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1. INTRODUCAO

A Doenca Venosa Cronica (DVC) é uma condicdo comum que afeta
até 80% da populacdo mundial. Sua etiologia exata permanece
incerta, mas alteragOes estruturais na parede venosa e nas valvulas
tém sido relatadas como causadoras de refluxo venoso e/ou
obstrucdo, induzindo a hipertensdo venosa.

A hipertensdo venosa cronica induz o estresse pressorico sobre a
parede venosa que podem levar ao recrutamento e adesao de
leucdcitos. Isto pode desencadear uma cascata inflamatoria, e,
potencialmente, levar ao aumento adicional da insuficiéncia
valvar e da propria hipertensao venosa. O sequestro de
leucdcitos também pode diminuir a perfusdao capilar local e
induzir a geracao de radicais livres, criando um ambiente
oxidativo que promove a inflamacao e dificulta a cicatrizacao.
Portanto, sugere-se que a inflamacao e estresse oxidativo
desempenhem um papel crucial no inicio e desenvolvimento da
DVC.

A diosmina, um flavonoide natural, é considerada o tratamento de
escolha da DVC. Os efeitos benéficos da diosmina sdo atribuidos as
suas propriedades anti-inflamatdrias, particularmente através da
reducdo da adesao de leucdcitos e da producéo de citocinas; e a sua
atividade antioxidante, que envolve a eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Apos a ingestdo, a diosmina é rapidamente hidrolisada por enzimas
da microbiota intestinal em sua forma aglicona, a diosmetina livre.
Em seguida, a diosmetina é absorvida e metabolizada em
glicoconjugados. Entre eles, a diosmetina-3-0-B-D-glicuronideo
que foi identificada como o principal metabdlito circulante da
diosmina.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatdrio e
antioxidante da diosmetina-3-0-B-D-glicuronideo em diferentes
concentragdes, utilizando explantes de pele humana saudavel
mantidos vivos em cultura de 6rgao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultura de explantes de pele humana

Explantes de pele humana saudével foram obtidos de 22 doadores
adultos. Os fragmentos foram divididos e submetidos a estimulacdo
através de exposicao ao estresse por substancia P (SP) ou radiacao
UVB (figura 1).

Cada explante foi fragmentado em amostras de peso igual para o
cultivo de cada grupo, respectivamente:

- Grupo 1: grupo controle nao estimulado e sem tratamento.
- Grupo 2: grupo estimulado e sem tratamento.

- Grupo 3: grupo estimulado e com tratamento em 5 diferentes
concentragoes de diosmetina-3-0-f-D-glicuronideo.

No total, foram usados 66 fragmentos, 22 em cada grupo, e o
tempo de cultura foi de 3 dias, correspondendo ao tempo em que os
fragmentos estiveram em contato com a diosmetina-3-O-3-D-glicu-
ronideo.

2.2. Diosmetina-3-O-f-D-glicuronideo

A diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo foi adicionada ao meio de
cultura em 5 concentragdes diferentes, uma vez ao dia em DO, D1 e
D2, no momento da renovacao do meio de cultura:

N/ N\
CO=

-300 pg/mL.
-900 pg/mL.

- 2.700 pg/mL (concentracdo estimada para ser alcangada apds a
ingestao oral de 600 mg de diosmina pura).

- 8.500 pg/mL (concentracao estimada para ser alcancada apds a
ingestéo oral de 450 mg de diosmina micronizada).

- 17.000 pg/mL (concentracdo estimada para ser alcancada apds a
ingestao oral de 900 mg de diosmina micronizada).
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Figura 1. Modelo experimental: os fragmentos de explante de pele foram colocados com
a epiderme voltada para cima sobre a membrana porosa dos insertos de cultura de
tecido, e inseridos nos pocos com meio de cultura. Os fragmentos de pele foram
expostos a substancia P (SP) ou a radiagio UVB, e depois a
diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo foi adicionada ao meio de cultura em diferentes
concentragoes.

2.3. AVALIAGAO ANTI-INFLAMATORIA:

modelo de inflamacao induzida pela substancia P

A substancia P (SP) é o principal neuropeptideo desencadeador de
respostas inflamatérias na pele, e foi utilizada neste modelo para
reproduzir o processo de inflamacgao neurogénica nos fragmentos
de explantes de pele humana cultivados.

- DO: Inducdo do modelo inflamatério (SP) + inicio do tratamento
com diosmetina-3-O-f3-D-glicuronideo

- D1: Reexposicao a SP + continuidade do tratamento

- D2: Manutencdo do tratamento com o metabdlito (sem nova
exposicao a SP)

- D3: Analises de desfechos inflamatérios e oxidativos

« Ensaio bioquimico: Quantificacdo da interleucina-8 (IL-8, citocina
pro-inflamatdria) em pg/mL encontrada no sobrenadante da cultura
e determinada por imunoensaio enzimatico ELISA.

« Analise histoldgica: Andlise da dilatacao capilar por quantidade
de capilares dilatados e area da superficie do lUmen capilar nos
Vasos.

2.4. AVALIAGAO ANTIOXIDANTE:

modelo de estresse oxidativo induzido por UVB

Os fragmentos de explante de pele foram irradiados no dia 0 (D0)
com uma fonte de UVB de 6 J/cm’. Imediatamente apés a
irradiacdo, adicionou-se diosmetina-3-O-f-D-glicuronideo ao meio
de cultura.

As culturas foram interrompidas em D3, e cada fragmento de explante

de pele exposto a radiacdo UVB foi dividido ao meio. Cada metade foi
utilizada para a avaliacdo de um marcador de estresse oxidativo.
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« Anadlise imunohistoquimica: metade dos fragmentos foram
submetidos a analise por imunofluorescéncia com a marcagdo verde para
a deteccao de dimeros de pirimidina de ciclobutano (CPDs) por contagem
de células positivas, refletindo danos ao DNA induzidos por UVB.

« Ensaio bioquimico: a outra metade dos fragmentos foi submetida a
andlise por espectrofotometria para a quantificacdo de perdxido de
hidrogénio (H202). Os resultados sdo expressos em pmols de H202 por
mg de tecido.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito anti-inflamatorio da diosmetina-3-O-B-D-glicuroni-

deo apos estresse inflamatorio com SP

ENSAIO BIOQUIMICO: avaliacdo do nivel de IL-8

A producao do marcador inflamatério IL-8 pelas células do tecido em
cultura foi avaliada por imunoensaio. Os resultados indicam que a SP
provocou a inflamacdo do tecido, induzindo um aumento
significativo na secrecdo de IL-8 (p<0,0001) no grupo estimulado e
sem tratamento (grupo 2) em comparacao ao grupo controle ndo
estimulado (grupo 1).

« Com a adicdo de diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo foi observada a
diminuicao de até 49,6% nos niveis de IL-8 (p<0,05), em comparacao
com fragmentos de pele estimulados com SP ndo expostos ao
metabdlito da diosmina (grupo 2).

- O maximo efeito anti-inflamatoério foi observado na concentragao
de diosmetina-3-O-3-D-glicuronideo 2.700 pg/mL (associada ao uso
de 600 mg de diosmina pura) (figura 2).

- Concentragbes mais baixas de diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo
estiveram associadas a niveis significativamente mais elevados de
IL-8, e concentragdes mais altas (equivalentes a ingestdo das doses
de 450 e 900 mg de diosmina micronizada) nao ultrapassaram o
limiar anti-inflamatério observado com 2.700 pg/mL (figura 2).

- Nao foi observado efeito anti-inflamatério adicional com o
aumento da concentracdao acima do equivalente a 600 mg de
diosmina pura (figura 2).

« A partir da concentracdo de 2.700 pg/mL, os niveis de IL-8 se
assemelharam ao controle ndo estimulado (grupo 1) (figura 2).
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Figura 2. Efeito anti-inflamatério da diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo: niveis de IL-8 no
sobrenadante de fragmentos de explantes de pele (n = 22 fragmentos por grupo), nao
estimulados ou estimulados por substancia P (SP) e expostos a diferentes concentracdes de
diosmetina-3-0-B-D-glicuronideo. Os valores sdo expressos como média, e as barras

representam o desvio padrdo (DP). Os simbolos indicam que o tratamento é
significativamente diferente do controle ndo estimulado em °© p<0,05 e °®° p<0,0001,
significativamente diferente de SP em * p<0,05 e *** p<0,0001, e significativamente
diferente de SP + 2700 em # p<0,05.

ANALISE HISTOLOGICA: avaliacao da dilatacao capilar

O grau de dilatagdo dos vasos capilares foi analisado por
imuno-histoquimica apds cultura, comparando-se o controle nao
estimulado (figura 3 - A), os fragmentos estimulados com SP e ndo
tratados (figura 3 - B), e os estimulados com SP e tratados com
diosmetina-3-0-B-D-glicuronideo (figura 3 - C).

Grupo 1: explante de pele ndo
estimulado (controle sauddvel)

(B)

Grupo 2: explante exposto a SP
(substancia que induz a inflamagéo)

(@)

Grupo 3: explante exposto a
SPea2.700 pg/mL de
diosmetina-3-0-B-D-glicuronideo
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Figura 3. Observagdo imuno-histoquimica dos fragmentos de explantes de pele. (A).
Explante de pele ndo estimulado. (B). Explante estimulado, exposto a SP. (C). Explante de
pele estimulado e tratado com 2.700 pg/mL de diosmetina-3-O-3-D-glicuronideo. O efeito
vasoconstritor da diosmetina-3-O-3-D-glicuronideo é observado com a concentracdo
referente a dose de 600 mg de diosmina pura.

A exposicdo ao SP resultou em vasodilatagao, que foi associada a um
aumento significativo na area transversal luminal média dos
capilares e na porcentagem de capilares dilatados em comparacao
com os valores determinados nos fragmentos de pele do grupo
controle nao estimulado (grupo 1).

- Na presenca de diosmetina-3-O-f3-D-glicuronideo, o didametro do
[imen capilar diminuiu 48,6%.

« A quantidade de capilares dilatados apresentou reducao de até
33,5%, em compara¢ao com a observada em explantes expostos
apenas a SP (p<0,0001).
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3.2. Efeito antioxidante da
diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo:

protecao contra a liberacao de radicais livres apés dano
do sistema microvascular induzido por UVB

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA: avaliacio de células CPD-
positivas

Apos estimulagdo com irradiacdo UVB, o tecido dos fragmentos de
pele foi avaliado quanto a presenca de CPD no DNA das células,
através da identificagdo por microscopia de fluorescéncia.

No grupo controle estimulado (grupo 2), foi observado que a
irradiacao UVB induziu um aumento acentuado no niimero de
células CPD-positivas. Enquanto no grupo controle néo
estimulado (grupo 1), 97,7% das células apresentavam-se
CPD-negativas.

Com a adicdo do tratamento com diosmetina-3-O-3-D-
glicuronideo aos fragmentos de pele expostos a UVB, foi observada
uma diminuicdo significativa na porcentagem de células
CPD-positivas (figura 4).
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Figura 4. Efeito protetor da diosmetina-3-O-f3-D-glicuronideo contra a irradiacdo UVB:
visualizacao por imunofluorescéncia de dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) em
fragmentos de explantes de pele ndo estimulados (A), expostos apenas a radiagao UVB
(B) ou expostos a radiacado UVB e a 2.700 pg/mL de diosmetina-3-O-B-D-glicuronideo (C).

- Foi observada a redugao de 52% do nimero de células CPD-positivas
sob 2.700 pg/mL de diosmetina-3-O-3-D-glicuronideo (p<0,0001),
equivalente a ingestiao de 600 mg de diosmina pura (figura 4).

<Esse efeito demonstrou-se em platéo (maximo potencial
alcancado), em concentracdes = 2.700 pg/mL.

- Nao foi observado efeito antioxidante adicional com o aumento
da concentracdo acima do equivalente a 600 mg de diosmina pura.

ENSAIO BIOQUIMICO: avaliacdo da producio de H20:

ApOs a exposicao a UVB, houve a producao e liberacdo de perédxido
de hidrogénio. O estresse oxidativo induzido por UVB gerou um
aumento significativo nos niveis de H202 do grupo controle
estimulado e sem tratamento (grupo 2), em compara¢cdo com o
controle ndo estimulado (grupo 1).

A adicdo de diosmetina-3-O-pB-D-glicuronideo  diminuiu
significativamente a liberacdo de H:20: induzida por UVB.
Revelando o controle antioxidante sob a producdo de radicais
livres que promovem estresse oxidativo no tecido cutaneo e
danificam o DNA.

- O maior efeito inibitorio foi observado no grupo exposto a UVB
e tratado  (grupo  3) com 2700 pg/mL de
diosmetina-3-0O-B-D-glicuronideo: reducdao de até 48,6% na
liberagao de H202 comparado ao grupo controle estimulado e sem
tratamento (grupo 2).

« Nenhum efeito inibitorio adicional foi observado em
concentragoes >2.700 pg/mL de diosmetina-3-0O-3-D-glicuronideo,
correspondente a concentracao estimada apés a ingestao
unica de 600 mg de diosmina pura (figura 5).
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Figura 5. Quantificagdo dos niveis de peréxido de hidrogénio (H,0,) em fragmentos de
explantes de pele (n = 22 fragmentos por grupo) nao estimulados (ndo irradiados com
UVB) ou expostos a radiagdo UVB e a diferentes concentragbes de
diosmetina-3-O-f-D-glicuronideo. Os valores sao expressos como média, e as barras
representam o desvio padrdao (DP). Os simbolos indicam que o tratamento é
significativamente diferente do controle nao estimulado em ©° p<0,005 e °°° p<0,0001,
significativamente diferente de UV em ** p<0,001 e *** p<0,0001, e significativamente
diferente de UV + 2700 em # p<0,05, ## p<0,005 e ### p<0,0001.
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4. DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro a se concentrar no papel protetor da
diosmetina-3-O-3-D-glicuronideo contra dois contribuintes na
fisiopatologia da DVC: inflamacdo e o estresse oxidativo. Neste
estudo, modelos de cultura de 6rgaos de pele humana expostos
a substancia P ou UVB foram usados para desencadear reagées
inflamatodrias ou oxidativas, respectivamente.

Na ampla amostra de explantes de pele estudada, a
liberacao da citocina IL-8 foi reduzida de forma dependente
da concentracdo apdés a exposicao ao metabélito da
diosmetina. Esse achado é consistente com evidéncias prévias
envolvendo flavonoides em culturas de células sanguineas totais
estimuladas por lipopolissacarideo (LPS), nas quais também
foram descritas redugdes concomitantes de outros marcadores
pré-inflamatérios, como IL-1, TNF-a e IL-6.

O ambiente inflamatdrio persistente associado a DVC
estende-se ao sistema microvascular, no qual os capilares
podem tornar-se marcadamente dilatados, alongados e
tortuosos. Os flavonoides podem reduzir os sintomas
relacionados através de sua acao venoativa.

A carga inflamatdria na DVC também é acompanhada por um
ambiente pré-oxidante, que, por sua vez, leva a uma
inflamacdo ainda maior, criando um ciclo continuo de
oxidagdo, inflamacao e dano endotelial. Sabe-se que os
flavonoides medeiam mecanismos de eliminacdo de ROS e
inibem a sua geracao. De forma semelhante, foi observada neste
estudo uma atividade antioxidante da
diosmetina-3-O-f3-D-glicuronideo, expressa por uma reducao
nos niveis de H,0, e pela inibicao da formacao de CPD.

Os resultados obtidos sdo consistentes e demonstram efeitos
positivos da diosmina sobre a inflamacao, o estresse oxidativo e
na contratilidade da parede venosa.

Os efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes maximos foram
observados em uma concentracdo de diosmetina-3-O-3-D-gli-
curonideo correspondente ao nivel estimado atingido apds uma
unica ingestdao de 600 mg de diosmina (2.700 pg/mL). Essa
descoberta é consistente com os resultados de um ensaio clinico
de nao inferioridade robusto, realizado por Steinbruch et al.,
20202, que demonstrou que o tratamento com 600 mg de
diosmina (Flebodia®), 1x ao dia durante seis meses, foi efetivo
no alivio dos sintomas da DVC, superando o tratamento com
900 mg de fragao flavonoide purificada micronizada + 100 mg
de hesperidina (Daflon®) usado como comparativo e correspon-
dendo aproximadamente a concentragao de 17.000 pg/mL de
diosmetina-3-O-f-D-glicuronideo testada neste modelo.

Este conjunto de achados apoia a hipotese de que o aumento
da dose de diosmina, ou a utilizacdo de diosmina
micronizada, podem néao proporcionar um alivio adicional
dos sintomas da DVC.
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5. CONCLUSAO

Os dados deste estudo demonstram que a diosmetina-3-O-f3-D-
glicuronideo exerce a¢des anti-inflamatdria e antioxidante de
maneira dose dependente e com maximo efeito observado na
concentracao de 2.700 pg/mL, que corresponde ao pico de
concentracao plasmatica estimado apés a ingestao oral de 600
mg de diosmina pura. Esses achados demonstram um papel
protetor deste principal metabdlito da diosmina contra o
estresse inflamatorio e o oxidativo, que afetam o sistema
vascular e estdo potencialmente envolvidos na fisiopatologia da
DVC.

Os achados também complementam a hipotese de que o
aumento da dosagem de diosmina micronizada ndao pode
fornecer alivio adicional nos sintomas da DVC.'3
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Boisnic etal., 2023

- Diosmetina-3-0-f-D-glicuronideo, o principal
metabdlito da diosmina, induziu respostas
anti-inflamatoria e antioxidante quando
adicionada a explantes de pele, a mesma
concentracdo de pico plasmatica (2.700 pg/mL)
resultante da administracao por via oral de diosmina
pura 600 mg*.

Nos explantes de pele houve um efeito platé nas
respostas anti-inflamatoria e antioxidante a partir
da concentracdo de 2.700 pg/mL, sugerindo nao
haver beneficio com a diosmina pura acima de 600 mg.

Os valores do metabdlito de diosmina no explantes
de pele - 17.000 pg/mL -, equivalentes a diosmina
900 mg, nao proporcionaram respostas superiores
a diosmina 600 mg.

O metabdlito de diosmina equivalente a dose de 600 mg
de diosmina pura demonstrou efeito vasoconstritor,
fazendo o tecido reassumir suas caracteristicas
saudaveis.

Flebodia® 600 mg protege os tecidos frente ao
estresse oxidativo e inflamatério envolvidos na
fisiopatologia da DVC.

*Dose didria recomendada
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