucleares, linfocitos e alguns nddulos linfaticos (BRAS, 2012; SQUIER et

al., 2008). Na Figura 10 é apresentada a histologia da mucosa vaginal humana.

Figura 10 - Histologia da mucosa vaginal humana.

Camada apical
Camada constituida por glicogénio

Camada suprabasal
Camada basal

Lamina propria

Fonte: Adaptado de COSTIN et al., 2011.

A mucosa vaginal, apesar de ser considerada uma “mucosa”, ndo possui
glandulas, sendo a secrecdo vaginal o resultado de uma mistura de fluidos de
diferentes origens (NEVES; BAHIA, 2006), principalmente das secre¢cdes
glandulares do cérvix, da transudacgao vaginal, das glandulas de Bartholin e Skene,
das células epiteliais esfoliadas e de urina residual (CARDOSO, 2013). O muco
apresenta funcgdes fisiolégicas e um importante papel na acdo e absorcdo de
farmacos aplicados topicamente (ANWAR; CAMARDA; KIEWEG, 2015).

O ambiente vaginal, caracterizado por um pH entre 3,5 e 4,5, tem funcéo

na prevencao da proliferagdo de microrganismos patogénicos e também na acgéo e
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absorcdo de farmacos (CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011). O pH & mantido por
Lactobacillus presentes na microbiota residente de mulheres saudaveis, que
transformam o glicogénio sintetizado pelas células epiteliais em acido lactico. Além
disso, tais microrganismos produzem substancias bactericidas como peréxido de
hidrogénio e biossurfactantes (NEVES; BAHIA, 2006). A espessura do epitélio
vaginal, a composi¢do do muco e o pH sao influenciados por fatores como idade,
niveis hormonais, gravidez e alteracbes na microbiota (ANWAR; CAMARDA,;
KIEWEG, 2015; CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011).

A administracdo de farmacos através da via vaginal é antiga, sendo que
0S primeiros registros remontam de 1850 a.C. no Egito, onde foram aplicadas
preparacdes vaginais no tratamento de afeccfes genitais e na contracepcao. Desde
entdo, essa rota de administracdo foi considerada uma rota ideal para a aplicacéo de
farmacos com efeito farmacoldgico local e isso perdurou até 1920, sendo a vagina
considerada um o6rgdo incapaz de absorver farmacos a nivel sistémico (BRAS,
2012). Entretanto, os estudos indicam que a administracdo topica de farmacos via
mucosa vaginal para a obtencao de efeitos sistémicos pode ser uma alternativa em
relacdo as outras vias de administracdo, devido a elevada area de superficie e
vascularizagdo da mesma (ALMOMEN et al., 2015; CARDOSO, 2013; DUAN; NING,
2015; POELVOORDE et al.,, 2009; SENYIGIT et al.,, 2014; TUGCU-DEMIROZ;
ACARTURIT; ERDOGAN, 2013; YAPURA et al., 2015).

A principal barreira para a absorcéo sistémica de farmacos via mucosa
vaginal é o epitélio escamoso estratificado, sendo que os compostos atravessam a
camada epitelial por duas vias principais: via intracelular (transcelular) para as
substéancias lipofilicas; e via intercelular (paracelular) ou através dos poros aquosos
presentes na mucosa vaginal, para as substancias hidrofilicas (NEVES; BAHIA,
2006). O fluxo (J) de um farmaco através do epitélio pode ser descrito pela primeira
lei de Fick (Equacao 1), conforme representado abaixo (BEMVINDO, 2006).

Dh,xCs,n C,
= : 1
JET X (1)

Onde: Dy, = coeficiente de difusdo da substancia na membrana, Cs, = solubilidade
da substancia na membrana, L = espessura da membrana, C, = concentracdo da

droga no veiculo e Cs, = solubilidade da droga no veiculo (BEMVINDO, 2006).
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Portanto, é possivel notar que a extensdo da velocidade de fluxo através de uma
membrana bioldgica esta principalmente relacionada com caracteristicas fisico-
quimicas das substancias permeantes, como tamanho molecular, polaridade,
ionizacdo e estabilidade quimica, além das caracteristicas da propria membrana
(CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011).

A via de administracdo vaginal é vantajosa quando se pretende obter
efeitos sistémicos, uma vez que se trata de uma via ndo invasiva e que apresenta
uma rede de vasos sanguineos densa facilitando a absorcdo dos farmacos,
oferecendo as pacientes vantagens que aumentam sua adesdo ao tratamento, tais
como a diminuicdo do numero de administracdes, a facilidade de interrupcdo do
tratamento em caso de efeitos adversos, a absorcdo gradual e constante com
diminuicdo da toxicidade pela reducdo dos picos plasmaticos, a eliminacdo do
metabolismo de primeira passagem pelo figado e a auséncia de degradacdo de
substancias pelo suco gastrico estomacal e pelas enzimas do trato gastrointestinal.
Existem, no entanto, algumas desvantagens associadas a essa via, como por
exemplo, a especificidade do género, a influéncia da relacdo sexual e da higiene
pessoal e as mudancas do epitélio vaginal, composicéo e volume de muco, além do
pH (BRAS, 2012; CARDOSO, 2013). Nesse ambito, é importante ressaltar as
alteracbes no ambiente vaginal decorrentes da menopausa, caracterizada pela
atrofia do epitélio vaginal, aumento do pH (6,0 a 7,5) e diminuicdo da quantidade de
muco, que podem interferir na absorcdo de farmacos administrados por essa via
(ALEXANDER et al., 2004; MACHADO, 2012).

2.3.2 Similaridades entre a mucosa vaginal humana e suina

A disponibilidade de tecidos humanos para fins experimentais esta, na
maioria das vezes, limitada devido a requisitos éticos (DEPIERI et al., 2015). Dentre
0s modelos experimentais apropriados para estudar a permeabilidade de farmacos
(suinos, coelhos, roedores, macacos e cultura celular), a mucosa vaginal de suinos
apresenta uma grande semelhanca com a humana em termos de histologia,
anatomia, fisiologia e metabolismo (van EYK; van der BIJL, 2005; SQUIER et al.,
2008). Ambas apresentam um epitélio escamoso estratificado e possuem espessura
epitelial proxima (150 — 200 um e 116 ym para humana e suina, respectivamente). A

similaridade morfoldgica entre esses dois tecidos pode ser observada na Figura 11.
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Figura 11 - Analise histolégica comparativa da mucosa vaginal humana (A) e suina (B).

Fonte: Adaptado de SQUIER et al., 2008. 1: epitélio escamoso estratificado, ndo queratinizado. 2:
lamina propria.

Ao nivel ultraestrutural, as semelhancas estendem-se a organizacdo dos
granulos revestidos por membrana e lamelas lipidicas intercelulares que constituem
a barreira de permeabilidade. Além disso, a composi¢éo lipidica do epitélio vaginal
suino e humano tem concentragdes semelhantes, incluindo ceramidas, glicosil
ceramidas e colesterol, substancias chaves para a permeacéo de farmacos através
da barreira. Para além da estrutura anatbmica, também o pH, a secre¢do vaginal, a
producdo de muco cervical e a resposta inflamatéria entre mucosa vaginal humana e
suina mostram semelhancas (SQUIER et al., 2008).

O trabalho de van Eyk e van der Bijl (2005) avaliou, pela primeira vez, a
permeacdo em ambas as mucosas (humana e suina) de dois grupos distintos de
substancias: hidrofilicas (dgua e vasopressina) e lipofilicas (arecolina reduzida,
ocitocina e 17 B-estradiol) e mostraram que para as hidrofilicas, a permeabilidade da
mucosa vaginal de suinos a 37 °C é muito semelhante aos valores para 0s
humanos. No entanto, para as lipossoluveis, foram observadas diferencas
significativas nos valores de fluxos obtidos. Desse modo, a mucosa vaginal suina é
considerada um bom modelo ex vivo para a mucosa vaginal humana na avaliacdo
da permeacdo de farmacos hidrofilicos em especial. No entanto, no estudo da
permeacdo de farmacos lipofilicos, a extrapolacéo dos resultados para o ser humano
deve ser cautelosa, uma vez que foi demonstrada a ocorréncia de diferencas

significativas na permeacédo desses farmacos.
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2.3.3 Formulacdes disponiveis para administracao vaginal

Diferentes classes de farmacos tem sido alvo de estudo para a
administracdo via mucosa vaginal, destacando-se os antimicrobianos, os indutores
de libido, os espermicidas e os hormoénios sexuais (NEVES; BAHIA, 2006). Os
produtos administrados topicamente na mucosa vaginal podem desenvolver suas
acOes farmacoldgicas localmente, como é o0 caso dos antimicrobianos e
espermicidas, por exemplo; ou podem atingir a circulacdo e desempenhar acgao
sistémica, tal quais os hormonios sexuais. As formas farmacéuticas tradicionais para
a administracdo vaginal sdo os cremes, géis, pomadas, supositorios, anéis, adesivos
e comprimidos (CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011; MACHADO et al.,, 2015). Uma
estratégia empregada nas formulagcdes para administracdo por essa via € a
utilizacdo de substancias promotoras de permeacdo, como o &cido citrico ou o
cloreto de benzalcbénio, com a finalidade de aumentar a absor¢do do farmaco por
interagdo com as tight junctions epiteliais e promover uma nova via de penetragao
intercelular (MACHADO, 2012). Outra estratégia € a nanoestruturacdo das
formulacdes (MARTIN-VILLENA et al., 2013).

Dentre os testes requeridos para o controle de qualidade de produtos
semissélidos com acao dérmica ou sistémica estdo o ensaio de liberacdo do farmaco

in vitro e o estudo de permeacéao ex vivo (BAERT et al., 2010).

2.3.4 Estudos de liberagéo in vitro

As formulacdes semissélidas para administracdo topica devem permitir a
liberacdo do principio ativo do sistema em que estd inserido em quantidades
terapéuticas e em um intervalo de tempo adequado (SILVA et al., 2010). A recente
tendéncia para o reforco da solubilidade/biodisponibilidade de farmacos baseia-se
nos sistemas lipidicos, como emulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas, lipossomas,
dentre outros (KHAN et al., 2015).

O teste de liberacdo in vitro € realizado para avaliar a maxima liberagéo
de farmacos a partir de sistemas semissolidos e, portanto, prever a absorcao
percutdnea desses produtos aplicados topicamente (DEPIERI et al., 2015). Ele
verifica a cinética de transferéncia de farmacos através de uma membrana sintética

que simula a porosidade da pele humana, além de funcionar como teste para o
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controle de qualidade dos produtos; permitir a caracterizacdo e a diferenciacao de
formulagbes; e a andlise comparativa de produtos inovadores com aqueles ja
existentes no mercado (BABY et al., 2009).

O método aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) utiliza
célula de difusdo vertical (célula de Franz), sendo considerada uma metodologia
simples e de facil controle das condi¢des experimentais (KELEB, 2010). As células
de Franz (Figura 12) possuem dois compartimentos: o doador (superior) e o receptor
(inferior), que contém a solucdo em que o farmaco é soluvel (meio receptor). A
membrana artificial é colocada entre os compartimentos e a formulacdo é aplicada
sobre ela. Os experimentos sao realizados sob temperatura e agitacdo constantes e
controladas. A passagem do principio ativo € monitorada através da quantificacéo do
mesmo nas aliquotas coletadas do meio receptor em intervalos de tempo
previamente determinados (MACHADO et al., 2015). O grafico da quantidade
acumulada de farmaco no meio em funcéo do tempo fornece o perfil de liberacéo
(PRACA, 2010).

Figura 12 - Célula de difuséo de Franz.

Compartimento doador - Disco de acrilico
Membrana
_ Braco para
Compartimento receptor - amostragem

Camisa dupla

Barra magnética e Braco para reposicéo
hélice do meio receptor

Fonte: Adaptado de PRACA, 2010.

Algumas consideragcdes devem ser feitas em relagdo ao protocolo
experimental do teste, sdo elas: dosagem infinita; emprego de membrana sintética
gue néo limite o fluxo dos farmacos para o compartimento receptor; e uso de meio
receptor que ndo somente mimetize as condi¢des fisioldégicas, mas também atue
como um meio que garanta as condi¢des sink, que corresponde a condi¢cdo de nao
saturacao do sistema dinamico, ndo permitindo que a solubilidade limite a difusdo do

farmaco (REICHLING et al., 2006). Para garanti-la, o farmaco € removido do meio
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em intervalos de tempo previamente determinados, a fim de evitar o acumulo, de
forma analoga ao que acontece no organismo, sendo o volume retirado reposto
(DEPIERI et al., 2015). Isso garante, portanto, que a concentracdo de farmaco
dissolvida no meio seja menor que 10 % da sua concentracdo de saturacdo, ou seja,

gue o sistema esta operando sob sink condition (PRACA, 2010).

2.3.5 Estudos de permeacao ex vivo

Os estudos de liberagao in vitro permitem predizer o comportamento do
farmaco através de uma membrana sintética, avaliando sua capacidade de transpo-
la, além de investigar a influéncia dos componentes da formulacdo na liberacdo do
farmaco (CID, 2009). Ja os ensaios de permeacédo de farmacos sdo requeridos para
avaliar a absorcao sistémica da substancia de interesse (DEPIERI et al., 2015),
contribuindo para o conhecimento da eficacia da formulagdo, assim como a
seguranca de sua utilizacdo (MACHADO et al., 2015).

Para estudar a permeabilidade dos farmacos através da mucosa vaginal
podem ser utilizadas técnicas in vitro (cultura de células ou tecidos reconstruidos), in
vivo e ex vivo (Figura 13). A técnica ex vivo requer a excisao do tecido animal ou
humano e o seu uso em condigcbes que preservem as caracteristicas fisicas e
bioldgicas por um certo periodo de tempo. Tal técnica tem sido mais empregada em
funcdo da simplicidade de suas condicbes experimentais quando comparada as
demais. O modelo de maior aplicabilidade é aquele no qual um tecido é seccionado
e montado num aparelho de difusdo. Para estudos de permeacdo ex Vivo,
empregando o modelo de mucosa vaginal suina, sdo utilizadas, em geral, duas
categorias de células de difusdo: células do tipo Ussing e células de Franz
(MACHADO et al., 2015).
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Figura 13 — Diferentes técnicas empregadas no estudo de permeacao de farmacos através da
mucosa vaginal.

in vitro

ex vivo

in vivo

Fonte: Adaptado de MACHADO et al., 2015.

As células do tipo Ussing (Figura 14) apresentam algumas diferencas em
relacdo as células de Franz descritas no item 2.3.4, sendo constituidas por duas
semicamaras (compartimentos doador e receptor) separadas por um segmento de
tecido conectado a dois eletrodos, que permitem a determinacdo de propriedades
eletrofisiolégicas, tais como potenciais elétricos, resisténcia e condutancia,
controlando a viabilidade do tecido. Além disso, as semicamaras sdo oxigenadas,
evitando a formac&o de bolhas de ar no sistema (BRAS, 2012; CARDOSO, 2013).

Figura 14 - Célula do tipo Ussing.

Fonte: WARNER INSTRUMENTS, 2015.

O modelo de difusdo das células de Franz, entretanto, tem sido
tradicionalmente aplicado nos estudos de permeacédo e utiliza os mesmos principios
do ensaio de liberagdo in vitro. Porém, a membrana sintética utilizada nos
experimentos € substituida por um segmento de tecido de interesse (MACHADO et
al., 2015), sobre o qual € aplicada uma dosagem finita da formulacdo, que € a mais
recomendada para estudos de permeacgdo de farmacos incorporados em sistemas
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semissélidos (PRACA, 2010). A dosagem finita corresponde a uma quantidade de
formulacdo aplicada sobre o tecido que permita atingir uma taxa de absorgéo
maxima do farmaco em um certo intervalo de tempo, mas ndo necessariamente
manté-la, o que a diferencia da dosagem infinita utilizada no ensaio de liberacéao,
onde a taxa de difusdo do farmaco para o meio receptor ndo pode ser limitada
(OECD, 2011).

Para os estudos de permeacdo em mucosa vaginal, a membrana
biolégica mais empregada € a suina, devido a similaridade com a mucosa vaginal
humana em parametros como permeabilidade, composicdo da barreira lipidica,
organizagao histologica e ultraestrutural (van EYK; van der BIJL, 2005).

A espessura da mucosa vaginal afeta a velocidade e a extensdo da
absorcdo dos farmacos (HUSSAIN; AHSAN, 2005), assim o seu preparo antes do
posicionamento na célula de Franz deve fazer parte do protocolo experimental. Uma
das técnicas empregadas € o isolamento da mucosa por procedimento manual ap6s
limpeza prévia do tecido vaginal (CARDOSO, 2013). Além disso, deve-se contemplar
a quantidade de farmaco retido na prépria mucosa, uma vez que, in vivo, € passivel
de permeacio devido a vascularizagdo da mesma (MARTIN-VILLENA et al., 2013).

A escolha do método analitico que sera aplicado para a quantificacdo da
substancia de interesse depende das caracteristicas fisico-quimicas da mesma
(DEPIERI et al., 2015). Além disso, € necessario levar em consideracao ainda que a
guantidade de formulacdo empregada (dose finita) normalmente é pequena, logo, a
quantidade de farmaco a ser analisada também é pequena, o0 que requer métodos
analiticos sensiveis e que estejam previamente validados (CASAGRANDE et al.,
2009).

Dentre as técnicas analiticas disponiveis, a CLAE tem sido empregada na
analise de farmacos incorporados em emulsdes submetidas a estudos de
permeacdo (ALMEIDA et al., 2015; POLONINI et al., 2014a; POLONINI et al., 2014b;
POLONINI et al., 2015) com diferentes sistemas de deteccdo, dependendo das
propriedades do analito de interesse, do limite de quantificacdo requerido e da
disponibilidade do sistema no laboratorio. Aqueles mais utilizados sdo o UV/Vis, a
fluorescéncia e a EM (WIEDERSBERG; NICOLI, 2012). A CLAE é geralmente o
método de escolha porque permite a separacdo dos constituintes e, adicionalmente,
possibilita a anélise da presenca de interferentes com o pico do analito de interesse
(TIOSSI et al., 2014).



51

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar a quantificacdo da taxifolina no extrato seco da casca de P.

pinaster e avaliar a sua liberacéo in vitro e permeacéao vaginal ex vivo.

3.2 ESPECIFICOS

Desenvolver e validar um método analitico empregando CLAE com
deteccdo UV/Vis para a quantificagcdo da taxifolina no extrato seco da casca de P.
pinaster.

Incorporar a taxifolina em um creme para administragdo via mucosa
vaginal.

Desenvolver e validar um método analitico empregando CLAE com
deteccdo UV/Vis para a quantificacdo da taxifolina no creme vaginal.

Aplicar o método analitico desenvolvido para o creme vaginal nos estudos
de liberacéo in vitro e permeacao ex vivo.

Realizar ensaio de liberacdo in vitro da taxifolina e avaliar a sua

permeacdo em mucosa vaginal suina ex vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS, REAGENTES E PADROES ANALITICOS

No preparo das fases mobveis para as analises por CLAE foram
empregados metanol e acetonitrila grau CLAE (Panreac, Espanha), acidos férmico
(Neon, Brasil), acético e fosforico (Vetec, Brasil) grau analitico. Para o preparo dos
meios receptores dos ensaios de liberagdo in vitro e permeagdo ex vivo foram
utilizados cloreto de soédio, cloreto de potassio, cloreto de calcio, sulfato de
magnésio, cloreto de magnésio, sulfato de sddio, bicarbonato de sédio, fosfato de
potassio monobasico, fosfato de sédio dibasico e glicose, todos provenientes da
Neon (Brasil). A agua utilizada foi ultrapurificada obtida em um sistema AquaMAX-
Ultra 370 Series (Young Lin, Coreia) (18,2 MQ cm de resistividade a 25 °C e < 10
ppb de carbono orgéanico total). Todas as fases moéveis e meios receptores foram
fitrados a vacuo em membrana de filtro de fluoreto de polivinilideno (Sartorius,
Alemanha) com porosidade de 0,45 um e desgaseificados em banho de ultrassom
(Cristofoli, Brasil) por 30 min antes do uso.

Como padrdes analiticos foram empregados: (i) acido galico (AG) (Sigma,
EUA), (ii) acido ferulico (AF) (Henrifarma, Brasil), (iii) catequina (CAT) (Sigma, EUA)
e (iv) taxifolina (TAX) (Sigma, EUA). Os dois primeiros apresentaram poténcias
relativas de 102,38 e 102,00 % ap06s padronizacdo (n = 6) em relacdo aos padrbes
de referéncia provenientes da USP (EUA). As poténcias utilizadas para os dois
ultimos foram aquelas referidas nos certificados de analise do fabricante: 99,00 e
87,10 %, respectivamente. O ESCPP utilizado no desenvolvimento e validacdo do
método foi proveniente da USP (EUA). Durante o procedimento de preparo da
amostra foi empregado acetato de etila grau CLAE (Merck, EUA) como solvente
organico extrator e peneira molecular 4 A (Sigma-Aldrich, Espanha) como agente
dessecante. Hexano, cloroférmio e n-butanol (Vetec, Brasil) grau analitico foram
empregados na extracdo liquido-liquido do extrato para a avaliacdo de perfil
cromatografico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). O tolueno
empregado no preparo da fase movel para CCD foi grau analitico (Quimex, Brasil).

A base galénica desenvolvida para a incorporacdo da taxifolina foi uma
emulsdo percutdnea fosfolipidica com promotores de permeacdo (pH = 4,60,

ajustado com solucéo de acido citrico 20 %). A formulacao foi composta de 0,5 % de
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taxifolina (50 mg — valor corrigido para 58,9 mg, considerando a poténcia do padréo
utilizado e uma margem de perda durante a manipulacdo de 2,5 %), 0,1 % de
metabissulfito de sodio (Neon, Brasil), 1,5 % de dimetilsulfoxido (DMSO, Neon,
Brasil) e quantidade suficiente de base para 10 g. A taxifolina foi exatamente pesada
(balanca analitica digital AY220, Shimadzu, Japdo) e transferida para um gral de
vidro, onde foi adicionado o metabissulfito de sodio (antioxidante). O conjunto
(taxifolina + metabissulfito de sédio) foi levigado gota a gota com DMSO e entdo
homogeneizado geometricamente com o veiculo. O produto foi armazenado em

bisnaga de aluminio e conservado sob refrigeracao (8 °C) (Figura 15).

Figura 15 — Creme vaginal contendo taxifolina armazenado na bisnaga de aluminio (A) e seu aspecto
fisico em detalhe (B).
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Todas as solucbes de amostras e padrdes foram filtradas em membrana
de celulose regenerada (Macherey-Nagel, Alemanha) de 0,45 um de porosidade e
transferidas para vials cromatograficos antes das injecées no sistema.

Todos o0s procedimentos posteriormente descritos, bem como a

manipulagéo da formulagéo, foram realizados ao abrigo da luz.
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4.2 DESENVOLVIMENTO DOS METODOS ANALITICOS

4.2.1 Desenvolvimento do método analitico para o controle de qualidade do
ESCPP

4.2.1.1 Fingerprint do ESCPP

Para o inicio das investigacbes, a analise do ESCPP foi realizada
segundo as condicbes do método para a identificacdo do extrato descrito na
monografia da USP (2015), com algumas adaptacdes para adequacédo as condicbes
disponiveis no laboratorio. Para tal, 20 mg do extrato foram exatamente pesados e
transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, onde cerca de 6 mL de metanol
foram adicionados. O baldo volumétrico foi deixado em banho ultrassénico por 10
min e, apos, o volume foi aferido com o mesmo solvente (concentracédo final = 2000
nug mL™). As andlises por CLAE foram realizadas empregando eluicéo por gradiente
com uma mistura binaria de solventes: (A) metanol e (B) 1 mg mL™ de &cido
fosférico em &gua, segundo as condi¢des descritas na Tabela 3. A coluna utilizada
foi C8, USP L7, 150 x 4,6 mm, 5 pm de tamanho de particulas (Agilent, Brasil),
diferente daquela descrita na monografia cujo tamanho de particulas é denominado
como “menor que 5 ym”. A coluna foi conectada com uma pré-coluna C8, 4,0 x 3,0
mm, 5 um de tamanho de particulas (Phenomenex, EUA). A temperatura do
compartimento para a coluna foi de 40 °C, o volume de injecdo igual a 20 pL
(também diferente daquele descrito na monografia, 10 pL), fluxo de 1 mL min™* e

comprimento de onda para a deteccédo igual a 280 nm.

Tabela 3 - Esquema de elui¢@o por gradiente empregada no método oficial da USP para a
identificacdo do extrato.

Solucédo B (1 mg mL™ de &cido

Tempo (min) Solugéo A (metanol, %) fosférico em agua, %)
0 8 92
40 34 66
45 2 98
50 2 98
52 8 92
57 8 92

Fonte: USP, 2015.
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A USP (2015) recomenda a identificagdo de quatro picos principais
referentes a catequina, &cido caféico, taxifolina e é&cido ferdlico, nessa ordem de
eluicdo. Nao foi possivel realizar a identificacdo do acido caféico devido a auséncia
de padrdo analitico para esta substancia. Em contrapartida, o acido galico foi
adotado como marcador adicional, j& que ele também é descrito como componente
do extrato (D’ANDREA, 2010).

Para realizar a identificacdo dos picos na amostra, seguindo as
recomendacdes da USP, optou-se por realizar a fortificacdo da mesma. Para isso, foi
preparada uma mistura de padrées (AG + CAT + TAX + AF) a 1000 pg mL™* cada,
sendo a solugdo amostra contaminada com 500 pL da solucdo de padrdes anterior

(concentracdo final dos padrdes = 50 pg mL™).
4.2.1.2 Avaliacao de perfil cromatografico por CCD

O sinal analitico obtido para a taxifolina (polifenol presente em maior
concentracdo no extrato dentre os polifendis monomeéricos) com o sistema de
deteccdo empregado (UV/Vis) refletiu a necessidade de uma etapa de pré-
concentragdo da amostra. Dentre as técnicas disponiveis, optou-se por realizar
extragdo liquido-liquido. Para a determinagdo do solvente organico mais adequado
para a extracdo, o extrato hidrometandlico (agua/metanol 6:4, v/v) na concentracao
de 2000 pg mL™* foi sucessivamente e exaustivamente particionado com solventes
de grau de polaridade crescente, séo eles: hexano, diclorometano, acetato de etila e
n-butanol. As fracBes foram monitoradas por CCD, utilizando o padrao de taxifolina a
50 pg mL™ para a comparacéo dos fatores de retencdo. A proporcdo de solventes
escolhida para a dissolucédo inicial do extrato € aquela mais comum nas triagens
fitoquimicas segundo Zuanazzi e Montanha (2004).

Para a realizacdo da CCD foi empregada placa de silica-gel (Sigma-
Aldrich, Espanha) como fase estacionaria e fase movel constituida por tolueno,
acetato de etila, metanol e acido acético (5,0:2,5:2,0:0,5, v/v/viv). Aliquotas das
fracbes foram aplicadas, com o auxilio de capilar de vidro, na placa de silica-gel.
ApoOs a secagem do ponto de aplicagcdo, a mesma foi colocada em uma cuba
cromatografica previamente saturada. A eluicdo foi realizada observando um
percurso de 10 cm. Apds o término da eluigdo, a placa foi deixada a temperatura

ambiente para secagem. Em seguida, o] revelador
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difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP-PEG) foi aplicado. Entdo, a mesma foi
levada para a luz UV em 365 nm (Camag, Brasil) para a visualizacdo das manchas

presentes.

4.2.1.3 Teste para a determinacéo do efeito de matriz

Devido ao sinal analitico baixo obtido para a taxifolina e considerando a
complexidade de composicdo do ESCPP, foi realizado um teste para a determinacao
da presenca ou ndo do efeito de matriz. O procedimento realizado foi baseado no
protocolo estabelecido por Aragao, Veloso e Andrade (2009). Para isso, foram
construidas duas curvas analiticas, uma com a solucdo de mistura de padrbes (AG +
CAT + TAX + AF) apenas no diluente (sem a presenca de matriz) na faixa de
concentracdo de 43,7 a 78,7 ug mL™* para a taxifolina (n = 5 pontos); e outra
contendo 500 pL da solucdo de mistura de padrbes em cada nivel de concentracédo
diluida com 500 pL da amostra, preparada conforme descrito no item 4.2.1.4.2
apresentado a seguir. As medidas obtidas, ao se construir a curva analitica com
adicdo da amostra, foram multiplicadas por dois, considerando o fator de diluico.
Em seguida, os coeficientes angulares das duas curvas analiticas foram
comparados. Neste caso, quando as inclinagées das curvas sao iguais ou muito
préximas e a razdo entre os dois coeficientes se aproxima de 1, ndo ha efeito de

matriz.

4.2.1.4 Método final estabelecido para o preparo do padrdo e da amostra

4.2.1.4.1 Preparo do padréo de taxifolina

O padrédo de taxifolina foi preparado através da pesagem exata de 10 mg
de taxifolina, transferéncia para um baldo volumétrico de 10 mL, adicdo de cerca de
6 mL de acetonitrila, seguido por banho ultrassénico por 5 min e afericdo do volume
com o mesmo solvente (concentracdo final = 1000 pg mL™). Essa solucdo foi
aliquotada em frascos ambar e armazenada a —-20 °C até o momento do uso, onde a
mesma foi deixada atingir a temperatura ambiente.

Para o preparo da solugdo padrao de trabalho, ou solugdo na

concentracdo 100 %, uma aliquota volumétrica de 500 pL foi transferida para um
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baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com quantidade suficiente de
acetonitrila (concentragao final = 50 ug mL™).

4.2.1.4.2 Pré-concentracdo da amostra

Para a extracao liquido-liquido da amostra, 20 mg de extrato USP foram
exatamente pesados e transferidos para um béquer de 100 mL, onde 10 mL da
mistura agua/metanol (2:1, v/v) foram volumetricamente adicionados. O conteudo foi
deixado em banho ultrassonico por 5 min. Em seguida, foi transferido para um funil
de separacdo de 100 mL, onde foram volumetricamente adicionados 15 mL de
acetato de etila através de lavagens sucessivas do béquer. Entdo, o contetudo do
funil foi vigorosamente agitado por 1 min, seguido por repouso durante 4 min para a
separacdo das fases. A fase organica (superior) foi coletada em um béquer,
reservada, e a fase aquosa (inferior) novamente vertida para o funil, com adi¢ao
volumétrica de 10 mL de acetato de etila, agitacdo vigorosa por 1 min e repouso por
4 min. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, totalizando trés extracdes
com 10 mL de acetato de etila cada. Ao final, as fases organicas foram reunidas,
adicionaram-se 3 g de peneira molecular (previamente ativada em estufa a 110 °C
por 24 h) para a remocao da &gua residual, o béquer foi adequadamente vedado e
deixado em repouso por 30 min. Posteriormente, o conteddo foi filtrado, com o
auxilio de papel de filtro quantitativo, para um baldo de fundo redondo de 100 mL
para a concentracdo da fase organica em rotaevaporador (Buchi, Suica). Em
seguida, a fase organica concentrada (aproximadamente 3 mL) foi transferida para
um baldo volumétrico de 5 mL, com o auxilio de funil de vidro, seguido por afericéo
do volume com acetato de etila através de lavagens sucessivas do baldo de fundo
redondo e do funil de vidro. Entdo, uma aliquota de 3 mL foi volumetricamente
transferida para um tubo de ensaio de 10 mL, com fundo largo, e este foi deixado em
banho-maria (50 °C) (Buchi, Suica) até remocao total do solvente. O residuo foi
ressuspenso em 2,6 mL de acetonitrila com o auxilio de agitacdo em vortex (Quimex,
Brasil) durante 5 min.

A amostra preparada conforme descrito neste item foi denominada
amostra de trabalho (amostra na concentracdo 100 %). Na Figura 16 s&o

sintetizados os procedimentos realizados durante o preparo da amostra.
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Figura 16 — Esquema de preparo da solucao-amostra do extrato.

20 mg do ESCPP
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ESCPP: extrato seco obtido a partir da casca de P. pinaster; H,O/MeOH: &gua/metanol; AcOEt:
acetato de etila; MeCN: acetonitrila; FA: fase aquosa; FO: fase organica.

4.2.1.5 Condi¢cdes cromatograficas

As analises por CLAE foram realizadas em um sistema cromatogréafico
qualificado e calibrado Young Ling (Coreia) composto por bomba quaternéaria (YL
9110), desgaseificador (YL 9101), detector de arranjo de fotodiodos (PDA) (YL
9160), injetor automatico (YL 9150), compartimento de coluna com forno (YL 9130) e
software de controle (Clarity).

A separacdo cromatogréfica foi atingida utilizando coluna C18, USP L1,
250 x 4,6 mm, tamanho de particulas de 5 um (Agilent, Brasil). A coluna foi
conectada com uma pré-coluna C18, 4,0 x 3,0 mm, 5 um de tamanho de particulas
(Phenomenex, EUA). A fase movel foi constituida por um sistema binario de
solventes: (A) agua acidificada com 0,1 % de acido formico e (B) acetonitrila

acidificada com 0,1 % de &acido formico. A eluicdo foi realizada empregando
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gradiente de composicao e fluxo de fase mével (Tabela 4). Essas condi¢fes iniciais
foram estabelecidas ap0s testes de triagem.

Tabela 4 — Condigdes iniciais de composicao e fluxo de fase mével para a analise cromatografica do

extrato.
Solugéo A (agua Solucgao B (acetonitrila
Tempo (min) acidificada com 0,1 % de acidificada com 0,1 % Fluxo (mL min'l)

acido férmico, %) de acido férmico, %)
0 94 6 1,0
15 88 12 1,2
20 88 12 1,2
25 88 12 1,0
35 80 20 1,0
40 94 6 1,0
50 94 6 1,0

Com a finalidade de minimizar tempo, consumo de reagente e otimizar 0s
fatores do sistema cromatografico, uma abordagem quimiométrica foi realizada,
considerando a substancia principal (taxifolina). Um planejamento experimental do
tipo 3° Box-Behnken, com trés fatores, trés niveis e triplicata no ponto central,
totalizando 15 experimentos, foi realizado (DUTRA et al., 2013). Todos os
experimentos foram conduzidos em ordem aleatéria. As variaveis consideradas
foram: (X1) temperatura do compartimento para a coluna (35, 40 e 45 °C), (X>) fluxo
de fase moével (1,0; 1,2 e 1,4 mL min™) e (X3) porcentagem de solvente organico na
fase movel (15, 20 e 25 %).

Considerando as perturbacfes na linha de base, oriundas da elui¢cdo por
gradiente somada as alteracdes de fluxo do planejamento, calculou-se um fator que
foi denominado de “resposta”, definido como a razao entre a resolugao do par critico

e uma constante (Equacao 2).
Rs
Resposta = = (2)

Onde: Rs = resolugéo entre o par critico (valor obtido entre o pico da taxifolina e
aquele mais proximo que pudesse resultar em coelui¢cdo); K = constante (2, para a
presenca de perturbacdes na linha de base e 1, para a auséncia de perturbactes na

linha de base).
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Durante os experimentos foram avaliados o0s seguintes parametros
cromatograficos: (i) fator capacidade (K’), (ii) eficiéncia (numero de pratos
tedricos/metro), (iii) tempo de retencéao e (iv) simetria do pico.

Outras condi¢des experimentais como volume de injegao fixo em 20 uL e

deteccdo por UV em 288 nm foram mantidas constantes.

4.2.2 Desenvolvimento do método analitico para o controle de qualidade do

creme vaginal contendo 0,5 % de taxifolina

4.2.2.1 Preparo das solucfes padrao e amostra

Foram pesados 1 g de formulacao (equivalente a 5,0 mg de taxifolina) em
um béquer de 100 mL. Adicionaram-se 40 mL de acetonitrila e o béquer foi deixado
em banho ultrassénico por 30 min. Apés, transferiu-se o conteddo para um baldo
volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com quantidade suficiente do
mesmo solvente através de lavagens sucessivas do béquer. A solucéao foi filtrada em
papel de filtro quantitativo, para a retencdo dos excipientes, e uma aliquota
volumétrica de 5 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. O volume
foi completado com quantidade suficiente de acetonitrila.

O padrao foi preparado da mesma maneira, excetuando-se o fato de que
foram pesados 10 mg e transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL. A
segunda diluicéo foi realizada a partir da transferéncia volumétrica de uma aliquota
de 500 pL para um baldo volumétrico de 10 mL (concentracdo final da amostra e
padrdo = 50 pg mL™, solugdes de trabalho ou solucdes na concentragéo 100 %).

O placebo (base sem o ativo) foi submetido ao mesmo procedimento

realizado para a amostra.

4.2.2.2 Condi¢des cromatograficas

Para o estabelecimento das condi¢des cromatograficas otimas para o
método do creme vaginal, foi utilizado como ponto de partida as condicbes ja
estabelecidas para o método do extrato. A maior modificagdo realizada foi no
sistema de fase moével empregado, estabelecido inicialmente, apds testes de

triagem, como uma mistura de acetonitrila e agua (50:50, v/v) acidificada com 1 % de



61

acido férmico. Um novo planejamento experimental completo com 8 experimentos
(2% e triplicata no ponto central foi realizado e as variaveis consideradas foram: (X1)
tempo de ultrassom para a dissolucdo da amostra (25, 30 e 35 min), (Xp)
porcentagem de solvente organico na fase mével (45, 50 e 55 %) e (X3) temperatura
do compartimento para a coluna (35, 40 e 45 °C). Durante os experimentos foram
avaliados o teor de taxifolina e os mesmos parametros cromatograficos enumerados
para 0 método do extrato. O fluxo da fase mével foi de 0,5 mL min%, o volume das
solucdes injetadas igual a 20 uL e o comprimento de onda para a detec¢céao por UV

em 288 nm.
4.3 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

ApOs a otimizacdo dos meétodos analiticos, os mesmos foram validados
conforme a Resolucdo RE n° 899 (2003), que regulamenta a validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos no Brasil. Os parametros avaliados foram: robustez,
especificidade, linearidade, LD e LQ, precisdo, exatidao e estabilidade das solucdes
analiticas. Os testes também seguiram as diretrizes do ICH (2005) e do INMETRO
(2003).

4.3.1 Robustez

Para a avaliagdo da robustez foi empregado um planejamento
experimental 2° com triplicata no ponto central, totalizando 11 experimentos
realizados em ordem aleatoria.

Para o método da emulséo, utilizou-se 0 mesmo planejamento conduzido
na otimizacdo (item 4.2.2.2), enquanto que para o método do extrato, um novo
planejamento foi conduzido. As variaveis analisadas foram: (X;) temperatura do
compartimento para a coluna (38, 40 e 42 °C), (X;) fluxo de fase movel (1,0; 1,2 e
1,4 mL min™) e (X3) porcentagem de acetonitrila na fase mével (18, 20 e 22 %).

A partir dos resultados para cada experimento, os coeficientes para a
determinacdo do modelo estatistico de previsdo foram calculados segundo Barros

Neto, Scarminio e Bruns (2010), de acordo com a Equacgéao 3.

b= (x‘x)'1xty (3)
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Na qual b € a matriz de coeficientes do modelo, X e y sdo a matriz X e o vetor y,
respectivamente. Para escrever a equagao do modelo ajustado, foram calculados os

erros padréao dos coeficientes através da Equacéao 4:

e) = | (XX) - 02 @)

Onde ¢(b) é a matriz cuja diagonal principal representa os erros padrdo dos
estimadores do modelo (bj) e o é a variancia populacional dos experimentos, que
pode ser estimada como s?, utilizando as réplicas no ponto central, a partir da

Equacéo 5:

_ 2 (x-X%)°

2
T

)

Os efeitos foram calculados matricialmente pelo produto X'y, no qual y é o
vetor coluna contendo a média dos resultados dos ensaios.

Para a estimativa do erro padrdo de cada efeito, a raiz quadrada do valor
obtido na Equacéo 6 foi utilizada e o erro padrao da média foi estimado empregando

a raiz quadrada do valor obtido na Equagéao 7.

_ s2
V(efeito)= <E> (6)
N s2
V (média)= - (7)

Com a estimativa dos erros padrdo, foram estabelecidos intervalos de
confianca para os valores dos efeitos usando a distribuicdo t de Student, com 95 %

de confiancga, pela Equacéo 8.

ﬁ - tv X Sefeito< n< ﬁ + tvx S(efeito) (8)
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Na qual n representa o verdadeiro valor de um efeito (valor populacional),
fn representa o valor obtido a partir dos ensaios realizados no experimento, t, a

distribui¢céo de Student e Sefeito), O €rr0 padréo de um efeito.
4.3.2 Especificidade

A especificidade foi avaliada pela comparacéo das areas dos picos (n = 6)
obtidos para a taxifolina padrao e na amostra (extrato ou formulagdo) na
concentracdo de trabalho. Através dessas determinacdes, foi calculado o grau de

discrepancia entre as areas obtidas utilizando a Equacéao 9.

%discrepéncia = )—(— (9)
P

na qual X, é a média das areas da taxifolina na amostra e X, € a média das areas da
taxifolina padréo. O critério de aceitacdo foi definido como uma porcentagem de
discrepancia inferior a 2 % (POLONINI et al., 2014c). Adicionalmente, a
especificidade do método para o ESCPP foi obtida através da comparacéo
qualitativa dos cromatogramas de uma mistura dos padrées (AG 10 ug mL™ + CAT
50 ug mL™* + TAX 50 pg mL™ + AF 10 ug mL™), somente da taxifolina padrdo, do
placebo (extrato hidroalcodlico submetido a mesma condicdo da amostra) e do
extrato. Com a finalidade de confirmar a especificidade do método, foram ainda
comparados os espectros de absorcao da taxifolina para padréo e amostra.

A especificidade para o método de andlise do creme vaginal foi avaliada
através da comparacdo dos cromatogramas do padrdo, amostra e placebo, assim

como pelo célculo da porcentagem de discrepancia.
4.3.3 Linearidade

Para a determinacao da linearidade, trés curvas analiticas foram plotadas
a partir de cinco concentracdes de taxifolina (n = 3 para cada nivel de concentragéo),
no intervalo de 80 a 120 % em relacéo a concentracdo da solucéo de trabalho.

O método dos minimos quadrados foi aplicado para a determinagédo da

curva analitica e de seu coeficiente de determinacdo. Com a finalidade de avaliar
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estatisticamente a linearidade e o ajuste do modelo, os dados de cada nivel de
concentracdo foram avaliados através da Andlise de Variancia (ANOVA). Somado a
isso, a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e a homocedasticidade (teste de
Cochran) dos residuos também foram avaliadas, com a finalidade de verificar se os
pressuspostos da ANOVA né&o foram violados (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

434LDelLQ

Os limites foram determinados a partir das trés curvas analiticas obtidas

na linearidade da amostra e calculados a partir das Equacdes 10 e 11 a seguir:

.3

LD=S > (10)
10

LQ—S? (11)

nas quais S é o desvio padrao do intercepto com o0 eixo Y e a € a média dos

coeficientes angulares das curvas analiticas.

4.3.5 Precisao

O teste de precisdo objetivou avaliar o grau de dispersao entre uma seérie
de medidas obtidas por um mesmo analista em um Unico dia (preciséo intracorrida,
repetibilidade, nww = 6) e entre dois analistas em dois dias diferentes (precisao
intercorrida, precisdo intermediaria, Ny = 24), para solucbes na concentracao de
trabalho.

A precisao pode ser expressa como desvio padrdo relativo ou coeficiente
de variacdo (CV) de uma série de medidas, sendo valores menores ou iguais a 5 %
considerados satisfatérios (BRASIL, 2003).
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4.3.6 Exatidao

A exatidao foi avaliada através do teste de recuperacdo, onde a amostra
foi fortificada com concentracdes conhecidas de padrédo, equivalentes a 80, 100 e
120 % da concentracdo de trabalho. Para o método do extrato, a fortificagédo foi
realizada na amostra submetida a etapa de pré-concentragdo, com o objetivo de
estimar a eficiéncia de extracao do analito de interesse.

A éarea do pico cromatografico atribuida somente ao padréo foi calculada
através da diferenca entre a area do padrdo + amostra e somente a area da
amostra. O resultado foi expresso em porcentagem de recuperacao, relacionando a
concentracdo média determinada experimentalmente, oriunda da curva analitica do
padrdo, com a concentracdo teorica correspondente. Resultados compreendidos

entre 98 e 102 % foram considerados satisfatérios (ICH, 2005).

4.3.7 Estabilidade das solucdes analiticas

Para avaliar a estabilidade, solu¢des analiticas (padrdo e amostra) na
concentragdo de trabalho foram analisadas nos intervalos de tempo de 0, 6 e 12 h,
sendo as solugcbes mantidas em temperatura ambiente, conforme a condicdo de
analise.

Os resultados foram expressos em concentracdo de taxifolina em cada
tempo testado, sendo o percentual de resposta determinado em 12 h através da
comparacao com a concentracdo obtida na andlise das solu¢cbes recém-preparadas.

Valores acima de 90 % foram considerados apropriados (ALVES et al., 2014).

4.4 ANALISE DE AMOSTRA COMERCIAL

Um ESCPP comercializado no Brasil foi avaliado. Primeiramente, foi
investigada a presenca das substancias descritas na USP ap0s aquisicdo do
fingerprint do extrato (item 4.2.1.1, pagina 54). Em seguida, foi realizado o
doseamento de procianidinas segundo as condicfes descritas na monografia da
mesma farmacopeia. Por fim, com a finalidade de avaliar a aplicabilidade do método

desenvolvido, o extrato foi submetido as condi¢des deste.
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4.5 SELECAO DO MEIO RECEPTOR PARA OS ENSAIOS DE LIBERACAO E
PERMEACAO

Previamente a realizacdo dos ensaios de liberacdo e permeacdo da
taxifolina, foram testados diferentes meios receptores biorelevantes para determinar
aguele mais adequado para a solubilizacdo dessa substancia.

Os meios: tampéao fosfato salino e suor humano artificial foram preparados
segundo Baert e colaboradores (2010), e o0 meio solucdo salina de Hanks consoante
Cardoso (2013), sendo a composi¢ao dos mesmos (solu¢cdes aquosas) apresentada
na Tabela 5. O pH da solugéo salina de Hanks foi ajustado para 4,34 com solugao

de acido cloridrico 1 M, conforme preconizado por Cardoso (2013).

Tabela 5 — Composicdo dos meios receptores biorelevantes empregados para avaliar a solubilidade
da taxifolina.

Tampéo fosfato salino Solugdo salina de Hanks

Componente Suor humano artificial (mM)

0,01 M (mM) (mM)
NaCl 138,00 49,96 137,00
KCI 2,70 - 5,40
CaCl; - 0,15
MgSOa4 - 1,00
MgCl, - -
NaxSO4 - -
NaHCOs3 - - 4,20
KH2PO4 1,43 7,50 0,40
Na,HPO4 8,57 _ 0,30
CeH1206 R R 5,60

NaCl: cloreto de sddio; KCI:. cloreto de potassio; CacCl,: cloreto de calcio; MgSO,: sulfato de
magnésio; MgCl,: cloreto de magnésio; Na,SO,: sulfato de sddio; NaHCOs;: bicarbonato de sddio;
KH,PO,: fosfato de potadssio monobasico; Na,HPO,: fosfato de sddio dibasico; C¢H,,04: glicose.

A solubilidade da taxifolina foi determinada nos meios descritos na Tabela
5 e nestes acrescidos de 20 % de etanol, totalizando 6 meios receptores diferentes.
Devido a baixa solubilidade da taxifolina em agua (WEIDMANN, 2012; ZU et al.,
2014a), o etanol foi empregado para aumentar a sua solubilidade nas solucdes
aguosas testadas, sendo permitido o acréscimo de até 50 % de etanol nos meios
receptores (COLIPA, 1997; OECD, 2011).

Para a realizagédo do procedimento, foram exatamente pesados 10 mg de
taxifolina em seis diferentes tubos de ensaio, onde 10 mL de cada meio receptor
foram adicionados. Os tubos foram deixados em banho ultrassénico por 30 min e
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entdo incubados em estufa a 37 °C (Nova Etica, Brasil) por 12 h. Posteriormente,
eles foram centrifugados a 20.000 x g (Excelsa Baby, Brasil), o sobrenadante diluido
em uma proporcao 0,5:10, seguido por transferéncia para vials cromatograficos para
a quantificacao da taxifolina, segundo as condi¢cdes do método desenvolvido para a
formulagéo.

O meio mais adequado foi definido como aquele que apresentou a melhor
solubilizacdo da taxifolina. Para este meio, uma nova curva analitica foi construida
com o padrao de taxifolina, utilizando a faixa de concentracédo equivalente a 8, 28,
48, 68, 88, 108, 128, 148, 168 e 188 % em relacdo a concentracdo de trabalho
utilizada na validacdo. O método dos minimos quadrados foi novamente aplicado
para a determinacdo da curva analitica e de seu coeficiente de determinacdo. Para
avaliar estatisticamente a linearidade e o ajuste do modelo, os dados de cada nivel
de concentracdo foram analisados através da ANOVA. Por fim, os testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Cochran) dos residuos foram
aplicados a fim de verificar a validade da ANOVA (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

4.6 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO DA TAXIFOLINA

O ensaio de liberacao in vitro foi realizado em células de difuséo vertical
(células de Franz) de 7 mL com coleta automética (Microette Plus, Hanson
Research, EUA). Foram empregadas membranas de polissulfona de 25 mm de
diametro (Tuffryn®, Pall Corporation, EUA) posicionadas entre os compartimentos
doador e receptor das células de Franz. O compartimento receptor foi
completamente preenchido com o meio receptor selecionado. Ao posicionar a
membrana sobre este compartimento, certificou-se que ndo houvesse presenca de
bolhas e o sistema foi deixado em equilibrio por 30 min. Acima da membrana foi
colocado um anel de teflon (150 mm de didmetro interno) e este teve o seu orificio
totalmente preenchido pela formulagdo (n = 4), através da aplicacdo de uma dose
infinita (200 mg) com o auxilio de uma pipeta de deslocamento positivo calibrada
Pos-D MR-110 (Rainin, EUA). A formulacéo foi entdo espalhada homogeneamente
por toda a superficie da membrana utilizando a propria ponteira emprega na

aplicacdo. Em seguida, foi ocluida com disco de acrilico e o sistema foi fechado com
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uma garra metalica para evitar a evaporacdo do meio receptor. A area de difusédo
disponivel foi de 1,86 cm?.

O meio receptor permaneceu sob agitacdo constante (600 rpm) por meio
de uma barra magnética, exceto nos periodos de coleta, e mantido a 37 + 2 °C
durante todo o experimento. Aliquotas do meio receptor (1 mL) foram coletadas em
intervalos regulares de tempo (0,5; 1; 2; 3; 4; 12; 16; 20 e 24 h) e transferidas
diretamente para vials cromatograficos. Estes foram submetidos a analise por CLAE,
de acordo com as condicOes estabelecidas para o método da formulacdo. As
aliquotas retiradas foram imediatamente repostas com meio receptor, & mesma
temperatura, para manter o volume constante no interior das células. Uma lavagem
dos tubos de amostragem automatica foi realizada com 1,5 mL do meio, 30
segundos antes de cada coleta para evitar a interferéncia de coletas anteriores,
periodo no qual a agitagéo foi interrompida. As concentracdes correspondentes de
taxifolina foram corrigidas em cada coleta em relacdo as diluicbes ocasionadas pela
rinsagem e pela reposicdo do meio, sendo a quantidade real de taxifolina difundida

no tempo t (Qrearr) Calculada segundo a Equacéo 12:

Qreal,t = Cmensurado,t'vr'vzal' Zn-1 Ca (12)

Onde: Chensuradot € @ concentracdo calculada no tempo t, V; é o volume da célula de
difuséo, V, é o volume da aliquota e C, é a concentracao da aliquota.

Para a determinacdo do perfil de liberagcdo, a quantidade cumulativa de
taxifolina (ug) liberada por unidade de area de superficie (cm?) foi plotada em funcéo
do tempo (h). Adicionalmente, modelos matematicos foram aplicados para a
determinacdo da cinética de liberacdo da substancia. Nesse sentido, quantidade
cumulativa de taxifolina liberada por area (ug cm™) versus tempo (h) foi plotada para
cinética de ordem zero, quantidade cumulativa de taxifolina liberada por area (ug
cm™?) versus a raiz quadrada do tempo (vh) para cinética de pseudo-primeira ordem
(modelo de Higuchi), log da quantidade cumulativa de taxifolina liberada por area
(log pug cm™) versus tempo (h) para cinética de primeira ordem, e raiz cibica da
guantidade nao liberada de taxifolina por area (W) versus tempo (h) para

cinética de Hixson-Crowell.
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O modelo que forneceu o maior coeficiente de determinagdo foi
selecionado como aquele que melhor explicou a cinética de difusdo da taxifolina
para 0 meio receptor e sua curva foi empregada nas determinacdes do fluxo em
estado estacionario (Js, g cm™2 h™) e tempo de laténcia (T, h). O Js foi determinado
a partir do coeficiente angular da curva plotada e o T, a partir do valor da razdo
(coeficiente linear/coeficiente angular) elevado ao quadrado, sendo que o T_.

representa o tempo necessario para atingir o fluxo em estado estacionario.

4.7 LIMPEZA E ARMAZENAMENTO DA MUCOSA VAGINAL SUINA

As vaginas de suino, com aproximadamente 4 meses de idade, foram
cedidas pelo matadouro municipal de Juiz de Fora. Foram recolhidas, inspecionadas
visualmente para a garantia de que estavam integras e inalteradas pelas condicdes
de remocéo. O transporte do material foi realizado rapidamente em ambiente
isotérmico a 4 °C. No laboratorio, as vaginas foram armazenadas em tampao fosfato
salino (pH = 7,4) e mantidas sob refrigeracdo até o momento do preparo (inferior a 2
dias). O isolamento inicial da mucosa foi realizado limpando-se as vaginas e
retirando a camada adiposa em excesso com o auxilio de tesouras cirdrgicas e
bisturi (Figura 17). As mucosas foram entdo lavadas em &gua purificada,
embrulhadas em Parafilm (Pechiney Plastic Packaging Company, EUA), envolvidas
por papel aluminio e armazenadas a —80 °C até sua utilizacdo. Este protocolo foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Juiz de Fora (n° 021/2014).

Figura 17 — Limpeza e isolamento inicial da mucosa vaginal suina.

A: vagina apos limpeza prévia. B: retirada da camada adiposa restante. C: mucosa vaginal limpa
obtida.
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4.7.1 Analise histologica da mucosa vaginal suina

Uma andlise histolégica da mucosa vaginal suina foi realizada com o
objetivo de avaliar a integridade do tecido apds o congelamento. A mucosa foi fixada
em formol a 10 % por 48 h e entédo desidratada em solugéao de etanol em diferentes
concentracbes e em xilol (1 h para cada). Posteriormente, foi impregnada em
parafina liquida (Sigma-Aldrich, Espanha) a 75 °C. O bloco resultante foi entdo
cortado em micrétomo (Leitz 1512, EUA) em espessura de 2 pm, 0s cortes
montados em lamina e o excesso de parafina retirado em estufa (10 min) a 80 °C.
Em seguida, foram corados com a coloragcdo de rotina de hematoxilina-eosina
(Sigma-Aldrich, Espanha) e analisados por microscopia optica (Olympus bx 41,

Brasil) (ampliacéo de 10 e 20x).

4.8 ENSAIO DE PERMEACAO VAGINAL EX VIVO DA TAXIFOLINA

Para a realizacdo do ensaio de permeacao, as células de difusdo foram
montadas conforme descrito no item 4.6 (pagina 67), excetuando-se o fato de que a
membrana artificial foi substituida por um segmento de tecido (mucosa vaginal
suina).

As mucosas limpas foram retiradas do freezer e deixadas descongelar em
placas de petri contendo a solucdo salina de Hanks (pH = 4,34), de modo que
apenas a porcdo interna da mucosa ficasse em contato com a solugdo. Este
procedimento foi realizado por 30 min. Apds o processo de descongelamento, foi
possivel observar uma nitida superficie de separacdo entre a mucosa e outras
camadas de tecido vaginal adjacentes, evidenciando a necessidade de realizar o
isolamento definitivo da mesma. Tal procedimento foi realizado manualmente
conforme técnica apresentada na Figura 18 e realizada previamente por Bras (2012)
e Cardoso (2013).
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Figura 18 — Técnica para o isolamento manual da mucosa vaginal suina apés descongelamento.

Os segmentos de mucosa vaginal obtidos foram posicionados nas células
de difusdo, com a camada epitelial voltada para o compartimento doador, evitando a
formacdo de bolhas. Conforme o ensaio de liberacdo, o meio receptor foi mantido
sob agitacdo igual a 600 rpm e temperatura de 37 = 2 °C, durante todo o
experimento. Uma dose finita da formulacdo (70 mg) (n = 6) foi aplicada, com o
auxilio de uma pipeta de pressao positiva calibrada, e distribuida uniformemente
sobre a superficie da mucosa com a propria ponteira utilizada na dispensacao,
aplicando uma pressdo que ndo excedesse 200 mg cm™2. A &rea de difusdo
disponivel foi de 1,86 cm? (Figura 19). Aliquotas (1 mL) foram retiradas em intervalos
regulares de tempo (0,5; 1; 2; 3; 4; 8; 12; 16; 20 e 24 h), recolhidas em vials

cromatograficos e submetidas a analise por CLAE, conforme as condi¢cdes do

método desenvolvido para a formulacao.

Figura 19 — Esquema de montagem das células de Franz para o ensaio de permeagao ex vivo.
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Para o célculo da dosagem finita de aplicacdo, foram considerados: (i) a
dosagem de aplicagdo convencional (cerca de 5 g) de formulagbes para
administracdo vaginal com anti-inflamatérios na composicdo (GYNAX-N®;
TRIVAGEL-N®) e (i) a &area da superficie vaginal (134,45 cm? em média)
(BARNHART et al., 2006). Dessa forma, foi obtido o valor de dose aplicada por
unidade de é&rea, cerca de 37,19 mg cm™. Considerando a area de difusdo
disponivel na célula de Franz (1,86 cm?), isso resulta em uma dosagem de
formulagdo igual a 70 mg, aproximadamente.

Apos o final do procedimento, foram também avaliadas a quantidade de
formulacéo retida nos discos de acrilico oclusores e na propria mucosa. Para isso, 0
excesso de formulacdo dos oclusores foi retirado com o auxilio de espatulas
metalicas, sendo estas mergulhadas em tubos cénicos de polipropileno de 10 mL
contendo 2 mL de acetonitrila. As mucosas foram transferidas para os mesmos
tubos, porém mergulhadas em 3 mL de acetonitrila. Os tubos foram entdo deixados
em banho ultrassénico durante 1 h para a extracao da taxifolina. As solu¢des obtidas
foram filtradas em membranas de 0,45 um e analisadas por CLAE, segundo as
condi¢des do método para a formulacao.

Por fim, para a determinacdo do perfil de permeacdo, a quantidade
cumulativa de taxifolina (ug) permeada por unidade de area de superficie (cm?) foi
plotada em funcdo do tempo (h). Para o estabelecimento da cinética de permeacéao
desse flavonoide, os mesmos modelos matematicos descritos no item 4.6 (pagina
67) foram aplicados, agora contemplando a quantidade cumulativa de taxifolina

permeada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS METODOS ANALITICOS

5.1.1 Desenvolvimento do método analitico para o controle de qualidade do
ESCPP

Em um primeiro momento, foi realizado um levantamento na literatura de
métodos para o controle de qualidade do ESCPP, englobando farmacopeias e
artigos cientificos. Foi observada escassez de estudos, sendo encontrados o
trabalho de Chen, Song e Lin (2009) e a monografia da USP (2015). Ao estudar os
dois métodos existentes, verificou-se que ambos ndo atendiam ao objetivo do
presente trabalho.

Em relacdo a monografia oficial da USP, sdo apresentados tanto ensaios
para a identificacdo do extrato quanto para o doseamento de marcadores quimicos.
Um dos testes empregados na identificacdo utiliza CLAE com deteccdo UV/Vis,
conforme descrito no item 4.2.1.1 (pagina 54). J4 o teste de doseamento é realizado
por espectrofotometria UV/Vis, mediante a determinagdo do teor total de
procianidinas. Tratando-se da classe de substancias majoritaria no extrato, sua
determinacao é um parametro de qualidade essencial para 0 mesmo, o que justifica
a importancia da quantificacdo destas. Porém, para além da deteccdo de
constituintes polifendlicos especificos servir como um teste para a identificacdo do
extrato, o doseamento desses polifendis pode ser um parametro adicional de
qualidade, o que estimulou, portanto, o desenvolvimento de um método analitico
para a quantificacdo da taxifolina, o polifenol monomérico presente em maior
concentragao.

O trabalho de Chen, Song e Lin (2009), por sua vez, representou um
avanco importante no controle de qualidade do ESCPP, pois estes autores
estabeleceram um método para a aquisicdo de fingerprint de amostras dietéticas
comerciais contendo Picnogenol®. Adicionalmente, foram realizadas quantificacées
de catequina, acido caféico, taxifolina e acido ferulico.

Um sistema de deteccdo que esta sendo cada vez mais empregado na
analise de amostras complexas e cujos constituintes estejam em baixas

concentragbes, como o extrato analisado neste trabalho, € a espectrometria de
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massas (RUBERT et al., 2014), que foi o sistema de detecc¢ao utilizado no trabalho
de Chen, Song e Lin (2009). Isso propiciou uma riqueza de informacdes a respeito
da constituicdo quimica das amostras, fato interessante no que se refere a
identificacdo das mesmas, bem como possibilitou a quantificacdo dos quatro
marcadores anteriormente mencionados sem a necessidade de um preparo de
amostra oneroso. No entanto, apesar dessas vantagens, a espectrometria de
massas ainda é pouco disponivel nos laboratdrios de controle de qualidade e em
alguns centros de pesquisa, 0 que limita a sua aplicacdo (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008; JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006). Portanto, partindo das
consideracdes apresentadas, optou-se por desenvolver um método analitico novo
empregando CLAE com deteccdo UV/Vis para a quantificacdo da taxifolina no
ESCPP.

Na Figura 20 é apresentado o perfil cromatografico do ESCPP disponivel
no certificado de andlise da USP, bem como o perfil obtido resultante da analise
realizada de acordo com as disposicGes da monografia (teste de identificacdo) com

algumas adaptacdes as condi¢ces disponiveis no laboratorio.

Figura 20 — Fingerprint obtido para o extrato seco da casca de P. pinaster segundo as condi¢es do
teste de identificacdo da USP e espectro de absorcao da taxifolina.
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taxifolina na amostra (D.1) e na amostra fortificada (D.2). AG: acido galico; CAT: catequina; TAX:
taxifolina; AF: 4cido ferulico.

O perfil cromatogréafico obtido no laboratério (Figura 20 B) apresentou
diferencas em relacdo aquele disponivel no certificado de analise da USP (Figura 20
A), fato ja esperado devido as adaptacfes realizadas no método, que podem ter
interferido no resultado obtido, uma vez que a transposicdo de métodos
cromatograficos oficiais para as condi¢cdes de andlise de um laboratério especifico
geralmente conduzem a resultados diferentes (RIBANI et al., 2004), sendo o nivel e
a extensao da variacdo em relacdo ao método compendial determinantes do tipo de
validacdo analitica que serd realizada (parcial ou total). Nos casos de
desenvolvimento de um novo método, a validacdo integral é sempre requerida
(BRASIL, 2003; BRASIL, 2010).

A analise da Figura 20 B permite observar picos cromatograficos
referentes a diferentes substancias e um pico majoritario. A identificacdo dos picos
na amostra através da comparacdo com os tempos de retencdo dos padrdes tornou-
se dificil, pois a eluicdo por gradiente ocasionou irregularidades na linha de base e
variagcdes nos tempos de retencdo. Além disso, o sinal do detector obtido para as

substancias presentes no extrato foi baixo, dificultando ainda mais a identificacao.
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Logo, optou-se por realizar uma fortificacdo da amostra com os padrbes de &cido
gélico, catequina, taxifolina e acido ferulico. A analise do cromatograma resultante
(Figura 20 C) mostrou que o pico majoritario era relativo a taxifolina, pico
predominante no cromatograma apresentado no certificado de analise da USP e um
flavonoide descrito como presente em alta concentracédo no ESCPP (CHEN; SONG,;
LIN, 2009; D’ANDREA, 2010; WEIDMANN, 2012). Adicionalmente, a analise do
espectro de absorcdo do pico referente a taxifolina nas duas situacbes (sem
fortificacdo e com fortificacdo) mostrou similaridade, sugerindo positivamente a
presenca da mesma (Figura 20 D).

A partir do perfil cromatogréfico obtido, novas condigbes cromatogréficas
foram testadas com o objetivo de melhorar a resolucdo entre os picos, sua simetria,
a estabilidade da linha de base e o tempo de analise. Primeiramente, optou-se por
alterar a coluna cromatografica para C18, também empregada na cromatografia
liguida de fase reversa e amplamente utilizada na andlise de compostos
polifenolicos (DIAZ-GARCIA et al., 2013; MOTILVA; SERRA; MACIA, 2013; REGOS;
TREUTTER, 2010). Comparada a C8, possui grupo funcional octadecilsilano [-
(CH)17CH3] quimicamente ligado a silica e ndo octil [-(CH2);CHs], o que pode
resultar em perfis cromatogréficos diferentes. Além disso, sdo colunas largamente
empregadas na rotina laboratorial, sendo seu custo relativamente menor quando
comparadas a colunas com outros recheios (BRANDAO et al., 2011).

O diametro da coluna e o tamanho de particulas foram mantidos os
mesmos, porém o seu tamanho foi alterado, partindo do conhecimento prévio de que
colunas maiores produzem uma eficiéncia de separagcdo maior e, portanto, Sao
adequadas para amostras com composicdo quimica diversificada como extratos
vegetais. Assim, optou-se por empregar uma coluna C18 de 250 mm de
comprimento.

A alteracdo da coluna melhorou a resolugdo entre 0s picos
cromatograficos, porém ocorreu coeluicdo da taxifolina e do acido ferulico. Dessa
forma, foram realizadas alteracbes na composi¢cdo da fase movel. A proporcdo de
solventes ao longo da analise nao foi alterada, pois o0 aumento da concentracao de
solvente organico (aumento da for¢ca cromatografica da fase movel) resultava em
coeluicdo da maioria das substancias, enquanto o aumento da concentragdo de
agua (diminuicdo da forca cromatografica da fase moével) ocasionava aumento do

tempo de andlise para a separacdo total dos constituintes. Optou-se entdo, por
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modificar o solvente organico. Sabendo que o metanol e a acetonitrila sdo os
solventes mais empregados nas analises por cromatografia de fase reversa e que
possuem seletividades diferentes (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006), o
metanol foi substituido por acetonitrila, com a intencdo de obter um fator de
separacdo (a) suficiente para a separagcdo dos picos sobrepostos. O perfil
cromatografico resultante (Figura 21) evidenciou uma resolucdo adequada entre o
acido ferdlico e a taxifolina e, de maneira interessante, uma alteracdo na ordem de
eluicdo deles, esta ultima apresentando um tempo de retencdo maior que o do

primeiro, corroborando os resultados de Chen, Song e Lin (2009).

Figura 21 — Perfil cromatogréafico obtido para o extrato em coluna C18 e com acetonitrila na
fase moével.
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realizada por fortificacdo da amostra com a mistura de padrées.

Diferentes &acidos para a acidificacdo da fase movel foram testados,
nomeadamente os acidos acético e formico. O acido férmico foi escolhido, pois
conduziu a preparacdes de fase mével com pH estavel e picos mais simétricos.

Alteracdes adicionais das condicBes cromatogréaficas foram realizadas,
agora contemplando variacBes nas proporcdes de solventes da fase mével, com a
acetonitrila escolhida em detrimento do metanol. Tais altera¢cdes conduziram ao
esquema de eluicdo por gradiente apresentado na Tabela 4 (item 4.2.1.5, pagina
59), perfazendo um tempo total de analise de 50 min. Uma diminuicdo maior do
tempo nao foi possivel, sendo 50 min a melhor condi¢do atingida. Porém, tempos de
analises longos sdo comuns as matrizes vegetais (LIU, 2013; VILEGAS; CARDOSO;
QUEVEDO, 2009), especialmente quando empregada eluicdo por gradiente, uma
vez que é preciso condicionar a coluna nas condi¢cdes iniciais, o que implica em

aumento de tempo e de consumo de fase movel entre cada analise.
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O comprimento de onda para a deteccédo também foi avaliado, sendo que
o comprimento de onda inicialmente selecionado para as analises foi de 280 nm
(comprimento utilizado pelo método oficial da USP), uma vez que todas as
substancias apresentavam forte absorcdo neste. Entretanto, uma varredura
espectrofotométrica entre os comprimentos de onda de 260 a 400 nm mostrou que a
taxifolina apresentava maior absor¢cao em 288 nm, conforme pode ser visualizado na
Figura 22. Uma vez que ela é a substancia majoritaria, esse comprimento de onda

foi definido como o mais adequado para as analises.

Figura 22 — Varredura obtida em detector de arranjo de fotodiodos entre 260 e 400 nm para o padréo
de taxifolina.
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O sinal analitico obtido para a taxifolina com o sistema de deteccéo
empregado (UV/Vis) foi baixo, conforme pode ser observado nos cromatogramas
apresentados (Figuras 20 B e 21), fato agravado pela interferéncia do ruido de linha
de base presente, comum as eluicbes por gradiente. Esses resultados somados a
caracteristica da matriz de trabalho (extrato vegetal) levaram a duas importantes
observacfes. A primeira, de que seria necessario realizar uma pré-concentracdo da
amostra para aumentar o sinal analitico da taxifolina e subsequentemente diminuir a
interferéncia do ruido; a segunda, de que um teste de efeito de matriz precisaria ser
realizado para auxiliar na decisdo em trabalhar com padronizacdo externa ou com
adicao de quantidades conhecidas do padrdao a amostra.

As matrizes cujos analitos estdo presentes em baixas concentracdes, tal
gual o extrato analisado neste trabalho, estdo sujeitas ao efeito de matriz, que
consiste na interferéncia de outras substancias presentes na amostra na
identificacdo e quantificacdio do analito de interesse (ARAGAO; VELOSO;
ANDRADE, 2009). Esse efeito pode causar alteracdes na analise cromatografica,
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como: (i) mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso
negativo; (i) erro na identificagdo do analito, pois componentes da matriz podem ser
erroneamente identificados como o analito de interesse; e (iii) diminuicdo ou
aumento do sinal do detector, sub ou superestimando o0s resultados,
respectivamente (PINHO et al., 2009).

A andlise das duas curvas analiticas obtidas com a mistura de padrbes
(AG + CAT + TAX + AF), uma apenas no diluente e a outra na matriz, evidencia que
as duas retas resultantes sdo paralelas entre si (Figura 23), sendo que para a
construcdo das curvas foram considerados os valores de area de pico e
concentragdo para a substancia principal (taxifolina). A relagéo entre os valores dos
coeficientes angulares das duas curvas foi igual a 0,9879, portanto proximo de 1, o
gue significa que o Unico efeito de matriz presente € a interferéncia natural causada
pelo nivel basico do analito, ou seja, ndo ha efeito de matriz. Adicionalmente, esse
resultado mostrou que a quantificacado da taxifolina poderia ser realizada através do

meétodo de padronizacao externa.

Figura 23 - Curva analitica da amostra fortificada com padrbes e dos padrdes apenas no diluente.
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Com a finalidade de determinar um método que poderia ser empregado
para a pré-concentracdo da amostra, um levantamento na literatura foi realizado.
Dentre aqueles disponiveis e considerando as caracteristicas da matriz de trabalho,
optou-se por realizar extracao liquido-liquido.

A extracdo liquido-liquido baseia-se na particAo da amostra entre duas
fases imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extracdo depende da afinidade
do soluto pelo solvente de extracdo, da razdo entre as fases e do numero de

extracbes (CALDAS et al.,, 2011). Essa técnica apresenta as vantagens de ser
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simples e acessivel; conduzir a resultados satisfatérios quando aplicada a matrizes
vegetais (ALMEIDA et al., 2013); e empregar uma variedade de solventes, os quais
fornecem uma ampla faixa de solubilidade e seletividade. Por outro lado, apresenta
desvantagens, como perda do analito; concentracdo de impurezas do solvente
juntamente com a amostra; formacado de emulsdes; emprego de volumes altos de
amostra e solvente; e a utilizagdo de alguns solventes organicos toxicos (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001).

O acetato de etila foi o solvente de primeira escolha para a extracdo da
taxifolina, j& que ele apresenta um poder extrativo adequado para substancias de
polaridade intermediaria, como flavonoides livres (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).
Para a confirmacdo da escolha adequada do solvente, uma particdo exaustiva do
extrato hidrometandlico com solventes de polaridade crescente foi realizada. As
fragcbes monitoradas por CCD confirmaram que o melhor solvente para a extragcédo da
taxifolina € o acetato de etila, conforme apresentado na Figura 24, onde sado
mostradas as fracdes em diclorometano e acetato de etila, evidenciando que a maior
concentracdo de taxifolina foi extraida neste dltimo e apenas uma pequena

quantidade pelo diclorometano.

Figura 24 — Perfil cromatografico das fragcdes do extrato em diclorometano e acetato de etila obtido
por cromatografia em camada delgada.

TAX: taxifolina padréo; CH,Cl,: diclorometano; AcOEt: acetato de etila.

Além da selecdo do solvente organico extrator, outros parametros da

extracdo foram otimizados. A avaliagdo comecou com a determinacdo do melhor
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solvente ou mistura de solventes para a dissolucdo inicial do extrato. O melhor
resultado obtido foi para a mistura agua e metanol (2:1, v/v), que também conduziu a
menor formacdo de emulsdo durante o procedimento. O volume de solvente
organico empregado e o numero de extracOes realizadas foram determinados apés
uma série de experimentos que objetivaram estabelecer uma separac¢do adequada
entre as fases, permitir uma extracdo exaustiva da taxifolina e conduzir a menor
formacdo de emulsédo. O solvente escolhido para a dissolu¢cdo da amostra antes da
injecdo foi a acetonitrila, pois esta permitiu boa solubilizacdo da taxifolina, além de
ser um dos solventes componentes da fase mdvel, minimizando interferéncias no
cromatograma. Por fim, apds ajustes das etapas pertencentes ao procedimento,
pdde-se atingir o método apresentado na Figura 16 (item 4.2.1.4.2, pagina 58).

Apoés o estabelecimento do método de pré-concentracdo da amostra e
das condicdes cromatograficas iniciais, um planejamento fatorial 3°> Box-Behnken foi
realizado para a otimizacdo final das condicbes cromatograficas. Em funcdo das
perturbagdes na linha de base, o fator “resposta” foi calculado com a finalidade de
auxiliar na escolha da condi¢do 6tima. Para a definicdo dos valores da constante K,
partiu-se do pressuposto de que a presenca de perturbacdes (situacao indesejavel)
conduziria a um valor de resposta baixo, mesmo com resolugdo adequada. Em
contrapartida, na auséncia de perturbacdes, o valor obtido para a resposta seria 0
préprio valor da resolucdo, de modo que uma resolucdo alta resultaria em valores
altos de resposta (situacado ideal) e o contrario ocorreria para uma resolucao baixa.

A matriz X, bem como a resposta obtida para a taxifolina podem ser
visualizadas na Tabela 6. Os cromatogramas resultantes das variagdes realizadas
sdo apresentados na Figura 25.

A condicdo que forneceu melhor resposta foi a do ponto central (ensaios
13, 14 e 15), conforme pode ser observado na Tabela 6. A analise dos
cromatogramas obtidos confirmou essa conclusédo. Os ensaios 1, 6, 7 e 11 foram
descartados, pois ndo permitiram a separacdo adequada da taxifolina (pico indicado
com asterisco). A utilizacdo do fluxo de 1,4 mL min™* associado ao gradiente de fase
movel provocou grande perturbacdo na linha de base (conforme observado nos
ensaios 3, 4, 10 e 12), sendo esta condicdo também descartada. As condi¢cdes do
ponto central foram, portanto, estabelecidas como 6étimas e proporcionaram: (i)
adequada resolucéo da taxifolina, (ii) baixa interferéncia na linha de base, e (iii) boa

simetria do pico.
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Tabela 6 — Fatores, niveis e matriz de coeficientes de contraste do planejamento experimental
conduzido para otimizar as condigGes cromatograficas do método do extrato.

Ensaio  Média 2 I\z/latriz >2( Vetory -
X1 X2 X3 Xy X2 X3 XiXz  XiXs  XoX3  Resposta para a taxifolina
1 1 -1 -1 1 1 0 1 0 0 0,00
2 1 1 -1 1 1 0 -1 0 0 2,11
3 1 -1 1 1 1 0 -1 0 0 0,82
4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1,71
5 1 -1 0 -1 1 0 1 0 1 0 1,79
6 1 1 0 -1 1 0 1 0 -1 0 0,00
7 1 -1 0 1 1 0 1 0 -1 0 0,00
8 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1,32
9 1 0 -1 -1 0 1 1 0 0 1 2,07
10 1 0 1 -1 0 1 1 0 0 -1 1,50
11 1 0 -1 1 0 1 1 0 0 -1 0,00
12 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1,54
13 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,12
14 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,38
15 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,24

Colunas sombreadas indicam os melhores valores de resposta obtidos.

Todos os parametros cromatograficos apresentaram valores dentro das especificagbes: fator
capacidade (= 1,00), simetria do pico (£ 2,00) e eficiéncia (niumero de pratos tedéricos/metro =
2000,00).
Xy: temperatura do compartimento da coluna (°C) [(-1): 35; (0): 40; (1): 45].
Xs: fluxo de fase mével (mL min™") [(-1): 1,0; (0): 1,2; (1): 1,4].

X3: porcentagem de acetonitrila na fase movel [(-1): 15; (0): 20; (1): 25].

Figura 25 — Cromatogramas obtidos no planejamento experimental para a otimiza¢éo das condi¢cfes
cromatogréaficas do método do extrato considerando a substancia principal (taxifolina*).
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Estando o método de extracdo otimizado, bem como as condicbes
analiticas, o ESCPP foi analisado, obtendo-se um teor de taxifolina igual a 1,10 +
0,11 % a um nivel de confianca de 95 %. Nao existe uma especificacdo em
compéndio oficial do teor dessa substancia no extrato, porém no trabalho realizado
por Chen, Song e Lin (2009) foi encontrado um teor de 1,36 % desse flavonoide em
Picnogenol®, valor proximo daquele obtido nas condi¢des do método desenvolvido,
levando em consideracdo ainda que tais autores utilizaram um sistema de detecc¢éo
(espectrometria de massas) com sensibilidade maior e que a utilizacdo desse tipo de
deteccado viabilizou um preparo de amostra menos oneroso, com poucas etapas,
diminuindo as possibilidades de perda do analito e erros na execucdo do
procedimento.

O flavonoide taxifolina esta presente nas espécies do género Pinus de
forma geral, sendo, portanto, um possivel marcador quimico para o grupo (MA et al.,
2012; ZU et al., 2012; ZU et al., 2014a), o que ratifica a necessidade de estudos com
esse constituinte. De fato, é possivel achar alguns trabalhos na literatura realizados
com espécies de Pinus, onde foram encontrados 1,27 % de taxifolina para Pinus
massoniana (WU et al., 2009) e 1,47 % de taxifolina para Pinus radiata (FREVEL et
al., 2012), ambos empregando CLAE com deteccdo UV/Vis. Estes ultimos autores
propuseram também uma especificacdo para P. radiata. Segundo eles, o extrato
seco obtido da casca deve possuir procianidinas (= 80 %), taxifolina (1 - 2 %),
acidos fendlicos (até 8 %) e carboidratos (5 — 10 %).

Diante do exposto, o método desenvolvido aponta a taxifolina como o
polifenol monomeérico majoritario presente no ESCPP, tornando-se um possivel
marcador quimico adicional para o controle de qualidade do mesmo, no que diz
respeito ao teste de doseamento. Assim, a sua quantificacdo pode ser um teste de
qualidade complementar para esse extrato, além da determinacdo do teor total de
procianidinas.

E importante ressaltar que, apesar da baixa concentracdo da taxifolina, foi
desenvolvida uma técnica cromatografica que emprega detec¢cdo UV/Vis, mais
disponivel nos laboratorios de controle de qualidade, de menor custo e de operacao
mais facil quando comparada a espectrometria de massas. Cabe aqui discutir,
porém, que o método analitico desenvolvido apresenta algumas desvantagens.
Entre elas, pode-se destacar o emprego de solvente organico (aproximadamente 50

mL de acetato de etila por andlise), o que conduz a maior formacéo de residuo, além
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de contribuir para a exposi¢cdo ocupacional do analista a vapores toxicos; e 0
namero elevado de etapas, que onera o preparo de amostra e aumenta a
possibilidade de perda do analito, podendo conduzir a uma subestimagcdo dos

resultados de teor.

5.1.2 Desenvolvimento do método analitico para o controle de qualidade do

creme vaginal contendo 0,5 % de taxifolina

Sabendo que as atividades anti-inflamatdria e antioxidante da taxifolina
sdo amplamente descritas na literatura e que a inflamacgéo e a oxidacao sao fatores
determinantes na fisiopatologia da endometriose, foram iniciados os estudos
objetivando o desenvolvimento de uma formulacdo contendo taxifolina para
administragdo em mucosa vaginal, com a finalidade de avaliar a possibilidade de
absorcao sistémica da mesma. A dosagem de taxifolina escolhida na formulagéo foi
de 0,5 % (p/p), determinada a partir de concentracdes utilizadas em pesquisas que
investigaram a atividade anti-inflamatéria dessa substancia (CHOI et al.,, 2011,
KANG et al., 2010; RHEE et al., 2008; WANG et al., 2004).

Para o estabelecimento das condigcbes cromatogréficas iniciais para o
método da formulacao, partiu-se do conhecimento prévio das condi¢des do método
do extrato. A principal alteracdo realizada foi na composicao da fase movel e no tipo
de eluicdo empregada, sendo os esforcos voltados, principalmente, para uma
diminuicdo do tempo de andlise, otimizando as condi¢Bes experimentais. As anélises
piloto foram realizadas com uma fase movel constituida por agua e acetonitrila
(50:50, v/iv) com 1 % de acido férmico (pH = 2,4) para garantir um pH entre 2 e 3,
adequado para a andlise de flavonoides (KRUGER; GANZERA, 2012; ZUCOLOTTO
et al., 2012). Posteriormente, avaliaram-se as condi¢cdes de extracdo da taxifolina a
partir da formulacdo. Como diluentes, foram testados a propria fase movel e apenas
0 solvente organico componente da mesma (acetonitrila). O tempo de ultrassom
previamente estabelecido foi de 30 min.

O emprego de acetonitrila como solvente extrator somado ao tempo de
ultrassom escolhido permitiram adequada dissolugdo da formulagdo, conduzindo a
resultados de teores dentro da faixa adotada (90 — 110 %). Portanto, tais condi¢gbes

foram estabelecidas como iniciais. Isso posto, um planejamento experimental do tipo
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2% com triplicata no ponto central foi conduzido para a otimizacdo das condicdes do

método. A matriz X e 0s vetores y sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Fatores, niveis e matriz de coeficientes de contraste do planejamento experimental
conduzido para otimizar as condicdes de andlise do creme vaginal.

Ensaio Média Matriz X Vetores y (respostas para taxifolina)
X1 X2 Xz X2 Xiz Xz Xizz Teor (%) TR (min) N K’ S
1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 102,82 5,72 5202,00 1,75 1,30
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 102,89 5,69 5142,00 1,73 1,32
3 1 11 -1 -1 1 -1 1 102,21 5,07 7614,00 0,22 1,32
4 1 1 1 1 1 -1 -1 -1 103,42 5,06 7422,00 0,22 1,30
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 102,18 5,63 5420,00 1,71 1,33
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 103,24 5,65 5561,00 1,72 1,27
7 1 11 1 -1 -1 1 -1 102,05 5,03 8085,00 0,21 1,27
8 1 1 1 1 1 1 1 1 101,97 5,02 8053,00 0,21 1,25
9 1 0O 0 0 o© 0 0 0 102,58 5,24 6461,00 0,27 1,33
10 1 0O 0 O © 0 0 0 101,99 5,29 6387,00 0,27 1,32
11 1 0O 0 0 o© 0 0 0 102,50 5,29 6400,00 0,26 1,33

Todos os ensaios apresentaram valores dentro do esperado para o fator capacidade (= 1,00), simetria
do pico (< 2,00) e eficiéncia da coluna (numero de pratos teéricos/metro = 2000,00).

X;: tempo de ultrassom para a dissolu¢do da amostra (min) [(-1): 25; (0): 30; (1): 35].

X,: porcentagem de acetonitrila na fase movel [(-1): 45; (0): 50; (1): 55].

Xz: temperatura do compartimento da coluna (°C) [(-1): 35; (0): 40; (1): 45].

TR: tempo de retencéo.

N: nimero de pratos tedricos/metro.

K’: fator capacidade.

S: simetria do pico.

Como pode ser visto na Tabela 7, todas as condi¢cbes forneceram
resultados de teores satisfatorios. Entretanto, as condicdes com maiores
concentracdes de solvente organico (ensaios 3,4,7 e 8), bem como o ponto central
(ensaios 9,10 e 11), forneceram menores tempos de retencéo e, consequentemente,
fatores capacidade menores que 1, abaixo da especificacdo (= 1). O fator
capacidade € obtido pela raz&o entre o tempo de permanéncia do analito na fase
estacionaria e o seu tempo de permanéncia na fase moével. Portanto, fatores de
retencdo menores que 1 indicam que o analito elui rapidamente, podendo isto
ocorrer antes do tempo morto (tempo em que uma espécie néo retida demora para
atingir o detector), condicdo ndo adequada para analises cromatograficas. Partindo
desses pressupostos, optou-se por trabalhar com a menor concentragcdo de
acetonitrila (ensaios 1,2,5 e 6). Dentre eles, a condicdo 6 foi escolhida, pois forneceu

uma resolucédo melhor entre o pico principal da taxifolina e o interferente que elui em



87

seguida. Na Figura 26 sao ilustradas algumas condi¢cbes avaliadas, podendo ser

observada a condicéo étima (Figura 26 B).

Figura 26 — Cromatogramas representativos obtidos no planejamento experimental conduzido para a
otimizacao das condi¢gBes de analise do creme vaginal.
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A: ensaios 3, 4, 7 e 8 com perfis cromatogréaficos similares; B: ensaios 6, 1, 2 e 5 com perfis
cromatograficos similares; C: ponto central (ensaios 9, 10 e 11).

5.2 VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS

Apés a otimizacdo dos métodos, os mesmos foram validados segundo as

diretrizes da ANVISA (2003), INMETRO (2003) e ICH (2005).
Para avaliar a robustez dos métodos na determinagdo do principal

constituinte (taxifolina), foi realizado um planejamento experimental 23 com triplicata
no ponto central. Os valores calculados, com 95 % de confianga, para os principais

efeitos e suas interacdes estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Efeitos e erros padréo calculados no planejamento experimental realizado no estudo da
robustez dos métodos.

Teor taxifolina (extrato)" Teor taxifolina (formulac&o)®
Média: 0,90 +£0,01 102,53 £ 0,10
Principais efeitos:
X1 0,02 £ 0,03 0,56 £ 0,23
X2 -0,01 £ 0,03 -0,37 £ 0,23
X3 -0,01 £ 0,03 -0,48 £ 0,23
Interacdo de dois fatores:
X12 0,04 £ 0,03 0,01 +£0,23
Xi13 -0,09 £ 0,03 -0,08 £ 0,23
X23 0,01 £ 0,03 -0,33+£0,23
Interagao de trés fatores:
X123 -0,06 £ 0,03 -0,57 £ 0,23
ty X Sefeito: 0,13 0,98

X1: temperatura do compartimento da coluna™; tempo de ultrassom para a dissolucdo da amostra®.
X,: fluxo de fase mével'; porcentagem de acetonitrila na fase movel®.

X3 porcentagem de acetonitrila na fase mével'; temperatura do compartimento da coluna®.

t, X Seteito: Significancia do erro.

A analise dos resultados evidenciou que ndo houve variacbes
estatisticamente significativas a 95 % de confiangca para os valores de teor de
taxifolina, indicando a confianca na utilizacdo dos métodos para fins quantitativos,
mesmo que pequenas e deliberadas variacfes nos parametros analiticos ocorram no
decorrer da analise.

Os resultados da especificidade para o método do ESCPP séo
apresentados na Figura 27. A resposta do placebo e o pico do diluente (acetonitrila)
nao interferem na deteccdo da taxifolina, uma vez que ndo apresentam picos no
tempo de retencdo da mesma (Figura 27 D). Adicionalmente, o cromatograma
resultante da analise da mistura de padrdes (AG + CAT + TAX + AF) (Figura 27 B),
indica que eles ndo representam interferentes, embora possam estar presentes no
extrato. Para corroborar a especificidade do método, os espectros de absorcédo da
taxifolina padrdo e no extrato (Figura 27 E) sdo apresentados, evidenciando a
auséncia de interferéncia de outros constituintes da matriz na identificacdo e
quantificacdo do analito de interesse. De fato, o célculo da porcentagem de
discrepancia forneceu um valor inferior a 2 % (= 0,68 %), indicando que nado ha
diferenca significativa entre a quantificacéo da taxifolina padrao e no ESCPP.

A mesma analise qualitativa dos cromatogramas foi realizada para o

meétodo da formulacdo (Figura 28), indicando que o mesmo € especifico para a
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taxifolina, uma vez que o0s demais constituintes presentes na amostra n&o
representam interferentes na deteccdo da substancia de interesse. Por sua vez, a
sobreposicao dos cromatogramas confirma a especificidade do método. Somado a
isso, o0 célculo da porcentagem de discrepancia também forneceu um valor inferior a

2 % (= 1,19 %), tal qual aquele obtido para o extrato.



Figura 27 — Cromatogramas e espectros de absor¢éo da taxifolina obtidos no estudo da
especificidade do método do extrato.
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Figura 28 — Cromatogramas resultantes do estudo da especificidade para o método do creme
vaginal.
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Os resultados obtidos na linearidade sdo apresentados na Tabela 9. O
valor obtido para o coeficiente de determinacao (R?) através do método dos minimos

quadrados foi maior que o valor especificado pela legislagdo (R? > 0,99). O célculo
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da porcentagem maxima de variacdo explicada pelos modelos denota que eles
conseguem explicar 99,70 e 99,94 % da variancia maxima explicavel, para o extrato
e creme vaginal respectivamente, indicando uma relacéo linear entre 0 aumento da
concentracdo de taxifolina e a area cromatografica obtida. Para verificar se as
equacles de regressao sao estatisticamente significativas, foi realizada ANOVA. O
teste de significancia da regresséo forneceu valores de Fcaculado Maiores que 0 Feritico
e, o0 teste da falta de ajuste, valores de Fcaiculado menores que 0 Feritico. ASSIM, pode-
se afirmar, com 95 % de confianca, que existe uma relacao linear entre as variaveis
e que nao existe falta de ajuste nos modelos para a faixa de concentragéao estudada.
Somado a isso, 0s residuos apresentaram uma certa funcao de distribuicdo normal,
evidenciada através da aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk que forneceu valores de
W aculado Maiores que o Weritico, € mostraram ainda homocedasticidade, ja que o valor
de Ccalculado NO teste de Cochran foi menor que 0 Ceritico, @ 95 % de confianca para
ambos os testes. Tais resultados evidenciam que os pressupostos da ANOVA nao
foram violados e, portanto, a andlise pode ser considerada valida. Dessa forma, os
métodos podem ser considerados lineares para as respectivas faixas de

concentracao estudadas.

Tabela 9 — Resultados do estudo da linearidade dos métodos para a quantificagdo de taxifolina.

Método Intercepto Inclinagéo R* Freg Fiy° W° Cc® LD LQ

Extrato -430543,21 + 65271,80 £ 0,9939 2113,65 3,13 0,9 042 491 16,38
56353,83 1419,74

Creme -238803,34 * 114398,36 + 0,9989 11974,67 336 091 0,65 4,44 8,12
53213,13 1045,41

R*: coeficiente de determinacéo. LD: limite de detecgao LQ: limite de quantificagdo (ug mL~ )
I:reg Fregressao: Ffaj I:falta de ajuste- I:tabelado - 4 67 3 71

Teste de Shapiro-Wilk: W apelado = 0 88°

Teste de Cochran: Ciapelado = 0, 68 ¢

Os LD e LQ (Tabela 9) foram calculados a partir das curvas analiticas
obtidas e forneceram a comprovacdo de que os intervalos de concentracdes de
trabalho escolhidos séo capazes de detectar e quantificar a taxifolina com precisao e
exatidao aceitaveis.

O ensaio de preciséo foi avaliado através da repetibilidade e da precisao
intermediaria. Todos os coeficientes de variacdo obtidos (Tabela 10) estdo dentro do
limite preconizado pela legislagao (< 5 %), comprovando a capacidade dos métodos

de proporcionar resultados proximos para uma série de medidas de uma mesma
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amostra nas mesmas condi¢cdes experimentais (repetibilidade) e sujeito a variagbes
de analista e dia (precisao intermediaria).

A exatiddo foi avaliada, para ambos os métodos, através do teste de
recuperacdo. Em especial, para extratos vegetais, assim como para as amostras
biolégicas, € comum estimar a exatiddo do método através da recuperacdo de
quantidades conhecidas do analito adicionadas a amostra. Isso porque é dificil
mimetizar tais matrizes analiticas, em funcdo de sua composicdo quimica
diversificada.

As taxas de recuperacdo media obtidas para ambos os métodos (Tabela
10) encontram-se dentro da especificacdo (entre 98 e 102 %), enfatizando a
capacidade do método de fornecer resultados préximos ao valor verdadeiro.
Adicionalmente, os procedimentos apresentaram respostas exatas em todos os
niveis de concentracdo estudados, confirmados através do coeficiente de variacédo
de 1,36 e 0,43 % para extrato e formulagéo, respectivamente.

Tabela 10 — Resultados obtidos na andlise dos parametros precisé@o e exatiddo dos métodos.

Parametro n Valor Especificacéo
Extrato Formulagéo

Repetibilidade 6 3,70 0,21 <5%
Precisé&o Intermediaria
CVintra-dia, primeiro dia 12 3,46 0,98
CVintra-gia, S€gundo dia 12 3,62 0,58 <5%
CVinter-dia 24 3,48 1,13
Exatidao 15 98,23 100,85 98 - 102 %

Para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, amostras e padrbes
devem ser estaveis por um periodo razoavel de tempo, dependendo da
necessidade. Assim, com a finalidade de avaliar a estabilidade quimica da taxifolina
nas solucbes analiticas preparadas, foi realizado o teste de estabilidade das
mesmas, parametro importante nas analises em equipamentos automatizados, ja
que as corridas cromatograficas sédo realizadas, muitas das vezes, no periodo
noturno, o que torna a estabilidade das solu¢des essencial (RIBANI et al., 2004).

O teste de estabilidade ainda € pouco descrito em normas de validacéo
de metodologia analitica (VILEGAS; CARDOSO; QUEVEDO, 2009), mas é de

fundamental relevancia, pois conhecendo a estabilidade, as analises podem ser
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completadas antes de ocorrer degradacdo. A estabilidade do analito deve ser
realizada considerando a temperatura de armazenamento das solucdes e o tempo
de duracdo das andlises, devido a possibilidade de ocorrer circunstancias nao
previstas como a necessidade de novas injecdes ou o mau funcionamento do
sistema cromatografico (CASSIANO et al., 2009).

Partindo dos pressupostos anteriormente apresentados, e considerando a
amostra pronta para ser injetada e o sistema cromatografico em perfeitas condicdes
de uso, o tempo avaliado (12 h) pela estabilidade satisfaz o tempo maximo ja
utilizado para as andlises deste trabalho.

De acordo com a Tabela 11, em um periodo de 12 h, a concentracao de
taxifolina permanece maior que 90 % em relacdo a concentracéo inicial na solucéo
recém-preparada, tanto para o padrdo quanto para a amostra. Isso indica que as
andlises realizadas dentro desse intervalo de tempo conduzem a resultados

confiaveis.

Tabela 11 — Resultados obtidos no estudo de estabilidade das solu¢des analiticas.

Concentragdo em

ir?;ljl’(t;ii(; solucéo TeoremOh Teorem 12h Porcenta:gleaméc:)ear%s'?osta em
0h 6h  12h ¢

Extrato

Padrao 44,83 44,74 43,88 114 1.06 97,88 %

Amostra 46,15 45,54 42,77 ' ’ 92,68 %

Formulagao

Padréao 48,16 48,54 48,22 100,12 %

Amostra 50,37 50,73 50,62 102,35 102,37 100,50 %

Diante do estudo dos parametros de validacéo analitica, pode-se dizer, do
ponto de vista pratico, que os métodos sdo considerados validados para as

finalidades pretendidas.

5.3 CONTROLE DE QUALIDADE DE AMOSTRA COMERCIAL

Na Figura 29 sao apresentados os cromatogramas obtidos apos analise
de um ESCPP comercializado no Brasil, com a finalidade de observar a
aplicabilidade do método desenvolvido e validado.

Em um primeiro momento, foi obtido o fingerprint do extrato (conforme as

condi¢cbes descritas no item 4.2.1.1, pagina 54) e comparado aquele obtido para o
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extrato USP. A andlise qualitativa dos cromatogramas mostrou que o extrato
comercializado ndo se encontra dentro dos parametros exigidos pela monografia
oficial da USP, uma vez que nao foi possivel identificar nenhum dos constituintes
descritos na farmacopeia (ALMEIDA et al., 2014). Em seguida, o mesmo foi
submetido ao método analitico proposto. Como pode ser observado na Figura 29, a
area obtida para o pico da taxifolina € sobremaneira menor comparada aquela obtida
para o extrato USP. O limite de deteccdo obtido pelo método foi suficiente para
possibilitar a deteccédo do analito de interesse, porém nao foi possivel realizar a sua
quantificacdo, uma vez que a area obtida estava fora da faixa de linearidade
estudada.

Figura 29 — Perfis cromatogréaficos obtidos apds andlise do extrato seco da casca de P. pinaster
comercial.
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o

Foi realizado também o doseamento de procianidinas no extrato comercial
segundo as condicbes da monografia da USP. Foi obtido um teor de procianidinas
de 99,22 + 0,62 %, a 95 % de confianca, em conformidade com o laudo de anélise
do fabricante do extrato (teor declarado = 99,72 %), porém fora dos padrdes de

qualidade requeridos pela USP, cuja especificacédo € de 65 a 75 % de procianidinas.
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Na Figura 30 é apresentado o0 aspecto das solu¢des antes e apds 0 aquecimento em
banho-maria, evidenciando a coloragédo avermelhada das mesmas (exceto o branco)
resultante da formac&o de antocianidinas apos a clivagem oxidativa das ligacdes
interflavanas das procianidinas pelo método de despolimerizacdo com butanol/acido

cloridrico.

Figura 30 — Aspecto das solu¢des submetidas ao doseamento de procianidinas antes (A) e apos a
clivagem oxidativa (B).

1: solugcdo-amostra; 2: solu¢éo-padréo do extrato USP; 3: solucdo-branco.

Os resultados aqui apresentados, embora advindos de uma Unica
amostra, refletem a heterogeneidade de composicdo quimica dos extratos
comercializados, fato ja apontado por Chen, Song e Lin (2009), que também
constataram uma variabilidade de composi¢cdo quimica em suplementos dietéticos
comerciais contendo Picnogenol®, através da aquisicdo de fingerprint e da
quantificacdo de catequina, acido caféico, taxifolina e acido ferulico. Dentre 0s
elementos que podem ter contribuido para o resultado encontrado em relacdo a
constituicdo quimica do extrato comercial analisado, estdo os fatores genéticos,
ambientais, sazonais, de condicbes de processamento do material (secagem,
armazenamento) e da forma de obtencéo do extrato (tipo de extracdo, proporcdo de
solventes empregada, tempo de extracdo) que interferem na composi¢cdo quimica
dos vegetais (SANTOS, 2004; SHIND et al., 2009; YAN et al., 2014).

Por outro lado, sabendo que as procianidinas sédo a classe de substancias
majoritarias no ESCPP, o elevado teor encontrado para essas substancias sugere

um enriquecimento do extrato analisado para tais, 0 que pode explicar a alta
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concentragdo delas e a baixa concentragdo/auséncia dos outros constituintes,
conforme constatado no fingerprint do extrato e na determinacéo da taxifolina.

Diante disso, e partindo do conhecimento prévio de que a acao
farmacoldgica dos extratos vegetais esta relacionada, principalmente, com o
sinergismo das substéncias presentes, reforca-se a necessidade de padronizagéo
das matérias-primas vegetais, controlando desde o cultivo da planta medicinal de

interesse até a obtencao do fitoterapico.

5.4 SELECAO DO MEIO RECEPTOR PARA OS ENSAIOS DE LIBERACAO E
PERMEACAO

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de solubilidade maxima da
taxifolina encontrados nos meios receptores testados, bem como seus respectivos

valores de pH.

Tabela 12 — Resultados da solubilidade maxima da taxifolina nos meios receptores e seus
respectivos valores de pH.

Solubilidade média (n = 3)

Meio receptor g L % pH
Suor humano artificial 37,40 86,77 5,06
Suor humano artificial + 20 % de etanol 37,70 88,30 5,15
Tampéo fosfato salino 0,01 M 31,10 72,84 7,45
Tampé&o fosfato salino 0,01 M + 20 % de etanol 35,60 83,38 7,45
Solucgéo salina de Hanks* 34,32 78,00 4,19
Solucéo salina de Hanks + 20 % de etanol* 40,14 92,71 4,34

* pH ajustado com HCI 1 M.
Coluna sombreada indica o maior valor de solubilidade maxima da taxifolina.

Um dos pré-requisitos para a realizacdo dos ensaios de liberacdo e
permeacdo é que o meio receptor permita a adequada solubilizacdo da substancia
de interesse, ndo limitando a sua difusdo através das membranas artificial e
bioldgica, respectivamente. Como pode ser observado na Tabela 12, o meio que
melhor atende a esse requisito € a solucdo salina de Hanks acrescida de 20 % de
etanol (SSH + 20 % EtOH), pois forneceu o maior valor de solubilidade maxima para
a taxifolina.

Durante a selecdo do meio receptor, busca-se, sempre que possivel,

trabalhar com solu¢cbes sem o acréscimo de solvente organico, para estabelecer
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melhor a correlacéo in vitro/in vivo (BAERT et al.,, 2010). Diante desse quadro, a
porcentagem de solubilizacdo da taxifolina em suor humano artificial (SHA) sem o
acréscimo de etanol foi maior que aquela obtida para a SSH, também sem solvente
organico (Tabela 12). Entretanto, foi observada turvacdo em ambos as solucdes,
indicando que a substancia ainda ndo se apresentava com solubilidade adequada, o
que evidenciou a necessidade de acréscimo do solvente. Conforme esperado, o
acréscimo de 20 % de etanol nesses meios representou um aumento de solubilidade
da taxifolina em ambos (Tabela 12), porém mais expressivo para a SSH (aumento
de 14,71 %). Considerando isso, optou-se por trabalhar com a SSH + 20 % EtOH.

O menor valor de solubilidade maxima obtida foi para o tampé&o fosfato
salino 0,01 M (TFS), o que pode ser explicado pelo maior valor de pH dessa solucéo,
guando comparado aos outros meios testados. Os flavonoides, como a taxifolina,
sofrem auto-oxidagcdo em pH alcalino, ocasionada pela desprotonacao das hidroxilas
fendlicas. Esse processo é acentuado em pH acima de 11, mas ja pode ser
observado em valores menores (JURASEKOVA et al., 2014), conforme ocorrido no
TFS com e sem etanol (pH = 7,45). Essa auto-oxidacdo pode ser observada através
da mudanca de coloracdo da solucao apés 12 horas de incubacdo a 37 °C (Figura
31).

Figura 31 — Aspecto das solucdes de taxifolina nos meios receptores testados antes (A) e apés a
incubacéo (B).

1: Suor humano artificial (SHA). 2: SHA + 20 % de etanol. 3: Tampao fosfato salino (TFS). 4: TFS +
20 % de etanol. 5: Solucédo salina de Hanks (SSH). 6: SSH + 20 % de etanol.

Apés a selecao do meio mais adequado para a realizacdo dos ensaios, foi
construida uma nova curva analitica do padrdo de taxifolina nesse meio,

contemplando uma faixa de concentragao maior (8 — 188 %). O teste dos minimos
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guadrados e a ANOVA foram novamente aplicados com o objetivo de avaliar se o
sinal analitico obtido para a taxifolina era diretamente proporcional a sua
concentracdo, ou seja, se a linearidade era também aplicavel a taxifolina solubilizada
no meio receptor.

O coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi igual a 0,9997, sugerindo
uma relacao linear entre as variaveis. Logo, para avaliar a significancia da regresséo
obtida, aplicou-se a ANOVA. O teste de significancia da regresséo forneceu um valor
de Fcaiculado (= 92701,74) bem maior que 0 Feitico (= 4,20) € o teste da falta de ajuste
forneceu um valor de Fcacuado (= 2,38) menor que 0 Fgiico (= 2,45), indicando
linearidade e auséncia de falta de ajuste do modelo na faixa de concentragao
estudada, a 95 % de confianca. O teste de normalidade resultou em valor de
W aiculado (= 0,95) maior que 0 Weriico (= 0,93) e o teste de Cochran resultou em valor
de Ccalculado (= 0,33) menor que 0 Ceriico do teste (= 0,44), a 95 % de confianga para
ambos, podendo a ANOVA ser considerada valida. Assim, a equacado de regressao
linear obtida pode ser aplicada, com confianca, nos estudos de liberacdo e
permeacao.

Os limites de deteccdo e quantificacdo também foram determinados,
sendo os valores obtidos iguais a 0,21 e 0,69 ug mL™, respectivamente. Ambos o0s
valores sdo importantes no contexto de estudos de permeacao, ja que a quantidade
de substancia que atravessa as membranas bioldgicas é, na maioria das vezes,
baixa. Logo, € necessario ndo somente quantificar em concentracdes baixas, mas
também detectar a presenca ou ndo de uma dada substéncia, mesmo que a
guantidade seja baixa e impossibilite a sua quantificacdo. Os valores obtidos

(inferiores a 1 pg mL™) atendem, satisfatoriamente, esses requisitos.

5.5 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO DA TAXIFOLINA

Classicamente, a liberagdo pode ser definida como o processo pelo qual
um farmaco € liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser
absorvido no organismo (CHOWDARY; RAJYALAKSHMI, 1987). Esse conceito,
amplamente aplicado no estudo de formas farmacéuticas soélidas administradas por
via oral, pode ser estendido aos produtos semissolidos, onde a substancia de
interesse precisa ser liberada da matriz em que estd incorporada para que seja

passivel de sofrer permeacao.
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Comparado ao teste de dissolucdo, aplicado as formas farmacéuticas
sélidas como comprimidos e capsulas, o ensaio de liberacdo in vitro possui
relevancia semelhante na industria farmacéutica e nos laboratérios de pesquisa
(OLEJNICK; GOSCIANSKA; NOWAK, 2012). Ele é uma ferramenta importante na
conjuntura de desenvolvimento e controle de qualidade de produtos semissélidos,
como o creme vaginal em estudo neste trabalho (D’SOUZA, 2014). Além disso, por
ser mais rapido e facil, comparado ao teste de permeacdo ex vivo, possibilita a
otimizacdo do tempo, selecionando as formulacbes antes de submeté-las a
permeagcao.

No desenvolvimento de produtos, em especial, permite a triagem das
formulacbes, avaliando o impacto das alteracbes de formulacdo e processo no
desempenho do produto final (D’'SOUZA, 2014). Dessa forma, podem ser feitas
mudancas na formulacdo, como alteracdes nas propriedades fisico-quimicas dos
excipientes que a compdem ou do préprio farmaco, visando modificar a liberagao
deste ultimo a partir de sua matriz, o que, por sua vez, afeta diretamente a
permeacao e a biodisponibilidade do farmaco (USP, 2009).

Na Figura 32 é apresentado o perfil de liberacéo in vitro da taxifolina a
partir da formulagdo em analise. Ap0s 0 estabelecimento deste, modelos
matematicos foram aplicados para avaliar a cinética de liberagcdo da taxifolina,
empregando o método de regressao linear (Tabela 13). Esses modelos auxiliam na
predicdo do mecanismo de liberacdo dos farmacos e também no entendimento da
fisica envolvida no fenébmeno de transporte (PEPPAS; NARASIMHAN, 2014).

Figura 32 — Perfil de liberagéo in vitro da taxifolina a partir do creme vaginal.
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Tabela 13 — Modelos matemaéticas aplicados na determinacéo da cinética de liberacao in vitro da
taxifolina a partir do creme vaginal.

Coeficiente de Fluxo em estado Tempo de laténcia
Modelo cinético Equacédo dareta determinacao estacionario (Js, P (T h)
(R) Mg cm™~h™) -

Ordem-zero y=12,71 x+ 102,18 0,9067
Higuchi y=74,89 x+ 21,73 0,9804

. 74,89 0,08
Primeira-ordem y =0,03 x+ 2,00 0,7503
Hixson-Crowell y=-0,25x+ 6,79 0,9663

Coluna sombreada indica o maior valor de coeficiente de determinacéo.

A andlise da Figura 32 permite verificar que a quantidade acumulada de
taxifolina liberada por unidade de area nao é proporcional ao tempo, ou seja, 0 seu
perfil de liberac&do néo foi linear e, portanto, ndo segue a cinética de ordem zero. Os
dados da Tabela 13, por sua vez, apontam o modelo de Higuchi ou modelo de
pseudo-primeira-ordem como aquele que melhor explica a cinética de liberacdo da
taxifolina, o que foi constatado a partir do maior coeficiente de determinacao obtido.
Segundo esse modelo, a liberacdo de uma substancia para o meio, a partir da matriz
em que esta inserida, € um processo de difusdo (transferéncia de massa de uma
regido de alta concentracdo para uma regido de baixa concentracdo) que obedece a
lei de Fick, sendo proporcional a raiz quadrada do tempo, que é tipico de produtos
do tipo matriciais.

Um dos parametros do protocolo experimental que contribuiu para o éxito
no estabelecimento da cinética de liberacéo foi o emprego de membranas sintéticas,
visto que elas sdo inertes, ou seja, ndo apresentam interacdes fisicas ou quimicas
com a formulacdo, além de apresentar homogeneidade lote-a-lote, evitando
variacfes inerentes a utilizacdo de tecidos. Sua funcdo na analise € servir como
suporte fisico da formulacdo e permitir 0 contato constante com o meio receptor,
sem interferéncia na cinética de difusdo (OLEJNICK; GOSCIANSKA; NOWAK,
2012). Assim sendo, € possivel estabelecer a taxa de liberacdo maxima da
substancia de interesse a partir de uma formulacdo em estudo (BABY et al., 2009).

Apols 24 h de experimento, a formulacéo foi capaz de liberar 364,97 ug
cm™ de taxifolina. Por fim, foram determinados o fluxo em estado estacionario e o
tempo de laténcia, também apresentados na Tabela 13. O Js é formulacao-
especifico, podendo ser empregado na monitorizacdo da qualidade do produto. Foi
obtido um valor de fluxo elevado, o que pode ser atribuido as caracteristicas fisico-

qguimicas da taxifolina que permitiram adequada solubilizacdo no veiculo, facilitando
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a sua liberacdo da matriz para o meio receptor. Adicionalmente, o baixo tempo de
laténcia obtido (4,80 min), ou seja, o tempo necessario para atingir o fluxo constante,
ratifica que a liberac&o da taxifolina a partir da formulacéo é adequada.

De maneira geral, portanto, os resultados mostram que a base galénica
desenvolvida para a incorporacdo da taxifolina mostra-se apropriada para a
liberacdo dessa molécula, podendo ser submetida ao ensaio de permeacgéo, sem

alteracdes na sua composicao.

5.6 ANALISE HISTOLOGICA DA MUCOSA VAGINAL SUINA

Uma andlise histolégica da mucosa vaginal suina apos o congelamento
foi realizada, com a finalidade de avaliar possiveis alteracdes no tecido. A analise
das imagens obtidas por microscopia 6ptica (Figura 33) confirmou a integridade do
tecido, sendo observada a secdo histolégica padrao de mucosa vaginal: epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado e tecido conjuntivo fibroso adjacente (ou
lamina propria) com varias estruturas, como vasos sanguineos e nodos sinusais e
linfaticos. Esses resultados mostram que o congelamento da mucosa ndo causa
alteracdes histologicas no tecido, conforme j& demonstrado no trabalho de Martin-
Villena e colaboradores (2013).

Figura 33 — Imagens histolégicas da mucosa vaginal suina, apds processo de congelamento, obtidas
por microscopia Optica.

Coloracdo com hematoxilina-eosina, cortes de 2 um. A: Ampliacdo de 10x. B: ampliagdo de 20x. 1:
Epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado; 2: lamina proépria.
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5.7 ENSAIO DE PERMEACAO VAGINAL EX VIVO DA TAXIFOLINA

As substancias de origem vegetal, em especial os polifenois, apresentam,
em testes in vitro, uma série de propriedades farmacoldgicas que as colocam em
posicao privilegiada no que se refere a busca por novas moléculas para o tratamento
de diferentes patologias (BONIFACIO et al., 2014). Entretanto, quando
administradas em formas farmacéuticas solidas convencionais, como capsulas e
comprimidos, possuem baixa biodisponibilidade por via oral, em funcao,
principalmente, da baixa solubilidade e/ou lipossolubilidade, requerendo repetidas
administracbes de altas doses, 0 que limita a aplicacdo terapéutica delas
(KESARWANI; GUPTA; MUKERJEE, 2013). Nesse sentido, a busca por estratégias
farmacotécnicas e nanotecnolégicas, bem como de rotas alternativas para
administragdo dessas substancias, sdo alvo de estudo atualmente, objetivando
melhorar os perfis farmacocinéticos e propiciar, de fato, a aplicagcdo biomédica
(KHAN et al., 2013).

A baixa solubilidade em agua é um dos maiores problemas para a
utilizacdo in vivo de substancias naturais com elevado potencial farmacologico
(KHAN et al.,, 2013), estando, a grande maioria delas, nas classes Il (baixa
solubilidade e alta permeabilidade) ou IV (baixa solubilidade e baixa permeabilidade)
do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (PARK et al., 2013).

Dentre as classes de metabolitos secundarios, os flavonoides merecem
atencao especial devido a baixa lipossolubilidade e fraca solubilidade (ZHANG et al.,
2015). A taxifolina, por sua vez, € pouco soluvel em &gua, sendo um dos fatores
que dificultam o seu processo de absor¢cdo no organismo e resulta em baixa
biodisponibilidade por via oral (WEIDMANN, 2012; ZU et al.,, 2014b). Entretanto,
apesar da solubilidade ser o foco principal de discussdo acerca da baixa
biodisponibilidade oral desse flavonoide, é importante ressaltar que outros fatores
influenciam na absorcdo de farmacos, como a dose e a forma farmacéutica de
administracdo, a area de superficie absortiva, a circulacdo e valor de pH no sitio de
absorcdo, dentre outros, sendo o processo de absor¢cado resultante da combinacao
desses diferentes fatores relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
a via de administracdo e a forma farmacéutica (HOLFORD, 2010).

Partindo de alguns pressupostos, € possivel estabelecer uma linha de

raciocinio que permite entender a relacdo entre solubilidade aquosa e
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biodisponibilidade oral, sédo eles: (i) a biodisponibilidade se refere a velocidade e a
extensdo pelas quais um farmaco € absorvido a partir de sua forma farmacéutica,
tornando-se disponivel no sitio de acdo (FDA, 2002); (ii) a absorcdo de um farmaco
€ dependente da solubilidade aquosa e da permeabilidade gastrintestinal; e (iii) o
primeiro requisito para um farmaco ser absorvido € estar na forma de solugéo
aquosa no sitio de absor¢cdo (BONAMICI, 2009). Assim, entende-se que as
substancias de baixa solubilidade em agua possuem baixa taxa de dissolucdo nos
fluidos gastrointestinais aquosos e, portanto, apresentam baixa absorcao, limitada
pela taxa de dissolucdo, o que reflete em baixa biodisponibilidade quando
administradas por via oral (PARK et al., 2013).

Diante do quadro exposto, estudos vém sendo desenvolvidos objetivando
melhorar os parametros farmacocinéticos da taxifolina, com o objetivo de viabilizar a
sua aplicacdo terapéutica. Dentre as estratégias adotadas, ha relatos de elaboracao
de nanoparticulas (ZU et al.,, 2014a), nanodispersfes com polivinilpirrolidona
(SHIKOQV et al., 2009) e complexacdo com ciclodextrinas (ZINCHENKO et al., 2011;
ZU et al., 2014b), para aumentar a taxa de dissolucéo e a biodisponibilidade por via
oral. Uma outra abordagem que pode ser empregada € a incorporacdo desse
flavonoide em uma emulséo (creme, por exemplo) para administracdo por vias
alternativas, o que jA vem sendo realizado para outros farmacos no grupo de
pesquisa (POLONINI et al., 2014a; POLONINI et al., 2014b). Nesse contexto, a via
transdérmica tem mostrado aplicacdes potenciais na administracdo de trans-
resveratrol, um composto fendlico nao-flavonoidico, que apresenta a mesma
problemética de baixa solubilidade em &agua, tendo sido obtida uma porcentagem
passivel de permeacdo de 64,96 % por essa via (ALMEIDA et al., 2015). Esse
resultado e as consideracbes anteriormente discutidas estimularam o grupo de
pesquisa a investigar outras rotas de administracdo, além da transdérmica, para
compostos polifendlicos, como a via vaginal, o foco de estudo principal deste
trabalho.

O perfil de permeacéo da taxifolina € apresentado na Figura 34. Os dados

cinéticos resultantes do estudo de permeacédo sdo mostrados na Tabela 14.
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Figura 34 — Perfil de permeacéo ex vivo da taxifolina em mucosa vaginal suina.
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Tabela 14 — Modelos mateméticas aplicados na determinagéo da cinética de permeacéo vaginal ex
vivo da taxifolina em modelo de mucosa vaginal suina.

Coeficiente de Fluxo em estado Tempo de laténcia
Modelo cinético Equacéo da reta determinagédo estacionério (Js, P (TLh)
(R?) pg cmh™) .

Ordem-zero y=6,87x+ 16,31 0,9748
Higuchi y =39,43 x - 26,07 0,9952

P 39,43 0,44
Primeira-ordem y=0,05x+1,31 0,7921
Hixson-Crowell y=-0,19x+5,73 0,9098

Coluna sombreada indica o maior valor de coeficiente de determinacéo.

Considerando que a aplicacdo do creme vaginal de taxifolina seria
realizada 1 vez ao dia, o experimento foi conduzido em 24 h. Com base nos
resultados, pode-se observar que o perfil de permeacdo da taxifolina seguiu a
cinética de pseudo-primeira-ordem (modelo de Higuchi), corroborando o resultado
obtido no estudo de liberag&o in vitro. Utilizando a equacgao gerada por esse modelo,
o perfil de permeacado foi complementado através do calculo do fluxo em estado
estacionario e do tempo de laténcia, cujos resultados também séo apresentados na
Tabela 14. Foi observada uma diminui¢do do fluxo na ordem de 1,90 vezes, o que é
esperado nos estudos de permeacdo, uma vez que a membrana biolégica oferece
resisténcia para a passagem das substancias, ao contrario das membranas
artificiais, que ja sdo modeladas para nao oferecer resisténcia, a fim de nao interferir
na difusdo das substancias para o meio receptor. O baixo tempo de laténcia obtido,
por sua vez, mostrou que o tempo necessario para o estabelecimento de um fluxo
constante de farmaco para o meio receptor seria cerca de 26,40 min, uma condi¢ao

satisfatdria, que corresponderia in vivo, por exemplo, ao tempo necessario para a
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substancia atingir uma concentracdo sanguinea significativa e que se mantenha
estavel.

Na Figura 35 e na Tabela 15 é apresentado o balanco de massas do
estudo, sendo que valores compreendidos entre 85 e 115 % sdo considerados
satisfatorios. A porcentagem de recuperacdo do experimento ficou elevada, porém
dentro da especificacdo, 0 que pode ser explicado por variacbes durante a

pipetagem da formulacéo para aplicacdo nas células de Franz.

Tabela 15 — Balanco de massas do estudo de permeacéo vaginal ex vivo da taxifolina em mucosa
vaginal suina.

Parametro Creme
Quantidade aplicada de formulag&o (mg) * 70,00
Quantidade aplicada de taxifolina (ug) ° 350,00
Quantidade de taxifolina retida no oclusor (ug) 15,49
Quantidade de taxifolina retida na mucosa (ug) 72,50
Total permeado apos 24 h (ug) ° 312,26
Porcentagem de permeacéo por dose (%) d 89,22
Recuperacio total do experimento (%) ° 114,36

% Quantidade total de formulac&o aplicada na camara doadora (37,63 mg cm™).

b Quantidade aplicada de taxifolina considerando a concentracdo desta na formulacgédo (0,5 % p/p).

¢ Taxifolina quantificada no meio receptor.

¢ Quantidade total de taxifolina passivel de permeacéo, de acordo com a dose aplicada [(c/b) x 100].

® Quantidade total de taxifolina recuperada (somatério da quantidade detectada no oclusor, na
mucosa e no meio receptor dividida pela quantidade total de taxifolina aplicada). Resultado expresso
como porcentagem (x100).

Figura 35 — Balanco de massas resultante do estudo de permeacao vaginal ex vivo da taxifolina.
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Conforme pode ser observado, apés 24 h de experimento, foram

detectados no meio receptor 312,26 pg de taxifolina, o que corresponde a uma
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porcentagem de permeacao por dose de 89,22 % e sugere um potencial desse
flavonoide para exercer seus efeitos sistémicos in vivo quando administrado via
mucosa vaginal. Adicionalmente, a porcentagem retida no oclusor foi baixa,
correspondendo a 4,42 + 2,14 % do total de taxifolina aplicada, podendo ser
considerada como a quantidade perdida in vivo e, portanto, ndo passivel de
permeacdo. J& na mucosa, foi detectada uma quantidade de taxifolina
correspondente a 20,71 = 14,28 % do total aplicado. Como a mucosa é
vascularizada, essa quantidade de substéncia é também passivel de permeacéo in
vivo, embora no experimento ndo tenha sido detectada no meio receptor.

Considerando que a dose de formulacdo aplicada € uma etapa-chave nos
estudos de permeacao (USP, 2009), uma modificacdo, em especifico, realizada no
protocolo experimental do estudo conduzido neste trabalho, pode ter contribuido
para o resultado satisfatorio obtido. Ao contrario de outros experimentos realizados
pelo mesmo grupo de pesquisa, no qual o espalhamento da formulacdo nas
camaras doadoras das células de Franz é realizado com bastdes, neste protocolo foi
empregada a propria ponteira utilizada na dispensacdo da formulagédo. Isso,
possivelmente, diminuiu a perda de dose aplicada, posto que o espalhamento com o
bastdo acarreta uma perda elevada, devido a retencdo da formulacdo no mesmo,
sendo a quantidade de farmaco efetivamente aplicada estimada como a diferenca
entre a quantidade teérica aplicada e aquela que ficou retida no bastdo de
espalhamento (que também é submetido ao doseamento), 0 que, por sua vez,
diminui a dose de farmaco aplicada. No estudo de permeacéo de trans-resveratrol
em pele humana, por exemplo, a porcentagem de substancia perdida no bastdo de
espalhamento em relacdo ao total aplicado foi quase igual a 50 % (48,79 %, em
especifico) (ALMEIDA et al., 2015).

Ainda na conjuntura da porcentagem de permeacao vaginal obtida para a
taxifolina, outros parametros adotados no protocolo experimental podem ter
contribuido para esse resultado. Em especial, pode-se destacar o preparo da
mucosa vaginal antes da sua alocacao nas células de Franz, ja que a espessura do
tecido influencia diretamente na permeacao obtida (HUSSAIN; AHSAN, 2005). O
isolamento do tecido previamente a realizacado do experimento diminuiu a espessura
do mesmo, eliminando camadas ndo pertencentes a mucosa vaginal, que somente
puderam ser visualizadas apdés o descongelamento. Por outro lado, os valores

elevados de desvios padrdes obtidos, conforme apresentado na Figura 34, também
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podem ser explicados por esse tipo de preparo do tecido que, embora tenha
contribuido para o aumento da taxa de permeacao, foi realizado manualmente, ndo
garantindo uma espessura homogénea para todas as mucosas empregadas no
experimento. Nesse contexto, a dermatomizacdo do tecido, embora dificil por se
tratar de uma mucosa, ou a melhor otimizacdo da técnica de isolamento manual,
podem ser alternativas na tentativa de obter desvios padrdes menores em estudos
futuros.

Outro fator importante foi a correta escolha do meio receptor, ja que a
manutencdo das condi¢cdes sink de substancias pouco sollveis em agua, tal qual a
taxifolina, € um desafio nos estudos de liberacdo in vitro e permeacdo ex vivo. A
solucéo salina de Hanks com 20 % de etanol e pH = 4,2 garantiu uma solubilizacéo
Otima da substancia de interesse.

A absorcao de farmacos via mucosa vaginal depende de duas etapas
principais: a dissolugdo deste no limen vaginal e a penetragdo através da mucosa.
Assim, quaisquer fatores relacionados ao farmaco, a formulacéo ou ao proprio tecido
que afetem as etapas mencionadas anteriormente, poderdo alterar o perfil de
permeacdo vaginal (CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011). As propriedades fisico-
quimicas da substancia testada, como peso molecular, solubilidade, lipofilicidade,
carga de superficie e estabilidade quimica, podem interferir na permeacdo via
mucosa vaginal. E conhecido que as moléculas lipofilicas possuem um fluxo de
permeacao superior as hidrofilicas e que aquelas na forma né&o ionizada e de menor
peso molecular também penetram mais facilimente (SRIKRISHNA; CARDOZO,
2013). Considerando esses pressupostos, pode-se inferir que a taxifolina possui
propriedades satisfatorias para a sua administracéo via mucosa vaginal, em especial
o tamanho molecular (304,25 g moL™), a lipofilicidade (log P = 0,95) (NCBI, 2015) e
um pKa = 7,40 (referente a hidroxila do carbono 7, que é a mais acida) (JANEIRO;
CORDUNEANU; BRETT, 2005) que garante que ela se mantenha na forma nao
ionizada em pH vaginal, situado entre 3,5 e 4,5 (CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011).

Outros fatores relacionados no processo de permeacao vaginal séo
agueles ligados as caracteristicas da formulacdo, sendo que alguns pontos
interessantes merecem destaque no que se refere ao creme vaginal empregado
neste trabalho, s@o eles: a estabilizacdo do flavonoide na formulagdo, através da
manutenc¢do do pH da mesma em 4,60, também compativel com o pH vaginal, e a

utilizacdo de DMSO para a incorporacao da taxifolina na formulagéo, que além de ter
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permitido uma correta levigacdo da mesma, atuou como um agente promotor de
permeacdo, pertencente a classe dos sulfoxidos, contribuindo na potencializagédo da
permeacado da substancia de interesse (PATIL; SARAOGI, 2014).

Os fatores fisiolégicos, inerentes a administracdo de formulagcdes vaginais
in vivo, também influenciam no processo de permeacao, tais como a cComposicao e 0
volume do muco vaginal, a espessura do epitélio, o pH e as alteracdes dos mesmos,
resultantes de ciclos hormonais e da idade da paciente (MACHADO et al., 2015).
Quando o volume de muco vaginal é alto, por exemplo, a absorcdo de substancias
pouco sollveis em agua pode ser aumentada (van EYK; van der BIJL, 2005). No
entanto, o aumento demasiado de fluido vaginal pode oferecer uma barreira a
permeacdo de farmacos, bem como contribuir para a remocdo do farmaco da
cavidade vaginal. AlteracBes no pH, por sua vez, podem influenciar na liberacdo de
substancias pH sensiveis a partir dos sistemas de administracéo ou interferir no grau
de ionizacdo dos farmacos, j& que a maioria deles sdo acidos ou bases organicos
fracos, afetando o grau de absorcdo (HUSSAIN; AHSAN, 2005). Partindo dessa
conjectura, e considerando que nem todas essas variaveis podem ser mimetizadas
em estudos ex vivo, a transposicdo dos resultados obtidos neste trabalho para a
escala in vivo deve ser cuidadosa, abrindo possibilidades para investigacfes
adicionais que possam avaliar a influéncia desses diferentes fatores na permeagéo
vaginal da taxifolina.

Por fim, além dos cuidados mencionados anteriormente, outra
consideracao deve ser realizada, baseado no trabalho de van EyK e van der Bijl
(2005). Esses autores mostraram que a mucosa vaginal suina é um bom modelo
para a mucosa vaginal humana na analise de farmacos hidrofilicos (log P < 0), em
especial. Entretanto, para os lipofilicos (log P > 0), foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os fluxos obtidos na mucosa vaginal humana e
suina, o que reflete outra possivel investigacdo, como a avaliacdo da permeacéo de
taxifolina em mucosa vaginal humana, a fim de estabelecer um comparativo entre
ambas as mucosas.

Dessa maneira, de acordo com os resultados obtidos, € esperado que a
taxifolina incorporada em creme e aplicada na mucosa vaginal possa exercer suas
acOes a nivel sistémico in vivo, dada sua porcentagem de permeacéo obtida. Isso
atende, portanto, aos requisitos para a utilizacdo dessa substancia como candidata

terapéutica para o tratamento da endometriose, destacando-se que a mesma nao
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possui efeito contraceptivo, que € o principal pré-requisito atual na busca de novas
moléculas para a producdo de medicamentos no tratamento da dor associada a
essa patologia. Entretanto, cuidado deve ser dado em relacdo a extrapolacdo dos
resultados para a escala in vivo, uma vez que fatores fisiolégicos ndo mimetizados
no estudo ex vivo podem influenciar na permeacao desse flavonoide, além de existir
trabalho ja publicado enfatizando que o modelo suino para permeacdo vaginal

mimetiza melhor a permeacéo de farmacos hidrofilicos.
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6 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido empregando CLAE com deteccéo
UV/Vis mostrou-se adequado para a quantificacdo da taxifolina no extrato seco da
casca de P. pinaster, podendo ser um ensaio de qualidade adicional para esse
extrato, complementar a determinagdo do conteudo total de procianidinas.

O creme vaginal desenvolvido permitiu uma incorporacdo Otima da
taxifolina, fato confirmado através das analises por CLAE que revelaram um teor
médio de ativo igual a 102,35 %. O método analitico desenvolvido para o controle de
qualidade da formulacéo é rapido, simples e reprodutivel, podendo ser empregado
nas andlises de rotina do produto acabado.

Ambos os métodos (extrato e formulacdo) foram validados para os
objetivos pretendidos, estando de acordo com as especificacdes da ANVISA, ICH e
INMETRO. Além disso, o método da formulacdo apresentou o0s requisitos
necessarios para ser aplicado nos estudos de liberacao in vitro e permeacédo ex Vivo.

A elevada taxa de fluxo de liberacdo da taxifolina a partir do creme indica
que este é um possivel veiculo para a administracdo vaginal desse flavonoide.
Ademais, a porcentagem de permeacdo obtida sugere um potencial da taxifolina
para exercer suas acdes a nivel sistémico in vivo, quando administrada via mucosa

vaginal.
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dilute with the same solvent to volume.
solution:  Dilute the Somple stook soltion with
nol (1 in 200
umental conditions

(5ee Sptmmnu}'md Ligit Soottering {851}.)
'l'ih'!}:ngﬂ: 551 nm

Anabysts . .
Samples: Stondond solution and Somple solution
Transher 1.0 mL sach of the Sondard solution, 5
sofution, ard methancd to thres separate N0-mL wals.
Ta nid1ﬂala|:|dﬁ.ﬂanll solution A and
025 mlL soiution B. drhc'\uhwmm
:ap;.Muq. and heat in a water bath for 40 min

mnltumm'ntﬂ'npmmnml:zbuﬂ'l
transfer these sohaticns, with the aid of
Tsﬂhﬁm.ﬂ,tﬂ-ﬂ'ﬂesq:lﬂ1ﬂ-mLmlm

partion af
Rzt = (Awflr) = G (WiWh e D P
A = ahsorbance of the salution from the Somple
soliatinn
= ahsorbance of the salution from the Standord
solation
[ = concentration of the USP M-ari.lmc Fire

Extract RS in the Stomdord soiution En'ﬁn’ml.}
= valume of the Somple stock solution (mi

B

v

W = wesight of Maritime Pine Extract taken to
r:ﬂ'rcSm‘pirsmds-nhbm mg)

D ution tector to r\epan:rhc

tha:rpﬁ-mi.muv,

sydesBouow 50
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P = percen of idines in the USP
Niartini Piné Exifact A5
Acceptance oriteriaz  65%-7 5% on the dried basis

CONTAMINANTS

Delete the following:
*s BOTAMICAL EXTRACTS, MHemvy Metals (56512 Mests the re-

NS B- O | -Dec- 1
- OF BOTAMKCAL DRICE, Pesticide Besidue (5613

Meets the requirements

- m{hﬂmmmﬂ}: Thie todal a=robic
miscrobial count does not excesd 10* diufg, and the total
combired maolds and yeasts count does not exceed 107

q.

= AESEWCE OF SPECIAED MKS0oSCAMISMS (202 It mests
the requirements of the tests for absenoe of
species and Escherichia ool

SE[H[TBTS
= Loss oM E 'I.ﬂgn'lF:d‘.ncHnr ih at
T30 Vooem HAAT B 0% o 1 e
'IADI}'E.ECF“I'“I'_H.M Tal M{Sﬁ'l:c MMAT
- l-TEmTEI-“HI.I-.E SUBSTANCES
Analysis 050 g of Extract, and stir in 30 mL of
ﬁhﬂw 15 mran. Fmsﬂ'grhaﬁf;mztnwh
ass previously e filter
?h cool ko room tu'nwugpuat.re, and wesgh the filer.
Calculste the amount of vater_insoluble materal_
A.ch;?‘t.x: criteriaz  NMT 10%: of the amount of Ex-
talen

REQUIREMENTS
= PACNAGING AND STORACE: Pressrve in tight contain
and MHB" excursion permitted Betwesn 15 and
e, P«-ubu:tﬁ-nww
= LAEBR WG The states the Latin hnnrn:uland,hllmv
ing the official name of the article, the part of the plant
from which the article was pr\q:laru:l, in addition to the
information rec;zlrr:d for Botomionl Extracts (565, [abafing.
REFERENCE STAKDARDS (11}

U3P Maritime Fine Extract RS

Melatonin

CraHaehi O 23228
:Hmr—'lﬁ: i J-,nem;-i} acetamide [73-31-4].

Iﬂ:“.'nm

Melatorin contains MLT 98.5% and NMT 101_5% of me-
latonin (CoaHisMa05), caloulsted cn the dried basis

ng.l'rnL nf Medatonin in Bopropyi

A e oriterla:  Meets the irements. Absorp-
h\nn?;.x:d-u.i::dnﬂﬁz dn-dhr;q':,dn ot drﬁcrby'
mare than 3.0%.

USF 38
= L. HPLC IDENTIFICATION TEST
Analysis: Procesd a5 directsd in the Assoy.
A Lanner.rlterh: The retention time of the major
of the Somple solntion corresponds to that of the

solution.
ASSAY
+ PROCEDUSE
Buffer: 0.5 g/l of monobasic potassum phosphate in
E'nu' Adjust with phosphoric acid to a pH of 3.5, and
3
Mobile phase:  Acetonitrile and Buffer (25:75)
em sultability solution: 0.1m af P Me-
atanin RS and (.02 mg/ml USP Melatonin Refated
Cﬂmnd & RS in Mobile phane
mﬁﬂg‘uﬂm: 0.1 mg/ml of USP Melatonin RS in
Sample solution: 0.1 moyml of Melatonin in Mobie

m‘" mn, Systerm Suitability.)

D:I.ectnr UV 222 nem
Colwmn: 4.6-mm = 15cm; 5-um packing L1
Fow rate: 1.0 mL/min packng

Injection stre: 10pl

gy
es:  System sitability solutior and Stondard
solution

[MOTE—The relatrve rebention times for melatonin re-
Ial.edc:rn nd.ﬂ.andmdamnnﬂﬂ.d-andl.ﬂ,

Eemlugn H T4 b-ebw:en melstonin and medatorin
refated compound &, Spstem soitrtion
Eelal.ne standard devistion: MMT Z.0%, Standord

Samples: Stondand solution and Sample solution

Calculate the percentage of mdatonin in the portion of
Medatonin Lafogl g

Result = (ny'nd) = {CofCy) = 100

oopee
g
i
st
2,
25
£
.
&
r

torndiard
- mm:ent'abon af Hdal.nrln in the Somplke
sokution gn'mi

Aﬂ::pmnecntﬂu: 9B 5-101.5% on the dri=d basis
IMPURITIES
+ RESIDUE ON IGNIMos (2815 NMT 0.1%
» CHLOGIDE AND SULFATE, Clrlorids (221

Standard: 010 mL of 0.020 N hydrochloric acid

S.I'npl: 0.34 g of Mdatonin
Acceptance criferac NMT 0U0Z2%:

Delete the following:
*s HEAVY METALS (Z31): WMT 20 poigy e 1o a5
+ RELATED COMPOUSDS

Solution A:  Acetoritrie

Solution B: Use Buffer, prepared as directed in the

mp&um See Tohlke 1.

Tabda 1

Solution A

5 75

Time

i L) %)
o
7

a5 75
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ANEXO B - Protocolo de aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

SERVIGCO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 021/2014 = CEUA sobre “Desenvolvimento de formulagbes
farmacéuticas transdérmicas inovadoras contendo principios ativos naturais e/ou sintéticos”
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de MARCOS ANTONIO FERNANDES
BRANDAO com a colaboragio de NADIA RESENDE BARBOSA RAPOSO e PRISCILA
APARECIDA DE ALMEIDA est4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentaglio
Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo  Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 03/062014. Para o
desenvolvimento da pesquisa serdo utilizadas 3 porcas de 4 meses de idade (Sus domesticus)
conforme solicitado e que serdio utilizados no periodo de 22/08/2014 a 22/08/2015.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n®. 021/2014 - CEUA about “Desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas transdérmicas inovadoras contendo principios ativos naturais ¢/ou sintéticos”
under responsability of MARCOS ANTONIO FERNANDES BRANDAO and collaboration
of NADIA RESENDE BARBOSA RAPOSO and PRISCILA APARECIDA DE ALMEIDA -
is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING
(CEUA) in 03/06/2014. For the development of this research 3 female pigs of 4-months-old,
will be delivered as requested in the period of 22/08/2014 to 22/08/2015.

Juiz de Fora, 06 de junho de 2014

/

Qal)t 02,

Presidente Vice-presidente
CEU/ CEUA
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ANEXO C — Resumo apresentado em Congresso Cientifico

Simodsia Brasileiro de Cromatogralia e Téonicas Afing
04 a 06 de Satermbra, 2014 - Campos do Jardao (SP)

G2 | Cuina-leira | 040314

ESTUDOS PRELIMIMNARES COM O EXTRATO DE PINUS PINASTER
EMPRECANDO CLAE/DAD

Almeda, BAL de; Alves, MU Ferreira, A de O.; Raposa, N.RE,; Brandia, MU

Moo de Resquiia & novadd o evs Gifidias da Sadde [NUPICS] Unieveidads: Fodeval oo N oo Fara, MG
Ovtofoig, Labevarding ou Covdrak de Quahdade, MG
i .

O extratn seco obtido da casea de Pinos piraster € canstituids por uma mistura de lavonaides,
priccipalmente procianidings, representadas por mondmeras ¢ oligimenos de catequing e epicatequina,
além de doidas fendlicos, deidos cindmioos & seus gleosidens & taxifoling. Apesar de comerclalizado, seu
comtrole de qualidade ¢ inciplente, prindpalmente devido & complexidade de saa compasiglo quimica.
Assim, o objeitve deste irabalba fol realizar andliszs de perfis cromaingrificos do exirato empregande
cromatografia ligaida de alta eficitnda com detecgio por arranjo de fotodindas {CLAEDAD), com a
finalidade de estabelscer uma téecndea analfiics que permita 2 separacha e idenitficacta dos marcadores
de interesse. Para tal, fot empregado o extrato da United States Pharmacopeta (USE, WSA, Iote: FOKDS2),
cuja canstituigba quimica & canbecida. Comn padrdes analiticas foram empregados écido gilica (Sgma,
UsA, bote: 010300065}, catequina (Sigma, Brasil, lote: BCBLA259V), dcido ferilicn (Henrifarma, Brasil,
Lote: D2A832/12) e taxifoling {Sgma, Brasil, lote: BCBKSPE2V). Todos os solventes utilizados foram de
grau CLAE e a dgua fol ultrapunficada. A< amostras foram filiradas em filiros de celulose regenerada
A5 pm antes da injecio. As melbores condigées de separagin foram obiidas realizando eluigio por
gradiente com dois sistemas de solventes: (4] 0,1% de deido fdemico em acetnnitrila & (B) 0,1% de doide
fiirmice em dgua, conforme segue: 0-50 min, gradiente linear a partic de & até 20% de A; 50-55 min,
gradiente lineara partir de 20 abé 4% de Ay 55<60 min, mantdo em 4 % de A; #62 min, gradiente linsar
a partir de 4 ate 6% de A3 62-67 min, mantide em &% de A O fluxo empregado fod 1 mlSmin. Dentre as
fGcidos testados {acido fasfdrica, doido frmica & dcido acéiico), opion-se porutilizer o dcido frmico em
fungio da obtencio de pioos cromadogrificns mais simétricos , dentre as sohvenies orginicos testadas
{metanal & acetonitrila), obtevess= medhor separahilidade com a acetonitrila. As colunas cromatogrificas
de tamanho 250 x 4,6 mmy, com 5 pum de tamanba de particula, proporcionaram melhor separabilidade
em relapio s colunas de 150 x 4,6 mmy, com o mesmo amanhe de partoala. Em adigio, & colunas
de rechein odadecilsilana {C18) conduziram a melhores separagées do gue aquelas de ociil (CH) As
condigites cromatogrificas adicinals foram: temperatura do fome em 40PC, detecgio em 2680 nm: &
wolume de injeche bpaal a 20 pl. A andlise de extrato comercializada no Brast] por comparagio de pertil
cromatogrifico com o extrate USE, evidencion que tal extrato comerdal nda se encontra dentro dos
parimeiros de qualidade exigidos.
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