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RESUMO

Obtencdo de gel PLO contendo rutina para aplicacdo transdérmica:
caracterizacdo, estabilidade e atividade antioxidante. Valléria Matos Andrade,
Séo Cristovéo, 2017.

A rutina é um flavonoide bastante estudado devido principalmente as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoria, vasoprotetora e antitrombogéncia. No
entanto, sua baixa solubilidade em meio aquoso reduz sua biodisponibilidade por via
oral e, portanto, a administracdo por via transdérmica pode ser uma alternativa
promissora. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo obter, caracterizar e
avaliar a estabilidade e a atividade antioxidante de um gel contendo Pluronic Lecithin
Organogel (PLO) contendo rutina, para administragcdo pela via transdérmica. A
metodologia analitica para quantificacdo de rutina foi desenvolvida e validada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Inicialmente foi avaliado qual a
influéncia da concentracdo do Polaxamer 407, obtidos pelo método de extrusdo com
auxilio de seringas, frente ao teste de centrifugacdo. A formulacdo que permaneceu
estavel apd6s o teste foi caracterizada através da determinacdo do tamanho de
particula, estudo de liberacdo, penetracdo cutadnea e adesao a pele, todos in vitro. Foi
também avaliada a estabilidade do produto durante 60 dias em variadas temperaturas
em tempos pré-determinados, além das analises fisico-quimicas, como pH,
densidade, viscosidade e espalhabilidade, bem como caracteristicas organolépticas.
A atividade antioxidante da formulagdo foi determinada pelos métodos TRAP e TAR,
em comparacdo com um controle positivo, o Trolox. Os resultados demonstraram que
a formulacdo contendo maior concentracdo de Polaxamer é mais estavel e por isso
esta foi caracterizada. O tamanho de particula encontrado foi 4,33 um e o sistema se
mostrou homogéneo, ideal para administracdo cutanea. A formulacdo demonstrou
liberacdo controlada do farmaco apds 24 horas, sendo capaz de permear as camadas
mais profundas da pele e ser absorvida para circulagdo sistémica, além de boa
adesdo a superficie da pele. Durante o estudo de estabilidade acelerada, as
formulagcbes armazenadas em baixa e alta temperatura, sofreram pequenas variacoes
na densidade, na viscosidade e na espalhabilidade, em relacdo aguelas armazenadas
a temperatura ambiente, enquanto que o pH se manteve estavel durante todo o tempo
e favoravel a sua aplicacdo na pele. Além disso, as variacdes observadas ndo foram
suficientes para provocar alteragcdes visuais de instabilidade. Quanto a atividade
antioxidante, a formulacdo demonstrou maior atividade em relacdo ao controle Trolox
e a rutina livre, porém de forma ndo duradoura, apresentando valor de TAR menor
que o Trolox. Sendo assim, a formulacdo escolhida, demonstrou-se capaz de
promover a permeacao da rutina por via transdérmica de forma controlada, bem como
estabilidade a temperatura ambiente e com atividade antioxidante significativa, sendo
considerada entdo promissora a administragéo da rutina por esta via.

Descritores: Rutina; administracdo transdérmica, Pluronic Lecithin Organogel (gel
PLO).



ABSTRACT

Obtaining containing rutin gel PLO for transdermal application:
characterization, stability and antioxidant activity. Valléria Matos Andrade, Séao
Cristovao, 2017.

Rutin is a flavonoid widely reported in the literature for its antioxidant properties, anti-
inflammatory, vasoprotective, antithrombogen, among others. However, its low
solubility in aqueous media reduces its bioavailability orally and, therefore,
transdermal administration proves to be promising. Thus, the present work aimed to
obtain, characterize and evaluate an activity and antioxidant activity of a gel. PLO
(Pluronic Lecithin Organogel) containing rutin for transdermal administration.The
analytical methodology for rutin quantification was developed and validated by high
performance liquid chromatography (HPLC). Initially it was evaluated as an influence
of the concentration of Polaxamer 407, obtained by the extrusion method with the aid
of syringes, in front of the centrifugation test. The formulation that remained stable
after the test was characterized by partical size determination, in vitro release study,
in vitro skin penetration study, in vitro skin adhesion study. Also assessed for stability
for 60 days at varying temperatures and at predetermined times, physico-chemical
characteristics such as pH, density, viscosity and spreadability, as well as
organoleptic characteristics, were evaluated. The antioxidant activity of the
formulation was evaluated by the TRAP and TAR methods, comparing it with a
positive control, Trolox. The results demonstrate that a formulation with higher
concentration of Polaxamer is more stable and that is why it was characterized. The
partical size were perfect for dermal administration. The formulation demonstrated
controlled release of the drug after 24 hours, being able to permeate as deeper
layers of the skin and to be absorbed into the systemic circulation, in addition to good
adhesion to the skin surface. During the accelerated stability study, as formulations
stored at low temperature, they underwent small variations in density, viscosity and
spreadability relative to those stored at room temperature, while the pH remained
stable throughout and favorable for application in skin. However, as observed
variations were not sufficient to cause visual signs of instability. As for the antioxidant
activity, a formulation showed greater activity in relation to the Trolox control and the
free rutin, but it was not able to sustain an activity for a longer time, presenting a
lower TAR value than Trolox. Thus, a chosen formulation has been shown capable of
promoting a permeation of the rutin by transdermal route in a controlled manner, as
well as being stable at an ambient temperature and having more significant
antioxidant activity than the free rutin, and is therefore promising to administration of
rutin by this route.

Keywords: Rutin; transdermal administration; Pluronic Lecithin Organogel (PLO gel).
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1. INTRODUCAO

A rutina é um flavonide composto da associacdo da quercetina com o
dissacarideo rutinose, abundantemente encontrada em plantas e frutas (BABY et al.,
2008; SHARMA et al., 2013). Possui atividade antioxidante (YANG et al, 2008), anti-
inflamatoria (FERRANDIZ et al., 1991; LAUGHTON et al., 1991; YOU et al., 1999),
antitumoral (SOOBRATTEE et al., 2006) e antitrombogénica (GRYGLEWSKI et al.,
1987). Devido a essas propriedades, varios produtos contendo rutina estdo
disponiveis no mercado, especialmente na forma de capsulas, comprimidos e
suspensdes, clinicamente utilizados no tratamento de varizes e hemorroidas (CHUA,
2013; SHARMA et al., 2013; YANG et al., 2008).

Sua baixa solubilidade em meio aquoso (0,8 mg/mL) dificulta a sua utilizacao
pela industria farmacéutica, bem como reduz sua biodisponibilidade quando
administrada por via oral. Para atuar como antioxidante, sua dose maxima € de 1000
mg por dia; e como vasoprotetora sdo necessarias doses de 400 a 1000 mg por dia,
pela via oral (SHARMA et al., 2013). Sendo assim, formula¢gdes transdérmicas, tem
se tornado uma alternativa relevante para aumentar a eficacia terapéutica de
farmacos, permitindo a reducéo da dose administrada (FANUN, 2012).

A administracdo transdérmica de farmacos ocorre quando quantidades
terapéuticas atravessam a pele e atingem a circulacdo sanguinea para exercer efeitos
sistémicos (ALLEN et al., 2013). No entanto, o estrato cérneo, dificulta a penetracdo do
farmaco na pele, devido a sua funcdo de barreira, senda esta a principal limitacdo ao
uso desta via (ELNAGGAR et al., 2014). Ultrapassando o estrato cérneo, o farmaco
poderd permear a epiderme, alcancar a derme vascularizada e tornar-se disponivel
para a absorcdo sistémica (ALLEN et al., 2013). A eficiéncia do processo de
penetracdo cutanea depende entdo do veiculo utilizado no transporte, os quais devem
ser capazes de superar a barreira do estrato cérneo (JAIN et al., 2016). Diante disto, o
desenvolvimento de formula¢des que sejam capazes de intensificar a permeacao e a
possibilidade de transportar através da pele moléculas de elevado peso molecular e
diferentes propriedades fisico-quimicas, tem sido um dos grandes interesses da
industria farmacéutica e cosmética (BOURDON et al., 2016; FANUN, 2012; LIUZZI et
al., 2016).

Dentre os sistemas para liberacdo de farmacos por via transdérmica, 0s
organogeéis tem se destacado por serem biocompativeis e ndo toxicos. Entre eles, 0s

15



organogeéis de lecitina atrairam a atencdo de diversos autores, pois sdo capazes de
formar estruturas micelares, podem incorporar farmacos hidrofilicos e lipofilicos, sédo
estaveis termodinamicamente e de natureza termorreversivel (BONACUCINA et al.,
2009; JHA, 2013; REHMAN & ZULFAKAR, 2014).

Pluronic Lecithin Organogel (PLO) é um organogel, contendo uma fase aquosa
de Polaxamer 407 e uma fase oleosa de lecitina de soja solubilizada em palmitato de
isopropila, com estrutura semelhante a microemulsdo. Tal formulacdo tem sido
demonstrada na literatura como uma alternativa promissora para liberagéo
transdérmica de farmacos, uma vez que sua estrutura lipidica é capaz de
desorganizar as camadas da pele e promover a penetracdo do farmaco. Alguns
autores desenvolveram e caracterizaram géis PLO com farmacos de diferentes
classes terapéuticas, tais como anti-inflamatorios, analgésicos, horménios, opidides,
entres outros (DJEKIC et al., 2015; PANDEY et al., 2010; AGRAWAL et al, 2010;
JHAWAT et al., 2016; JAGDAL et al., 2015; PAICE et al., 2008).

Nesta perspectiva, o presente trabalho buscou obter um gel PLO contendo
rutina, para ser administrada por via transdérmica, bem como avaliar sua

estabilidade e sua atividade antioxidante.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Rutina

A rutina (3,3',4',5,7-pentahidroxidoflavona-3-raminoglucosideo) (Figura 1) é
um flavonoide, pertencente a subclasse dos flavonois, constituido quimicamente por
um glicosideo (raminose + glicose) de quercetina (GANESHPURKAR E SALUJA,
2016). Foi o primeiro flavonoide descoberto, isolado de laranjas em 1930, sendo
classificado como vitamina e denominado vitamina P. Anos mais tarde demonstrou-
se que se tratava de um flavonoide, a rutina. Desde entdo, véarios estudos foram
desenvolvidos e aproximadamente 4000 variedades de flavonoides j& foram isoladas
e identificadas (NIJVELT et al., 2001; SHARMA et al., 2013).

Figura 1: Estrutura molecular plana da Rutina. Peso molecular: 610,52 g/mol.

Assim como outros flavonoides, a rutina é um metabdlito secundério
abundantemente encontrada e distribuida em plantas comestiveis como cebola e
macd, nas sementes de trigo e nas cascas de frutas citricas, como laranja e limao.
Este flavonoide possui varias atividades farmacoldgicas descritas na literatura, tais
como anti-inflamatoria (FERRANDIZ et al., 1991; LAUGHTON et al., 1991; YOU et
al., 1999), antioxidante (YANG et al, 2008), vasoativa (IHME et al, 1996), antitumoral
(SOOBRATTEE et al., 2006), antimicrobiana (ARIMA et al., 2002; ORHAN et al,
2010; TIM et al., 2005), antifangico (JOHANN et al., 2011; ORHAN et al., 2010),
antitrombogénica (GRYGLEWSKI et al., 1987) e hipolipidémica (SATTANATHAN et
al., 2010).
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Sabe-se que a atividade antioxidante dos flavonoides esta relacionada com o
namero e posicao de grupos hidroxila livres, os quais irdo atuar como doadores de
hidrogénio (GUARDIA et al., 2001). Sendo assim, é possivel afirmar que as
substituicdes polihidroxiladas nos anéis A e B, bem como presenca de um oxigénio
de ligacdo dupla no anel oxano e de um grupo fendlico, confere a rutina
propriedades de neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacao de metais
de transicdo (BABAZADEH et al., 2016; GANESHPURKAR & SALUJA, 2016;
OLIVEIRA et al., 2016). Yang et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante da
rutina utilizando diferentes ensaios antioxidantes, tais como a atividade antioxidante
total, ensaio de eliminagdo de radical hidroxila, ensaio de eliminacdo de radicais
superoxido, teste de remocdo de radicais DPPH e peroxidacdo de lipidios. Os
resultados deste estudo indicaram que a rutina apresenta capacidade antioxidante
frente aos varios sistemas testados in vitro e que essa capacidade era dependente
da concentracéo (YANG et al., 2008).

Quanto a sua atividade anti-inflamatoéria, sabe-se que a rutina € capaz de
reduzir mediadores inflamatérios, como leucotrienos e prostaglandinas, através da
inibicdo de algumas enzimas envolvidas no processo de inflamag&o e/ou vias de
sinalizacdo celular tais como ciclooxigenase, lipoxigenase e proteina C quinase
(SHARMA et al., 2013). Em um estudo realizado por Selloum et al. (2002) o efeito
anti-inflamatério da rutina foi avaliado utilizando o modelo in vivo de edema de pata
induzido por carragenina, como também foi avaliado seu efeito sobre a quimiotaxia
de neutrdfilos in vitro. O estudo concluiu que o placebo reduziu o edema de pata
cinco horas apo6s a inducdo, enquanto que os animais tratados com rutina por via
oral tiveram o edema reduzido apés duas horas de inducao. Além disso, foi possivel
observar que a rutina reduziu significativamente a quimiotaxia dos neutréfilos, o que
significa que a inibicdo da migracdo de polimorfonucleares é, em parte, responsavel
pela sua atividade anti-inflamatoéria (SELLOUM et al., 2002).

Em outro estudo realizado por Lee et al. (2012) foi avaliado os efeitos
protetores da rutina contra as respostas pré-inflamatérias induzidas por
lipopolissacarideos em células endoteliais de veias umbilicais humanas. Verificou-se
gue a rutina inibiu a expressao de moléculas e a adesdo/migracao transendotelial de
monaocitos. A rutina também suprimiu a hiperpermeabilidade induzida pelo &cido
aceético e migracdo de leucdcitos induzida por carboximetilcelulose in vivo. Outras
avaliacdes no mesmo estudo revelaram que a rutina suprimiu a producao de fator de
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necrose tumoral-a (TNF-a) e ativagao do fator de transcricdo nuclear Kappa 3 (NF-
KB). Coletivamente, esses resultados sugerem que a rutina protege a integridade do
endotélio vascular por reducdo da permeabilidade e expressdo celular e inibicdo da
adesao e migracao de leucdcitos, ressaltando assim a sua potencialidade de uso no
tratamento de doencas inflamatorias vasculares (LEE et al., 2012).

O mecanismo pelo qual a rutina promove a protecdo endotelial na diabetes
Mellitus tipo 2, foi descrito por Wang e colaboradores (2017). Os autores utilizaram
como modelo experimental, veias umbilicais humanas estimuladas com glicose
elevada e ratos tratados com dieta com alto teor de glicose. Concluiu-se que a rutina
€ capaz de proteger o endotélio através da inibicdo do estresse oxidativo estimulado
pela enzima NOX4 e reducédo de espécies reativas de oxigénio, tanto in vitro como in
vivo (WANG et al., 2017).

Quando comparada a outros flavonoides, a rutina oferece vantagem sobre a
miricetina, quercetagenina e outros flavonoides, que em algumas ocasides se
comportam como agentes pro-oxidantes e catalisadores na producao de radicais de
oxigénio. A rutina também é vantajosa em relacdo as agliconas, cuja utilizacdo como
agentes farmacéuticos é restrita devido a sua atividade mutagénica e citotéxica (DI
CARLO et al., 1999). Portanto, além de suas propriedades farmacoldgicas, a rutina
se destaca no setor farmacéutico por ndo ter atividade citotoxica e, portanto, ser
considerada uma molécula segura e nao toxica (SHARMA et al., 2013).

Ademais, um estudo realizado por Guardia et al. (2001) comparou o efeito
anti-inflamatério da rutina com outros flavonoides (quercetina e hesperidina),
utilizando um modelo in vivo de inflamagdo aguda e crdnica, com administracoes
intraperitoneais diarias equivalentes a 80mg/Kg, durante 30 dias. Os autores
concluiram que a rutina foi mais ativa que os demais flavonoides em ambas as fases,
especialmente na fase aguda. Segundo os mesmos, a presenca do glicosideo na
estrutura quimica da rutina é o responsavel por acentuar sua atividade, em relagcéo
ao sua aglicona (GUARDIA et al., 2001).

Tendo em vista seus multiplos beneficios, cerca de 130 medicamentos
contendo rutina em sua formulagao foram registrados em todo mundo. No entanto,
sua solubilidade em meio aquoso € baixa (0,8 mg/mL), o que reduz sua
biodisponibilidade por via oral (cerca de 20%). Desta forma, para atuar como

antioxidante é necesséaria dose maxima de 1000 mg/dia, enquanto que como
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vasoprotetora sdo recomendadas doses de 400 a 1000 mg/dia (CHUA et al., 2013;
SHARMA et al., 2013).

Normalmente, a rutina ndo é absorvida na sua forma nativa, pois a por¢éo de
aclcares presentes em sua estrutura molecular lhe confere um carater mais
hidrofilico. Sua hidrdlise é realizada pela microbiota intestinal, que a transforma em
acidos fendlicos de baixo peso molecular e em sua aglicona, a quercetina, que sao
absorviveis, principalmente, pelo intestino grosso, sendo esta outra possivel razédo

para sua baixa biodisponibilidade por via oral (ARAUJO et al., 2013).

2.2 A pele e a administracéo transdérmica de farmacos

A pele é um dos mais extensos 6rgdos do corpo e 0 protege contra agentes
externos, garante a troca de gases e eliminacado de toxinas, perda excessiva de agua,
como também promove a termorregulacdo (ALLEN et al., 2013). Anatomicamente a
pele é dividida em trés camadas distintas: estrato corneo, epiderme e derme. O estrato
corneo é a camada mais externa da pele, rica em queratindcitos e cornedcitos
incorporados em uma matriz de bicamadas lipidicas tais como colesterol, ceramidas e
acidos graxos, que representam uma importante funcdo de barreira. A epiderme esta
presente logo abaixo do estrato cOrneo e € rica em enzimas metabolizadoras.
Enquanto que a derme é composta por proteinas fibrosas, como colageno e elastina,
constituindo um tecido fibroso de suporte, nela se encontra vasos sanguineos e
linfaticos, terminacdes nervosas, foliculo piloso e glandulas sebaceas e sudoriparas
(JAIN et al., 2016; LIUZZI et al., 2016).

A administracdo transdérmica é definida como a passagem de quantidades
terapéuticas de farmacos através da pele, para atingir a circulacdo sanguinea e
exercer efeitos sistémicos (ALLEN et al., 2013). Este processo ocorre em trés etapas
diferentes: penetracdo, quando a molécula entra no estrato cérneo; permeacao,
guando a molécula passa do estrato cérneo para a epiderme; e absorcédo, quando
finalmente a molécula atinge a derme e o sistema vascular. Foi identificado que as
substancias podem atravessar a pele pelas vias intracelular, folicular ou intercelular,
sendo esta ultima a principal via para penetragdo de farmacos (LIUZZI et al., 2016).

A funcdo de barreira do estrato cérneo dificulta a penetracdo do farmaco na
pele, senda esta a principal limitagdo ao uso desta via (ELNAGGAR et al., 2014).
Ultrapassando o estrato corneo, o farmaco podera permear a epiderme, alcancar a

derme vascularizada e tornar-se disponivel para a absor¢éo sistémica (ALLEN et al.,
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2013). A eficiéncia do processo de penetracdo cutanea depende entdo do veiculo
utilizado no transporte, os quais devem ser capazes de superar a barreira do estrato
corneo (JAIN et al.,, 2016). Diante disto, o desenvolvimento de formula¢cdes que
sejam capazes de intensificar a permeacao e a possibilidade de transportar através
da pele moléculas de elevado peso molecular e diferentes propriedades fisico-
quimicas, tem sido um dos grandes interesses da industria farmacéutica e cosmética
(BOURDON et al., 2016; FANUN, 2012; LIUZZI et al., 2016).

Este crescente interesse se deve ao fato que a via transdérmica oferece uma
série de vantagens em comparagdo com as vias tradicionais de administracdo de
farmacos, sendo elas: evitar efeito hepatico de primeira passagem, aumentando a
biodisponibilidade; liberacdo controlada do farmaco por um periodo prolongado de
tempo, eliminando a necessidade de multiplas doses; ndo invasividade e
autoadministracdo, o que melhora a adesdo do paciente (LIUZZI et al., 2016;
PALMER & DELOUISE, 2016; SILVA et al., 2010).

Entre as formas farmacéuticas desenvolvidas para este fim, os organogéis
tem se destacado na literatura como sistemas promissores para a liberacdo de
farmacos, pois seus componentes geralmente s&o biocompativeis, atoxicos e
seguros para pele e mucosas (BONACUCINA et al., 2009). Os organogéis sao
semissélidos, com estrutura semelhante a de microemulsdes e que possuem como
fase liguida um solvente organico, aprisionado em uma rede polimérica
tridimensional. Sao de facil preparacdo e sdo capazes de aumentar a penetracao de
farmacos através da pele devido a sua natureza lipofilica (JHA, 2013; REHMAN &
ZULFAKAR, 2014).

Recentemente, 0s organogéis de lecitina atrairam a atencdo para a
administracdo transdérmica de farmacos por causa da sua capacidade de formar
estruturas micelares, solubilizar substancias de diferentes propriedades fisico-
quimicas e sua biocompatibilidade, estabilidade termodindmica, natureza
termorreversivel, resisténcia a contaminacdo microbiana e protecdo frente a
umidade. Além disso, a lecitina proporciona protecdo contra o envelhecimento da
pele (BONACUCINA et al., 2009; DJEKIC et al., 2015; JHA, 2013; MURDAN, 2005;
REHMAN & ZULFAKAR, 2014).

A lecitina (Figura 2) € um fosfolipidio de cor marrom, derivado da soja ou da
gema do ovo, capaz de formar estruturas supramoleculares na presenca de agua.
Ela é utilizada em formulagbes farmacéuticas e cosméticas como emulsificante,
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agente dispersante e promotor de permeacdo. Devido a sua semelhanca com a
biomembrana, a lecitina, assim como outros fosfolipideos, apresenta baixa ou
nenhuma irritabilidade a pele e sua natureza anfifilica permite veicular componentes
lipofilicos e hidrofilicos (DJEKIC et al., 2015; ELNAGGAR et al., 2014).
0
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Figura 2: Estrutura molecular plana da lecitina.
Peso molecular: 327,27 g/mol.

Em 1990 Luisi e colaboradores investigaram as condi¢cbes adequadas para a
lecitina de soja formar micelas, uma vez que esta € considerada um surfactante de
origem natural. Eles observaram que o arranjo geométrico da estrutura molecular da
lecitina, em ambiente apolar, lhe permite formar micelas com adicdo de pequenas
quantidades de agua. Nessas condi¢cdes micelas gigantes, longas e cilindricas se
formardo e em seguida essas micelas formam uma rede continua que imobiliza a
fase orgéanica externa, formando um gel. No entanto, a mudanca para o estado
gelatinoso so foi observada com solugbes ndo aquosas de lecitina com pelo menos
95% de pureza (LUISI et al., 1990)

O grau de pureza elevado da lecitina € caro e de dificil obtencdo. Para
contornar esta limitacdo, polimeros solUveis em agua, a exemplo do Polaxamer 407,
foram adicionados a estas solu¢des, como co-surfactantes e agentes estabilizantes.
Desta maneira foi possivel obter formas farmacéuticas semi-solidas contendo lecitina
de pureza menor (ELNAGGAR et al., 2014; KUMAR et al., 2005). O Polaxamer 407 é
um copolimero sintético ndo idnico, que possui em sua estrutura quimica (Figura 3)
um segmento hidrofilico e outro hidrofébico (ALMEIDA et al., 2012). Devido a esta
caracteristica, eles sdo capazes de se reorganizarem e formar micelas (PEREIRA et
al., 2013). Juntamente com a lecitina, o Polaxamer 407 forma entdo organogéis

denominados Pluronic Lecithin Organogel (PLO).
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Figura 3: Estrutura quimica do polaxamer a) cadeias hidrofilicas e b) cadeias

hidrofobicas.
2.3Pluronic Lecithin Organogel (PLO)

Em 1990, Marty Jones e Lawson Kloesel desenvolveram, em uma farmécia
magistral americana, uma formulacdo para liberacdo transdérmica de farmacos,
adicionando a uma solucao de lecitina o polimero Pluronic F127, também conhecido
como Polaxamer 407 (ALSAAB et al., 2016). Tal formulacédo foi denominada Pluronic
Lecithin Organogel (PLO). O organogel é na verdade uma emulsdo com
caracteristicas sensoriais de gel, contendo uma fase hidrossoltvel (gel aquoso de
Polaxamer 407 de 20 a 40%) e uma fase lipossoluvel (palmitato de isopropila e
lecitina de soja), que sdo misturadas utilizando um método de cisalhamento ou
extrusdo, passando a mistura entre cateteres de pequeno calibre ou duas seringas,
para que as micelas contendo o farmaco sejam formadas (ALSAAB et al., 2016;
MURDAN, 2005).

WILLIMANN e colaboradores (1992) relataram que o PLO interage com o
estrato cérneo da pele e desorganiza as camadas lipidicas, com efeitos prejudiciais
minimos, promovendo a penetracdo do farmaco até a circulacdo sistémica via fluxo
dérmico-epidérmico. Tal mecanismo € possivel devido a interacdo entre 0s
fosfolipidios da formula¢@o com os lipidios da pele (JHAWAT et al., 2016).

Esta formulacdo é termodinamicamente estével, viscoelastica e biocompativel.
Devido a sua caracteristica anfifilica € possivel veicular farmacos de natureza polar
ou apolar, sendo incorporados na fase aquosa ou oleosa, respectivamente
(BALAGURU et al., 2014; BHATIA et al., 2013; GLOWKA et al., 2014). Estudos
relatam a incorporacdo de farmacos anti-inflamatorios (BURNHAM et al., 1998;
DJEKIC et al., 2015; EL-BADRY & FATHY, 2004; LEHMAN et al., 2012; PANDEY et
al., 2010), horménios (BATHIA et al., 2013; CESPI et al.,, 2014), analgésicos
(AGRAWAL et al., 2010; JHAWAT et al., 2016), opioides (JAGDAL et al., 2015;
PAICE et al., 2008), agentes cicatrizantes (BALATA et al., 2014), entre outros.
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Recentemente, Mady e colaboradores (2016) obtiveram e caracterizaram um gel
PLO contendo silimarina, um flavonoide de origem natural. Este estudo também
avaliou clinicamente 15 pacientes, tratados com a formulacdo desenvolvida para o
tratamento da dermatite atdpica, concluindo que, o PLO contendo silimarina tem
elevada penetracdo na pele e apresentou uma melhora significativa nos sinais e
sintomas da doenca.

Jhawat e colaboradores (2016), também desenvolveram um gel PLO para
administracé@o controlada de acido mefenamico. Ele avaliou diferentes concentragfes
das fases oleosa e aquosa, através de estudos de difusdo in vitro e in vivo, utilizando
células de Franz. Foi verificado que todas as formulacdes eram esbranquicadas,
homogéneas, facilmente lavaveis e com valor de pH considerado adequado para
aplicagcdo na pele. Ao aumentar as concentragdes de lecitina e do Polaxamer 407,
houve um aumento da viscosidade, o que mostrou ser mais estavel e retardou a
liberacdo do farmaco a partir da formulacdo. Neste estudo também foi avaliado a
atividade anti-inflamatéria da formulacdo escolhida apresentando resultados
promissores (JHAWAT et al., 2016).

2.4Estabilidade de formas farmacéuticas semi-solidas

A Estabilidade farmacéutica € definida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como a capacidade do produto farmacéutico manter a suas propriedades
quimicas, fisicas, microbiolégicas e biofarmacéuticas dentro dos limites
especificados durante todo o seu prazo de validade (WHO, 2002).

A perda da estabilidade de um medicamento pode causar a perda do efeito
terapéutico ou formacéo de produtos toxicos (MINE & MORAIS, 2013). Sendo assim,
a determinacdo da estabilidade de medicamentos € um fator critico de qualidade,
preconizado com a finalidade de garantir a integridade quimica, fisica,
microbioldgica, terapéutica e toxicologica do farmaco e da forma farmacéutica dentro
dos limites especificados, sob influéncia dos fatores ambientais em fun¢do do tempo
(MEIRELLES, 2014; MINE & MORAIS, 2013; SILVA et al., 2009).

No Brasil, o estudo de estabilidade de farmacos e medicamentos € descrito
pela resolugdo RE n° 1/05 da ANVISA, a qual classifica os estudos de estabilidade
em acelerado, de longa duracdo e de acompanhamento. O estudo de estabilidade

acelerado é projetado para acelerar a degradacao quimica ou mudancas fisicas de
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um produto em condi¢fes forcadas de armazenamento. O estudo de estabilidade de
longa duragcdo € projetado para verificagdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas e microbiolégicas de um produto farmacéutico durante e, opcionalmente,
depois do prazo de validade esperado sob as condicbes ambientes de temperatura e
umidade. O estudo de estabilidade de acompanhamento é realizado para verificar
que o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas e microbioldégicas conforme resultados obtidos nos estudos de
estabilidade de longa duracdo. Os resultados sédo usados para estabelecer ou
confirmar o prazo de validade e recomendar condicbes de armazenamento,
transporte e material de embalagem (BRASIL, 2005).

A resolucdo RE n° 1/05 da ANVISA também determina que a estabilidade de
produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura, umidade
e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e
quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e
sua composicdo, processo de fabricagcédo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem (BRASIL, 2005). Dentre os fatores que alteram a estabilidade de
farmacos, existem os intrinsecos, como interacdes entre farmacos, entre farmaco e
excipiente, pH do meio, tamanho das particulas e qualidade da embalagem,
condi¢Bes nas quais o farmaco pode sofrer hidrélise, oxidagéo e/ou fotélise; e fatores
extrinsecos, como condi¢cdes de estocagem e transporte, no qual o farmaco pode
sofrer alteracGes devido a temperatura, luminosidade, ar e umidade (MEIRELLES,
2014; MINE & MORAIS, 2013).

A temperatura é considerada o fator ambiental mais importante envolvido na
degradacédo de produtos farmacéuticos, pois, na maioria dos casos, 0 aumento da
temperatura, aumenta a velocidade de degradacdo quimica e/ou promove a
instabilidade da forma farmacéutica. No entanto, a escolha correta da forma de
armazenamento (temperatura ambiente, sob refrigeracdo ou congelamento),
minimiza o efeito desse fator (MINE & MORAIS, 2013).

2.5Avaliacéo da atividade antioxidante

Véarias condicdes fisiopatoldgicas estdo relacionadas com o estresse
oxidativo. Tal condicdo ocorre devido a um desequilibrio entre a producédo de

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a defesa antioxidante enddgena,
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causando entdo uma falha na neutralizacdo dos danos oxidativos em alvos
biolégicos (LOPEZ-ALARCON & DENICOLA, 2013; ALAM et al., 2013). Logo,
Halliwell (2007) define antioxidante como qualquer substancia que atrasa, impede ou
remove o dano oxidativo a uma molécula alvo. A protecdo contra o estresse
oxidativo pode ser reforcada pela ingestdo de antioxidantes, obtidos especialmente
em alimentos frutas, bebidas, especiarias e suplementos. (ALAM et al., 2013; NIKI,
2010). Estes compostos tem recebido muita atencdo na industria farmacéutica,
cosmeética e nutracéutica, pois apresentam potencial na prevencao e tratamento de
doencas (NIKI, 2010).

A avaliacdo da capacidade antioxidante de um produto pode ser realizada por
diversos métodos in vitro ou in vivo, 0os quais determinam diferentes atividades em um
mesmo material (ALAM et al., 2013). No entanto, os ensaios antioxidantes celulares séo
de extrema importancia, pois a resposta antioxidante depende de diferentes fatores
celulares (LOPEZ-ALARCON & DENICOLA, 2013). Nesse contexto, temos: ensaios
colorimétricos, relacionados a neutralizacao de radicais como DPPH; ensaios biolégicos,
que avaliam a protecdo na peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica; e 0s ensaios
eletroquimicos, que utilizam a intensidade de corrente ou outros parametros

eletroquimicos correlacionaveis a capacidade antioxidante (BORGES et al., 2011).

O potencial antioxidante reativo total (TRAP) € um ensaio colorimétrico, baseado
na absorcdo de oxigénio associada ao processo de peroxidacdo do plasma humano
(LOPEZ-ALARCON & DENICOLA, 2013). Neste ensaio, o potencial antioxidante é
avaliado pelo decaimento de quimioluminescéncia, produzido durante uma reacdo de
peroxidacdo, na presenca de luminol, utilizando Trolox como referéncia (ALAM et al.,
2013). Os dados obtidos no ensaio TRAP, pode servir de base para calcular a
reatividade antioxidante total (TAR), que representa a capacidade de eliminacdo de

radicais livres pelos antioxidantes contidos nas amostras de teste (NIKI, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1Geral

- Obter um gel PLO contendo rutina para aplicacdo transdérmica, além de

caracterizar fisico-quimicamente, avaliar a sua estabilidade e atividade antioxidante.

3.2Especificos

- Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo da rutina na
formulacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,

- Caracterizar o gel PLO contendo rutina, quanto ao tamanho de particula, morfologia
e suas propriedades reologicas;

- Determinar o perfil de liberacdo, permeacao/penetracdo e adesado cutanea in vitro
desta formulacéo;

- Avaliar a estabilidade da formulacéo frente a variagdes de temperatura;

- Avaliar a atividade antioxidante da formulacéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material
¢ Rutina (Lote: 128K1177 - Sigma-Aldrich);
e Polaxamer 407 (Lote: BCBH4049V - Sigma-Aldrich);
e Lecitina de Soja granulada (Lote: 000956 — Zona Cerealista Online LTDA);
e Palmitato de isopropila (Lote: P183329 — Engenharia das Esséncias);
e Propilenoglicol (Lote: 070967 — Isofar);
e Metanol grau cromatografico (Lote: 0000492476 — Panreac);
e Etanol (Lote: 75261 — Dindmica);

4.2 Desenvolvimento do método analitico

O método analitico para quantificacdo da rutina (Sigma-Aldrich) foi
desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo a
Resolugdo RE 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Os
parametros analisados foram: linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo,
limite de quantificacéo e robustez.

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido Shimadzu, equipado com
degaseificador DGU-2023, autosampler SIL-20A, duas bombas (A e B) LC-20AD,
detector de arranjo de diodos SPD-M20Avp (DAD) com interface CBM-20A,
utilizando-se detector ultravioleta (UV/VIS). Para tal, foi utilizada uma coluna analitica
Phenomenex C18 de fase reversa de 150 x 4,6 mm (5 um de tamanho de particula).
O sistema gradiente de eluicdo foi realizado com uma fase mével constituida de
agua ultrapurificada e metanol grau CLAE (0,01 min: 5%; 15 min: 65%; 18 min: 5%;
20 min: 0%). A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min e volume de injecdo de 20 pL. Os
cromatogramas foram analisados em 361 nm (BABY et al., 2008).

As amostras foram preparadas a partir de uma solucdo na concentracéo de
100 pg/mL. A partir desta, cinco diluicbes sucessivas e crescentes foram preparadas

e analisadas em triplicata.
4.2.1 Linearidade

A linearidade do método analitico, ou seja, a proporcionalidade entre a

concentracdo e a resposta foi realizada mediante a obtencdo da curva analitica, do
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coeficiente de correlacéo linear (r?) e da equacédo da reta, com cinco concentracdes
diferentes (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) em triplicata. A andlise de regressao linear foi
realizada utilizando ajuste de dados pelo método dos minimos quadrados.

4.2.2 Precisao

A repetibilidade (ensaio intra-dia) e a precisdo intermediaria (ensaio inter-dia)
foram analisadas. Os resultados da precisdo foram expressos matematicamente
através do coeficiente de variacdo (CV %) calculado de acordo com a seguinte
equacao:

desvio padréo (Eq. 1)
CV% = x 100

média

A determinacédo da repetibilidade foi efetuada no mesmo dia pela analise de seis
solugcdes na concentracdo de 100 pg/mL. A precisdo intermediaria foi realizada de

modo similar a repetibilidade, porém em dias diferentes e por analistas diferentes.

4.2.3 Exatidao

Para a determinacado da exatiddo do método foram preparadas solucées com trés
concentracOes diferentes (5, 25 e 100 pug/mL), em triplicatas. A exatiddo (E%) do
método foi expressa pela diferenca da concentracdo obtida e o valor tedrico, sendo
determinada segundo a equacéao:

valor obtido (Eg. 2)

E% = —— x100
valor teoOrico

4.2.4 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados
matematicamente a partir da curva analitica resultante da média das trés curvas
analiticas. Foram determinados de acordo com as equacdes 3 e 4, de acordo com a
resolucao 899/2003:

_ DPx10
IC

(Eq. 4)

D DPx3 (Eg. 3) LQ
- IC
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Onde, DP representa o desvio-padrédo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3

curvas analiticas e IC a inclinag&o da curva analitica.

425 Robustez

O estudo da robustez foi realizado variando-se a temperatura da andlise e
alteracfes na velocidade do fluxo da fase movel. A mesma concentragéo foi avaliada
e todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.30btencao dos géis e estudo de pré-formulagéo

Para o preparo da fase aquosa, o Polaxamer 407 foi pesado em duas
concentracdes diferentes (20 e 40%) e transferido cada uma para um béquer de
vidro. Lentamente adicionou-se 100 mL de 4gua gelada com homogeneizacéo lenta
utilizando um bastdo de vidro. As misturas permaneceram em repouso durante 24
horas sob refrigeracdo até total dispersdo do p6é na agua. Para o preparo da fase
oleosa a lecitina de soja granulada foi homogeneizada em palmitato de isopropila
(1:1), ambos previamente pesados. O recipiente foi coberto com filme pléstico e
deixado em repouso por 24 horas, até que se observou a formacdo de um liquido
marrom (BALATA et al., 2014). As composicdes das formulacdes analisadas estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo das formulacbes analisadas, variando a
concentracdo de Polaxamer 407, na presenca e auséncia de rutina.

Formulacéao
F1 F2 F3 F4
Rutina - 2% - 2%
Polaxamer 407 20% 20% 40% 40%
Solucédo de Lecitina de soja 11% 11% 11% 11%

A concentracao de rutina (2%) foi escolhida de acordo com uma formulacéo de
uso tépico disponivel no mercado (Venoruton®). Esta foi pesada, dissolvida em
propilenoglicol (0,5 mL) e adicionada a fase oleosa. Em seguida a mistura foi
transferida para uma seringa, a qual adicionou-se a fase aquosa em quantidade
suficiente para 20 mL. A seringa foi conectada a outra e o conteudo foi

homogeneizado empurrando-se lentamente um émbolo por vez (mecanismo de
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extrusao) (Figura 4), até se obter uma preparacdo homogénea (ROTTKE et al.,
2014).

Figura 4: Técnica de extrusdo com o auxilio de seringas.

Uma vez que a concentracdo de Polaxamer 407 na fase aquosa influencia a
consisténcia e a estabilidade da formulacédo, duas delas (20 e 40%) foram testadas,
na presenga e na auséncia da rutina. Para realizar a escolha foi empregado o teste
de estabilidade a centrifugacdo. Cerca de 10 g das amostras foram colocadas em
tubo Falcon e centrifugadas (Centrifuge 5804 R) a 3000 rpm, na temperatura de 25°
C durante 30 minutos. Apds esse tempo foi avaliado visualmente qualquer sinal de
instabilidade fisica das amostras (precipitacdo e/ou separacao de fases) (BRASIL,

2004). Agquela gue se manteve estavel foi utilizada nos ensaios subsequentes.

4.4Determinacéo do tamanho e distribuicdo de particula

O método de difracdo a laser utilizando um Mastersizer 2000® (Malvern,
Inglaterra) foi utilizado para determinagéo do tamanho e da distribuicdo das micelas.

O indice de refracédo utilizado foi o da lecitina, que corresponde a 1,47.

4.5Analise morfolégica

O aspecto morfolégico das formulacdes PLO na presenca e auséncia de
rutina foi observado por microscopia Optica simples (Olympus, modelo BH-10)
acoplado a uma camera digital (Olympus DP-10), software (FlashPath) para captura
das imagens utilizando-se aumento de 10X e microscopia eletrbnica de transmisséo
(TEM JEOL 1230), utilizando aumento de 100K.

4.6Estudo de liberacg&o in vitro

Inicialmente foi realizada a escolha da solucdo receptora a ser utilizada nos
testes de liberacdo e absorcéo cutdnea. Esta escolha foi baseada na solubilizagédo
da quantidade de farmaco presente em um volume de solugcdo que demonstre ser
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capaz de manter a condicdo sink. O teste foi realizado através da adicdo de uma
guantidade excessiva de rutina na solucao receptora que foi submetida a agitacao
durante 2 minutos e deixadas em repouso por 24 horas. Em seguida, uma aliquota
da fase limpida foi coletada, diluida e analisada por CLAE. As solucdes receptoras
testadas foram: etanol (10, 30 e 50%), metanol (10, 30 e 50%), propilenoglicol (1 e
2%) e tampao fosfato pH 5,2 (pH da pele).

O estudo de liberacao in vitro foi conduzido utilizando células de difusédo de
Franz automatizadas (MicroettePlus Multi-Group®, Hanson Research Corporation,
Chatsworth, CA, USA). Estas células (n=6) foram equipadas com membrana de
acetato de celulose, sobre as quais foi espalhado 100 mg da formulacdo. O
compartimento abaixo da membrana foi preenchido com o meio receptor escolhido e
manteve-se aquecido a 32°C £ 0,5° C durante todo o experimento. Nos tempos 15
min, 30 min, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24 horas, aliquotas de 2 mL foram retiradas do
meio receptor e foi reposto a cada retirada. As amostras foram filtradas em filtro de
membrana 0,45 um (PTFE) e analisadas por CLAE. A guantidade de rutina foi
calculada através da equacédo da reta obtida pela curva de calibragdo construida por
CLAE.

Devido a retirada das amostras para analise nos periodos pré-determinados,
foi necessaria a correcdo dessa diluicdo no célculo da quantidade liberada
acumulada de rutina ao longo do experimento, segundo a equacao

abaixo:
(Eq.5)
Qrealt = Cmensuradat . Vi + Va . Y n-1 Ca

onde, Qreait = quantidade real liberada acumulada no tempo t, Cmensuradat € @
concentragdo mensurada da amostra no tempo t, Vr é o volume do receptor (7 mL),
Varepresenta o volume de amostra coletada (2 mL) e Ca a concentracdo de amostra
coletada.

Dessa forma, a quantidade real liberada acumulada de principio ativo no
tempo t € igual a quantidade mensurada no tempo t, somada a quantidade total
retirada do compartimento receptor, para a quantificagdo das amostras anteriores.

A partir desse valor a porcentagem da quantidade liberada foi calculada e o
perfil de liberacdo da formulacéo foi expresso em porcentagem de rutina liberada em
funcdo do tempo (ROTTKE et al., 2014).
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4.7Estudo de absorcao transdérmica in vitro

O experimento de retencdo ou penetracdo cutanea também foi realizado
empregando-se células de difusdo de Franz (n=6). Neste estudo foi utilizada
membrana natural de pele de orelhas de porcos, doadas de um matadouro regional
(Bento Goncalves, Brasil). O excesso de pélo, gordura e a hipoderme foram
retirados, deixando as peles com espessura entre 1,65-1,90 mm. Entdo foram
cortadas em formato circular e colocadas sobre a célula de difusdo com a derme
voltada para o meio receptor e sobre essas foram colocados 100 mg da formulag&o.
O ensaio foi conduzido a temperatura constante de 32°C £ 0,5°C, durante 24 horas.
AplOs esse tempo aliquotas de 2 mL foram coletadas do meio receptor e
quantificadas por CLAE (NUNES et al., 2016).

Em sequéncia, as peles foram retiradas da célula de difusdo e o excesso de
formulacéo presente foi removido com 4gua destilada e seca com papel absorvente.
Para realizacdo do estudo de retencdo cutanea, as trés camadas da pele foram
separadas. O estrato corneo (EC) foi retirado aplicando-se sucessivas fitas adesivas
18 vezes (tape stripping), que foram unidas e colocadas em tubos de ensaio. A
epiderme (EP) foi removida por raspagem com o auxilio de bisturi e transferida para
tubos de ensaio. O tecido cutédneo restante correspondente a derme (DE) foi
picotado com tesoura e também colocado em tubos de ensaio. Em seguida, 6 mL de
metanol foi adicionado em todos os tubos, 0s quais foram agitados em vortex por 2
minutos e deixadas por 30 minutos em banho ultra-som. As suspensdes obtidas
foram filtradas e analisadas por CLAE (SERAFINI et al., 2014).

A quantidade de rutina presente em cada camada da pele e no meio receptor
apos 24 horas foi calculada através da equacdo da reta e os dados obtidos foram

analisados estatisticamente.

4.8Determinacao da adeséo a pele in vitro

O perfil de adesao da formulagao foi estudado com o intuito de avaliar se a
mesma fica aderida a pele na presencga do suor, a partir de um modelo descrito por
Contri e colaboradores (2014), com modificacOes. Para tal, foi utilizado célula de
difusdo de Franz modificada (Gilson® Manipuls 3) (n=3), contendo uma entrada e
uma saida para o liquido de lavagem. Peles de orelha de porco, previamente

tratadas, foram utilizadas e sobre elas foram aplicadas 100 mg da formulag&o, que
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ficaram em repouso por uma hora para que ocorresse a adesao da formulacédo a
pele. Em seguida, a bomba foi ligada e as amostras foram lavadas com solugéo
salina (NaCl 0,9%) a um fluxo de 0,3 mL/min, aquecida permanentemente a 37° C +
1° C, durante 2 horas. Até os primeiros 15 minutos, 1,5 mL de amostra forma
coletados a cada 5 minutos e em seguida 4,5 mL foram coletados a cada 15 minutos
até o final do experimento. As amostras foram diluidas em metanol (1:5 v/v) para
extragdo da rutina do meio de lavagem e analisadas por CLAE.

4 9Estudo de estabilidade acelerada

O estudo de estabilidade acelerada foi realizado segundo o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos disponibilizado pela ANVISA (BRASIL, 2004).
Para realizacéo dos ensaios, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro
neutro, transparente e com tampa que permite boa vedacéo. Posteriormente, elas
foram submetidas a alta (estufa a 45 = 2 °C) e baixa temperatura (refrigerador a 5 +
2 °C), bem como a temperatura ambiente (25 + 2 °C). O estudo teve duracédo de 60
dias. Caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e fisico-quimicas (pH,
viscosidade, espalhabilidade e densidade) foram avaliados no tempo inicial e apés 7,
15, 30 e 60 dias.

4.9.1 Determinacao do pH

O pH das formulagbes foi avaliado utilizando um potencidmetro digital com
eletrodo de vidro e sensor de temperatura da marca Marte®, previamente calibrado
com solucbes tampdo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 £ 0,5 °C. Para
realizacdo da analise, 1 g da amostra foi diluida em 10 mL de agua e

homogeneizada em agitador magnético por 2 minutos (PIANA et al., 2013).

4.9.2 Viscosidade e propriedades reoldgicas

A andlise reoldgica da formulacdo foi realizada utilizando um redmetro
rotacional (DHR, Discovery Hybrid Rheometer: TA instrument). A curva de fluxo
ascendente foi medida a 25° C, sendo o gradiente de cisalhamento de 0 a 100 rpm.
Os dados foram obtidos a cada 5 segundos, aumentando 2 rpm a cada leitura,
totalizando 50 pontos. O resultado foi expresso relacionando a viscosidade com a
variacao da velocidade de cisalhamento e como viscosidade aparente a uma taxa de
cisalhamento de 50 s.
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4.9.3 Determinacao da Densidade

A densidade relativa das formulacfes foi determinada pelo método do
picnbmetro e realizada em triplicata. Primeiramente pesou-se o picnémetro vazio,
logo apds pesou-se 0 mesmo com agua destilada e depois com a amostra. A partir
de entdo foi feito o calculo da densidade da agua e da densidade da amostra para,

em seguida, fazer-se o calculo da densidade relativa através da equacéao:

Pamostra= mamostra/mégua
(Eq.6)
onde:

*  Mamostra = M2 - M1 € a mMassa da amostra em questdo que ocupa o volume V
do picnémetro, e

*  Magua = M3— M1, € a massa da agua pura que ocupam 0 mesmo volume V.

* m1amassa do picndémetro vazio;

* M2 a massa do picndmetro cheio com a amostra, €;

* ms a massa do picndmetro cheio de agua pura;

4.9.4 Espalhabilidade

A espalhabilidade das amostras foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Isaac (2009). Uma placa suporte de vidro (20 cm X 20 cm) previamente
confeccionada foi posicionada sobre papel milimetrado. Em cima dessa placa foi
colocado um molde circular de vidro (20 cm de didametro e 0,2 cm de espessura),
com orificio central de 1,2 cm de diametro, onde a amostra foi introduzida e sua
superficie nivelada com espéatula. O molde foi entdo retirado cuidadosamente e
sobre a amostra foi colocada sucessivamente em intervalos de um minuto outras. A
leitura do diametro abrangido pela amostra foi realizada com auxilio da escala do
papel milimetrado e a espalhabilidade da amostra em fung¢do do peso aplicado foi

calculada de acordo com a equacao abaixo:

Ei=d?- ", (Eq.7)
Na qual:
Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didmetro médio.
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410 Atividade antioxidante

O potencial antioxidante reativo total (TRAP) e a reatividade antioxidante total
(TAR) foram realizados para avaliar a atividade antioxidante da formulacdo. O TRAP
esta relacionado com a quantidade total de antioxidantes presentes na amostra e
determina a capacidade de eliminacao de espécies reativas a longo prazo. Enquanto
que o TAR esta associado com a qualidade da atividade antioxidante e determina a
capacidade de eliminacdo de espécies reativas a curto prazo (BORTOLIN et al.,
2016).

Um sistema é formado utilizando 10 nM de AAPH [2,2'-azo-bis (2-
amidinopropano) — dihidrocloreto], luminol (4 mM) e tampéao de glicerina (0,1 M, pH
8,6). O AAPH é uma fonte de radicais peroxil que reage com o luminol, produzindo
guimiluminescéncia. A mistura foi incubada a 21° C durante 2 h para estabilizar a
reacao e apoés esse tempo, 180 mL do sistema gerador de radical foi transferido para
uma placa de 96 pocos com 20 mL de amostra (gel PLO com rutina, concentracoes:
0,39; 0,78; 1,56; 3,12 6,25 ug/mL), Trolox (40 mM) ou veiculo (gel PLO sem rutina).

O perfil TRAP foi obtido através da medicdo das emissdes de
guimiluminescéncia, num contador de cintilacdo liquida (modelo 1450; MicroBeta
TriLux, Perkin Elmer, Wallac, Turku, Finlandia). A area sob a curva (AUC), que é
inversamente proporcional ao TRAP, foi determinada e o indice TAR foi calculado
relacionando a emissdo de quimiluminescéncia inicial do veiculo com a emisséo
inicial de quimiluminescéncia da amostra ou composto antioxidante de referéncia
(Trolox).

411 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando-se o
programa Graph Pad Prisma, através de Analise de Variancia (ANOVA), seguidos do
teste de Tukey. O valor de p menor que 0,05 foi considerado como diferenca

significativa.
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5. RESULTADOS

5.10btencéo e validagdo do método analitico

A execucdo dos ensaios analiticos por CLAE foi conduzido segundo a

Resolugdo da ANVISA RE n°899 de 2003, a qual determina que 0s parametros

linearidade, precisado, exatidao, limite de deteccao e quantificacdo e robustez devem

estar dentro das especificacdes exigidas, considerando as condi¢cdes operacionais

de execucao.

A rutina foi detectada com tempo de retencdo de 16,15 minutos. Conforme

observado no cromatograma (figura 5), o pico da rutina apresentou-se com boa

separacao no comprimento de onda de 361 nm.
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Figura 5: Cromatograma da rutina a 361 nm. TR = 16,15 min.

min

A linearidade foi estudada em cinco niveis de concentracdo, em uma faixa de

5 a 100 pg/mL, em triplicata partindo de uma solucdo de 100 pg/mL, a qual

apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9991 (Figura 6) cuja descricdo

encontra-se na Tabela 2.
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Figura 6: Curva analitica da rutina em metanol: agua (65:35), na
faixa de concentracdo de 5-100 pg/mL, por CLAE a 361 nm.

O coeficiente de correlagdo permite estimar a qualidade da curva obtida, pois
quanto mais préximo de 1, menor a dispersédo do conjunto dos pontos experimentais
e menor a incerteza dos coeficientes de regresséao estimados (RIBANI et al., 2004).
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, (BRASIL, 2003) aceita como critério
minimo um coeficiente de correlagéo igual a 0,99. Sendo assim, o valor de r obtido
para a analise da rutina esta dentro dos limites estabelecidos.

Tabela 2: Linearidade do método por CLAE-UV a partir de uma solucao padrao de
100 pg/mL em fase movel com suas respectivas médias, desvio padrdo e
coeficiente de variacdo para andlise da rutina.

Concentracéo Média da concentracéo Coeficiente de
tedrica (ug mL) obtida (ug mL) + DP variagao (CV%)
5 5,84 + 0,01 0,40
10 10,47 = 0,05 0,47
25 24,20 £ 0,06 0,26
50 48,72 + 0,16 0,33
100 100,74 £ 0,14 0,14

A precisdo foi determinada pela repetibilidade (ensaio intradia) e pela

precisao intermediaria (ensaio interdia). A repetibilidade foi avaliada através de seis
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determinacdes com a maior concentracdo (100 pg/mL). Os resultados obtidos
apresentaram coeficiente de variacao (CV%) entre 0,14% e 0,47%, demonstrando
que o método é preciso, de acordo as especificagbes da RE 899/03, que determina
valores abaixo de 5% para o CV desse estudo.

Os resultados da precisao intermediéria estdo descritos na Tabela 3. Para
este ensaio, as andlises foram realizadas em dias diferentes, por analistas
diferentes, em triplicata da maior concentracdo (100 pg/mL). Os valores de CV (%)
encontrados estdo abaixo de 5%, como preconizado pelo ANVISA, portanto o
método é preciso sob os parametros estabelecidos.

Tabela 3: Precisdo intermediaria (interdia) entre analistas e dias diferentes do

método por CLAE a partir da maior concentragao (100 pg/mL).

Analistas Dia Média da concentracédo Coeficiente de
obtida + DP variacao (CV%)
Analista 1 Dia 1 100,62 + 0,13 0,13
Dia 2 100,51 =+ 0,02 0,02
Analista 2 Dia 1 100,36 = 0,03 0,03
Dia 2 100,37 £ 0,13 0,13

Para andlise da exatiddo do método foram tomadas trés concentracdes em
triplicatas: baixa (5 pg/mL), média (25 pug/mL) e alta (100 pg/mL). Os resultados
estdo expressos na Tabela 4, onde é possivel observar que a porcentagem de
recuperacado variou entre 101,11% a 102,21%, demonstrando uma boa exatiddo do

método e uma recuperacao adequada.

Tabela 4: Valores obtidos no teste de recuperacao para rutina por CLAE a 361nm,
em trés concentracdes diferentes.

Concentragéo Média da Coeficiente de Exatid&o (%)
tedrica (ug/mL) concentracao variacao (CV%)
obtida + DP
5 5,05+ 0,11 2,18 101,11
25 25,55+ 0,13 0,53 102,21
100 102,02 + 0,31 0,30 102,02

O limite de deteccéo (LD) é a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, enquanto que o limite de quantificacdo (LQ) € a
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menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas
(BRASIL, 2003). O método desenvolvido apresentou valor de LD igual a 1,08 pg/mL
e de LQ igual a 3,6 pg/mL, demonstrando limites satisfatorios, uma vez que 0s
valores foram inferiores a menor concentracdo utilizada na construcdo da curva de
linearidade.

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas e deliberadas variagcdes (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). Esta foi
analisada pela comparacéo entre a alteragdo da velocidade do fluxo (0,5 mL/min e
0,7 mL/min) e temperatura (30, 35 e 40 graus), a partir da maior concentracédo (100
pg/mL). Os resultados estdo descritos na Tabela 5 e demonstram que o método

permanece robusto mesmo frente as variagoes.

Tabela 5: Robustez do método analitico para rutina frente a variacao de fluxo e
temperatura, por CLAE a 361 nm.

Parametros Média da concentragao Coeficiente de variagao (CV%)
obtida + DP
Fluxo 0,5 118.80 + 0,49 0,41
0,7 91,10+ 0,44 0,48
Temperatura 30 103,40 + 0,62 0,60
35 102,32 £ 0,61 0,59
40 103,04 + 0,62 0,60

5.2 Obtencao dos géis e estudo de pré-formulacéo

Os géis foram preparados pelo método de extrusdo com o auxilio de seringas e
duas concentracfes diferentes de Polaxamer 407 foram testadas (20 e 40%) na
presenca (F2 e F4) e auséncia (F1 e F3) de rutina. Uma mistura homogénea foi
obtida em todos os casos, com coloracdo amarela tipica da rutina nas amostras
contendo o farmaco, enquanto que as amostras sem o farmaco apresentaram
coloracdo branca. As amostras foram submetidas a centrifugacdo e sinais de
instabilidade fisica foram analisados. A Figura 7 mostra as formulagbes antes e apds
o teste de centrifugagdo. Foi possivel observar que com a concentragdo de 20% de

Polaxamer 407 a formulacdo ficou mais fluida antes e apds a centrifugacao,
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enquanto que com a concentracdo de 40% a formulacao ficou mais viscosa e estavel
apos o teste. Além disso, ap6s o ensaio, as formulagbes contendo 20% de
Polaxamer apresentaram separacdes de fases e precipitacdo do farmaco. Enquanto
que, na concentracdo de 40% de Polaxamer, ambas as formulacbes mostraram-se
estaveis mesmo apos o ensaio. Sendo assim, a formulacéo contendo Polaxamer 407

a 40% foi escolhida para o estudo.

Figura 7: A) FormulacBGes antes do teste de centrifugacéo; B) Formulacbes apos o
teste de centrifugacdo; F1: Polaxamer 20% sem rutina; F2: Polaxamer 20% com
rutina; F3: Polaxamer 40% sem rutina; F4: Polaxamer 40% com rutina.

5.3Determinacédo do tamanho e distribui¢cdo de particula

A analise de tamanho e distribuicdo de particula foi realizada pelo método de
difracdo a laser com o objetivo de caracterizar o sistema como micro ou
nanoparticulado e determinar a homogeneidade das micelas formadas. Estes termos
sdo designados de acordo com o tamanho das particulas obtidas, sendo as
nanoparticulas sistemas com tamanho inferior a 1 um e as microparticulas aquelas
gue tem tamanho entre 1 e 500 um (RANADE & CANNON, 2011). Na Figura 8 é
possivel observar que o gel PLO desenvolvido no estudo apresentou didametro médio
de 4,33 um, sendo caracterizado como um sistema microparticulado. O valor de
SPAN encontrado foi menor que 2 (SPAN = 1,43 + 0,4). Os resultados sugerem que
0 sistema €& homogéneo, viavel a aplicagdo por via cutdanea (LUNDBERG;
MORTIMER, 1996). O desenvolvimento do gel pelo método de extrusédo utilizando
seringas possibilitou o microemulsionamento uniforme da formulagdo, do mesmo

modo que foi observado por Santis (2008).
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Figura 8: Distribuicdo do tamanho de particula do gel PLO contendo rutina pelo método
de difracdo a laser, considerando o indice de refrac@o da Lecitina (1.47).

5.4Andlise morfolégica

A microscopia Optica € importante para observacdo da microestrutura formada e
da dispersdo das particulas (BHATIA et al.,, 2013). A figura 9 representa as
fitomicrografias das formulac6es com e sem rutina a partir de microscopia 6tica (A e B).
Foi possivel observar a formacéo de micelas rodeada por fase oleosa que se mostrou
como uma rede mais brilhante em toda amostra. Essa imagem revelou também a
homogeneidade da dispersédo das estruturas micelares ao longo da lamina. Bentley e
colaboradores (1999) descreveram a formacédo de estruturas micelares apés adicdo de
lecitina em géis contendo Polaxamer 407. Nakagawa e colaboradores (2012)
evidenciou a formacdo de uma bicamada de fosfolipidios e moléculas apolares na
presenca de fase aquosa. A micrografia da amostra contendo rutina evidenciou a

presenca de rutina no interior das microestruturas formadas.
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Figura 9: Aspecto morfolégico das formulagbes PLO na auséncia (A) e presenca
(B) de rutina por microscopia 6ptica simples, no aumento de 10X.

Essas imagens permitem verificar que a metodologia de extrusédo utilizando
seringas possibilitou o microemulsionamento uniforme das formulagdes de PLO. Estes
resultados sdo compativeis com os de Bentley e colaboradores (1999), que aplicaram a
microscopia Optica para evidenciar a formacdo de estruturas micelares no gel de
Polaxamer pela adi¢cdo de lecitina. Os autores observaram também que a adicdo de

lecitina ao sistema permitiu a formacao de micelas menores e mais uniformes.

5.5Estudo in vitro de Liberagcéo

Antes do inicio do ensaio de liberacdo, um teste de solubilidade foi realizado
para a escolha do meio receptor. Entre os meios testados, o etanol 50% foi aquele
que obteve maior quantidade de rutina detectavel (14,06 pg/mL) e apresentou
condicdo sink, ou seja, o volume do meio de dissolucédo é grande o suficiente para
gue a concentracdo de farmaco presente ndo chegue a exceder 10% do valor de sua
concentracéo de saturacdo (AULTON, 2005). Sendo assim, nos ensaios de liberacao
e absorcao cutanea, utilizou-se etanol 50% como meio receptor.

De uma forma geral, os estudos de liberacdo mimetizam o mecanismo pelo qual
o farmaco é liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser
absorvido pelo organismo (CHOWDARY, 1987). O percentual de rutina liberada a
partir do gel PLO em fung¢do do tempo (24 h) esta representado na Figura 10. Um
pequeno lag time inicial foi observado nos primeiros 60 minutos, o que pode ser
explicado pelo fato de que pode haver farmaco livre e/ou mal aprisionado que se

difunde mais rapidamente através da formulacéo (GLOWKA et al., 2014).
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Figura 10: Perfil de liberag&o in vitro da rutina a partir do gel PLO.

No entanto, apds 60 minutos e até 24 horas depois do inicio do experimento, a
liberacdo da rutina ocorreu de uma forma sustentada, atingindo, 31,2%, 60,0%,
88,92% e 98,35% apos 4h, 8h, 12h e 24h, respectivamente. Autores que também
avaliaram o perfil de liberacdo de farmacos a partir de géis PLO encontraram perfis
semelhantes e atribuiram o resultado ao fato de que formula¢des contendo altas
concentracfes de Polaxamer e lecitina formam redes poliméricas emaranhadas e
micelas mais extensas, de alta viscosidade, tornando a saida do farmaco através da
formulacdo mais lenta (BALATA et al.,, 2014; IBRAHIM et al., 2013; MADY et al.,
2016).

Do ponto de vista terapéutico, sistemas de liberacdo controlada de farmacos
tem como principais vantagens prolongar o tempo de acdo dos mesmos mantendo
seus niveis plasmaticos em concentracdes Otimas, além de reduzir efeitos colaterais

e a frequéncia nas administracfes de doses (SHINGADE et al., 2012).

5.6 Estudo in vitro de absorg¢éo transdérmica

O estudo de absor¢do transdérmica da rutina a partir de gel PLO foi realizado
comparando as quantidades detectadas nos extratos cutdneos e no meio receptor,
apos 24 horas em que a formulacdo permaneceu em contato com a pele (area 1,76
cm?). Como pode ser visto na Figura 11, uma quantidade de rutina foi detectada na

epiderme (EP) e na derme (DE), sendo a diferenca entre elas estatisticamente
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significante (p<0,001). Este resultado sugere que a rutina € capaz de atingir as

camadas mais profundas da pele a partir do gel PLO.
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Figura 11: Perfil de absorgdo cutanea da rutina a partir do gel PLO, no estrato
cérneo (EC), na epiderme (EP), derme (DE) e no meio receptor (etanol 50%).
Andlise de Variancia (ANOVA), seguido do pdés-teste de Tukey. Estatisticamente
diferente entre EC e as demais camadas; entre DE, EP e RE; e entre RE e EP e DE,
sendo ***p<0,001.

Willimann e colaboradores (1992) relataram que a lecitina € capaz de interagir
com os fosfolipidios da pele, desorganizando as camadas lipidicas e promovendo a
penetracdo do farmaco até a circulacdo sistémica, afirmando que este tipo de
formulacdo é uma alternativa para tratamentos por via transdérmica.

No entanto, uma quantidade de rutina estatisticamente significativa foi
encontrada na camada mais externa da pele, o estrato cérneo (EC), mas por se
tratar de uma formulacéo de liberacdo controlada, com a presenca de um promotor
de permeacao, é possivel que o farmaco existente nas camadas mais superficiais
penetre com o passar do tempo, exigindo assim uma avaliacdo da absor¢édo cutanea
da formulacdo por um periodo maior de tempo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Alonso e colaboradores
(2014), quando avaliaram a absorcdo cutanea de quatro polifenois (epicatequina,
resveratrol, rutina, quercetina e trolox, que foi usado como referéncia) e mediram a
capacidade antioxidante destes em cada camada da pele. Todos os compostos
foram capazes de penetrar a pele até as camadas mais profundas, porém os

compostos mais lipofilicos (epicatequina, resveratrol, quercetina e trolox) penetraram
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mais profundamente nas camadas da pele, enquanto que a rutina, por ser um
composto mais hidrofilico, apresentou quantidades maiores na superficie da pele.
Por outro lado, a inibicdo da atividade antioxidante relativa a concentracdo de
antioxidantes por area em cada compartimento da pele, foi mais pronunciada para
rutina e resveratrol. Os resultados sugerem que, apesar do baixo perfil de
penetragcdo da rutina em relagdo aos outros flavonoides, sua capacidade
antioxidante é mais eficaz para ter efeito sistémico e/ou local, quando administrada
topicamente (ALONSO et al., 2014).

A determinacdo do farmaco no meio receptor € considerada como a quantidade
permeada até a circulacao sistémica (NUNES et al., 2016). No presente estudo, foi
detectado uma quantidade de rutina no meio receptor igual a 8,53 pg/cm?,
estatisticamente diferente em relacdo a quantidade encontrada na epiderme e na
derme, sendo entdo possivel concluir que a rutina é capaz de ser absorvida

sistemicamente.

5.7Determinacado da adeséo a pele in vitro

O perfil de lavagem da rutina na presenca de solucdo salina, mimetizando o
suor, foi obtido durante duas horas e 0s resultados expressos em termos de
porcentagem da rutina lavada da superficie da pele em funcao do tempo (Figura 12).
E possivel observar que a quantidade de rutina lavada aumenta gradativamente ao
longo do tempo, porém mantendo baixas quantidades. Sendo assim, com uma hora
de lavagem apenas 4,6% da rutina foi lavada e com duas horas, 6%. Jhawat e
colaboradores (2016) afirmam que a lecitina presente no gel PLO interage com 0s
fosfolipidios da pele e forma um filme gorduroso de dificil lavagem. Além disso, as
redes poliméricas formadas, de alta viscosidade, aprisionam o farmaco e dificulta

sua saida.
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Figura 12: Perfil de lavagem da rutina a partir do gel PLO, na
presenca de solucédo salina, durante 2 horas.

5.8 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade acelerada foi realizado de acordo o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos disponibilizado pela ANVISA (BRASIL, 2004).
Segundo o guia, este estudo fornece indicacfes sobre a estabilidade do produto,
frente a condicbes ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricacdo até o
término da validade (BRASIL, 2004). A avaliacdo da estabilidade de sistemas
emulsionados € particularmente importante, pois estas formulacdes, quando
armazenadas podem apresentar sinais de desestabilizacdo como sedimentacéo,
separacao de fases e inativacdo do farmaco veiculado (BABY, 2008).

Durante 60 dias as amostras foram armazenadas em diferentes temperaturas
(25° C £ 2°C; 5° C £ 2° C; e 45° C £ 2° C) e avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas em tempos pré-determinados. Na Figura 13 é
possivel observar as caracteristicas da formulagdo antes e ao final do estudo de
estabilidade. Inicialmente, a formulacédo apresentou-se como um semissolido macio,
homogéneo, de cor amarela (caracteristico da rutina) e odor -caracteristico.
Modificagbes no aspecto, cor e odor foram avaliados visualmente e os resultados

estdo descritos na Tabela 6.

47



Figura 13: Aspectos visuais do gel PLO contendo
rutina, armazenados a 25° C, 5° C e 45° C, antes
(A) e apos (B) 60 dias de estudo de estabilidade
acelerada.

Tabela 6: Caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) do gel PLO
contendo rutina, armazenados a 25° C, 5° C e 45° C, durante 60 dias.

25°C 5°C 45°C
Dia 0 7 1530 60 0 7 15 30 60 O 7 15 30 60
Aspecto N N N N N N M LM LM LM N N N LM LM
Cor NN NN N NWWMLWWMLIMLMNNLM LM LM
Odor NN N NILWMNN N N N NNILWWMLM LM

N=normal; LM=levemente modificado.

As amostras armazenadas a 25°C mantiveram suas caracteristicas durante
todo experimento, apresentando apenas leve modificacdo em seu odor apos 60 dias.
Aquelas armazenadas a 5° C apresentaram-se mais fluidas ap6s 7 dias, com leve
alteracdo de cor, mas com odor caracteristico durante todo o tempo. Enquanto que,
as amostras armazenadas a 45° C apresentaram modificacdo de cor e odor apos 15
dias e aspecto levemente alterado, para mais denso, ap6s 30 dias.

Jagdale e colaboradores (2015) ao avaliarem a estabilidade do gel PLO
contendo tapentandol, um analgésico opidide, obteve resultados semelhantes,
observando que em temperatura ambiente a formulacdo ndo sofreu alteragcdes em

suas caracteristicas organolépticas, mas relatou pequenas modificacfes a 4°C e 60°
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C. As alteracbes observadas sdo atribuidas a caracteristica termorreversivel do
polaxamer, que em baixas temperaturas se dispersa em agua e liquefaz. Por outro
lado, em altas temperaturas € possivel que componentes hidrofilicos e/ou volateis
sejam perdidos por evaporacdo, deixando a formulacdo com a consisténcia mais
endurecida (SOUZA & FERREIRA, 2010).

Caracteristicas  fisico-quimicas (pH, densidade, espalhabilidade e
viscosidade) também foram avaliadas e os resultados foram expressos em média e
desvio padrao e estao descritos nas Tabelas 7, 8 e 9 para armazenamento a 25° C,
5° C e 45° C, respectivamente. O pH das amostras se mantiveram entre 6,3 e 6,9
em todas as temperaturas, até o 15° dia. Ao final dos 60 dias, o pH das amostras
armazenadas a 25° C e 5° C apresentaram um pequeno decréscimo (5,8 e 6,0,
respectivamente) e as amostras armazenadas a 45° C apresentaram um aumento
(7,1). No entanto, todas as amostras permaneceram com o pH compativel ao pH da
pele (4,5-7), demonstrando que a temperatura ndo influenciou na estabilidade
guimica dos componentes na formulacdo e do principio ativo (BABY et al, 2008;
IBRAHIM et al., 2013).

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas do gel PLO contendo rutina, armazenado a
25° C durante 60 dias.

Tempo (dias)

25°C
. 7 15 30 60
(Média £ DP)
pH 6,6 £ 0,25 6,3+0,14 6,7 £ 0,36 6,1+0,75*** 58+0,19*
Densidade
(glcm?) 0,97 +0,01 0,99 + 0,01 0,92 + 0,05 0,97 + 0,02 1,01 + 0,01

Espalhabilidade
854 + 0,54 804 + 0,48*** 754 +0,24*** 753 + 0,60*** 706 + 0,64***
(mm?)
Viscosidade
aparente 25,80+0,70 28,81+0,22 31,95+0,61** 36,22 + 0,14*** 36,28 + 0,54***

(Pa.s)

Estatisticamente diferente em relacdo ao Tempo 0 em *p<0,05.
Estatisticamente diferente em relacdo ao Tempo 0 em **p<0,01.

Estatisticamente diferente em relagdo ao Tempo 0 em ***p<0,001.
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Tabela 8: Caracteristicas fisico-quimicas do gel PLO contendo rutina, armazenado a 5°

C durante 60 dias.

Tempo (dias)

5°C
o 7 15 30 60
(Média £ DP)
pH 6,7 £ 0,03 6,9 +0,18 6,8+ 0,15 6,9+0,17 6,0 £ 0,16*
Densidade
3 0,96 + 0,02 0,90 + 0,05* 0,88 + 0,01* 0,88 + 0,05* 0,87 £ 0,03
(g/cm®)
Espalhabilidade
854 + 0,70 854 + 0,47*** 962 + 0,57*** 961 + 0,57*** 961 + 0,64***
(mm?)
Viscosidade
25,61+0,72 25,89+0,08 21,95+0,61*** 21,63+ 0,51**

aparente (Pa.s)

20,39 + 0,59***

Estatisticamente diferente em relagdo ao Tempo 0 em *p<0,05.

Estatisticamente diferente em relagdo ao Tempo 0 em ***p<0,)01.

Tabela 9: Caracteristicas fisico-quimicas do gel PLO contendo rutina, armazenado a

45° C durante 60 dias.

Tempo (dias)

45 °C
o 7 15 30 60
(Média = DP)
pH 6,6 £+ 0,18 6,8+0,13 6,8 + 0,26 7,0+£0,19*** 71 +0,13*
Densidade
3 0,97 +0,01 0,95+ 0,01 0,97 + 0,01 0,98 + 0,02 1,06 + 0,04
(g/cm?)
Espalhabilidade
854 + 0,30 706 + 0,49*** 705 + 0,57** 660 + 0,55*** 637 + 0,55***
(mm?)
Viscosidade
26,74 + 0,66 28,91+0,76 28,06+0,68 25,20+0,77 20,39 +0,59**

aparente (Pa.s)

Estatisticamente diferente em relacdo ao Tempo 0 em ***p<0,001.

Estatisticamente diferente em relacdo ao Tempo 0 em **p<0,01.

A densidade relativa foi determinada em relacdo a densidade da agua (1

g/cm?3), pelo método do picndmetro. A espalhabilidade foi determinada pelo método

das placas sucessivas e os resultados apresentados em fator de espalhabilidade

50



(mm?) obtidos apds aplicacdo de trés placas, totalizando um peso de 915 g.
Enquanto que, a viscosidade aparente (Pa.s) foi medida em redmetro rotacional e
apresentada a uma taxa de cisalhamento de 50 s.

Todas as amostras, em todas as temperaturas apresentaram densidade
proxima a 1 g/cm3, sendo que na temperatura de 5 °C, ap6s 15 dias, houve uma
pequena diminuicdo nos valores (0,88 e 0,87 g/cm?3). Valores de densidade abaixo
de 1 podem ser indicativos de alta atividade de agua na formulacdo, o que pode
desencadear instabilidades fisicas (GUPTA et al., 2010).

A 25 °C houve uma reducao da espalhabilidade e um aumento da viscosidade
apos o 15° dia, enquanto que a 5°C a espalhabilidade aumentou e a viscosidade
diminuiu ap6s o mesmo intervalo de tempo e estdo diretamente relacionados com os
resultados de densidade e de aspectos visuais encontrados. Valores inversamente
proporcionais de espalhabilidade e viscosidade sdo normalmente encontrados, pois
ao aumentar a viscosidade aumenta-se também a resisténcia do material para fluir e,
consequentemente, ha reducdo na capacidade de espalhar-se (KORAC et al., 2014).
Do mesmo modo que uma diminuigcdo da viscosidade implica em um aumento da
espalhabilidade.

No entanto, a temperatura de 45° C foi observado que houve um decréscimo
no valor de espalhabilidade apds sete dias e posteriormente apés 30 dias, mas com
reducdo da viscosidade apdés o 30° dia. Como citado anteriormente, altas
temperaturas ocasionam perda de agua na formulacdo, dando um aspecto mais
espesso, 0 que pode ter causado alteragbes no parametro de espalhabilidade e um
leve aumento da densidade ao final dos 60 dias, mesmo com a diminuicdo da
viscosidade.

A Figura 14 ilustra o comportamento viscosimétrico da formulacdo no tempo
inicial e apds 60 dias armazenadas a 25°C, 5°C e 45°C, relacionando viscosidade
aparente (Pa.s) com taxas de cisalhamento que variaram de 0 a 100 s. Foi possivel
observar que a viscosidade diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento,
caracterizando um comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico, que se manteve
ao final do experimento em todas as temperaturas. O mesmo foi observado por
Mady e colaboradores (2016) ao avaliarem um gel PLO contendo o flavonoide
silimarina.

O comportamento pseudoplastico € considerado o mais adequado para
formulagbes de aplicacdo tdpica, pois indicam que a resisténcia inicial para fluir
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diminui apos aplicar uma forca, ou seja, cisalhar. Estes dados, juntamente com 0s
dados de espalhabilidade refletem em maior e melhor distribuicdo da formulagdo no
local de aplicacéo (BATHIA 2013; JAGDALE et al., 2016; JHAWAT et al., 2016).
Apesar das pequenas variagoes apresentadas nas formulagdes armazenadas
em baixa e alta temperatura, ndo foi observado grandes sinais de instabilidade
como, separacao de fases, coalescéncia ou precipitacdo de particulas do farmaco,
tdo pouco houve variagcdes bruscas de pH que poderiam causar irritabilidade
cutanea. No entanto, quando armazenada a temperatura ambiente (25°C), a
formulagcdo se mostrou mais estavel fisicamente. Serdo necessérias avaliagbes
complementares, como estabilidade de prateleira, fotoestabilidade e doseamento do
ativo, a fim de se obter informacdes mais detalhadas sobre a estabilidade da

formulagéo.
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Figura 14: Comportamento reoldgico do gel PLO contendo rutina, representado pela
relacdo entre a viscosidade e a variacdo na taxa de cisalhamento, na qual VOT25:
viscosidade no tempo 0 a 25° C; v60T25: viscosidade apds 60 dias a 25° C; v60T5:
viscosidade apdés 60 dias a 5° C; v60T45: viscosidade ap6s 60 dias a 45° C.

5.9Atividade antioxidante

O potencial antioxidante total (TRAP) e a reatividade antioxidante total (TAR)
do gel PLO contendo rutina, em cinco concentracdes diferentes (0,39; 0,78; 1,56;
3,12 e 6,25 pg/mL) foram avaliados, comparando-o com seu veiculo (PLO sem

rutina) e com um composto de referéncia (Trolox). Estes ensaios sao baseados na
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reducdo da quimiluminescéncia resultante da oxidacdo do luminol pelos radicais
peroxil fornecidos pelo AAPH. A medida TRAP indica a quantidade de antioxidante
presente na amostra, enquanto que o TAR indica a qualidade da atividade
antioxidante, dada pela reatividade (DENARDIN et al., 2015; LISSI et al., 1992).

Os resultados da medida TRAP estdo representados na Figura 15 e sé&o
expressos pela area sobre a curva (AUC). Esta é inversamente proporcional a
capacidade antioxidante da amostra. Sendo assim, foi possivel observar que nao
houve diferenca significativa entre o veiculo e o sistema, sugerindo que o0s
componentes da formulagdo, quando sozinhos, ndo possuem atividade. Do mesmo
modo, ndo houve diferenca do gel PLO contendo rutina em menor concentracao
(0,39 pg/mL) quando comprado ao veiculo e ao sistema.

A partir da concentracdo de 0,78 pg/mL ja foi possivel observar diferenca
significativa (p< 0,001) da formulacdo em relagdo ao sistema e ao veiculo, no
entanto a concentracdo de 6,25 apresentou menor AUC, quando comparada as
outras concentracdes, ao veiculo e ao Trolox, de modo que nesta concentracdo o
potencial antioxidante da formulacdo contendo rutina foi significativamente maior
(p<0,001).

A acao sequestrante do Trolox ndo é duradoura e sua eficiéncia em reduzir a
quimiluminescéncia decresce com o tempo. Sendo assim, um bom antioxidante é
aquele que mantém sua acédo por um tempo maior que o Trolox e que, portanto,
apresenta valores de TAR maiores. A partir da Figura 16, é possivel concluir que a
formulacdo contendo rutina, na maior concentracao obteve resultado melhor quando
comparada as outras concentracdes, porém foi significativamente menor (p<0,001)
qgue do Trolox, sugerindo que, apesar de apresentar boa atividade, a formulagéo nao
€ capaz de manté-la por um tempo maior.

Devido a sua estrutura quimica, os flavonoides podem atuar como doadores
de hidrogénio e supressores de oxigénio, de modo que suas propriedades
antioxidantes sejam responsaveis por muitas de suas ac¢des biolégicas (WILLIAMS
et al., 2004). Diante disto, diversos autores avaliaram a capacidade antioxidante da
rutina (CALABRO et al., 2005; CAILLET et al., 2007; DOMITROVIC et al., 2012;
JANBAZ et al., 2002; JIANG et al., 2007; MAHMOUD, 2012; YANG et al., 2008).

Yang e colaboradores (2008), ao avaliarem a capacidade antioxidante total da
rutina, demonstrou que este composto obteve maior atividade na concentracao de
200 pg/mL quando comparado a concentracdo de 5 pg/mL, porém, ndo obteve
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resultado melhor em relacdo ao padrdo. Desta forma, os resultados obtidos no
presente estudo, sugerem que quando veiculada em um sistema de liberacao
controlada, a rutina é capaz de apresentar um potencial antioxidante significativo em
baixa concentracdo, ao contrario do que acontece quando esta livre.

Kamel e Mostafa (2015) avaliaram a atividade antioxidante da rutina
incorporada em um carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e observaram que a
reducdo do tamanho de particula da formulacdo expde uma area de superficie maior

que a rutina livre, aumentando a atividade antioxidante.

800000.0;
600000.0+

400000.0+ =
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0.0-
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Figura 15: Potencial antioxidante total (TRAP) do gel PLO contendo rutina em
diferentes concentracbes, veiculo e Trolox. Sendo a AUC de % de
quimiluminescéncia inversamente proporcional ao potencial antioxidante. Anélise de

Variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey (Estatisticamente diferente em
relacdo ao Trolox em ***p<0,001).
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Figura 16: Reatividade antioxidante total (TAR) do gel PLO contendo rutina em
diferentes concentracfes, veiculo e Trolox. Andlise de Variancia (ANOVA), seguido
do pos-teste de Tukey (Estatisticamente diferente em relacdo ao Trolox em *p<0,05
e ***p<0,001).
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6. CONCLUSAO

v O método desenvolvido para quantificacdo da rutina atende os limites pré-
estabelecidos para os parametros de validacdo de um método quantitativo
conforme normas nacionais;

v A formulacédo do gel PLO contendo rutina com uma concentragdo maior de
Polaxamer 407 (40%) € mais estavel que com baixa concentragdo do polimero;

v O sistema foi caracterizado como microparticulado, apresentando, sendo
entdo considerado viavel para aplicacdo cutanea;

v O ensaio de liberagdo in vitro da rutina a partir do gel PLO, demonstrou que
esta formulacéo é capaz de liberar a rutina de forma sustentada durante as 24h;

v No ensaio de permeacao/retencdo cutanea, foi observado que quantidades
de rutina foram encontradas na epiderme, na derme e no meio receptor, apos 24
h, sugerindo que a rutina foi capaz de permear as camadas mais profundas da
pele e atingir a circulacéo sistémica,

v" A partir do estudo de adesdo cutanea, foi possivel observar que a
formulacéo estudada mostrou é capaz de ficar aderida a pele mesmo na presenca
de suor;

v" O estudo de estabilidade mostrou que a formulacdo, permanece mais
estavel quando armazenada em temperatura ambiente;

v A rutina apresentou atividade antioxidante melhor que o Trolox, mesmo
veiculada ao sistema estudado, sendo este resultado semelhante aos

encontrados na literatura.
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