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RESUMO
Naringenina € um bioflavonoide encontrado principalmente em frutas citricas, como
Citrus aurantium L. Possui muitos beneficios farmacologicos, incluindo antiaterogénico,
anti-inflamatoério e anticancerigeno, mas uma baixa biodisponibilidade por via oral.
Considerando a possibilidade de um efeito anti-inflamatério sistémico por via
transdérmica, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um filme transdérmico de
quitosana contendo naringenina e avaliar a permeacao cutanea do flavonoide a partir
dele. Um método de CLAE simples, preciso e seletivo para determinacdo de naringenina
em formulacéo e em estudos in vitro foi desenvolvido e validado. Em ensaios com células
mononucleares, a naringenina induziu um aumento em dois marcadores anti-
inflamatérios (IL-10 e TGF-$1) a 10 yg/mL. Além disso, também foi capaz de reduzir a
proliferacdo de linfocitos T e a expresséao de IL-13, que tem papel pré-inflamatério. Apés
verificacdo da compatibilidade da naringenina com a quitosana por meio de ensaios de
analise térmica, foram preparados filmes de quitosana em solucdo acida. Em seguida, a
naringenina (0,5% p/p) foi incorporada em solucdo do polimero, que foi submetida ao
processo de secagem por 12 h a 60 °C. Os filmes foram caracterizados e a estabilidade
avaliada ao longo de 90 dias. Assim, um filme de quitosana flexivel e espesso (0,04 um)
contendo naringenina foi desenvolvido, e demonstrou homogeneidade nos ensaios de
teor, além de forca de ruptura de 8,81 + 0,18 N. Considerando o teor, o filme permaneceu
estavel por 30 dias. A liberacdo in vitro de naringenina foi progressiva e seguiu 0s
modelos cinéticos de primeira ordem (R2=0,97) e de Korsmeyer-Peppas (R2=0,91).
Quando aplicado topicamente, o filme de quitosana estimulou uma difusdo constante e
continua de naringenina através da pele, durante as 72 h. O fluxo de permeacéo foi de
0,3 £ 0.01 pg/cm?/h, que corresponde a uma concentracdo permeada 14 vezes (p<0.05)
maior que a obtida com a solugéo utilizada como controle. Portanto, os filmes de
quitosana contendo naringenina demonstraram caracteristicas fisicas e organolépticas
adequadas para uso dérmico, e foram capazes de aumentar a absor¢do da naringenina
através da pele. Assim, o filme desenvolvido deve ser uma alternativa promissora para o

tratamento prolongado de condi¢des inflamatdrias pela via transdérmica.

Palavras-chave: naringenina, filme de quitosana, transdérmico, anti-inflamatério.



ABSTRACT
Naringenin is a bioflavonoid found primarily in citrus fruits such as Citrus aurantium L. It
has many pharmacological benefits, including anti-atherogenic, anti-inflammatory, and
anti-cancer, but low oral bioavailability. Considering the possibility of a systemic anti-
inflammatory effect via the transdermal route, the aim of this work was to develop a
transdermal film of chitosan containing naringenin and to evaluate the cutaneous
permeation of the drug from it. A simple, accurate and selective HPLC method for
determination of naringenin in formulation and in in vitro studies was developed and
validated. In mononuclear cell assays, naringenin induced an increase in two anti-
inflammatory markers (IL-10 and TGF-1) from 1,0 ug/mL. In addition, it could reduce the
expression of IL-1 and the proliferation of T lymphocytes, which has a pro-inflammatory
role. After verifying the compatibility of naringenin with chitosan by means of thermal
analysis tests, DD>75% chitosan films were prepared in acidic solution. Then, naringenin
(0.5% w/w) was incorporated into the polymer solution, which was subjected to a drying
process for 12 h at 60 °C. The films were characterized and the stability evaluated over
90 days. Thus, a flexible and thick chitosan film (0.04 um) containing naringenin was
developed, which demonstrated adequate homogeneity in the content tests, in addition to
a rupture strength of 8.81 £ 0.18 N. Considering the content, the film remained stable for
30 days. Naringenin was progressively released to the physiological media following both
first order (R2 = 0.97) and Korsmeyer-Peppas (R? = 0.91) kinetics. When topically applied,
the chitosan film could stimulate a constant and continuous diffusion of drug across the
skin over 72 h. Indeed, the permeation flux of naringenin was 0.30 + 0.01 pg/cm#/h, which
means a concentration in the receptor solution 14-fold (p<0.05) higher than that provided
by the drug solution used as a control. Therefore, the chitosan films containing naringenin
demonstrated physical and organoleptic characteristics suitable for dermal use and could
increase the phytochemical absorption through the skin. Thus, the developed film should
be a promising alternative for the treatment of inflammatory conditions for prolonged

periods by the transdermal route.

Keywords: naringenin, chitosan film, transdermal, anti-inflammatory.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema simplificado da teoria basica de ag&o dos antioxidantes. ................. 7
Figura 2. Estrutura quimica basica quimica dos flavonoides..............ccccuveieieiiiinniiiinnnne. 9
Figura 3. Estrutura quimica béasica de diferentes flavonoides. ...........ccccccoeeiviviiiiinnnnnn. 10
Figura 4. Estruturas moleculares da naringenina e da naringina................cccceeevvvvvvnnnnn. 12

Figura 5. Diagrama esquemaético da suposta regulacéo da linfopoietina estromal do timo

(TSLP) pela naringenina, €m MastOCItOS. ........cccuuviriiiiieeee e e e 13
Figura 6. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme. ........ccccccceeeeeiieeneieeeiiinnnnnn. 16
Figura 7. Camadas da ePidermMe.. ......ccccoiiiiiiiiiiiie e e 17

Figura 8. Estruturas das camadas da pele e rotas de penetracdo de substancias: (a)
intercelular; (b) transcelular e (c) via anexos, como foliculo piloso e glandulas sebacea e
ES10 [ 0] ] 0= U= VA SRRSO 19
Figura 9. Aparéncia do sistema de aplicacdo de substancias por filme: (A) Filme aplicado
no antebraco; (B) Facil remocao do filme ndo pegajoso, flexivel, sem residuos............ 21
Figura 10. Estruturas quimicas da quitina € quIitoSana. ...........ccceeerriiiiiiiiiieeeeeee s 22
Figura 11. Preparacdo da pele de orelha de suinos para estudos de recuperacao e
permeacao: (A) Retirada da pele da orelha, com bisturi; (B) pele inteira; (C) Pele fixada
em placa de isopor, com alfinetes, dermatémetro; (D) Pele dermatomizada. ................ 27
Figura 12. Filme acondicionado em filme plastico e saché aluminizado. ...................... 40
Figura 13. Célula de difusao do tipo Franz modificada, com filme entre os compartimentos
(o [oF=To (o) g {=Tot=T 0 (o ] (P 41
Figura 14. Cromatograma representativo de naringenina a 4 pg/mL dissolvida em
metanol, com tempo de retencdo da naringenina €m 7,2 MiN........ccceevieeeeeeeeeeeiniinneeeeeen 49
Figura 15. Cromatogramas representativos de naringenina: (A) Sobreposicdo dos
cromatogramas de naringenina a 4,0 pg/mL, Brancos - extratos de estrato corneo e de
pele de orelha suina, em metanol; (B) Naringenina com extrato metandlico de estrato
corneo; (C) Naringenina com extrato metandlico de pele.. ......oooovvceeiiiiiiiiiiieiicciee e, 50
Figura 16. Cromatogramas (CLAE) referentes a injecdes de solucbes de: (I) Branco -
Metanol grau HPLC; (Il) Naringenina a 4,0 pg/mL, em metanol; (lll) Branco tampéao -

Pluronic® F127 2,5% (p/v) em tampdao fosfato (pH 7,4); (IV) Naringenina em solucéo de



Pluronic® F127 2,5% (p/v) em tampéo fosfato (pH 7,4); (V) Solucdo em metanol 1:5 (v/v)
preparada a partir de filme de quitosana diluido em acido acético e agua 1:1 (v/v) na

proporcao 1:5 (p/v); (V1) Naringenina em filme de quitosana diluido na solucao preparada

Figura 17. Cromatogramas (CLAE) referentes a injecdes de solucdes de: (A) Naringenina
a 4,0 ug/mL; (B) Naringenina a 4,0 pg/mL diluida em peroxido de hidrogénio 25% (v/v);
(C) Naringenina a 4,0 pg/mL apdés hidrélise acida com HCI 1 mol/L; (D) Naringenina a 4,0
pg/mL apos hidrolise basica com NaOH 1 MOI/L........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 52
Figura 18. Representacao gréafica da correspondéncia entre as curvas analiticas obtidas
[oTo] g @ I = o T= = W g F= VT o =T [ = VO 54
Figura 19. Avaliagéo da proliferacdo de células T em células mononucleares de sangue
periférico, estimuladas por 72 h com diferentes concentra¢des de naringenina. ........... 60

Figura 20. Efeito da naringenina na expressao de citocinas em células mononucleares

de sangue periférico, apos 72 h: IL-10, TGF-1B € IL-1B.....ccceriiriiiiiiiee e 62
Figura 21. Analises de DSC de antes do tratamento térmico: I, lll e V; apés tratamento
10T g (o T 1R V=TV TR 64
Figura 22. Primeira derivada de analise termogravimétrica (DrTG) da naringenina, da
quitosana e da mistura fisica preparada com os dois compostos 1:1. .......ccccccceeeeeeennnnn. 66
Figura 23. Filmes de quitosana >75% DD contendo naringenina (0,5% p/p).. .....cc....... 71

Figura 24. Filmes de quitosana >75% DD C, D e E, contendo naringenina (0,5% p/p)..

Figura 25. Avaliacao do teor de naringenina contida nos filmes de quitosana ao longo do
periodo do estudo de estabilidade acelerada (90 dias).........ccccvvvvriviiiiiieeeiiiieiiccee e 75
Figura 26. Fotos de filmes a base de quitosana, preparados com 0,5% (p/p) de
naringenina, ao longo de 90 dias de armazenamento............ccovvvvrurriiieeeeeeeeeiiiiinneeeeeens 77
Figura 27. Fotos de filmes a base de quitosana, preparados sem naringenina, antes e
apos 90 dias de armazenamento em trés condi¢des de temperatura: refrigeragéo (4 °C +
2 °C), ambiente (25 °C + 2 °C) e camara climatica (40 °C £ 2°C). ..c.cooeevvvvvvviviiiiineeeenn, 78
Figura 28. Perfil de liberacdo (72 h) da naringenina a 0,5% (p/p) do filme de quitosana
>75% DD, em solugéo tampéo fosfato 0,01 mol/L (pH 7,4) com 2,5% (p/v) de Pluronic®



Figura 29. Analise de correlacéo por cinética de liberacdo de naringenina com aplicacéao
nos modelos de primeira ordem, Kormeyer-Peppas, Higuchi e Hixson.. ....................... 84
Figura 30. Perfil de permeacéo (72 h) da naringenina a 0,5% (p/p) do filme de quitosana
>75% DD, € da SOIUGAO CONLIOIE. .....ceeeeiiiiiiiiee e 85
Figura 31. Naringenina quantificada na solucdo receptora, na recuperacdo do estrato
corneo e da pele remanescente, apos estudos de permeacédo de 72 horas com (A) Filme
a base de quitosana e (B) Solucdo de naringenina (1 mg/mL) preparada na solu¢gdo do

INIEIO TECEPION .. ..ttt 87



vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Desenho fatorial para analise de robustez do método desenvolvido para
(o [UE=Tq ] Tor=Tor=To N F= W g F= U g g o 1] 011 = VOSSP 33

Tabela 2. Amostras preparadas para analise térmica por calorimetria exploratoria

diferencial (DSC) e termogravimetria (TG). ....cooeeeiiieeiiiiii e 36
Tabela 3. Componentes da formulacéo dos filmes de quitosana contendo naringenina.
....................................................................................................................................... 38
Tabela 4. Modelos matematicos aplicados ao estudo cinético de liberacdo de naringenina
O M. e 43

Tabela 5. Métodos analiticos publicados para determinacdo de naringenina em diferentes
matrizes utilizando CromMatoOgrafia. ..............uuuuuuumuuiiiiiiiiiii e a7
Tabela 6. Condicdes analiticas da metodologia proposta para quantificar naringenina nas
formulactes e em apds experimentos in vitro de liberacdo e de permeacao cutanea em
comparacao a uma metodologia previamente validada. ..........ccccccceeeiiiieeiieeiiiiccin e, 48
Tabela 7. Teor de naringenina obtido apds preparo de solucdes a 4,0 ug/mL, por CLAE.

Tabela 8. Anadlise da precisdo e da exatiddo intracorrida e intercorrida do método de
guantificacdo para a naringenina diluida em metanol. ............ccccccviviiii i 56
Tabela 9. Demonstragéo experimental dos limites de deteccéo (LD) e quantificagéo (LQ)
do método cromatogréafico para andlise de naringenina............ccccceeeeeeeeiee e 57
Tabela 10. Porcentagem de recuperacdo de naringenina do estrato corneo e da pele
dermatomizada, utilizando metanol como solvente extrator. ..........ccccovvveeeieeeiiiiiinneeeeenn. 58
Tabela 11. Resumo estatistico da analise do desenho fatorial (2%) para andlise de
robustez do método de quantificagdo da NariNgEeNING. ...............uueuuemimmmmimmmiiiiiiiiiiininnnanns 59
Tabela 12. Doseamento de naringenina por CLAE, antes e apés o tratamento térmico, a
60° por 12 horas. Concentragdo tedrica a 4,0 (UO/ML)..ccooeriiiiiiiiiieeee 67
Tabela 13. Formulagdes testadas durante o desenvolvimento dos filmes de quitosana
CONEENAO NAMNNGENINA. ...ceei e 69

Tabela 15. Caracterizacao dos filmes quanto a espessura e teor de naringenina......... 72



Vii

Tabela 16. Capacidade de hidratacéo (%) dos filmes de quitosana, contendo naringenina.

....................................................................................................................................... 72
Tabela 17. Solubilidade de Naringenina (mg/mL) em diferentes solventes e meios
LESTS] €= L0 [0 1PN 80

Tabela 19. Modelos cinéticos aplicados para o perfil de liberacdo da naringenina a partir

do filme de quitosana e respectivos coeficientes de correlacdo obtidos para as curvas.



IFA
CLAE
CMSPs
DSC
EC
EROs
EtOH
G6PD
GSH-Px
GSR
GST
H202
HCI
HOCI
IL
LDL
MeOH
NaOH
NAR
NF-xkB
NO
Nrf2

OH
PPG

SOD
TG
TNF-a
uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Insumo Farmacéutico
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Células mononucleares de sangue periférico
Calorimetria Exploratéria Diferencial
Estrato cérneo

Espécies reativas de oxigénio
Etanol
Glicose-6-fosfato-desidrogenase
Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa S-transferase

Peroxido de hidrogénio

Acido cloridrico

Acido hipocloroso

Interleucina

Lipoproteinas de baixa densidade
Metanol

Hidroxido de Sodio

Naringenina

Fator Nuclear kappa Beta

Oxido nitrico

Fator nuclear derivado de eritoide 2
Anion superoxido

Radical hidroxil

Propilenoglicol

Grupo sulfidrila

Superoxido dismutase
Termogravimetria

Fator de necrose tumoral
Ultravioleta

viii



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt ae et nene s 1
2. OBUJIETIVOS .. ettt e ettt e et e e e e e e e e s 4
2.1. ODJELIVO GEIAl ... 4

2.2. ODbjetivos @SPECITICOS .....uuuuiiiiiiiiiee e 4

3. REVISAO DE LITERATURA .....ooitiieie ettt sttt sttt 5
3.1.  Atividade antioxidante e inflamacao...........cccccccceeiiiii i 5

3.2. Flavonoides € NaringeniNa .............uuuiiiiieeiiiiiiiiiii s e e e eeeeeean e e e eeeanens 8

3.3.  Pele: composicao, estrutura € fuUNGAO .........cccovvviviiiiiiiieciicecee e, 15

3.4. Viade administragao tranSAEIrMUICA ........ccceeevvereiiiiiiii e eeee e 18

3.5,  SiStemas tranSUEIMICOS ........uuuuriiiieeeiiiiiiii et e e e e e 20

3.6.  Filmes de qUItOSANA .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21

4. MATERIAL E METODOS ... .oooiieiee ittt ete ettt e e eaesaeeeesre e steaneas 26
4.1, MALEHIAI ..o 26

4.2.  Obtencéo de pele de orelha de SUINOS ...........ceeeveiiiiiiiiiiii e 26

4.3. Desenvolvimento e validacdo de método analitico ............cccccceeeeeennnns 27

4.3.1. SeletiVIdade ........ccoovviiiiiiiiiiiiiiieeee e 28

4.3.2. LINEANAAE ......cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 29

4.3.3. Precis@o € eXatid80 .........cceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 30

4.3.4. Estudos de recuperagdo da naringenina da pele.........ccccoevveeeiieeennn. 31

4.3.5. Limite de deteccao e quantifiCacdo.............uueeiiiieeiiiiiiiiiiiiiie e 32

4.3.6. RODUSEEZ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 32

4.4.  Avaliacao in vitro do potencial anti-inflamatério da naringenina........... 33

4.4.1. Isolamento das células mononucleares de sangue periférico (CMSPSs)



4.4.2. Marcacdo das CMSPs com carboxyfluorescein succinimidyl ester

(O SE ). ettt e, 34
4.4.3. Ensaio de proliferacdo de linfOCIitoS T .........eeeivieeiiiiiiiiiiiie e 34
4.4.4. Extracao de RNA e transcricdo do cDNA .........ccoociveiiiiiiiiiieeeen 35
4.45. PCRemMtempo real .......ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36

4.5.  Andlise de compatibilidade entre naringenina e quitosana .................. 36
4.6. Desenvolvimento dos filmes de quitosana.............cccceeeeeeieeiieeeeeeeeeee, 37
4.7.  Caracterizagdo dos filmes de quitoSana ............ccceeeeeeeeeeieeeeee e, 38
A T =] 01T [ PP 38
4.7.2. Propriedades MECANICAS ........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee et 38
4.7.3. Capacidade de hidratacao (absorcdo de agua) .........ccccceeevveeeeeeeennnns 39
4.7.4. Teor de naringenina dos filmes e homogeneidade............................ 39

4.8. Estudos de estabilidade acelerada dos filmes de quitosana contendo

(g F= 14T o 1Y a1 0 = PSPPI 39
4.9.  Solubilidade da naringenina............ccooeeeieiiiieee 40

4.10. Ensaios in vitro de liberagao ... 41

4.11. Estudos in vitro de permeacéo e retengdo cutanea ...............ccoeeeeeennn. 43

4.12.  ANAliSe EStatiStiCa ......uvvveiiieieeeeiiiiieieeee e 45

5. RESULTADOS E DISCUSSAOD .....cooiuiieiieeceeee oottt 46
5.1.  Padronizacéao e validacdo do método analitiCo............cccevvvvvvvencineeeennn. 46

5.1.1. SeletiVidade .........ccoooeiiiiiiiee 49

5.1.2. Linearidade ... 54

5.1.3. Precis&o € exatid@o ............ccooiiiiiiiiiii i 55

5.1.4. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) ...........ccceeue. 56

5.1.5. Estudos de recuperacgéo da naringenina da pele...........ccccoeeeeeiveennne 57

B.L.B. RODUSIEZ. ... e 58



Xi

5.2.  Avaliacao in vitro do potencial anti-inflamatério da naringenina........... 60
5.3.  Analise de compatibilidade IFA/excipiente...........ccccceeveeeiiiiiiiiiiiieeeeenn, 63
5.4. Desenvolvimento de filmes a base de quitosana............ccccccccceeeeeeennn. 67
5.5. Caracterizacdo dos filMeS........ccoiviiiiiiiiii e 70

5.5.1. Caracteristicas organolépticas apds 15 dias de acondicionamento .73

5.6. Estudos de estabilidade quimica dos filmes de quitosana contendo

NAMNGENING. ... e 75
5.6.1. Solubilidade da naringenina.............ccoeeeeeeiiiieie e 80

5.6.2. Estudos de liberagao in VItro...........oooovviiiiiii 82

5.6.3. Estudos de permeacao cutanea in Vitro.........ccooeeeeeveeeeiiiiiinineeeneeeennns 85

6. CONCLUSAD. ..ottt ettt 89

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocoiiiiiieeeceeeeeeeee e 90



1. INTRODUCAO

Naringenina é um bioflavonoide encontrado principalmente em frutas citricas, tais
como Citrus aurantium L. e Solanum lycopersicum L. Sua agdo antioxidante tem
demonstrado contribuir no tratamento de diversas doencas de origem inflamatoria, muitas
vezes associadas a um processo de estresse oxidativo, desequilibrio caracterizado pela
grande quantidade de radicais livres presentes no organismo (1). Na literatura, o emprego
terapéutico desse composto mostra-se vantajoso pelo potencial anti-inflamatorio e
imunomodulador (2—4), neuroprotetor (5), antitumoral (6), além de ter demonstrado atuar
em doencas metabdlicas (3,7) e até no controle de replicacao viral (8).

Apesar do grande potencial terapéutico da naringenina, as aplicacdes clinicas sdo
limitadas devido a baixa solubilidade em agua (46,0 £ 6,0 pg/mL), em que a dissolucéo
do flavonoide pode ser a etapa limitante de sua absorcéo (9). De acordo com estudos de
farmacocinética, a biodisponibilidade oral da naringenina € baixa, de aproximadamente
~5,81% (10). Também possui uma baixa permeabilidade em membranas, além de sofrer
consideravel metabolismo de primeira passagem antes de alcancar a circulagcédo
sistémica, o que restringe o uso terapéutico dessa substancia (11).

Alguns sistemas farmacéuticos ja foram desenvolvidos com esse insumo
farmacéutico ativo (IFA), tais como nanoparticulas de quitosana e alginato de sédio (12)
e solucao (11) para serem administradas pela via oral e endovenosa em ratos (25 mg/kg).
Entretanto, essas apresentacfes ndo sanam o0s problemas relacionados a baixa
biodisponibilidade oral, ou utilizam de uma via de administracdo injetavel, que requer
profissionais treinados e uma técnica correta para administracdo. Isso dificulta 0 uso em
tratamentos de doencas inflamatoérias diversas de natureza crénica. Nesse sentido, a
administracéo pela via cutanea por meio de um sistema transdérmico poderia aperfeicoar
o uso desse IFA na terapéutica, aumentando biodisponibilidade e aceitabilidade do
tratamento pelo paciente (13).

A administracdo de farmacos pela via transdérmica apresenta inumeras
vantagens. E uma administrac&o indolor, muito aceita pelos pacientes, em que o farmaco
nao sofre metabolismo de primeira passagem, o que acarreta maior biodisponibilidade e

menor toxicidade, uma vez que menores doses sdo necessarias para se atingir o efeito



terapéutico. Além disso, a terapia pode ser interrompida a qualquer momento pela
simples retirada do sistema do contato da pele em caso de intoleréancia ao medicamento.
Ainda, melhora a adeséo ao tratamento para um periodo de acéo prolongada, tendo em
vista a simplicidade de aplicac&o e reducao de efeitos indesejaveis (14).

Apesar das inumeras vantagens da via transdérmica, a aplicacdo de sistemas
eficazes requer incorporacao de substancias em formas farmacéuticas que promovam:
seguranca do tratamento proposto, assegurando também a estabilidade da formulacao;
facilidade de aplicacdo; e permeacédo através da pele em concentracées adequadas do
IFA, dentro da faixa terapéutica, garantindo assim a efetividade do tratamento (15).

Para que a aplicacéo pela via transdérmica seja eficiente, é necessario considerar
os fatores que afetam a absor¢cdo de farmacos pela, tais como a espessura, grau de
hidratacao, foliculos pilosos e integridade do estrato cérneo. Além disso, a natureza e a
concentracdo dos ingredientes ativos influenciam o processo de permeacao cutanea, de
modo que as caracteristicas do sistema devem garantir a penetracao através do estrato
corneo e a interacdo com as camadas mais internas da pele, quando se deseja uma acao
sistémica (16).

Considerando os critérios para se obter sistemas eficientes, estratégias tém sido
desenvolvidas com o uso de métodos fisicos e quimicos, norteados no desenvolvimento
de dispositivos transdérmicos, as quais devem apresentar propriedades fisico-quimicas
e parametros farmacotécnicos adequados para o uso cutdneo. Uma das formas
farmacéuticas alvo de estudos com diferentes tipos de farmacos (17-19) consiste em
filmes a base de polimeros, como a quitosana.

A quitosana é o segundo polimero mais abundante na natureza, depois da
celulose. Esse biopolimero € obtido a partir da desacetilacdo da quitina, presente no
exoesqueleto de crustaceos, e apresenta propriedades atoxicas, biocompativeis,
bioadesivas, além de ser de baixo custo (20). Em razdo disso, a quitosana ja € muito
utilizada para o desenvolvimento de micro e nanoparticulas poliméricas com farmacos
lipossoluveis e hidrossoluveis (21), aléem de hidrogeis (22) e filmes (17).

O emprego da quitosana para a obtencao de filmes transdérmicos é especialmente
interessante, tendo em vista que esse polimero tem demonstrado atuar como promotor

de permeacéao cutanea de substancias (23). Dessa forma, espera-se que a incorporagao



da naringenina em biofilmes preparados com o polimero quitosana garantam uma
liberacdo adequada do flavonoide pela via transdérmica, atingindo concentracfes

terapéuticas dentro da faixa efetiva.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver um filme de liberagéo transdérmica a base
de quitosana e contendo naringenina para ser empregado como alternativa terapéutica

em casos de doencas inflamatérias cronicas.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar um método analitico para a quantificagdo de naringenina em
estudos in vitro de permeacao cutanea e nas formulagdes de quitosana;

e Analisar a estabilidade térmica da naringenina com a quitosana;

e Avaliar a capacidade anti-inflamatéria da naringenina in vitro em células
mononucleares;

e Desenvolver filmes de quitosana contendo naringenina;

e Caracterizar os filmes de quitosana;

e Avaliar a estabilidade do filme de quitosana selecionado contendo naringenina,

e Verificar a solubilidade da naringenina em diferentes meios;

e Avaliar in vitro a liberacdo de naringenina a partir do filme de quitosana;

e Avaliar in vitro a permeacao cutanea de naringenina a partir do filme de quitosana.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Atividade antioxidante e inflamacéo

A inflamacdo € um mecanismo de resposta natural de reparacéo e defesa contra
danos, sejam eles causados por lesbes celulares e teciduais, por exemplo, sejam por
agentes externos, como patégenos (1). Muitas doencas cronicas inflamatorias estédo
ligadas a uma maior produgdo de radicais livres e resultam em estresse oxidativo e
oxidacdes proteicas, produtos glicados e peroxidacao lipidica.

As células apresentam um sistema de defesa antioxidante capaz de regular a
eliminacdo das espécies reativas, 0 que contribui para homeostase. Nesse sentido, a
producdo desses compostos em excesso e/ou a deficiéncia no sistema de defesa
antioxidante pode ser prejudicial. Os radicais livres produzidos podem atacar as
membranas celulares ou as lipoproteinas, por exemplo, iniciando um processo de
peroxidacao lipidica, que faz parte do desenvolvimento da aterosclerose (24).

Apesar de todas as defesas antioxidantes, o aumento da formacg&o de radicais
livres limita a acdo dos sistemas de controle. InUmeros fatores podem exacerbar a
producdo e acao de radicais livres, desencadeando o chamado estresse oxidativo. Entre
esses, destacam-se 0 excesso de exposicdo a fontes de compostos oxidantes como
poluicdo, radiacdo ultravioleta (UV), alcool, pesticidas, metais, substancias quimicas
diversas, estresse, consumo excessivo de produtos industrializados, privagao de sono e
uma dificuldade metabdlica em produzir compostos antioxidantes (fatores genéticos,
consequéncias de estilo de vida prejudicial) (25).

O estresse oxidativo corresponde a um desequilibrio entre a geracdo de radicais
livres e o sistema de defesa contra esses atomos e/ou moléculas (26). Isso porque a
geracao excessiva de radicais livres nas mitocondrias depleta as enzimas antioxidantes
enddgenas e esgota o0s sistemas de defesa. Esses processos desencadeiam a resposta
inflamatodria, com atuagdo de macroéfagos, leucécitos e citocinas - interleucinas 1, 6 e 8
(IL-1, IL-6 e IL-8, respectivamente), fator de necrose tumoral (TNFa), prostaglandinas
(sintetizadas pelas enzimas ciclooxigenases — COX) e leucotrienos (27). O aumento dos

niveis desses agentes contribui para progressao de complicagfes de carater inflamatério,



como doencas cardiovasculares, retinopatias e nefropatias (26). Além disso, o risco para
a carcinogénese também se eleva (1). Além disso, induz inflamacgéo, lesdo e morte
celular, comprometendo a funcéo de hepatdcitos e inUmeras células no metabolismo (28).
O comprometimento de funcdes celulares estd diretamente relacionado ao inicio
de processos inflamatérios, onde ha acometimento das células saudaveis. Nesse sentido,
0 estresse oxidativo pode ser causa ou consequéncia de um dano tecidual. Os efeitos
culminam no inicio e progressao de patologias como diabetes, cancer, envelhecimento
precoce, doencas autoimunes, hepaticas, neurodegenerativas e cardiovasculares (29).
Em um processo inflamatério crénico, os mecanismos de defesa como ativagao
de macrofagos e liberacdo de mediadores inflamatoérios continuam acontecendo, o que
pode levar a danos irreversiveis as células e tecidos, e até a morte. Esses eventos podem
ser observados em diabetes, doencgas cardiovasculares e doengas autoimunes (1).
Desse modo, considerando que em um processo de estresse oxidativo ndo ha
eficacia completa nas defesas antioxidantes intra e extracelulares, o uso de compostos
antioxidantes pode ser benéfico no controle de danos causados por radicais livres (1,30).
Os antioxidantes sdo substancias sintéticas ou naturais capazes de promover
remocao ou inativacdo de radicais livres. A atividade antioxidante relaciona-se com a
capacidade que compostos apresentam de doar atomos de hidrogénio e elétrons as
espécies reativas, e de participar dos sistemas de defesa antioxidantes (Figura 1). Dessa
forma, compostos antioxidantes atuam neutralizando os radicais livres. Esses compostos

também podem fazer complexacdo com metais, agindo como agentes quelantes (31).
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Figura 1. Esquema simplificado da teoria basica de ag¢éo dos antioxidantes. O Oz pode ser produzido por
varias reagdes dentro da célula. As ERO’s podem ser convertidas em peroéxidos lipidicos HOOH ou LOO,
que por sua vez, causam danos celulares. Antioxidantes como vitamina E e enzimas antioxidantes, como
SOD, catalase ou GPX sdo capazes de reagir diretamente, reduzindo os oxidantes. Outros cofatores, como
GSH, ascorbato, NADPH e enzimas, como GSH redutase s&8o importantes para regenerar
moléculas/enzimas redutoras. Oz - &nion superoxido; HOOH peréxido de hidrogénio; - EROs - espécies
reativas de oxigénio; LOO — peroxidos lipidicos; SOD - superéxido dismutase; GPX - glutationa peroxidase;
GSH - glutationa; NADPH - fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida; NADP - Fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina; OH — radical hidroxila; HOH — molécula de 4gua; Red — reduzida;
Ox — oxidada; GSSH — Dissulfeto de glutationa, forma oxidada da glutationa. Fonte: Adaptado de Finley et
al. (2011).

Biomoléculas com acéo antioxidante tém propriedades anti-inflamatoérias e podem
ativar o fator nuclear derivado de eritoide 2 (Nrf2). Esse fator de transcricdo tem um papel
fundamental no aumento da capacidade antioxidante celular e na reducédo da inflamacéo
(33,34).

Em nivel celular, os antioxidantes funcionam como indutores ou sinalizadores,
podendo causar alteracdes na expressao génica, que resultam na ativacado de enzimas
responsaveis pela eliminagdo de radicais livres e toxinas. Por esses mecanismos, 0S
compostos podem reduzir a carcinogénese, aumentando a atividade de enzimas

protetoras, enzimas do processo de destoxificacdo de fase | (biotransformacéo) e,



especialmente, a atividade de enzimas detoxificantes de fase Il (conjugacdo), como a
glutationa S-transferase (GST) (35).

O potencial antioxidante dos compostos pode variar de acordo com a estrutura
quimica, o tamanho da molécula, a solubilidade, o grau de glicosilagdo/acilacdo e grau
de conjugacado. Além disso, a concentracdo na fonte vegetal, o processo de absorcéo e
de metabolismo também séo fatores que impactam na capacidade antioxidante (36).

Considerando que a exposicao a diversos fatores externos que contribuem para o
estresse oxidativo é quase inevitdvel, o uso de compostos antioxidantes torna-se
fundamental para remocdo das espécies reativas de oxigénio (37). Nesse sentido, é
importante conhecer alimentos fontes de antioxidantes, bem como caracterizar esses
compostos e prover diferentes formas de inclui-los no cotidiano.

Entre os antioxidantes de origem natural, os compostos fendlicos ou polifenois séo
0s mais abundantes e que apresentam maior capacidade antioxidante. Esses compostos
sdo utilizados nas industrias de alimentos para reduzir a oxidacdo e assegurar a
qualidade sensorial e nutricional (36). Antioxidantes também s&o foco de interesse das
industrias farmacéuticas e industrias de cosméticos, no desenvolvimento de produtos de
menor toxicidade, com eficdcia terapéutica e que também possibilitem maior

sustentabilidade na producéo (38).

3.2. Flavonoides e naringenina

Entre os compostos fendlicos, um grande grupo de metabdlitos secundarios de
plantas amplamente encontrados em varias espécies sao os flavonoides. Sdo compostos
gue geralmente se apresentam como derivados glicosilados, responsaveis por prover as
plantas uma maior resisténcia a condicbes adversas e defesa contra herbivoros e
patdogenos (28). Estdo presentes em muitos alimentos e atuam como compostos
antioxidantes no organismo humano, trazendo inimeros beneficios, como inibicdo da
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e reducdo de riscos de doencas
cardiovasculares (39).

O termo flavonoide deriva da palavra em latim “flavus”, que significa amarelo.

Apresentam uma estrutura quimica geral composta de um nucleo flavan, que consiste



em dois anéis aromaticos com seis atomos de carbono cada, interligados geralmente por

um heterociclo contendo trés atomos de carbono (Figura 2) (8).
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Figura 2. Estrutura quimica basica quimica dos flavonoides. Fonte: Adaptado de (28).

Ha mais de 4000 flavonoides conhecidos, categorizados em grupos, conforme o
nivel de oxidacdo e modelo de substituicdo da cadeia heterociclica. A biossintese de
flavonoides em plantas deriva da via dos fenilpropanoides, a partir da fenilalanina, tirosina
e malonato. As substituicdes e os diferentes niveis de oxidacdo na estrutura basica dos
flavonoides d&o origem as diferentes classes (37).

A partir da substituicdo do anel C da estrutura basica dos flavonoides (Figura 3),
sdo originados diferentes subgrupos: flavonois (quercetina, rutina, miricetina, flavonas
(luteolina, apigenina, tangeretina), flavanonas (nharingenina, hesperetina), catequinas
(como epicatequina e galocatequina), flavononois (aromadendrina), flavanois,

isoflavonas (como genisteina e daidzeina) e antocianidinas (cianidina, perlargonidina)
(37,40).
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Figura 3. Estrutura quimica basica de diferentes flavonoides. Fonte: Adaptado de (36).

Os flavonoides sdo encontrados em diversos alimentos, e apresentam
propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias e antimicrobianas, podendo contribuir na
prevencao de doencgas, no combate ao envelhecimento precoce e na prevencgao e/ou no
reparo de danos celulares relacionados a acao de radicais livres (28,39). Isso é atribuido
a protecao que oferecem ao organismo contra os radicais livres. Esses compostos séo
amplamente encontrados em frutas (toranja, laranjas), vegetais, nozes, sementes, flores,
chas e vinhos (8). Os mais consumidos, disponiveis nos alimentos, séo os glicosilados,
dos grupos das antocianinas (frutas vermelhas e roxas, berinjela, jabuticaba), flavonas
(apigenina - camomila, salsa, horteld; luteolina — azeite, pimenta, aipo; tangeretina -
tangerina), flavanonas (frutas citricas), flavanois (catequinas — cacau, cha verde, cha
preto) e flavonois (miricetina, quercetina — maga, cebola) (41).

Os flavonois sdo o grupo mais abundante de flavonoides, presentes em frutas e
vegetais. Sao representados principalmente por quercetina, kaempferol e miricetina,
embora o derivado metilado de quercetina, isoramnetina, seja bem comum. Podem ser
encontrados em altas concentracdes em morangos (Fragaria spp.), figo (Ficus religious),
espinafre (Spinaceae oleraceae) e couve-flor (Brassica oleraceae) (42).

As flavonas representam um grupo muito semelhante ao grupo dos flavonois,
exceto pela auséncia de hidroxilagdo na posi¢do 3 do anel C. Os principais compostos
deste grupo séo apigenina e luteolina. A distribuicdo e concentracao das flavonas em

alimentos ndo é tdo abundante em comparacdo aos flavonois, mas podem ser
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encontradas em aipo (Apium graveolens), salsa (Petroselinum crispum), e alcachofra
(Cynara scolymus) (43,44).

As antocianinas, derivadas das antocianidinas, séo flavonoides que conferem uma
variedade de cores a frutas e flores, principalmente vermelho, azul e roxo. S&o
responsaveis pela protecdo das plantas contra a luz e importantes no processo de
atracdo de insetos polinizadores. As antocianinas mais comumente encontradas nos
alimentos sédo derivadas principalmente de seis antocianidinas: cianidina, delfinidina,
petunidina, peonidina, pelargonidina e malvidina (45).

A variedade de antocianidinas é atribuida ao numero e a posicdo dos grupos
metoxilo e hidroxila no esqueleto basico da antocianidina; a identidade, niumero e
posi¢cdes nas quais moléculas de glicose se anexam; a extensao da acetilacao de glicose
e a identidade da acetilacdo (45). As frutas oxicoco (cranberry em inglés, Vaccinium
macrocarpon), amora (Rubus spp.), mirtilo (Vaccinium corymbosum), groselha (Ribes
nigrum), cereja brava (Prunus avium), cereja acida (Prunus cerasus), ameixa (Prunus
domestica), péssego (Prunus pérsica) e roma (Punica granatum) sao fontes de
antocianinas (46).

As flavanonas sédo encontradas em frutas citricas nas formas glicidicas, como por
exemplo a naringina (naringenina-7-O-neohesperidosideo), presente em toranja (Citrus
paradisi) e a narirutina (naringenina-7-O-rutinosideo), presente em laranja (Citrus
sinensis), liméao (Citrus limon) e lima (Citrus aurantifolia) (47). A maior concentragao de
flavanonas encontra-se nas cascas das frutas citricas (40). O grupo das flavanonas é
representado principalmente por naringenina, hesperetina e eriodictiol, tendo a
naringenina destaque pelos efeitos farmacolégicos benéficos no controle e manejo de
doencas (48).

A naringenina (5,7,4'-trihidroxiflavanona) (Figura 4) é a flavanona mais abundante
em frutas citricas (Citrus sp.), sendo encontrada também em uvas (Citrus parasidi), em
tomates (Solanum lycopersicum) frescos e em produtos a base de tomate (49). A acéo
da naringenina como composto bioativo tem sido atribuida a sua relacdo estrutura-
atividade (50). O numero de grupos substituintes hidroxila de naringenina permite doar
hidrogénios para os radicais livres, estabilizando a estrutura, e permitindo a eliminagéo

desses radicais. Tanto a naringina quanto a naringenina (forma aglicona da naringina),
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possuem atividade antioxidante. Contudo, a naringina € menos potente devido a por¢cao

de glicose na estrutura, o que causa impedimento estérico do grupo de eliminagéo (7).

OH
HO o) ©/

OH O

Naringenina Naringina

Figura 4. Estruturas moleculares da naringenina e da naringina.

Naringenina tem conhecida atividade antioxidante, que apresenta grande potencial
antitumoral e neuroprotetor, atuando também diretamente no controle da resposta
inflamatéria (51). Evidéncias crescentes de estudos in vitro e in vivo reforcam varios
efeitos farmacologicos da naringenina, incluindo o potencial anti-aterogénico (52), anti-
inflamatorio (3), anticancer (6,53) e imunomodulador (2). Além disso, possui acdo
antibacteriana contra Staphylococcus aureus (54,55) e antiviral, contra o virus da hepatite
C (por inibicdo da atividade da protease NS2) e contra o virus da dengue (8,48). Estudos
também ressaltam beneficios da naringenina no manejo de doencas neuroldgicas (56) e
metabdlicas (7).

Este flavonoide também pode ser benéfico no tratamento de dermatite atopica, por
atuar diretamente na resposta inflamatéria (Figura 5) (4,51). Ademais, o uso de
naringenina mostrou-se promissor no tratamento de acne relacionada a
Propionibacterium acnes, por inibir de forma efetiva, a uma baixa concentracéo (100 a

200 ppm), o crescimento microbiano (57).
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Figura 5. Diagrama esquematico da suposta regulagdo da linfopoietina estromal do timo (TSLP) pela
naringenina, em mastocitos. A partir de um estimulo pré-inflamatério, RIP2 e caspase-1 sdo ativados, e
entdo a caspase-1 ativa NF-kB. O NF-kB ativado induz a expressdo de TSLP mRNA, que estimula a
producéo de TSLP. A naringenina atua reduzindo a produc¢édo de TSLP, através do bloqueio da cascata de
sinalizacdo de RIP2 e caspase-1. TSLP - linfopoietina estromal timica; RIP2 - proteina de interacdo ao
receptor 2; NF-kB - fator nuclear kappa beta. Adaptado de Moon et al. (2011).

A capacidade antioxidante da naringenina e de inumeros polifenois tem como
resultado o retardo ou a inibicdo de reacfes que originam substancias prejudiciais a nivel
biolégico, como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos (31). Nesse contexto, a
naringenina também pode atuar como anti-inflamatorio, na reducéo do estresse oxidativo
por meio da ativacdo de Nrf2, gene fundamental no processo de ativacdo da defesa
antioxidante e na manutencao do ciclo celular (58).

Apesar do grande potencial terapéutico, 0 metabolismo da naringenina ocorre
principalmente por mecanismos intestinais e hepaticos. Isso dificulta o alcance do
composto a circulacdo sistémica e a outros tecidos, em concentracdes que possam
oferecer beneficios farmacolégicos. Esse bioflavonoide tem caracteristicas que dificultam
a biodisponibilidade quando administrada por via oral, com cerca de 15% de absorgéo no
trato gastrointestinal, apos a ingestéo (48).

Quimicamente, a naringenina possui a formula molecular de C1sH120s, tem peso
molecular de 272,26 Da e pode ser classificada como uma base fraca, com pKa 7,91.
Possui ponto de fuséo 251 °C, é praticamente insoluvel em agua (0,214 mg/mL) e soluvel

em solventes organicos, como alcool, com log P = 2,52. Como dito anteriormente, deriva
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da hidrolise da forma glicona da flavanona, como naringina ou narirutina, sendo a
naringina relativamente soltvel em agua (1 mg/mL em agua a 40 °C) (24,59).

Nesse contexto, muitos esfor¢cos tem sido empregados no intuito de melhorar a
solubilidade e estabilidade por técnicas como a complexacao com fosfolipidios, complexo
de inclusdo com [-ciclodextrinas, técnicas de condensagdo enzimatica ou
nanodispersdes (60—63).

Por meio do desenvolvimento de um sistema nanocarreador a base de Soluthin®
(fosfatidilcolina e maltodextrina) contendo naringenina, foi obtido um aumento de cerca
de 116 vezes na biodisponibilidade oral da naringenina (60). O efeito foi observado com
a administracao por via oral (40 mg/kg), em ratos, da naringenina hanoencapsulada, em
comparacao com a administragdo de naringenina em suspensao em carboximetilcelulose
sédica (0,3%) (AUCo-12n 3487,21 + 62,32 ng/mL/h e AUCo-12n 29,86 + 1,16 ng/mL/h,
respectivamente).

Nanoparticulas poliméricas catidnicas de naringenina, utilizando Eudragit 100 e
Poloxamer 188, também ja foram desenvolvidas e sua atividade comparada com
naringenina em suspensdo em carboximetilcelulose soédica (0,3%) (61). Apds
administracao por via oral (40 mg/kg), em ratos, foi possivel detectar naringenina com 12
h de analise. As nanoparticulas demonstraram melhorar a biodisponibilidade oral de
forma significativa, com AUCo-12n 2877,20 + 62,32 ng/mL/h em relagéo a suspenséo, com
AUCo-12n 29,86 + 1,16 ng/mL/h.

Nanoparticulas contendo naringenina também foram desenvolvidas por Wang et
al. (2014), utilizando monometoxi poli(etilenoglicol)-poli(e-caprolactona) (MPEG-PCL)
para incorporar em comprimidos bucais. O estudo teve como enfoque o uso de polimeros
mucoadesivos, para melhorar a solubilidade da naringenina e tratar doencas
inflamatorias e ulcerativas orais.

A grande vantagem dos nanocarreadores e das nanoparticulas na incorporacao
da naringenina consiste no potencial em aumentar a solubilidade da naringenina, o que
foi demonstrado nos estudos pela melhora do perfil de liberacdo de naringenina em testes
in vitro e in vivo.

Com intuito de melhorar a dissolucao e a biodisponibilidade da naringenina, Khan

et al. (2015) desenvolveram um sistema de disperséo sélida, utilizando Soluplus® como
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carreador nao-ibnico. O objetivo desse tipo de sistema consiste em reduzir a
cristalinidade (atingindo um estado quase amorfo). O estado amorfo € mais solavel que
a fase cristalina, e pode ser estavel se um carreador adequado for escolhido para o
preparo do sistema de dispersédo. Nesse caso, houve uma melhora expressiva no perfil
de dissolucéo da naringenina com o uso de Soluplus®.

Outro tipo de técnica comumente empregada na inddstria farmacéutica para
aumentar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de moléculas consiste no uso
de ciclodextrinas (64). Essas estruturas sédo carboidratos complexos, compostos por 6 a
8 unidades de monémeros D-glicose unidos por ligacdes do tipo a-1,4 formando uma
estrutura semelhante a um cone (65).

A cavidade das ciclodextrinas é hidrofébica, enquanto o exterior tem caracteristica
hidrofilica, o que contribui para aumentar a solubilidade em solu¢cdes aquosas. Esse
efeito foi observado por Yang et al. (2013) (62), pela avaliagdo de complexos de incluséo
de naringenina com B-ciclodextrinas. Além do aumento de solubilidade, as ciclodextrinas
também aumentaram a estabilidade térmica da naringenina, resultados atrativos para o
desenvolvimento de formulac¢des contendo o flavonoide.

Além dessas técnicas, entre diversas possibilidades para o desenvolvimento de
formulacdes transdérmicas, encontra-se a aplicacdo de adesivos, filmes e membranas
preparados com polimeros. Por serem para aplicacdo direta na pele, o ideal para esses
sistemas consiste no uso de polimeros naturais, biodegradaveis, que permitam a
liberacdo de substancias da matriz e também contribuam para fornecer propriedades
mecanicas adequadas para os produtos (66). Como nem a este tipo de formulacéo e nem
a via transdérmica foram propostos até o momento para a naringenina, este trabalho

dedicou-se a explorar essa possibilidade.

3.3. Pele: composicao, estrutura e funcao

A pele (Figura 6) € o maior 6rgdo do corpo humano. Possui uma estrutura
complexa, que reveste e assegura grande parte das relacdes entre 0 meio interno e o
externo. Além disso, atua na defesa e colabora com outros 6érgdos para o bom

funcionamento do organismo, como no controle da temperatura corporal e na elaboragéao
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de metabdlitos. E formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, sendo a
Gltima a mais interna. A composicao estrutural e localizacao de cada camada varia, o0 que

garante fung@es especificas distintas (67).

Epiderme —{

Derme __|

Hipoderme -

Figura 6. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme. Fonte: Adaptado de Khavkin et al. (2011) (68).

Hipoderme, ou camada subcutanea, € a camada mais profunda da pele e conecta
0 musculo a pele. Esta localizada abaixo da derme, e consiste basicamente em tecido
adiposo e uma parte de colageno. A derme é a camada responsavel pela estrutura e
elasticidade da pele. E composta principalmente por fibroblastos, células responsaveis
por produzir os elementos estruturais da derme, como a substancia fundamental, as fibras
colagenas e as elasticas. Situa-se abaixo da epiderme e nela localizam-se as glandulas
sudoriparas, glandulas sebéaceas, foliculos pilosos, musculo eretor de pelo, vasos
sanguineos, receptores sensoriais e vasos linfaticos (68).

A epiderme, camada mais externa, é constituida por 5 sub-camadas (Figura 7),
oriundas de um processo de queratinizacdo: camada basal, camada espinhosa, camada

granular, camada lacida e camada cornea.
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Figura 7. Camadas da epiderme. Fonte: Adaptado de Betzalel et al. (2017) (69).

A camada basal da epiderme é a mais interna. Responsavel pelo processo de
renovacao do epitélio, essa camada apresenta atividade mitotica intensa e € formada por
diferentes tipos de células em uma Unica camada. Nessa regido, além dos queratindcitos,
encontram-se 0s melandcitos, células produtoras de melanina, e as células de Merkel,
relacionadas a resposta sensorial (68). Acima dela, encontra-se a camada espinhosa,
formada por células que apresentam um nudcleo central e formato cuboide ou ligeiramente
achatado. Nessa camada, encontram-se os granulos de melanina e as células de
Langerhans, responsaveis pela producédo de melanina e pela funcao barreira de protecao
da pele, respectivamente (70).

ApoOs a camada espinhosa, camadas de células achatadas formam a camada
granulosa, caracterizada pela presenca de granulos de querato-hialina, além de um
nacleo central. Com essas estruturas, inicia-se a sintese de lipideos e a formacgéo de
queratina. A camada lucida esta logo acima da camada granulosa e caracteriza-se por
apresentar filamentos de queratina, sem nucleo, orientados de forma paralela a superficie
da pele (70).

A Ultima camada, mais externa da epiderme, € a camada cOrnea. Essa camada,
também chamada estrato cérneo, € caracterizada pela presenca de células achatadas,
mortas, desprovidas de nucleo e de organelas chamadas cornedcitos. As células mortas
gueratinizadas dessa camada sao organizadas em estruturas lamelares, organizadas em
conjunto com uma matriz lipidica. Essas caracteristicas fazem da camada cornea a

principal barreira a permeacéao de farmacos (71).
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3.4. Viade administracado transdérmica

A liberacdo de substancias por via transdérmica é muito atrativa, mas também
bastante desafiadora. Essa via de administragcdo € mais conveniente aos pacientes,
indolor para autoadministracéo e pode ser facilmente interrompida, se necessario. Além
disso, a administracdo por via transdérmica possibilita manter uma concentragédo
plasmatica constante dos ativos, sem que haja picos - concentracao plasmatica maxima
- e vales - concentracdo minima terapéutica -, como ocorre com a via oral e injetavel.
Também tem como vantagem nao permitir que o farmaco sofra efeito de primeira
passagem no figado, o que permite administrar doses menores em comparacao a
administracdo oral. Formulacfes para aplicacdo por essa via sao adequadas quando é
necessario tratamento por longos periodos, como por exemplo, no tratamento da dor
cronica, depressao e doencas inflamatérias (14,72).

Apesar das vantagens da via transdérmica, para que formulacdes favorecam a
absorcado dérmica, faz-se necessario o desenvolvimento de sistemas com caracteristicas
fisico-quimicas adequadas para ultrapassar a primeira e mais importante barreira, o
estrato corneo (73).

O termo “absorg¢ao percutanea/dérmica” ou permeacao, refere-se a passagem de
compostos pela pele. Esse processo pode ser dividido em trés etapas: penetracdo, com
entrada da substancia na primeira camada da pele; permeacé&o, onde a substancia passa
de uma camada a outra, e finalmente, reabsorcdo, quando ha passagem para 0s vasos
sanguineos (15).

A permeacdao através da pele da maioria dos farmacos ocorre por trés vias (Figura
8): pela via intercelular, na qual a substancia se difunde pelas camadas epidérmica
imersa na matriz lipidica e contornando os cornedcitos; pela via transcelular, na qual o
farmaco atravessa diretamente os cornedcitos e a matriz lipidica; ou pela via dos anexos,
na qual o farmaco penetra através dos foliculos pilosos, das glandulas sebaceas e
sudoriparas (73—75). A contribuicdo da via na penetracdo e na permeacao dependera

das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da formulacdo na qual esta inserido.
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Figura 8. Estruturas das camadas da pele e rotas de penetragdo de substancias: (a) intercelular; (b)
transcelular e (c) via anexos, como foliculo piloso e glandulas sebacea e sudoripara. Fonte: Adaptado de
Zoabi et al. (2021) (76).

Farmacos hidrofilicos ndo atravessam facilmente a pele, devido a caracteristica
lipidica do estrato cérneo. Uma substancia hidrofobica penetra mais facilmente, porém,
pode permanecer armazenada dentro dele, pois a préxima camada da pele é mais
hidrofilica. Além da solubilidade e o coeficiente de particdo (log P), o tamanho da
molécula também influenciam o processo de permeacgdo por impactarem diretamente a
difusdo do farmaco através das diferentes camadas da pele (76).

Considerando as caracteristicas tanto das camadas da pele quanto dos farmacos,
muitos estudos tem sido desenvolvidos com intuito de criar sistemas de permeacao
eficazes para farmacos pouco permeaveis (14). Esses sistemas de liberacdo de farmacos
sdo interessantes devido as vantagens que apresentam sobre outras formas de
administracéo de substancias (72). De modo geral, os métodos para producédo dividem-
se em duas categorias: fisicos e quimicos. Os métodos fisicos utilizam uma fonte de
energia mecanica, elétrica, magnética ou térmica para melhorar o transporte de
substancias através da pele, promovendo uma ruptura da membrana da pele. Alguns
exemplos de métodos fisicos incluem microagulhas (77), ultrassom (78), radiofrequéncia

(79), corrente elétrica (80), magnetoforese de solutos diamagnéticos (81).
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Os métodos quimicos tém como objetivo otimizar a formulacéo, para que haja uma
interacdo melhor do farmaco com as camadas da pele. Nesse sentido, podem ser
desenvolvidas diferentes tipos de formulagbes (algumas ja citadas anteriormente), como
formulag6es com promotores de absorcao (82), microemulsdes (83), nanoemulsdes (84),
nanoparticulas (85), carreadores lipidicos (86), complexos com B-ciclodextrinas (87),
dispositivos transdérmicos como filmes (88,89), entre outros. Em geral, as técnicas
combinam farmacos com diversas substancias como tensoativos, &lcoois, ésteres,

amidas, 6leos e diversos tipos de polimeros (90,91).

3.5. Sistemas transdérmicos

Sistemas de liberacdo modificada compostos por polimeros podem funcionar
como uma matriz ou como um reservatorio de farmaco para aplicacdo transdérmica. Em
sistema matricial, o farmaco contido em uma matriz polimérica € liberado por difusdo ou
por desintegracao do sistema quando colocado em contato com a pele. Ja em um sistema
reservatério, a membrana polimérica envolve o farmaco, separando do meio externo, o
que retarda sua liberacdo. A principal vantagem desse tipo de sistema de liberacéo é a
preservacao das caracteristicas e propriedades farmacoldgicas do farmaco (92).

Ainda considerando essa forma de aplicacdo de substancias, as membranas
poliméricas, também chamadas filmes transdérmicos, sdo comumente utilizadas quando
se deseja controlar a taxa de liberacdo de ativos. Isso se deve ao grande potencial dos
polimeros em melhorar a eficacia terapéutica de inumeros farmacos. Por isso, para o
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de medicamentos, como os filmes, o
uso de polimeros tem sido alvo de interesse na area tecnolégica ao longo dos ultimos
anos (93).

A grande vantagem do uso de filmes (Figura 9) para incorporar substancias
farmacologicamente ativas é a facilidade de aplicagdo no local, independente da area,
além da possibilidade de permanecer aplicado por um longo periodo, em comparacéo
com as formulacdes semissélidas convencionais. Essa forma de aplicacdo de ativos

também ndo € pegajosa, é flexivel e facilmente removivel. Ademais, a pelicula adere a
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pele, reduzindo o risco de transferéncia das substancias ativas para outras pessoas ou
roupas (94).

Figura 9. Aparéncia do sistema de aplicacdo de substancias por filme: (A) Filme aplicado no antebraco;
(B) Facil remocéo do filme ndo pegajoso, flexivel, sem residuos. Fonte: Adaptado de Kathe et al. (2017)
(94).

Vérios polimeros podem ser empregados para o desenvolvimento de filmes
transdérmicos, destacando-se aqueles que sédo biocompativeis. Nessa categoria estdo
0s polissacarideos e seus derivados, que representam um grupo de polimeros naturais
muito empregados em formas farmacéuticas como filmes, por exemplo, apresentando
inUmeras vantagens em relacdo aos polimeros sintéticos. Em geral, apresentam baixa
toxicidade, baixo custo e sao biodegradaveis (92). Dentre eles, encontra-se a quitosana,

polimero natural amplamente estudado em sistemas de liberagéo transdérmica (17,19).

3.6. Filmes de quitosana

Quitosana (Figura 10) é um biopolimero catiénico, insolivel em agua e em
solventes organicos. E solGvel em solugbes preparadas com &acidos (com pH < 6), tais
como acido aceético, cloridrico e latico, que transformam as unidades glicosaminas em
formas positivamente carregadas e sollveis em agua (95). A quitosana é um
polissacarideo obtido por desacetilagdo da quitina, naturalmente encontrada em
exoesqueletos de crustaceos e outros animais marinhos, por hidrélise basica (96).
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Figura 10. Estruturas quimicas da quitina e quitosana. Fonte: Adaptado de (20).

A desacetilacdo da quitina é a etapa principal para obtencdo de quitosana, visto
que ela faz a transformacéo dos grupos acetamida (NHCOHzs), presentes em aminas
(NH"), por meio de um forte ataque alcalino. O grau médio de desacetilacdo é definido
como o numero de grupos amino em relacéo aos grupos amida da cadeia polimérica (96).

Por apresentar propriedades biolégicas importantes, o biopolimero atrai interesse
de diversas areas, como industrias de cosméticos, medicina, agricultura, biotecnologia,
industrias farmacéuticas. As caracteristicas atrativas da quitosana incluem, além do baixo
custo, baixa toxicidade, biocompatibilidade, propriedades antibacterianas, também a
vantagem de ser biodegradavel (96). As propriedades poliméricas da quitosana
possibilitam a producdo de diferentes formulacées e sistemas, como hidrogeis, filmes
bioadesivos e membranas semipermeaveis (20,22).

Em sistemas transdérmicos, a quitosana tem como vantagem apresentar pouco
ou nenhum potencial de irritacdo na pele, um inconveniente bastante comum. O estrato
corneo, primeiro alvo de sistemas transdérmicos, possui como caracteristica juncdes
compactas entre as células, que apresentam cargas negativas (22,89). Nesse sentido, a
propriedade bioadesiva da quitosana e o potencial de aumento da difusdo de farmacos
(em formulacdes com esse polimero) através da pele podem ser atribuidos a interacéao
entre as cargas negativas da pele e as cargas positivas da quitosana (97).

Além disso, o carater catidnico da quitosana favorece o aumento da permeacao

de substancias pela via cutadnea quando a quitosana é adicionada a formulacdo, uma vez
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gue as cargas positivas do polimero interagem com a membrana celular dos cornedcitos,
resultando em uma reorganizacao estrutural das proteinas tight junction (23,98).

Filmes a base de quitosana como Unico polimero podem ser obtidos por meio da
incorporacao do polimero em agua acidificada (20). Uma das técnicas mais simples de
preparo de filmes a base de quitosana é o preparo de uma solucdo acida para
incorporacao do polimero, seguido de evaporacao sobre uma superficie lisa/placa. Um
plastificante pode ser adicionado no processo, para melhorar a flexibilidade do filme. O
gel formado é vertido sobre a superficie plana e o solvente € evaporado, a uma
temperatura igual ou inferior a 50 °C, até formacéo do filme. Os farmacos podem ser
incorporados nas formulacbes a partir de solucdes, antes da secagem do solvente
(17,97,99).

Utilizando essa técnica simples, Rasool et al. (2011) desenvolveram filmes a base
de quitosana de médio peso molecular (em &cido acético a 1 % v/v). Foram testadas as
concentracfes 1, 2, 3 e 4% (p/v) para incorporar cloridrato de propranolol e de acordo
com as caracteristicas dos filmes, a formulagdo com 2% de quitosana mostrou-se mais
adequada para o farmaco em questdo. Para os autores, além de uma propor¢cao
adequada de polimero, outros componentes, como propilenoglicol e terpenos, podem
contribuir para promover a liberacdo do farmaco da matriz.

A depender das caracteristicas do farmaco, a incorporacéo de farmacos pode ser
realizada com uma combinacdo de sistemas com matriz a base de quitosana, que
também representa uma alternativa interessante para proporcionar eficacia terapéutica.
Nesse contexto, Thein-Han e Stevens (2004) utilizaram trés tipos de quitosana (70%,
88% e 95%DD, todas com 800 kDa) para preparar um sistema combinando uma
membrana (1% p/v de quitosana em acido acético a 1% v/v) e um hidrogel (2% p/v de
quitosana em acido acético a 0,5 % v/v) contendo cloridrato de lidocaina e 10% de
propilenoglicol p/v (PPG). O estudo demonstrou que houve um fluxo de liberacdo
controlada, para fins de anestesia. Contudo, a liberacéo teve inicio apenas apos 30 horas,
sendo a combinacao, portanto, indicada para um tratamento por tempo prolongado.

Os estudos citados referem-se a farmacos hidrofilicos. No entanto, a aplicacdo da
quitosana como polimero para confeccdo de filmes também se estende aos farmacos

pouco soluveis em agua, como glimepirida (89) e etoricoxibe (100). Isso faz do polimero
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um componente versatil para aplicacao de diversos tipos de substancias. O desempenho
do sistema dependera entdo das caracteristicas tanto do tipo de quitosana, como também
do farmaco escolhido.

O fluxo da liberacdo e de permeacgdo cutanea de substancias a partir das
formulacdes pode variar de acordo com o grau de desacetilacdo da quitosana (um grau
de desatilacdo >70% pode exercer mais controle na liberacédo), com o peso molecular e
com a flexibilidade da cadeia de quitosana utilizada (19). Dessa forma, a padronizagéo
do método de preparo e a caracterizacao dos filmes, além da avaliacdo da liberacdo e
permeacado do(s) ativo(s) incorporados sdo necessarios para adequar o uso do polimero.

Filmes preparados com o polimero podem atuar como alternativas terapéuticas
quando se deseja melhorar a liberacéo do farmaco pela via transdérmica. O emprego do
polimero para confeccdo de filmes de aplicagédo transdérmica contendo compostos de
origem natural, como os flavonoides e outros antioxidantes, ainda é pouco explorado.

Alguns estudos apontam o uso de compostos de origem natural em filmes a base
de quitosana. A quercetina, por exemplo, € um flavonoide natural que apresenta inUmeras
propriedades farmacoldgicas, atuando principalmente como antioxidante. Estudos
recentes utilizaram extratos oriundos de espécies vegetais, que apesar de pouco
comuns, sdo ricas em bioflavonoides, como macd do mangue (Sonneratia caseolaris)
(101) e maqui berry (Aristotelia chilensis) (102). Os extratos foram incorporados em filmes
a base de quitosana, para prover atividade antioxidante e antimicrobiana, demonstrando
excelentes resultados.

Para aplicacdes nao farmacologicas, estudos demonstraram que a quercetina
pode ser incorporada a um filme de quitosana, tornando-se um substituto de derivados
de petrdleo em embalagens alimenticias (103). Ha ainda na literatura, um estudo
realizado com a naringina, para confeccao de filmes a base de quitosana destinados a
aplicacdo em alimentos (104). No entanto, o trabalho teve como objetivo produzir um
filme com efeito protetor contra oxidagao lipidica induzida por radiacdo UV em alimentos.
Embora evidéncias mostrem o potencial da combinacdo de compostos de origem natural
em filmes de quitosana, ndo foram encontrados estudos com fins farmacologicos, que

utilizem a naringenina em matrizes de quitosana para aplicacao na pele.
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Considerando o potencial terapéutico da naringenina, como antioxidante e anti-
inflamatorio, e por ser de origem natural, o uso do polimero para confeccao de filmes de
aplicacdo transdérmica, contendo esse IFA, representa uma inovacdo. Espera-se que um
filme a base de quitosana possa oferecer um aumento da biodisponibilidade da
naringenina, que tende a ser baixa quando administrada por via oral, como dito
anteriormente. Parte da proposta é atribuida a vantagem do emprego da via
transdérmica, que é de facil aplicagdo e ainda permite a liberagdo constante e/ou
progressiva do ativo de interesse, facilitando atingir a concentracéo terapéutica ideal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O padrao analitico de naringenina (pureza 295%), quitosana de baixo peso
molecular (PM = 50-190 kDa, grau de desacetilacdo >75%) e quitosana de médio peso
molecular (PM = 190-310 kDa, grau de desacetilacdo =75-85%) utilizados neste trabalho
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Metanol e acetonitrila de grau
HPLC foram obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, New Jersey, EUA). Etanol grau HPLC
foi obtido de Merck (Algés, Portugal). Para preparacao do tampao fosfato, foram utilizados
fosfato de sédio nas formas monobasica e dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), cloreto
de s6dio (Serva, Rio de Janeiro, Brasil) e Pluronic® F127 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA). Correcdes de pH foram realizadas com hidréxido de sédio (Dinamica Quimica
Contemporanea, Sao Paulo, Brasil). Para preparo dos filmes, foram utilizados acido
acético, obtido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA), propilenoglicol adquirido da
Dindmica Quimica Contemporanea (Sao Paulo, Brasil). Filtros pré-limpos, de diametro 25
mm e poro 0,45 uym hidrofébicos foram adquiridos de Analitica (Sao Paulo, Brasil). Placas
de Petri descartaveis 90 x 15 mm foram compradas da Comercio de Produtos Quimicos
e Laboratoriais OCS (Brasilia, Brasil). Para os ensaios em células, etanol absoluto PA foi
obtido de Dinamica Quimica Contemporédnea (S&o Paulo, Brasil). Histopaque,
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) e fitohemaglutinina (PHA) foram adquiridos
de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Soro fetal bovino (SFB) foi adquirido de
Vitrocell (Sao Paulo, Brasil). RPMI, anti-CD3 APC, Trizol, dietilpirocarbonato (DEPC),
High Capacity cDNA reverse Transcription Kit, e Tagman foram obtidos de Thermo Fisher
(Waltham, MA USA). Todas as analises foram realizadas com agua tipo Milli-Q (Millipore,

Franca).

4.2. Obtencéo de pele de orelha de suinos

As peles de orelhas de suinos utilizadas em estudos de permeacao foram
adquiridas do frigorifico Sabugy (Goias, Brasil). A pele de orelhas de suinos foi removida

da cartilagem utilizando um bisturi conforme ilustrado na Figura 11. Em seguida, foi presa
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em uma placa suporte de isopor, com alfinetes, para dermatomizacdo. O equipamento
foi ajustado de modo a se obter fragmentos de espessura aproximada de 0,5 mm. Os
fragmentos de pele obtidos foram embalados em filme de PVC e papel aluminio e
armazenados a -4 °C por um periodo maximo de 2 meses antes do uso nos experimentos

de permeacéo.

Figura 11. Preparacdo da pele de orelha de suinos para estudos de recuperagdo e permeacao: (A)
Retirada da pele da orelha, com bisturi; (B) pele inteira; (C) Pele fixada em placa de isopor, com alfinetes,
dermatdémetro; (D) Pele dermatomizada.

4.3. Desenvolvimento e validacdo de método analitico

O método analitico cromatografico desenvolvido e validado neste estudo teve
como ponto de partida uma pesquisa bibliografica utilizando bancos de dados: Google
Scholar, Pubmed, Scielo e Science Direct. Foram utilizados os seguintes termos na
busca, com operador booleano “and”: “naringenina and CLAE”; “naringenin and HPLC”;
“naringenin and validated HPLC method”. Apds levantamento bibliografico, foram
selecionados os métodos que se aplicavam a estudos bioldgicos, farmacocinéticos e com
determinacao de teor em frutas.

Partiu-se do método validado por Bhandari et al. (2019) para adaptar as condi¢des
cromatograficas apontadas no estudo levando-se em consideragdo que o método sera
utilizado no presente estudo para quantificar o flavonoide extraido da pele de suinos.
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Assim, a andlise quantitativa da naringenina foi realizada em um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) modelo Shimadzu LC 20-AD equipado com um detector
de arranjo de diodos (SPD-20A), uma bomba (LC-20D), um degaseificador (DGU-20A3)
e um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS). Uma coluna
de fase reversa LUNA Cis Phenomenex (300 mm x 3,9 mm, 10 ym) foi utilizada como
fase estacionaria. A eluicdo da fase movel foi isocrética e realizada a uma vazao de 0,6
mL/min. A fase movel foi composta por metanol e agua acidificada com &cido fosférico
0,01 mol/L a uma propor¢do de 65:35 (v/v). Os solventes da fase mével foram filtrados
através de membranas filtro de nylon 0,45 um, por sistema de filtragdo a vacuo, e
degaseificados em banho de ultrassom por 10 min. O volume de injecdo das amostras
foi de 10 uL e o forno foi utilizado a 40 °C. A detecgao e quantificacdo foram realizadas
pela andlise da eluicdo a 290 nm.

O método analitico padronizado foi entdo validado em termos de
especificidade/seletividade considerando interferentes da pele e da formulacéo,
linearidade, precisdo, exatidao, e limites de deteccdo e de quantificacdo, e robustez,
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (105) e também de acordo

com diretrizes preconizadas pelo International Conference on Harmonisation (ICH) (106).

4.3.1. Seletividade

Para a analise da seletividade do método, primeiramente foram analisadas
amostras de extrato de estrato cérneo e de pele remanescente (pele sem o estrato
corneo), utilizando metanol como solvente para a extracdo do composto a partir das
matrizes biolégicas. Para obtencdo desses extratos, 0 estrato corneo foi separado do
restante da pele utilizando a técnica de tape stripping descrita mais adiante, e a cada
uma das matrizes foram adicionados 5 mL de metanol e mantidas sob agitacdo a 500
rpm por 24 h. Os cromatogramas desses extratos separados foram comparados aos dos
mesmos extratos contaminados com uma solugdo metandlica de naringenina, na
concentracéo final de 4,0 ug/mL.

Foram preparadas também solugdes &cidas e basicas contendo naringenina a 4,0

pg/mL, considerando um volume final de 25 mL, com 5 mL de acido cloridrico (HCI) 1
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mol/L ou 5 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol/L, para obtencdo de produtos de
degradacéao por hidrélise acida e alcalina, respectivamente. Cada solucédo foi mantida a
uma temperatura de 60 °C, por 6 h. Em seguida, 5 mL de HCI 1 mol/L foram adicionados
a solucéo bésica e 5 mL de NaOH 1 mol/L foram adicionados & soluc¢éo acida. O volume
foi completado para 25 mL, com metanol (107).

Além disso, foi preparada uma solugcdo com peroxido de hidrogénio (H202) a 25%
(v/v), para verificar possibilidade de oxidacdo do padrdo. A partir dessa solugéo, foi
preparada uma diluicdo de naringenina a 4,0 pg/mL em metanol e H202a 1:1 (v/v).

As formulacdes desenvolvidas para os filmes de quitosana foram diluidas em
metanol a 1:10 (p/v) de cada formulacdo, e acrescidas de naringenina para uma
concentragéo final de 4,0 pg/mL.

Para cada solucao, foi preparado um branco (solucdo sem o analito). Todas as
amostras foram preparadas em triplicata, filtradas com filtro de porosidade de 0,45 pm e
analisadas por CLAE, para verificar a capacidade do método de quantificar a naringenina

na presenca de todos esses interferentes e produtos de degradacéao.

4.3.2. Linearidade

Trés solugbes-estoque independentes de naringenina a 100 pg/mL em metanol e
em uma solucdo de Pluronic® F127 2,5% (p/v) em tampéo fosfato 0,01 mol/L, pH 7,4
foram preparadas. A partir delas, a linearidade do método foi avaliada pela construcéo
de curvas analiticas seguindo diluicbes das solugbes-estoque nas seguintes
concentragoes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 ug/mL. As amostras foram preparadas
em triplicata, para cada concentracéo, filtradas em filtro de membrana de porosidade 0,45
pum e analisadas por CLAE.

Os dados obtidos foram plotados em graficos que relacionavam a concentragdo
de naringenina com a area do pico fornecida pelo equipamento, apos injecdo das
amostras. Procedeu-se com a analise estatistica dos dados, utilizando método de
regressao linear, que fornece uma reta no formato y = ax + b, onde (a) corresponde ao

coeficiente angular e (b) coeficiente linear. A linearidade foi entdo determinada
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estatisticamente por meio do coeficiente de correlacéo linear (r), sendo aceitaveis valores
de r superiores a 0,99, de acordo com a legislacao estabelecida pela Anvisa (105).

O efeito de matriz frente a solucédo tampéao (pH 7,4 com 2,5% de Pluronic® F127)
foi avaliado com as curvas obtidas. De acordo com a Anvisa (105), o paralelismo das
retas € indicativo de auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz. A equacéo a

seguir foi utilizada para determinar a significancia do efeito (%):

__ Smatriz—Ssolvente

Ef =

x 100 (Equacéo 1)

Ssolvente

onde: Smatriz € o coeficiente angular da curva de calibragdo do analito na matriz, e

Ssolvente € o coeficiente angular da curva de calibracdo do analito em metanol.

4.3.3. Precisao e exatidao

A precisao do método foi avaliada em CLAE, por meio do estudo de repetibilidade
(preciséo intracorridas) e preciséo intermediaria (preciséo intercorridas). A repetibilidade
do método foi verificada com trés determinacbes de trés das concentracdes que
contemplaram o intervalo linear do método (0,5; 4,0 e 10,0 ug/mL de naringenina em
metanol), totalizando 9 andlises. A precisdo foi avaliada em dois dias diferentes pelo
mesmo analista (repetibilidade) e com dois analistas distintos (precisdo intermediaria), no
mesmo equipamento. Os resultados foram expressos pelo valor do coeficiente de

variacdo (CV%), calculado por meio da seguinte equacao:

CV% = (Desvio Padréo/Concentracdo Média) x 100 (Equacgéao 2)

onde: CV% = coeficiente de variagao; Desvio Padréo = estimativa do desvio padréo da
média; Concentracdo Média = média das medidas, em triplicata, para cada concentracéo

analisada.

O mesmo intervalo foi utilizado para analise da exatidao, verificada pela relagédo

entre a média da concentragdo experimental mensurada e a concentracdo teorica
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correspondente. Os resultados da analise de exatiddo foram expressos em funcao da

porcentagem do erro relativo:

E% = Concentracdo experimental/Concentracdo tedrica x 100 (Equacgéo 3)

onde: E% = porcentagem de erro relativo; Concentracdo teorica = corresponde ao valor
estabelecido como referéncia; Concentragdo experimental = corresponde ao valor obtido
apos a analise.

4.3.4. Estudos de recuperacao da naringenina da pele

Foram utilizados dez fragmentos circulares de pele dermatomizada a
aproximadamente 0,5 mm de espessura, com 2 cm de diametro. Cada pedaco de pele
foi esticado e fixado sobre um suporte com o estrato corneo voltado para cima. Um molde
de plastico, com area de exposicédo igual a 1 cmz?, foi disposto sobre a superficie. O estrato
corneo foi entdo removido pela técnica de tape stripping (LADEMANN et al., 2009),
utilizando 15 pedacos de fita adesiva, que foram aderidas, pressionadas e removidas da
pele em um Unico movimento. As fitas correspondentes de cada remocdo foram
colocadas juntas em frascos de vidro ambar. A pele remanescente foi picotada, com
auxilio de tesoura, e colocada em outro frasco de vidro ambar. Para se obter solu¢des
em trés concentragdes de naringenina da curva analitica (uma baixa: 0,5 pyg/mL, outra
meédia: 4,0 ug/mL e outra alta: 10,0 uyg/mL) foram adicionados aos tubos contendo cada
camada da pele respectivamente 25 pL, 200 yL e 500 yL de uma solugédo estoque de
naringenina em metanol a 100 pg/mL.

Apbs evaporacao do solvente, foram adicionados 5 mL de metanol a cada tubo
para promover a extracdo da naringenina do estrato cérneo e da pele remanescente. Os
frascos foram vedados com parafilm e mantidos sob agitacdo magnética por 24 h. Todas
as amostras foram entéao filtradas em membrana de porosidade 0,45 ym e seguiram para
analise por CLAE.

A quantidade de naringenina recuperada foi determinada a partir da adicdo e

recuperacdo das concentracfes estabelecidas acima, conforme a Equacao 4, expressa
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anteriormente, em termos de porcentagem, por ser a eficiéncia de extracdo parte da

avaliacao de exatiddo do método.

4.3.5. Limite de deteccéo e quantificacao

O LD corresponde a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessita de quantificagcdo. Todavia, em analise por CLAE, a linha
de ruido pode ser utilizada para estimar o LD, baseando-se no desvio-padréo na relacao

de 3 vezes o ruido da linha de base, conforme a equacao:

3,3XDP
IC

LD =

(Equacéo 4)

onde: LD = Limite de deteccao; DP = Desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de,
no minimo, 3 curvas de calibragdo construidas contendo concentracdes da substancia

préximas ao suposto limite de quantificacdo; IC = Inclinacdo da curva de calibragéo.

A estimativa do LQ tedrico foi feita com base na equacgéo (105):

10 X DP
T

(Equacéo 5)

onde: LQ = Limite de quantificacdo; DP = Desvio padrao do intercepto com o eixo do Y
de, no minimo, 3 curvas de calibracdo construidas contendo concentracdes da
substancia proximas ao suposto limite de quantificacdo; IC = inclinacdo da curva de

calibragao.

Apés determinacdo dos limites tedricos, foram preparadas solucdes de
concentracdes decrescentes de naringenina abaixo da menor concentracdo da curva
analitica (0,1; 0,2; 0,3; 0,4, além de 0,5 ug/mL), com o intuito de verificar o menor valor
quantificado com preciséo e exatidao aceitaveis, confirmando o valor teorico calculado

para LQ.

4.3.6. Robustez
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A robustez do método foi avaliada utilizando-se um desenho fatorial (23), variando-
se trés parametros: temperatura do forno da coluna (T), porcentagem de agua na fase
movel (W) e vazdo da fase movel (V), como indicado na Tabela 1. O nivel (-1) foi
estabelecido como sendo -5% em relacado aos parametros do método desenvolvido e o
nivel (+1) estabelecido como sendo +5%, com T de 40°C, P de 35% e V de 0,6 mL/min.
Os estudos foram realizados com base na estimativa da variancia dos efeitos, em

triplicata. Os efeitos avaliados foram area do pico, fator de cauda e tempo de retencao.

Tabela 1. Desenho fatorial para andlise de robustez do método desenvolvido para quantificagdo da

naringenina.
Niveis codificados Niveis decodificados
Teste T V W T (°C) V (mL/min) P (%)
1 -1 -1 -1 38 0,57 39
2 -1 -1 1 38 0,57 32
3 -1 1 -1 38 0,63 39
4 -1 1 1 38 0,63 32
5 1 -1 -1 42 0,57 39
6 1 -1 1 42 0,57 32
7 1 1 -1 42 0,63 39
8 1 1 1 42 0,63 32

T: temperatura do forno; V: vazéo da fase mével; P: porcentagem de agua na fase movel.

Os resultados de cada resposta obtida foram analisados utilizando uma equacéao
preditiva, por meio de analise de regressao multipla. O modelo foi validado por andlise

de variancia (ANOVA) com um nivel de significAncia fixado em 5%.

4.4. Avaliacdo in vitro do potencial anti-inflamat6rio da naringenina

4.4.1. Isolamento das células mononucleares de sangue periférico (CMSPs)

As células mononucleares de sangue periférico (CMSPs) foram isoladas por meio
do gradiente de densidade Histopague a partir de amostras de sangue periférico
coletadas de trés doadores saudaveis em tubos contendo anticoagulante EDTA.

Em suma, tubos cbnicos de 15 mL foram preenchidos com 3 mL de Histopaque, e

8 mL de sangue total diluido 1:2 em solucdo tampéo salina-fosfato (PBS). Esses tubos
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foram entdo centrifugados a 1100 g por 25 min para permitir a formacdo do halo de
células mononucleares. Apods a centrifugacéo, o halo de CMSPs foi recolhido com auxilio
de uma pipeta p1000 e transferido para um novo tubo conico de 50 mL e lavado trés
vezes com PBS. Por fim, o pellet celular foi ressuspendido em 1 mL de meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) com 10% de Soro fetal bovino (SFB) e a contagem foi

realizada em camara de Neubauer.

4.4.2. Marcacado das CMSPs com carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)

Para viabilizar a analise de proliferagdo, 1x10’ CMSPs foram marcadas com 2,5
pumol/mL de carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Para isso, as células foram
incubadas com CFSE por 7,5 min a 37 °C em banho-maria e, apds esse periodo, a
marcacao foi interrompida com 10 mL de RPMI gelado contendo 10% de SBF e
mantendo-se a amostra refrigerada a 4 °C por 5 min. Posteriormente, foram realizadas
trés lavagens com PBS, utilizando centrifugacdo a 1200 g por 10 min. Por fim, o pellet
celular obtido das lavagens foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI suplementado com
10% de SBF. Essas células foram contadas com o auxilio da Camara de Neubauer e

utilizadas para o ensaio de proliferacdo, como detalhado a seguir.

4.4.3. Ensaio de proliferagdo de linfocitos T

Para analisar o efeito da naringenina sobre a capacidade proliferativa de linfécitos
T, foram plaqueadas 2.5 x 10° de CMSPs de trés doares diferentes previamente
marcadas com CFSE por poco e ativadas com 5,0 pg/mL de fitohemaglutinina (PHA).
Essas células foram entdo tratadas com concentragdes crescentes de naringenina (0,1;
0,5; 1,0; 10,0; e 20,0 pg/mL) paralelamente a um grupo tratado com o volume maximo de
etanol.

As placas foram envolvidas em papel aluminio e cultivadas em estufa incubadora
a 37 °C, com atmosfera de 5% de CO:2 por 72 h. Findado esse periodo, as células foram
recolhidas, transferidas para microtubos de 1,5 mL previamente identificados e

centrifugadas a 2000 g por 5 min para obtencdo do pellet celular. Para proceder com a
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avaliacdo de linfécitos T, o pellet celular foi ressuspendido em 30 pL de PBS,
homogeneizado e as células foram marcadas com anti-CD3 APC conforme instru¢des do
fabricante. Apés o periodo de incubacéo, a suspensao celular foi lavada com 500 pL de
PBS para retirada do excesso de anticorpos.

As amostras foram ressuspendidas em 400 uL de PBS e a proliferacao celular foi
analisada no Citdbmetro FACSCalibur (BD Bioscience) do Laboratorio de Hematologia e
Células-Tronco (LHCT) — FS/UnB. Foram adquiridos 10.000 eventos utilizando os canais
FL-1 e FL-4 para leitura do CFSE e anti-CD3 APC, respectivamente. A anélise dos dados
foi feita com o auxilio do software FlowJO 10.0.7 (FlowJo LLC, Williamson Way Ashland,
OR, USA).

4.4.4. Extracdo de RNA e transcrigdo do cDNA

O RNA das CMSPs foi extraido utilizando o reagente TRIzol LS. Apds as células
terem sido recolhidas dos pocos, transferidas para tubos de 1,5 mL RNase Free e
centrifugadas a 2000 g por 5 min, o pellet celular foi ressuspendido em 250 pL de PBS.
Em seguida foram adicionados 750 pL de Trizol gelado e as amostras foram
homogeneizadas com auxilio de uma pipeta p1000 com movimentos up/down.

Apoés o periodo de incubacdo de 5 min em temperatura ambiente, 200 uL de
cloroférmio foram acrescentados aos tubos. Esse material foi entdo centrifugado por 15
min a 12000 g, a 4 °C. Findado esse processo, foram obtidas trés fases. A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, onde foram adicionados 50 pL de
isopropanol gelado para precipitacdo do RNA. As amostras foram entdo centrifugadas
por 10 min a 12000 g a 4 °C. Finalizado esse processo foi adicionado 1 mL de etanol 75%
gelado.

Por fim, a mistura foi centrifugada por 5 min a 7500 g, a 4 °C, o etanol descartado
e o pellet foi ressuspenso em 20 pL de agua DEPC (Dietilpirocarbonato). Apds obtengéo
do RNA, a quantidade e a pureza desse material foram analisadas por meio do
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). O DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado usando 500 ng do total de RNA pelo Kit de transcri¢céo reversa High Capacity

cDNA reverse Transcription Kit, seguindo as instru¢des do fabricante.
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4.45. PCRem tempo real

O perfil de expresséo de genes relacionados a resposta imune foi avaliado por
PCR em tempo real utilizando a metodologia Tagman, cujos primers e sondas foram
adquiridos pelo sistema AssayOnDemand. O gene calibrador utilizado foi o GAPDH
(Hs02786624), cuja eficiéncia de amplificacdo € a mesma dos genes alvo, 0 que
possibilitou a andlise pela metodologia de DDct (108). Analisou-se a expressdo dos
seguintes genes: GAPDH (Hs02786624), TGF-B1 (Hs00998133), IL-10 (Hs00961622) e
IL-1B (Hs00174097).

4.5. Analise de compatibilidade entre naringenina e quitosana

Foram realizadas analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e de
termogravimetria (TG), utilizando um DSC-60 e um DTG-60H, respectivamente
(Shimadzu®, Japéo) para analise da compatibilidade entre a naringenina e a quitosana,
selecionada para o preparo dos filmes transdérmicos. O aguecimento das amostras foi
realizado a uma taxa de 10°C/min, no intervalo de aquecimento de 30 a 300°C para o
DSC, e de 30 a 500 °C para o TG, sob atmosfera de nitrogénio com vazéo de 50 mL/min.
Para estes experimentos, foi utilizada massa de amostra de 3,0 mg. A composicado das

amostras analisadas esta descrita na Tabela 2, a seqguir.

Tabela 2. Amostras preparadas para analise térmica por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e

termogravimetria (TG).

AMOSTRAS Naringenina (%) Quitosana* > 75% DD (%)
1 100 -
2 - 100
3 50 50

*Quitosana de médio peso molecular.

As amostras foram preparadas para analise imediata ou foram expostas a um

tratamento térmico a uma temperatura de 60 °C, por um periodo de 12 h, para simular a
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condicdo de preparo dos filmes. O teor de amostras de naringenina (em triplicata) foi
determinado antes e apds o tratamento térmico utilizando o método analitico por CLAE

descrito anteriormente.

4.6. Desenvolvimento dos filmes de quitosana

Foram testados diferentes dois tipos de quitosana: quitosana de baixo peso
molecular (PM = 50-190 kDa, grau de desacetilacdo = 75-85%) e quitosana de médio
peso molecular (PM =190-310 kDa; grau de desacetilagdo = 75-85%), nas concentragdes
de 2,0%; 1,5% e 1,0% em solug¢do com &cido acético a 2% (v/v) e também em solucéo
contendo acido acético e acido latico 1:1 (v/v) a 2%.

Para o preparo de filmes de quitosana, utilizou-se o método de evaporacédo de
solvente. O polimero (Tabela 3), foi dissolvido em uma solu¢do acida sob agitacdo
constante a 500 rpm, até que fosse observada a formacgéo de um gel. As formulacdes
foram entdo mantidas em repouso em temperatura ambiente por 12 h, para garantir a
hidratacdo completa do polimero e a eliminacédo de bolhas formadas durante a agitacao.

Apés esse periodo, 0,5% de naringenina (p/p) foi dissolvida em etanol a 10% (v/p).
Ao gel de quitosana, foi adicionado propilenoglicol (5% p/p). A solucdo etandlica de
naringenina foi incorporada ao gel e a formulacdo foi mantida sob agitacdo novamente,
até a formacéo de uma mistura homogénea. Também foi preparada uma formulacdo sem
etanol, dispersando a naringenina diretamente em propilenoglicol. A formulagéao foi
mantida em repouso por mais 2 h para eliminagao das bolhas formadas. Em seguida, o
pH foi aferido.

Uma massa de 20 g de formulacao foi espalhada sobre placas de Petri de plastico
(90 x 15 mm). As placas foram mantidas na estufa a 50 °C, por 12 h. Apos esse periodo,
os filmes foram levados ao dessecador até resfriarem e posteriormente retirados das
placas, embalados em filme de PVC e papel aluminio, e armazenados ao abrigo de luz,

em temperatura ambiente.
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Tabela 3. Componentes da formulacéo dos filmes de quitosana contendo naringenina.

Componentes da

~ A B C D E
formulacéo
Quitosana DD>75% (%) 2,0 2,0 15 15 15
Solucgéo de &cido acético e QSP
acido latico 1:1 a 2% (v/v) - -
100,0

(%)
Solucdo de acido acéticoa  QSP QSP ] QSP QSP
2% (VIV) (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
Propilenoglicol (%) - 20 20 20 5
Etanol (%) - 10 10 10 10
Naringenina (%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

4.7. Caracterizacao dos filmes de quitosana

Os filmes C, D e E (Tabela 3) foram selecionados para caracterizacao por
demonstrarem caracteristicas organolépticas de aspecto, maleabilidade e
homogeneidade mais adequados. A caracterizacéo envolveu determinacao da espessura
dos filmes, propriedades mecéanicas, capacidade de hidratacdo, teor de naringenina e
homogeneidade, como descrito a seguir.

4.7.1. Espessura

A espessura dos filmes foi medida em trés diferentes pontos, usando um

paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana, Sdo Paulo, Brasil).

4.7.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por meio de ensaios de
tracdo, para identificar a forca de fratura. Todas as andlises foram realizadas em uma
Maquina Universal de Ensaios (Shimadzu EZ test, Toquio, Japao) equipada com uma

célula de carga de 5 kN usando garras tipo cunha que se movem horizontalmente para
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apertar a garra no filme verticalmente (antes das analises) para realizar o teste de
alongamento. A célula se moveu a uma velocidade constante de 10 mm/min. O tamanho
de cada filme foi de 50 mm, o espaco entre as células foi de 25 mm e a forca inicial foi de
1 N (109).

4.7.3. Capacidade de hidratacéo (absorcéo de agua)

Um fragmento de 1 cm? de area do filme foi pesado e colocado em uma placa de
Petri (9 cm de diametro) contendo aproximadamente 10 mL de agua. O filme foi hidratado
e nos tempos de 1, 5, 10, 20 e 30 min, o filme foi retirado, seco com papel filtro e pesado,
até peso constante. O ensaio foi realizado em triplicata, para as formulacdes. A
porcentagem de agua absorvida foi calculada, conforme a equacéo:

Agua absorvida (%) = (Filme hidratado (g) - Filme seco (g)) x 100 (Equac&o 6)

4.7.4. Teor de naringenina dos filmes e homogeneidade

Para quantificar a naringenina nos filmes de quitosana, foram cortados pedacgos
circulares de 1,5 cm de diametro. Em seguida, cada pedaco foi pesado e dissolvido em
uma solucdo de &cido acético e agua a 1:1 (v/v), completando volume para 10 mL, em
baldo volumétrico. A solucao permaneceu sob agitacdo por 30 min. Uma amostra de 100
pL foi diluida em 5 mL de metanol, filtrada em membrana de porosidade de 0,45 um e
qguantificada por CLAE. As analises foram realizadas em triplicata, e o teor de naringenina
foi calculado. A homogeneidade do IFA no filme foi calculada pela determinag¢éo da média

de trés pedacos, de locais diferentes do mesmo filme, e calculo do CV (Equacéao 3).

4.8. Estudos de estabilidade acelerada dos filmes de quitosana contendo

naringenina

Os estudos de estabilidade das formula¢des foram conduzidos em conformidade
com as diretrizes estabelecidas pela Anvisa, por meio dos critérios para a realizagdo de
Estudos de Estabilidade de insumos farmacéuticos ativos e medicamentos, exceto
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bioldgicos, publicado pela RE n° 318, de 6 de novembro de 2019 (110) e pelas diretrizes
preconizadas pelo International Conference on Harmonisation (ICH) (111).

Amostras de filmes com 3 cm de didametro foram acondicionadas em filme plastico
e sachés aluminizados, selados, para evitar contato com o0 meio externo, conforme
ilustrado na Figura 12. Os filmes foram armazenados em trés diferentes condicfes de
temperatura, por um periodo de 90 dias: ambiente, a 25 °C + 2°C; camara climéatica a 40
°C + 2 °C e geladeira, a 4 °C £ 2°C. As andlises de teor de naringenina foram realizadas,
em triplicata, nos tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Todas as amostras foram analisadas

por CLAE, utilizando método validado descrito acima.

Figura 12. Filme acondicionado em filme pléstico e saché aluminizado.

4.9. Solubilidade da naringenina

Para determinar o meio adequado para ser usado como solu¢do receptora nos
proximos experimentos que envolvem difusédo do flavonoide, foram realizados ensaios de
solubilidade da naringenina em diferentes solventes e sistemas de solventes. Em
temperatura ambiente, uma quantidade em excesso de naringenina (aproximadamente 3
g) foi adicionada a frascos contendo 5 mL dos seguintes meios: acetona, metanol,
acetonitrila, etanol, etanol 50% (v/v), alcool isopropilico, Polissorbato 80 (Tween® 80) nas
concentractes 0,25; 0,5 e 1% (p/v), tampao fosfato 0,01 mol/L (pH 7,4) contendo ou n&o:
propilenoglicol a 20%, 40% e 60% (p/v) e Pluronic® F127 a 2,5% (p/v). O experimento foi

realizado em triplicata para cada meio testado.
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Os frascos foram fechados e deixados sob agitacdo magnética a 500 rpm por 12
h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2150 x g por 30 min para a
sedimentacao do excesso de naringenina, o sobrenadante foi filtrado e a solucéo obtida
foi levada ao CLAE para quantificagao.

4.10. Ensaios in vitro de liberacao

Os estudos de liberacao in vitro foram realizados em células de difusdo verticais
do tipo Franz (Figura 13), com area de difusdo de 1,5 cm?, montadas com os filmes de
quitosana, contendo 0,5% (p/p) de naringenina. Cada filme foi aplicado diretamente sobre
0 compartimento receptor e vedado com filme plastico tipo Parafilm. Este ultimo
compartimento foi preenchido com uma solugéo receptora preparada com Pluronic® a
2,5% (p/v) em tampéao fosfato 0,01 mol/L isotonizado e fisiologico (pH 7,4). Durante os
ensaios, as células foram mantidas sob agitacdo a 500 rpm, em banho-maria, a uma

temperatura de 32 + 2°C.

Compartimento doador

Compartimento receptor

Figura 13. Célula de difusdo do tipo Franz modificada, com filme entre os compartimentos doador e
receptor.

Os estudos foram conduzidos por 72 h, realizando-se coletas de 1 mL do meio
receptor nos seguintes intervalos de tempo: 1 h,2h,3h,4h,5h,6h,7h,8h,9h, 10 h,
11 h,12h, 24 h, 36 h, 48 h e 72 h. O volume retirado da solucdo receptora a cada coleta
foi sendo reposto com o0 meio receptor novo. As aliquotas coletadas do compartimento
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receptor foram filtradas com membranas de porosidade de 0,45 pym e levadas ao CLAE
para analise de naringenina. Esses experimentos foram conduzidos com 4 replicatas.

A quantidade liberada acumulada de naringenina a cada hora ao longo das 72 h
de experimento foi calculada considerando as diluicbes do meio receptor apds as coletas

de acordo com a equacao:

Qreal, t = Cmensurada, t. Vr +Va. Z " Ca (Equacéo 7)

onde: Qreal, t = quantidade real liberada acumulada no tempo t

Cmensurada, t = cOncentracdo mensurada da amostra no tempo t
r = volume do receptor (15 mL)

Va = volume de amostra coletada (1 mL)

Ca = concentracao de amostra coletada

Dessa forma, a quantidade real de naringenina liberada, acumulada em um
determinado tempo t, € igual a quantidade medida no tempo t, somada a quantidade total
coletada do compartimento receptor para quantificacdo das amostras em tempos
anteriores.

A quantidade de naringenina liberada foi calculada nos intervalos de tempo
estabelecidos, considerando o teor médio total de naringenina contido no filme, antes do

experimento, conforme a seguinte equagao:

Porcentagem de naringenina liberada (%) = QNL / QNF x 100 (Equacéo 8)

onde: QNP = Quantidade de naringenina liberada (mg); QNF = Quantidade de

naringenina quantificada no filme inicialmente (mg), que corresponde a 3 mg.

A cinética de liberagéo do IFA a partir do filme foi estimada aplicando os seguintes
modelos cinéticos (Tabela 4): porcentagem acumulada de naringenina liberada vs. tempo
(modelo de ordem zero), log da porcentagem acumulada de naringenina liberado vs.

tempo (modelo de primeira ordem), porcentagem acumulada de naringenina liberado vs.
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raiz quadrada do tempo (modelo de Higuchi), raiz cubica da porcentagem de naringenina
remanescente no filme vs. tempo (modelo de Hixson-Crowell) e porcentagem acumulada
de naringenina liberada vs. log do tempo (modelo de Korsmeyer-Peppas). O maior valor
do coeficiente de regresséo (R?) calculado para curva obtida indica a melhor linearidade
e correlacdo e, portanto, 0 modelo cinético de liberacéo seguido pelo IFA incorporado ao

filme.

Tabela 4. Modelos mateméticos aplicados ao estudo cinético de liberacdo de naringenina do filme.
Adaptado de ZHANG et al. (2015).

Modelo Cinético Equacéo
Ordem zero F=ky.t
Primeira ordem F=100. (1- e¥'?)
Higuchi F=ky.t'/?
Hixson Crowell F=100[1-(1- kg.t)
Korsmeyer- Peppas F = kgp. t"

F = & quantidade (%) de naringenina liberada no tempo t; k = constante de velocidade liberacéo; t = tempo
do ensaio; ky = constante de liberagdo de Higuchi; n = nimero de replicatas.

4.11. Estudos in vitro de permeacao e retencao cutanea

Antes do inicio dos experimentos, a pele foi deixada por 30 min em contato com
tampéo fosfato para hidratagdo e o filme foi hidratado durante 1 min antes de ser aplicado
sobre a pele.

As células de Franz foram entdo montadas com a pele de porco colocada entre 0s
seus compartimentos doador e receptor. Os filmes de quitosana hidratados foram entao
aplicados sobre a pele, em contato direto com o estrato corneo. A pele e o filme foram
cobertos com parafilm, para evitar contaminagédo das amostras e garantir a manutencao
da hidratagdo durante todo o tempo de experimento. O compartimento receptor foi
preenchido com uma solucgéo receptora preparada com Pluronic® a 2,5% (p/v) em tampé&o
fosfato 0,01 mol/L isotonizado e fisioldgico (pH 7,4). Durante os ensaios, as células foram
mantidas sob agitacdo a 500 rpm, em banho-maria, a uma temperatura de 32 £ 2°C.

Como solucao controle, naringenina foi diluida na solugdo do meio receptor, a uma
concentracdo de 1 mg/mL. A concentracao foi definida de forma que se aproximasse da

concentracdo contida na area do filme que ficou em contato direto com a pele. Para os
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ensaios, 1 mL dessa solucéo foi colocado sobre a pele de porco, em cada compartimento
doador.

Os ensaios foram conduzidos em quintuplicata para cada formulagéo, por um
periodo de 72 h. Amostras da solugéo receptora foram coletadas nos seguintes intervalos
de tempo: 1 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h e 72 h. Essas amostras foram filtradas em
membranas de 0,45 um e levadas para quantificacdo em CLAE.

As quantidades de naringenina permeada em fung&o do tempo foram plotadas em
um gréfico. O fluxo de permeacéo (J, pg/cm?/h) foi calculado a partir da inclinacédo da
porcao linear da quantidade cumulativa permeada por unidade de area versus tempo. O
coeficiente de permeabilidade (Kp) foi calculado a partir de J, usando a seguinte equacéao
(113):

Kp (cm/h)=J/C (Equacéo 9)

onde: C corresponde a concentracdo de naringenina no compartimento doador.

Como dito anteriormente, as quantidades de naringenina foram plotadas em um
grafico com o tempo de liberagéo (t) e a quantidade acumulada liberada (C) por unidade
de area de filme como fun¢éo do tempo. Dessa forma, o equilibrio é verificado quando o
gréfico se torna linear. Os dados da porc¢ao linear podem entédo ser extrapolados, de modo
a obter o intercepto da curva quando a quantidade acumulada liberada (C) por unidade
de area de filme = 0, fornecendo o lag time - tempo que leva para comecar a ocorrer a
liberacao.

Ao final do experimento de permeacdo, a pele foi retirada da célula de difuséo,
lavada com agua e o estrato corneo foi entdo removido pela técnica de tape stripping
(114), conforme descrito anteriormente no item 4.2.4. A pele remanescente foi picotada,
com auxilio de tesoura, e colocada em frasco de vidro ambar. Os pedacos de cada
amostra de pele foram colocados, e foram adicionados 5 mL de metanol. Todos os
frascos foram fechados com parafilm e deixados sob agitacdo por 24 h, a 500 rpm. As
amostras foram filtradas em membranas de porosidade de 0,45 pym e quantificadas por
CLAE.
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4.12. Analise Estatistica

Para as analises estatisticas dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 9
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A normalidade dos dados foi verificada
através do teste de Shapiro-Wilk. Apds confirmacdo da distribuicdo Gaussiana, foi
aplicado o teste t de Student para comparacéao entre os grupos independentes em relacéo
ao controle. Os resultados foram expressos como média + DP. Foram considerados

significativos os valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Padronizacédo e validagdo do método analitico

A busca e andlise bibliografica permitiu encontrar 11 artigos cientificos publicados
em que se usa a cromatografia para deteccdo e quantificacdo de naringenina em
diferentes matrizes, como plasma humano e de animais, sucos e sistemas
nanoestruturados (Tabela 5). Contudo, nenhum estudo analitico publicado até o
momento avaliou o biocomposto extraido de amostras de pele. Tendo em vista que a
pele € uma matriz biol6gica complexa que apresenta inUmeros interferentes capazes de
eluir junto com a substancia de interesse, no presente trabalho buscou-se desenvolver e
validar um método que permitisse quantificar de maneira seletiva e exata a naringenina
extraida da pele para dar suporte a ensaios de permeacao e penetracdo cutanea.

O método proposto neste trabalho baseou-se em metodologia validada por
Bhandari et al. (2019), com modificacbes como composicédo da fase moével, volume de
injecdo e vazao, para adequacédo a quantificacdo seletiva do analito de interesse (Tabela
6). Uma vez que o critério mais relevante para o método proposto € a resolucéo do pico
referente a naringenina, a adaptacdo do método foi realizada a fim de isolar a elui¢cdo do
pico do analito dos interferentes advindos da pele. Os parametros ajustados foram

analisados por CLAE.
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Tabela 5. Métodos analiticos publicados para determinacdo de naringenina em diferentes matrizes

utilizando cromatografia.

Referéncias Analitos Deteccao Matriz
Bugianesi et al. (2002) . . Coulometria (900
(116) Naringenina mv) Plasma humano
: Naringenina e
Kanaze et al. (2004) g UV (288 nm) Plasma humano

(117)

Hesperetina

Elgin, Konyalioglu e
Kilinc (2009) (118)

Luteolina,
Naringenina e

UV (230 nm) e
Fluorescéncia (250

Deteccédo em
Hypericum sp.

Isoquercitrina nm/ 450 nm)
Ribei Ribeiro (2008 Naringina e Sucos de laranja e
ibeiro e Ribeiro ( ) . g . UV (280 nm) toranja, naturais e
(119) Naringenina . -
industrializados.
Enantiomeros
(R/S epimero)
Wan et al. (2011) (120) de UV (288 nm) Plasma de ratos
Naringenina
Xiong et al. (2014) (121) | orndina e LC-MS/MS Plasma humano
Naringenina
Hesperidina, Flavanonas em
[ [ Nari i . .
Cerqueira e Silva (2014) arl_ngc_anlna, UV (240 e 280 nm)  diferentes tipos de
(122) Naringina, e
- suco
Poncirina
Nanoparticulas,
. Naringina e meétodo indicativo
Cordenonsi (2016) (123) Naringenina UV (285 nm) de estabilidade e
fotodegradacéao
Baranowska, Hejniak e Naringenina e LC-MS/MS Separacgéao de
Magiera (2016) (124) Hesperetina enantibmeros.
Nietal. (2016) (125)  aringeninae LC-MS/MS Plasma
Quercetina
Nanocarreadores
. poliméricos e
Bhandari et al. (2019) Naringenina UV (289 nm) amostras

(115)

bioldgicas (plasma
e cérebro)
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Tabela 6. Condi¢cBes analiticas da metodologia proposta para quantificar naringenina nas formulacdes e
em apo6s experimentos in vitro de liberacéo e de permeacao cutdnea em comparacdo a uma metodologia

previamente validada.

Metodologia validada por

Condicdo Bhandari et al. (2019) (115)  Mctodo proposto
, LUNA Cus
Coluna Sunfire®, Ca (250 mm x 4,6 Phenomenex (300 mm
mm, 5 ym).
x 3,9 mm, 10 um).
Fase mével (vIv) Metanol:acido fosférico Metanol:Acido fosférico
0,5% (70:30 v/v) 0,01 mol/L (65:35 v/v)
Vazao (mL/min) 1,0 0,6
Volume de injecao (pL) 20 10
Comprimento de onda (nm) 289 290
Temperatura do forno (°C) 30 40

O método proposto demonstrou um numero de pratos teéricos de 3503 + 22,18,
estando de acordo com o valor recomendado pelo FDA (126), que deve ser acima de
2000.

Outro parametro avaliado foi o fator de cauda, que diz respeito ao formato do pico
no cromatograma, uma vez que fatores de cauda elevados dificultam a determinagéo da
area do pico, podendo comprometer a integracao e quantificacao do analito. O fator de
cauda idealmente deve estar em torno de 1,0 (126), e desse modo, o0 método mostrou-
se adequado para determinacdo de naringenina, com fator de cauda de
aproximadamente 1,2. A metodologia final possibilitou uma corrida de 10 min, com tempo

de retencdo da naringenina em 7,2 min, conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Cromatograma representativo de naringenina a 4 pg/mL dissolvida em metanol, com tempo de
retencdo da naringenina em 7,2 min. O método fez uso de uma coluna LUNA Cis Phenomenex (300 mm
x 3,9 mm, 10 ym) como fase estacionaria. Fase mével composta por metanol:acido fosférico 0,01 mol/L
(65:35 v/v), vazdo de 0,6 mL/min, temperatura de 40°C, volume de injecdo de 10 L e deteccdo a 290 nm.

5.1.1. Seletividade

Para que um método seja considerado seletivo, deve possuir a capacidade de
medir exatamente um composto na presenca de outras substancias, como impurezas,
produtos oriundos de degradacdo e compostos da matriz. A seletividade corresponde
entdo a determinacdo de analito(s) em uma mistura complexa, sem interferéncia de
compostos da mistura (105,127).

Os cromatogramas apresentados nas Figura 15 e Figura 16 demonstram que,
apos extracdo, todos os interferentes da pele apresentaram tempos de retencao
diferentes do tempo de retencédo da naringenina.

O procedimento de extragdo de naringenina, a partir do estrato corneo e pele
remanescente, mostrou-se adequado. Consistiu em utilizar agitagdo magnética, por 24 h,
utilizando metanol como solvente extrator. Esse método apresentou cromatogramas com
poucos interferentes, e sem alterar a area de doseamento da naringenina, como pode

ser observado na Figura 15.

O meétodo proposto demonstrou eficiéncia na separacdo do pico de naringenina
das matrizes bioldgicas, estrato corneo e pele de orelha de suinos, com tempo de

retencdo de 7,2 minutos (Figura 15). A resolucdo entre o pico de naringenina e o
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interferente mais proximo foi de 2,7, apresentando-se em conformidade com o valor >2,0
esperado (126).

(A)
Y ____ Branco - estrato cérneo
______________.f"\.f’ "\__ o Branco - pele

fi

|
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Figura 15. Cromatogramas representativos de naringenina: (A) Sobreposicdo dos cromatogramas de
naringenina a 4,0 ug/mL, Brancos - extratos de estrato corneo e de pele de orelha suina, em metanol; (B)
Naringenina com extrato metandlico de estrato cérneo; (C) Naringenina com extrato metandlico de pele.
Método de CLAE: coluna LUNA Cis phenomenex (300 mm x 3,9 mm, 10 uym). Fase mével composta por

metanol:acido fosférico 0,01 mol/L (65:35, v/v), vazdo de 0,6 mL/min, temperatura de 40 °C, volume de
injecdo de 10 uL e deteccdo a 290 nm.

A Figura 16 apresenta os cromatogramas referentes a injecéo e leitura por CLAE
de solucdes de metanol, Pluronic® F127 (2,5% p/v) em tampéo fosfato 0,01 mol/L (pH
7,4), solucéo preparada a partir do filme a base de quitosana obtido para incorporar a

naringenina. A concentracao teorica de naringenina para doseamento foi de 4,0 pg/mL.
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Figura 16. Cromatogramas (CLAE) referentes a inje¢8es de solu¢des de: (I) Branco - Metanol grau HPLC;
(1) Naringenina a 4,0 pg/mL, em metanol; (lll) Branco tampao - Pluronic® F127 2,5% (p/v) em tampé&o
fosfato (pH 7,4); (IV) Naringenina em solucdo de Pluronic® F127 2,5% (p/v) em tampéao fosfato (pH 7,4);
(V) Solugdo em metanol 1:5 (v/v) preparada a partir de filme de quitosana diluido em &cido acético e agua
1:1 (v/v) na proporcao 1:5 (p/v); (V1) Naringenina em filme de quitosana diluido na solu¢éo preparada em
(V). Condigbes: coluna C18; fase moével Metanol/Acido fosférico 0,01 mol/L 65:35 (v/v); 40 °C; vaz&o de 0,6
mL/min e injecdo 10 yL; A = 290 nm.

Conforme observado nos resultados obtidos, ndo houve qualquer interferéncia de
nenhuma das substancias da solucdo tampao (Figura 16 - lll e 1V) ou do filme de
quitosana (Figura 16 - V e VI) no doseamento de naringenina (Figura 16 - | e Il). Assim,
o método cromatogréafico pode ser utilizado para quantificacdo de naringenina, tanto nos
filmes de quitosana desenvolvidos, quanto nos ensaios de liberacdo e permeacédo
cutanea.

Além disso, o doseamento de naringenina nas solugdes preparadas (Tabela 7)
demonstrou que ndo houve alteracdo significativa de teor (p < 0,05), com excecédo da
solucéo preparada de Pluronic® F127 a 2,5% (p/v) em tampéo fosfato (pH 7,4),
considerando o limite de variagcdo de 20% em relacdo a concentracdo teorica, valor
preconizado tanto pelo ICH (127) quanto pela Anvisa (105). A diferenca detectada no teor
de naringenina na solucdo tampao deve-se ao efeito matriz dessa, que sera discutido

mais adiante.
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Tabela 7. Teor de naringenina obtido apos preparo de solucdes a 4,0 pug/mL, por CLAE.

Solugdes contendo naringenina a 4,0 pg/mL Teor (%)

Metanol 99,06 + 0,66
Extrato metandlico de estrato corneo 102,87 £ 0,53
Extrato metandlico de pele 101,57 £ 0,10

Solucédo de Pluronic® F127 (2,5% p/v) em tampéao
fosfato 0,01 mol/L (pH 7,4)

Extrato metandlico do filme a base de quitosana 98,40 + 0,24
Os dados séo representativos da média de 3 determinagdes + desvio-padréo.

83,89 +1,13

bY

A Figura 17 apresenta os cromatogramas referentes a analise por CLAE de
solucBes de hidrolise acida e basica da naringenina, com peréxido de hidrogénio como
potencial diluente de oxidacdo, e uma solugcdo metandlica de naringenina a 4,0 pg/mL,

utilizada para fins comparativos.
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Figura 17. Cromatogramas (CLAE) referentes a injecdes de solugbes de: (A) Naringenina a 4,0 pg/mL; (B)
Naringenina a 4,0 pg/mL diluida em peroxido de hidrogénio 25% (v/v); (C) Naringenina a 4,0 pg/mL apos
hidrélise acida com HCI 1 mol/L; (D) Naringenina a 4,0 pg/mL ap0s hidrolise basica com NaOH 1 mol/L. As
setas representam a regido de eluicdo da naringenina, com aumento das regides indicadas, para melhor
visualizacéo. Condigdes cromatograficas: coluna Cis; fase mével: metanol/acido fosférico 0,01 mol/L 65:35
(v/v); temperatura da coluna: 40 °C; vazédo da fase mével: 0,6 mL/min e volume de injecdo: 10 uL; deteccao
a 290 nm.
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Na solucéo de peroxido de hidrogénio a 25% (v/v) (Figura 17B), ndo houve reducéao
significativa no teor de naringenina. O teor de naringenina correspondeu a 99,5% na
solucéo de peroxido de hidrogénio e de 99,0% em metanol em relagdo a concentragédo
teorica inicial, de 4,0 pg/mL (Figura 17A).

Com a hidrolise acida (Figura 17C) em HCI 1 mol/L durante 6 h (60 °C) o teor de
naringenina obtido foi de aproximadamente 87,10 % em relacdo a concentracao tedrica
inicial (4,0 ug/mL). Foi possivel observar formacéao de provaveis produtos de degradacgéo
(Figura 17), de caracteristicas mais polares que a naringenina, surgindo no inicio da
eluicdo, nos tempos de retencéo 2,3 minutos e 3,9 minutos.

Sob condi¢cdes de hidrdlise alcalina (Figura 17D), em NaOH 1 mol/L, houve
formacdo de provaveis produtos de degradacdo detectaveis, e que podem ser
observados na Figura 17. Apresentam caracteristicas mais polares que a naringenina e
aparecem em tempo de retencdo em torno de 2,5 minutos e 4,0 minutos. O teor de
naringenina foi de aproximadamente 62,74% em relacéo ao padréo (concentracao tedrica
inicial de 4,0 pg/mL). Na analise de hidrdlise alcalina, apds a adicdo da solucdo de NaOH
1 mol/L, houve mudanca de coloracdo da solucdo de incolor para amarela, sem
ocorréncia de precipitacao.

Considerando as duas condicdes de hidrolise, o decaimento de teor de
naringenina foi mais significativo (p < 0,05, teste t de Student) em condi¢des de exposicao
ao NaOH 1 mol/L do que ao acido HCI 1 mol/L. Tendo em vista que o pka da naringenina
é de 7,9, em meio alcalino ela estara na forma nédo-ionizada, o que pode expor a molécula
a uma maior degradacdo. Contudo, ndo houve interferéncia dos provaveis produtos de
degradacédo acida e basica no tempo de retencdo da naringenina.

Os resultados obtidos, apds exposicdo da naringenina aos compostos acima,
indicaram que o método foi seletivo e capaz de detectar e quantificar o analito, sem
interferéncia dos produtos de degradacéo oriundos das solu¢fes preparadas.

A analise de hidrdlise, tanto acida quanto basica, demonstra a necessidade de
atencao ao pH no preparo de formulagdes contendo naringenina. O teor de naringenina
foi reduzido, cerca de 20%, quando em pH basico. Entretanto, o método permitiu
quantificar a naringenina mesmo na presenca de produtos de degradacéo, pois nao foram

observadas interferéncias dos produtos gerados no tempo de eluicdo do flavonoide.
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5.1.2. Linearidade

As curvas analiticas obtidas para naringenina dissolvidas nos dois meios testados
estéo representadas na Figura 18. A faixa de concentracao de naringenina nas curvas foi
de 0,5 a 10,0 pg/mL, utilizando tanto metanol como uma solucéo de tampé&o fosfato (pH
7,4) com 2,5% de Pluronic® F127 (p/v) como diluentes.

. e Metanal

" 2 Solugio tampéo

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Concentragao (pg/mL)

Figura 18. Representacéo grafica da correspondéncia entre as curvas analiticas obtidas por CLAE, para
naringenina. Concentragdes diluidas em: Metanol grau HPLC. Equacgédo da reta: y = 69788x — 5504,3 e
coeficiente de correlacdo linear: r = 0,9994; Solucédo de tampéao fosfato (pH 7,4) com 2,5% de Pluronic®
F127° (p/v). Equacédo da reta: y = 54980x — 7357,7 e coeficiente de correlagdo linear: r = 0,9993.

Foi verificado efeito matriz da solugéo tampé&o na deteccao do analito de interesse.
A variacao analisada foi de -21,21%, portanto, abaixo do limite aceito pela Anvisa (105)
gue é de 20%. Neste caso, foi verificada uma supressao de sinal significante (p < 0,05),
decorrente da interferéncia dos constituintes da solucdo tampé&o. Considerando essa
variacéo, foram utilizadas duas curvas analiticas para a quantificacdo da naringenina nos
experimentos in vitro: a metandlica para os ensaios de doseamento de naringenina na
formulagdo ou em ensaios de retencdo cutanea, e a curva em solucdo tampéo fosfato
para ensaios de liberagdo em membrana e de permeacao cutanea.

Os resultados indicaram que houve correlacdo linear entre as areas obtidas e a

concentracdo de naringenina padrdo, considerando tanto o metanol quanto o tampéao
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fosfato (pH 7,4) com Pluronic® F127® como diluentes. Por meio do estudo de regresséo
linear, foi obtida a equacéo de reta 'y = 69788x — 5504,3 com metanol como solvente, com
coeficiente de correlagéo linear (r?) = 0,9994 e y = 54980x — 7357,7, com solucao de
Pluronic® F127 a 2,5% (p/v) em tampdo fosfato (pH 7,4) como diluente, com coeficiente
de correlacao linear (r2) = 0,9993. De acordo com a inclinacéo das retas, pode-se afirmar
gue o método apresentou alta sensibilidade. A regresséo linear foi significativa, de acordo
com andlise estatistica realizada por meio de teste ANOVA (p < 0,05) e com desvio de
linearidade néo significativo.

Portanto, é possivel verificar que o0 método apresentou linearidade na faixa de
concentracdo entre 0,5 yg/mL e 10,0 pg/mL, tanto em metanol quanto em solucéo
tampéo, em conformidade com as normas estabelecidas pela Anvisa (105) e pelo ICH
(127).

5.1.3. Precisao e exatidao

A precisdo do método foi avaliada por meio do estudo de repetibilidade (precisao
intracorridas) e precisdo intermediaria (precisdo intercorridas). A tabela a seguir
apresenta os valores de precisdo obtidos para a naringenina em metanol na faixa de

concentracdo de 0,5; 4,0 e 10,0 pg/mL.
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Tabela 8. Andlise da precisao e da exatidao intracorrida e intercorrida do método de quantificacdo para a
naringenina diluida em metanol.

ncentracdo Teori ncentracdo Experimental i x
Concentracao Teorica Concentracao Experimenta CV (%) ExatidZo (%)

Naringenina (pg/mL) (ng/mL)
Repetibilidade
0,50 0,52 + 0,07 1,69 103,33
4,00 4,04 + 0,09 0,82 101,06
10,00 9,74 £ 0,15 1,62 97,45
Precisdo intermediaria - analista 1
Dia 1 Dia 2
0,50 0,51 + 0,07 0,51 + 0,07 1,27 101,29
4,00 3,94+0,10 3,82+ 0,09 1,30 96,82
10,00 9,71+0,11 9,77 £0,14 1,14 97,70
Preciséo intermediaria - analista 2
Dia 1 Dia 2
0,50 0,50 + 0,07 0,51 + 0,07 1,04 100,49
4,00 3,84+ 0,09 3,93+0,11 1,54 97,12
10,00 9,79+0,10 9,80 +0,10 0,62 97,97

Os dados séo as médias de 9 determinagdes + desvio padrdo. CV: Coeficiente de variagao, precisao.

Os valores de coeficiente de variacdo da andlise de repetibilidade do método foram
adequados. O método demonstrou alto grau de concordancia entre os resultados, quando
realizados sob as mesmas condi¢cdes experimentais, com os coeficientes de variacao
abaixo de 2%. Quanto a variacdo da exatiddo - que avalia a proximidade dos resultados
experimentais em relacdo aos valores tedricos — os resultados também demonstraram
concordancia satisfatoria, dentro do valor preconizado, de 95 a 105% (105,127).

Uma vez que as amostras para avaliacdo da precisdo intermediaria foram
preparadas por um analista diferente, as amostras também mostraram precisdo e

exatiddo conforme os critérios determinados.

5.1.4. Limite de deteccgéo (LD) e limite de quantificagéao (LQ)

Com as curvas de calibragcéo obtidas, calculou-se o valor do desvio padréo dos

coeficientes lineares e a média dos coeficientes angulares respectivos, de modo que se
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pdde calcular o LD da naringenina como sendo 0,16 pg/mL e o LQ, que foi igual a 0,49
Mg/mL.

A partir dos valores calculados dos limites, foram preparadas solucdes de
naringenina em concentracdes abaixo e acima dos LD e LQ tedricos. Os resultados estédo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Demonstracdo experimental dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método
cromatografico para andlise de naringenina.

Concentracéo Concentracéo

tedrica (ug/mL) experimental (ug/mL) Preciséo (%) Exatido (%)
0,10 0,13 8,40 124,83
0,20 0,20 2,55 99,57
0,30 0,30 1,39 99,96
0,40 0,44 0,40 110,99
0,50 0,52 1,29 103,72

Valores correspondem a média de 3 determinacgdes.

Conforme pode ser observado na tabela acima, o LD experimental foi de 0,10
pug/mL o que difere pouco do valor calculado, que foi 0,13 pg/mL. Ja o LQ experimental
para a naringenina, com valores adequados de precisdo (<2%) e exatiddo (95-105%)
(105,127), foi de 0,50 pug/mL, valor extremamente proximo ao calculado teoricamente.
Valores abaixo dessa concentracdo ndo demonstraram quantificacdo exata de pico
caracteristico do analito.

Os resultados demonstraram que a partir de 0,50 pg/mL, houve aproximadamente
103% de concordancia entre as amostras. Dessa forma, para doseamento de naringenina
na formulacao dos filmes e nos experimentos de liberacdo e de permeacgéo, os limites

sdo satisfatorios.

5.1.5. Estudos de recuperacao da naringenina da pele

A porcentagem de recuperacao de naringenina da pele foi avaliada, como forma

de determinacao da exatiddo do método (105,127). Na Tabela 10 estéo apresentados os
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resultados da porcentagem recuperada de naringenina, apdés processo remocao do

estrato corneo da pele dermatomizada de suinos.

Tabela 10. Porcentagem de recuperagdo de naringenina do estrato cérneo e da pele dermatomizada,
utilizando metanol como solvente extrator.

Estrato corneo Pele remanescente

[]

experimental

[]tedrica [

(ug/mL)  experimental Recuperacao CV

Recuperacdo CV

(ugimL) O gy N

0,5 0,56 £ 0,08 102,96 2,44 0,44 £ 0,08 88,68 2,81

4,0 3,81+0,09 95,18 0,86 3,59+0,10 89,82 2,48
10,0 9,53+ 0,20 95,27 1,47 8,64 + 0,18 86,43 2,46
Os dados sédo médias de 3 determinacdes + desvio padrdo. [ ]: Concentracdo de naringenina; CV:

Coeficiente de variacdo, preciséo.

Os coeficientes de variacdo estdo de acordo com as recomendacdes para
métodos bioanaliticos (128,129), ou seja, abaixo de 15% em todas as camadas e
concentracbes analisadas. A porcentagem de recuperacdo de naringenina obtida foi
acima de 86%, estando em conformidade com a literatura, em que séo aceitaveis valores
acima de 70% para ensaios de recuperacédo cutanea (130,131).

Em concordancia com as normas preconizadas pela Anvisa (105) e pelo ICH (127),
contanto que os parametros de precisao, linearidade e especificidade sejam bem
estabelecidos, a exatidao pode ser inferida. Considerando os resultados obtidos até aqui,
€ possivel afirmar que o método proposto se mostrou linear, seletivo, sensivel, preciso e

exato.

5.1.6. Robustez

Para simular variagbes operacionais minimas, que podem acontecer durante
analises de rotina, os parametros de temperatura, vazao e proporcdo de fase movel,
foram avaliados, por CLAE, em um desenho fatorial (23), conforme descrito na Tabela 11.
A resposta foi obtida em termos de area de pico, tempo de retencdo e resolucédo da

naringenina.
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Tabela 11. Resumo estatistico da analise do desenho fatorial (23) para anéalise de robustez do método de
quantificacdo da naringenina.

Parametros - Respostas
Area TR Fator de cauda
Média 239289,00 7,695275 1,2900
T -375,83 -1,92* 0,0400*
VF -24259,50* -0,81* 0,0020*
P -1792,66 -0,384* -0,0130

A média representa um conjunto de 8 variancias da andlise de naringenina a 4,0 ug/mL. T: temperatura do
forno, em °C; VF: vazédo da fase movel, em mL/min; P: porcentagem de agua na fase mével, expressa em
% (v/v). O asterisco indica valor de p significativo, com 5% de nivel de significancia.

Os resultados demonstram que a area do pico da naringenina sofreu influéncia
apenas da vazao da fase mével, de forma significativa (p < 0,05). Assim, quando ocorre
aumento da vazao, a area diminui consideravelmente.

O tempo de retencao foi afetado de forma significativa pelas trés variaveis. O
aumento da temperatura do forno e da vazéo da fase mével influenciaram negativamente
a resposta (p < 0,05), reduzindo o tempo de retencéo. A reducao da propor¢éao de agua
na mistura de fase moével também provocou uma reducao do tempo de retencdo. Essas
variacbes eram previstas, tendo em vista que a naringenina é lipossoluvel, tendo uma
facilidade de eluicdo maior com solventes organicos, como o metanol (59).

ModificagBes tanto na temperatura do forno quanto na vazdo da fase moével
alteraram significativamente a resposta da resolucdo, que é um parametro que avalia a
assimetria do pico. Com a reducao da temperatura do forno e com a reducao da vazao
da fase movel, foi observado um aumento do fator de cauda.

Os efeitos de interacdo secundarias e terciarias ndo foram significativos. Apesar
da alteracdo de alguns parametros, principalmente em relacéo ao tempo de retencéo, o
método mostrou-se robusto, permitindo determinar quantitativamente o IFA. Nesse
sentido, o teste demonstrou que, no método desenvolvido para quantificacdo da

naringenina, pequenas alteracdes ndo devem comprometer a seletividade do método.
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5.2. Avaliacao in vitro do potencial anti-inflamatdrio da naringenina

A naringenina possui um grupo hidroxila no anel B (49-OH), o que pode estar
relacionado com o potencial antioxidante e anti-inflamatério do flavonoide (132). Ndo h&a
um consenso acerca da quantidade minima de naringenina necessaria para promover
reducdo da inflamacéo. No entanto, ja foi demonstrado que a naringenina € capaz de
promover inibicdo da expressdo de fatores inflamatdrios, como TNF-a, na faixa de
concentracéo de 3—30 pumol/L (ICso de 14,41 umol/L), que corresponde a 0,82-8,28 pg/mL
(133).

Uma das formas de avaliar o potencial anti-inflamatério de uma substancia
consiste em verificar o efeito in vitro, na proliferacao de linfécitos T. Um decréscimo na
proliferacdo dessas ceélulas indica que o tratamento em estudo provoca um efeito
supressor de inflamacéo (134). Nesse sentido, o tratamento com a naringenina provocou
um efeito anti-inflamatério, fenbmeno que pode ser observado por meio do decréscimo

da proliferacdo demonstrado na Figura 19.
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Figura 19. Avaliacdo da proliferacdo de células T em células mononucleares de sangue periférico,
estimuladas por 72 h com diferentes concentra¢des de naringenina. Cada barra representa uma média de
3 determinagfes + DP. *p < 0,05; **p < 0,01. Controle — células sem tratamentos; EtOH — etanol.
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Os linfocitos T sdo produzidos pela ativacdo do sistema imune inato, por um
patdgeno ou por alguma lesdo celular ou tecidual, e desempenham um papel crucial no
processo de inflamagé&o, principalmente pela producdo de citocinas. As citocinas e
quimiocinas produzidas por essas células T efetoras recrutam e ativam uma variedade
de células, que incluem macrofagos, iniciando reacdes inflamatorias. Portanto, a
proliferacéo de células T € importante para fornecer uma resposta imune adequada (135).

A naringenina néo inibiu a proliferacdo das células a 0,1 pg/mL e 0,5 pg/mL.
Contudo, houve uma inibicao significativa na proliferacdo de células T com 10,0 pg/mL,
36 pmol/L (35,16 + 10,39%, p < 0,05), e 20,0 pg/mL, correspondendo a 73 pmol/L (18,06
+ 11,08, p <0,01) em relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram observados em
outro estudo (136), em que a naringenina reduziu a proliferacdo de linfocitos T em
concentracdes superiores a 25 pumol/L.

Para comprovar uma acdo anti-inflamatoria, espera-se uma reducdo da
proliferacéo de linfocitos e de citocinas pro-inflamatoérias, como a interleucina 1-  (IL-1p).
Além disso, a capacidade de estimular fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-
B1) e ainterleucina-10 (IL-10) também demonstra um efeito anti-inflamatorio. As citocinas
desempenham papel crucial em reacdes inflamatodrias. Elas sdo produzidas por varios
tipos de células, como leucdcitos que regulam a imunidade, a inflamacdo e a
hematopoiese (137). A IL-10 é produzida por células treg tipo 1 (Trl) e Tr3, e esta produz
preferencialmente TGF-31 e IL-10 em menor proporgéo (138).

O TGF- B1 também esta envolvido no processo inflamatério. E produzido por
varios leucécitos, incluindo linfécitos, macrofagos e células dendriticas, e sua expressao
se da de modo autdcrino e parécrino, para controlar a diferenciacéo, proliferacéo e estado
de ativacédo das células imunologicas (137). O TGF-B exerce um duplo papel, atuando
como agente modulador de resposta inflamatoria (139).

O TGF- pode modular a expressao de moléculas de adeséao tanto ao fornecer um
gradiente quimiotatico para leucécitos e outras células, participando da resposta
inflamatoria, quanto ao inibi-las assim que forem ativadas (137). Similarmente, a IL-10 é
uma citocina pleiotrépica que também tem um duplo papel. Ela pode regular

positivamente a expressao da citocina anti-inflamatéria IL-1ra e também suprimir as
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funcdes proé-inflamatorias de citocinas como TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8 (140). Dessa forma,
essa citocina desempenha um importante papel na limitacédo da resposta imunitaria (141).

Em contraposicdo a atuacéo da IL-10 e do TGF-$1, um mediador que apresenta
papel importante em reacgfes inflamatorias é a IL-1B, uma interleucina produzida por
macrofagos, que atua como uma citocina pro-inflamatoria (142).

Ao avaliar o efeito da naringenina em IL-1p (Figura 20), observou-se que o
tratamento com 1,0 ug/mL (3,67 pumol/L) foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,05)
a expressao de IL-1B em aproximadamente 0,5x em relacdo ao grupo controle, o que nao

se manteve com uma concentra¢cdo maior (10,0 pg/mL ou 36,73 pmol/L).
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Figura 20. Efeito da naringenina na expressdo de citocinas em células mononucleares de sangue
periférico, apds 72 h: IL-10, TGF-1B e IL-18. Cada barra representa uma média de 3 determinacdes + DP.
*p < 0,05; Controle — células sem tratamentos.

Diferentes estudos demonstraram o potencial anti-inflamatorio da naringenina, em
experimentos in vitro e (143-145) e ex vivo (146). Apesar das diferengcas nos mecanismos
de acéao, o efeito esta associado a supressao da producéo de citocinas pro-inflamatorias
como a IL-1B, o que corrobora com os resultados obtidos.

Houve aumento da expressao de IL-10 quando as células mononucleares foram
tratadas com naringenina. Tal aumento n&o foi significativo (p > 0,05) para a menor
concentracdo do naringenina (1 pg/mL), mas significativo (p < 0,05) e de 4 vezes em
relacdo ao grupo controle para o grupo tratado com 10,0 pg/mL de naringenina. Da
mesma forma, a expresséo de TGF-B1 foi aumentada em 2 vezes (p < 0,05) quando as

células foram tratadas com 10,0 pug/mL de naringenina, em relagdo ao controle. Os
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grupos de CMSPs tratados com 1,0 ug/mL de naringenina, no entanto, ndo demonstraram
aumento significativo (p > 0,05) na expressédo dessas citocinas. Esses resultados
sugerem que o efeito da naringenina na estimulacéo de citocinas anti-inflamatorias pode
ser dose-dependente.

Assim, a analise conjunta dos dados apresentados na Figura 20 indica que, em
maior concentragdo, a naringenina exerce seu efeito imunomodulador principalmente por
meio da producao de fatores anti-inflamatorios, enquanto que, em menor concentracao,
exerce efeito anti-inflamatério por inibicdo de mediadores pro-inflamatorios, como a IL-
1B. Ressalta-se que os efeitos observados condizem com a resposta de células de trés
individuos diferentes, o que reforca a capacidade que o flavonoide apresenta no controle
da inflamacao.

5.3. Analise de compatibilidade IFA/excipiente

Os ensaios de compatibilidade entre a naringenina e a quitosana foram realizados
colocando em contato os dois compostos a duas temperaturas distintas e realizando
ensaios de andlise térmica, com o intuito de prever qualquer instabilidade resultante
dessa mistura ou tratamento. O objetivo principal era verificar se seria possivel obter uma
formulacdo contendo ambas as substancias sem que haja perda de estabilidade
principalmente por parte do flavonoide.

A naringenina é uma flavanona de estrutura cristalina, que apresenta ponto de
fusdo em torno de 255 °C (147,148). Na analise por DSC da naringenina (Figura 21-1), foi
evidenciado um evento endotérmico a 253,7 °C, que corresponde, portanto, ao seu ponto
fusdo. Esse pico nédo sofreu alteracdo com o tratamento térmico de 12 h a 60 °C
implementado na amostra (Figura 21-11), uma vez que o pico de fusdo se manteve a 253,4

°C ap0s o tratamento.
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Figura 21. Andlises de DSC de antes do tratamento térmico: I, lll e V; ap6s tratamento térmico: I, IV e VI.

NAR: Naringenina; QUIT: Quitosana; NAR + QUIT: Mistura fisica de naringenina e quitosana 50:50 (p/p);
PT: p6s-tratamento térmico a 60 °C por 12 h.

Para a quitosana pura (Figura 21-Il), um primeiro pico foi observado em torno de
59,23 °C e 0 segundo em 264,38 °C na amostra sem tratamento térmico e em 43,34°C
(primeiro pico) e 272,27 °C (segundo pico) na amostra que passou pelo tratamento
(Figura 21-1V). O primeiro evento térmico da quitosana € atribuido a uma perda de
conteudo de agua (149). Pela grande quantidade de pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares em sua cadeia, a quitosana nao apresenta ponto de fusdo (150). Dessa
forma, € possivel inferir que o segundo pico pode ser atribuido ao inicio de degradacao
do polimero (151), que parece ter sido abreviado quando a amostra foi submetida ao

tratamento térmico.
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A analise de DSC da mistura fisica (Figura 21-V) demonstrou haver pouca
interacdo entre o flavonoide e o polimero, ja que o pico de fusdo da naringenina sofreu
pouco deslocamento, tendo sido detectado pico endotérmico a 251,09 °C na amostra sem
tratamento térmico, e a 250,61 °C na amostra submetida ao tratamento (Figura 21-VI).

Com relacdo a temperatura de transicdo vitrea da quitosana, diferentes valores
foram relatados na literatura, variando de -23 °C a cerca de 220 °C (152-155). A variacao
nos valores provavelmente se deve a dificuldade em identifica-la, por ser a quitosana
semicristalina (149) e também pela grande quantidade de pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares em sua cadeia, (150). Além disso, por ser um polissacarideo natural, a
fonte e 0 método de preparacéo e purificacdo da quitosana podem influenciar na analise
(153).

De acordo com as andlises de TG (Figura 22), as amostras apresentaram padréo
de degradacdo em uma etapa principal. A naringenina isolada sofreu perda de massa de
58,09% entre 215 °C e 446 °C, com uma perda inicial de aproximadamente 3,03%, na
regido entre 100 °C e 242 °C, reducdo que pode ser atribuida a evaporacdo de uma
pequena parte de 4gua durante o aquecimento. A perda de massa da amostra que
passou pelo tratamento térmico foi de 56,87%, e a regido inicial onde houve perda de
massa de 3,03% tornou-se praticamente imperceptivel apds o tratamento térmico, o que

reafirma a visdo de que a amostra ndo era anidra.
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Figura 22. Primeira derivada de analise termogravimétrica (DrTG) da naringenina, da quitosana e da
mistura fisica preparada com os dois compostos 1:1. Cada evento de perda de peso esta indicado nas
figuras como porcentagem (%). QUIT: Quitosana; PT: pos-tratamento térmico a 60 °C por 12 horas; NAR:
Naringenina.

Para a quitosana isolada, as amostras sem tratamento e apds tratamento
mostraram perda de 48,03% a 195-468 °C e 47,14% na faixa de 191-448 °C,
respectivamente.

A decomposicdo da mistura, por sua vez, ocorreu nas faixas entre 194-456 °C e
234-460 °C, considerando as amostras sem e apds tratamento térmico, respectivamente.
O padréo das analises demonstrou que n&o houve mudancga significativa no perfil de
degradacgéo, sem separacéo de fases de decomposicdao das amostras. Tendo em vista
gue incompatibilidades entre ativos e excipientes podem comprometer a estabilidade,
eficacia e seguranca de um produto (156), os resultados aqui apresentados mostraram-
se positivos. Os componentes analisados, IFA e polimero, parecem ser compativeis entre
si, 0 que favorece a estabilidade de formulagbes desenvolvidas.

O teor de naringenina foi determinado antes e apés o tratamento térmico (Tabela
12).
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Tabela 12. Doseamento de naringenina por CLAE, antes e apds o tratamento térmico, a 60° por 12 horas.
Concentracéo teodrica a 4,0 (ug/mL).

, , Concentragéo experimental
Amostra de naringenina

(Hg/mL)
Sem tratamento 4,14 + 0,09
Pdés-tratamento (60 °C por 12 h) 4,04 £0,12

Os dados representam média uma triplicata + desvio-padrao.

A andlise comparativa demonstrou que o tratamento térmico ndo afetou o
doseamento do flavonoide, conforme dados mostrados na Tabela 12. De fato, em estudo
semelhante (157) foi demonstrado que o tratamento térmico da naringenina submetida a
uma temperatura mais alta (130 °C) por um periodo mais curto (2 h) ndo apenas manteve
as propriedades farmacoldgicas, como a atividade anti-inflamatoria in vitro. Além disso,
aumentou a capacidade antioxidante do flavonoide em esplendcitos, efeito que os
autores atribuiram a geracdo de novos compostos (ndo identificados) resultantes do

tratamento térmico.

5.4. Desenvolvimento de filmes a base de quitosana

A quitosana foi o polimero escolhido para o desenvolvimento dos filmes, por todas
as caracteristicas de biocompatibilidade, atoxicidade, estabilidade quimica e por ter se
mostrado compativel com diferentes tipos de farmacos (98). De fato, 0s ensaios térmicos
apresentados anteriormente demonstraram compatibilidade quimica entre a quitosana e
a naringenina. Além disso, varios estudos tém mostrado que a quitosana atua como um
promotor de absorcdo de farmacos na pele (17,21,22). Por fim, as cargas positivas do
polimero garantem certa bioadesividade a quitosana, o que deve auxiliar na aderéncia
na superficie da pele, caracteristica altamente desejavel para um filme de aplicacéo
cutdnea com efeito transdérmico.

Pelo grau de desacetilacdo maior que 75%, a quitosana escolhida tem a
propriedade de favorecer uma liberagdo mais lenta, controlada e prolongada de farmacos
associados a ela (19). Foram realizados testes com quitosana de médio peso molecular,
utilizando os mesmos componentes citados. Contudo, ndo houve formacdo de filme

integro, e por essa razao, os resultados ndo constam na Tabela 13.
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Ao longo do desenvolvimento dos filmes a base de quitosana, diferentes testes
foram conduzidos, introduzindo a formulagcdo componentes ja descritos na literatura (17—
19,97). A natureza da quitosana permite a solubilidade em solugdo aquosa, pela
facilidade de formagédo de grupos amina cationicos (NHs"). Entretanto, para que isSso
aconteca, é necessario utilizar um meio acido, que ird promover reducdo do pH da
solucdo (158). Dessa forma, foram escolhidos acido acético e acido latico no
desenvolvimento das formulacdes. O propilenoglicol foi 0 componente da formulacao
escolhido por sua funcao plastificante, o que torna o filme mais flexivel. Este componente
também pode, assim como a quitosana, atuar como promotor de absorcéo de farmacos,
por ser um agente solubilizante (18).
A Tabela 13 mostra as cinco composic¢des testadas para preparo dos filmes a base
de quitosana (>75% DD) acompanhadas de imagem dos filmes obtidos para cada uma

dessas composicoes.
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Tabela 13. Formulacdes testadas durante o desenvolvimento dos filmes de quitosana contendo

naringenina.
Acido
Quitosana Acido latico e
~750o DD Acetico acido PPG EtOH NAR S
i (%) (vIv) a 2%
(%)
A 2,0 QSP i ] - 05
B 2,0 QSP i 20 10 05
C 15 - QSP 20 10 05
D 15 QSP i 20 10 05
E 1,5 QSP _ 5 10 0’5

PPG: Propilenoglicol; EtOH: Etanol; NAR: Naringenina.

Os dois primeiros testes de formulacdes (A e B) foram realizados dispersando

2% de quitosana em &cido acético a 2% (v/v), em que houve formacao de um hidrogel.
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As duas primeiras formulacdes (A e B) foram preparadas dispersando 2% de
quitosana em acético 2% (v/v), mas na formulacdo B foi adicionado 20% (p/p) de
propilenoglicol e 10% (v/p) de etanol com 0,5% (v/v) de naringenina, enquanto na
formulagcdo A, naringenina foi incorporada sem os alcoois. A dispersdo direta da
naringenina causou a formacao de um filme heterogéneo (formulacéo A), o que pode ser
atribuido a baixa solubilidade do flavonoide na formulagédo, enquanto a formulacdo B
produziu um filme homogéneo e translicido. De fato, a escolha pelo etanol foi baseada
na alta solubilidade do flavonoide (51,7 + 5,8 pg/mL) (Tabela 16) e considerando a menor
toxicidade em comparacdo ao metanol (159).

No entanto, houve formacao persistente de bolhas no filme obtido pela secagem
da formulacéo B. Por isso, foi testada uma reducdo na concentragédo de quitosana para
1,5% em vez de 2% (formulacdes C, D e E). A diferenca entre as formulagdes C, D e E
foi a utilizacdo de 1% de acido latico e 1% de acido acético (formulacdo C) ao invés de
apenas 2% de &cido acético (formulacdes D e E).

A proporcéo de quitosana de 1% (p/v) também foi testada, mas néo foi possivel
observar, nesse caso, a formacdo de filme. Por isso, 1,5% (p/v) de quitosana foi a
proporcao escolhida, demonstrando formacéao de filmes integros (Tabela 13, Imagens C-
E).

As formulacdes C, D e E apresentaram caracteristicas organolépticas adequadas
e, portanto, foram escolhidas para os ensaios de caracteriza¢do. Apds esses estudos,
observou-se que o propilenoglicol na concentragéo de 20% (p/p) nas formulacdes C e D
dificultou a padronizacdo das amostras dos filmes para posterior quantificacdo de
naringenina, o que pode ser atribuido a um aumento da capacidade umectante do
solvente quando utilizado acima de 10% (p/p) (160). Por esta razéo, decidiu-se reduzir a
proporcao de propilenoglicol para 5% (p/p) — formulacéo E.

5.5. Caracterizacao dos filmes

Os filmes selecionados (Figura 23) foram caracterizados avaliando-se a
espessura, forca de rompimento, doseamento de naringenina e capacidade de

hidratac&o.
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Figura 23. Filmes de quitosana >75% DD contendo naringenina (0,5% p/p). C — Filme de quitosana a 1,5%
(p/p) preparado com 20% de propilenoglicol (p/p), 10% de etanol (v/p) em meio de &cido acético a 2% (v/v);
D — Filmes de quitosana a 1,5% (p/p) preparados com 20% de propilenoglicol (p/p), 10% de etanol (v/p) em
meio de acido acético e acido latico 1:1 a 2% (v/v); D — Filmes de quitosana a 1,5% (p/p) preparados com
5% de propilenoglicol (p/p), 10% de etanol (v/p) em meio de acido acético a 2% (v/v) QSP.

A formulacédo E permitiu a formacédo de um filme integro e opaco, diferente das
formulagbes C e E. Além disso, o filme E apresentou-se mais seco ao toque, o que
facilitou o manuseio para a realizagdo dos ensaios de caracterizagdo. Para que o filme
de quitosana seja aplicado na pele, algumas caracteristicas sdo importantes. Por
exemplo, deve ser duravel, resistente ao estresse, flexivel e maleével. Além disso, o filme
deve ser de facil aplicacdo e remocéo (161).

Todos os filmes apresentaram espessura uniforme (Tabela 14). A escolha do acido
acético como solvente para a quitosana pode promover uma maior forca de integridade
ao f