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RESUMO
Fracao contendo alto teor de isoflavonas da soja: obteng¢édo e multicomplexagdo com
ciclodextrina
O presente trabalho teve como objetivos o desenvolvimento de uma fracdo enriquecida em
isoflavonas de Glycine max (soja), na forma de agliconas (IEF), e sua associacdo simultanea a
ciclodextrina; caracterizacdo fisico-quimica da fracdo e dos complexos sodlidos
correspondentes, e avaliacdo de sua permeabilidade intestinal in vitro em modelo de membrana
artificial paralela (PAMPA) e celular (Caco-2). Para a avaliacdo qualitativa e quantitativa das
agliconas em diferentes matrizes, foi desenvolvido e validado um método de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando como fase estacionaria coluna
Phenomenex RP-18 e como fase moével mistura de acetonitrila:acido trifluoracético (100:0,01,
vlv). O método desenvolvido demonstrou ser rapido, versatil, preciso, seletivo, especifico e aplicavel
a determinacdo do teor das agliconas presentes em diferentes matrizes. A fragcdo enriquecida
em agliconas foi obtida a partir de um extrato seco de soja, por meio de extragcdo com etanol,
seguida de hidrélise éacida dos glicosideos, cristalizacdo das agliconas por adicdo de
antissolvente e purificagdo por recristalizagdo em etanol. A caracterizagédo fisica, fisico-quimica e
guimica das isoflavonas presentes nesta fracdo enriquecida foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), granulometria por difracdo a Laser, difratometria de raios X em pés (DRX),
espectroscopia em infravermelho com tranformada de Fourier (FT-IR), ressonacia magnética nuclear
(RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (*3C), espectroscopia na regido do ultravioleta (UV), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), analise por CLAE, estabilidade frente ao calor e luz ultravioleta (UVC)
e solubilidade aparente em agua. A fragcdo apresentou um elevado contetddo de agliconas (proxima a
90%), baixa solubilidade em agua e sensibilidade ao calor e a luz UV. A partir dessa fracdo, foram
preparados complexos soélidos com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) empregando-se as
técnicas de complexagdo em pasta/micro-ondas, liofolizacao, co-evaporacdo, spray drying e em
micro-ondas. Os complexos sélidos preparados com HPBCD apresentaram solubilidade superior a
fracdo e os resultados da caracterizacao fisico-quimica sugerem, fortemente, a formacgdo simultanea
de complexos de inclusdo e de associacéo entre as trés isoflavonas e a HPBCD. Por fim, foi avaliada
a permeabilidade intestinal in vitro dos complexos e de IEF em células Caco-2 e PAMPA. Os
resultados obtidos indicam que a permeacédo da daidzeina e da genisteina ocorre predominantemente
via transporte ativo, enquanto e permeacdo de gliciteina ocorre predominantemente via difusédo
passiva. Da mesma forma, sugere-se que a daidzeina e a genisteina possam compartilhar o mesmo
sistema de transporte. A complexacdo de IEF com HPBCD causou um efeito negativo sobre a
permeabilidade intestinal das isoflavonas, excetuando-se os complexos preparados por spray drying,
0s quais apresentaram uma melhora significativa da permeabilidade da genisteina (p < 0,05) e ndo

modificaram a permeabilidade da daidzeina e gliciteina.

Palavras-chave: células Caco-2, ciclodextrinas, isoflavonas, daidzeina, gliciteina e genisteina,

multicomplexacgéo






ABSTRACT
Fraction containing high content of soy isoflavones: development and

multicomplexation with cyclodextrin
The present work was designed to prepare a fraction enriched with soy isoflavone aglycones (IEF)
and to characterize their physicochemical properties. Subsequently, its association with cyclodextrins
was evaluated and the solid complexes, obtained by different methods, were characterized. Moreover,
their in vitro permeability in Caco-2 cell permeability assay and parallel artificial membrane
permeability assay (PAMPA) was also evaluated. At first, it was necessary to develop and validated a
high performance liquid chromatography (HPLC) method of analysis for the quantification of isoflavone
aglycones, using a Phenomenex RP-18 column and trifluoroacetic acid 0.1% (v/v) and
acetonitrile:trifluoroacetic acid (100:0.01, v/v) as mobile phase. The developed method proved to be
fast, versatile, linear, precise, selective and specific in determining the content of aglycones present in
different matrices. The aglycone enriched fraction was obtained, from a soybean dry extract, by
extraction with ethanol followed by acid hydrolysis of the glycosides. The aglycones formed were
precipitated by antisolvent addition and purified by recrystallization with ethanol. The physico-chemical
characterization of the isoflavone enriched fraction was performed by the following analysis:
morphology in solid state by scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), Fourier
transformed-infrared spectroscopy (FTIR), proton (*H) and carbon (**C) nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR), ultraviolet absorption (UV), differential scanning calorimetry (DSC), aglycone
content by HPLC, particle size analysis by laser diffraction, stability against heat and ultraviolet light
(UVC) and equilibrium solubility study. The fraction presented a high content of aglycones (90%), low
water solubility and sensitivity to heat and UV light. From this fraction, solid complexes were prepared
with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) employing the  following  techniques:
kneading/microwave, freeze drying, co-evaporation, spray drying and microwave. Solid complexes
prepared with HPBCD showed solubility higher than the fraction and the results of physicochemical
characterization strongly suggest the simultaneous formation of inclusion and association complexes
between HPBCD and all isoflavones. Finally, after the production and characterization of IEF/HPBCD
solid complexes, the permeability of such complexes and IEF were evaluated in vitro models: Caco-2
cell and PAMPA. The results of Caco-2 and PAMPA indicate that the permeation of daidzein and
genistein occur predominantly via absorptive transport, while the permeation of glycitein is
predominantly via passive diffusion. The results also suggest that daidzein and genistein share the
same transport system. In general, the complexation of the IF with HPBCD had a negative effect on
the isoflavones intestinal permeability. The spray-drying method was the only one that did not impair
daidzein and glycitein permeabilities but improved genistein permeability from IF:HPBCD complexes

as compared to the respective isoflavones permeabilities from |EF.

Keywords: Caco-2 cell, cyclodextrins, multicomplexation, daidzein, isoflavones, genistein and glycitein
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PREFACIO

A presente tese, fruto de uma pesquisa cuidadosamente desenvolvida nos
tltimos quatro anos, foi dividida em quatro capitulos, os quais foram redigidos no
formato de artigos cientificos. Dessa forma, a fim de facilitar a compreensao, a figura

a seguir apresenta uma visao geral da referida tese.
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Figura 1. Fluxograma do desenvolvimento da Tese de Doutorado






1 INTRODUCAO







As isoflavonas s@o compostos fendlicos pertencentes & classe dos
flavonoides, amplamente distribuidas no reino vegetal. No entanto, as concentracdes
destes compostos sdo relativamente maiores em leguminosas e, em particular, na
soja (Glycine max). As principais isoflavonas presentes na soja estdo
predominantemente na forma de conjugados glicosidicos (daidzina, genistina e
glicitina), sendo a daidzina e a genistina as mais abundantes. Nos produtos
fermentados derivados de soja predominam as correspondentes agliconas na forma
livre (daidzeina, genisteina e gliciteina) resultantes da a¢@o de glicosidases
bacterianas sobre os heterosideos (Wang et al. 1994; Setchell 1998; Boersma et al.
2001).

A semelhanca de sua estrutura com a do esqueleto esteroidal faz com que as
isoflavonas sejam capazes de interagir com receptores de estr6genos na maioria
dos sistemas bioldgicos (Setchell et al. 2001), caracteristica que deu origem a sua
designacédo como “fitoestrégeno”. Dai decorre o seu papel importante na prevencao
dos sintomas da menopausa, osteoporose, cancer de mama e de préstata (Potter et
al. 1998; Han et al. 2002; Peeters et al. 2003; Kumar et al. 2004; Jou et al. 2005).
Além disso, Clarkson e colaboradores (1995) tém sugerido que as isoflavonas
apresentam tanto atividades agonistas quanto antagonistas sobre o0s receptores
estrogénicos, de modo que estas poderiam ser utilizadas como possivel alternativa a
terapia hormonal convencional.

A andlise de estudos farmacocinéticos tém demonstrado que a absor¢éo das
isoflavonas € limitada pela hidrélise inicial da porgéo glicosidica no intestino e pela
baixa solubilidade das agliconas. Apds a ingestdo de agliconas, as concentragfes
plasméticas méximas séo atingidas entre 4 a 7 h, e apés a ingestéo de glicosideos o
tempo médio é retardado para 8 a 11 h. Além de serem absorvidas mais
rapidamente, as agliconas também s&o absorvidas em maiores quantidades. Tais
estudos ainda demonstraram que as isoflavonas e seus metabdlitos séo
rapidamente excretados, sendo que a daidzeina e genisteina apresentam um tempo
de meia-vida de 9,3 e 7,1 h, respectivamente (Setchell et al. 2001; Zubik et al. 2003).

Em suma, o emprego das isoflavonas da soja como alimento funcional
(nutracéuticos) ou como produto farmacéutico apresenta algumas limitagdes: as
relacionadas com a homogeneidade de hidrélise dos heterosideos no trato intestinal,

a baixa hidrossolubilidade das agliconas e reduzida estabilidade em meio aquoso,
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além do sabor amargo. (Ungar et al. 2003; Stancanelli et al. 2007). Formulacdes
liquidas contendo isoflavonas facilmente precipitam quando armazenadas por um
periodo prolongado.

Por sua vez, estudos tém demonstrado que as ciclodextrinas sdo capazes de
promover um aumento da hidrossolubilidade de flavonoides, bem como aumento da
biodisponibilidade através da formagédo de complexos de inclusdo (Buvéri-Barcza et
al. 2000; Lee et al. 2007; Borghetti et al. 2009). Além de promoverem o aumento da
hidrossolubilidade de moléculas pouco soluveis, complexos de farmacos com
ciclodextrinas também tém sido empregados na modulagéo da sua liberacdo a partir
de sistemas poliméricos, tais como matrizes hidrofilicas de hidroxipropilmetilcelulose
(Koester et al. 2004), promovendo assim uma liberagdo mais constante e controlada.

Desta forma, considerando os conhecimentos cientificos existentes sobre as
atividades bioldgicas das isoflavonas, principalmente a sua atividade estrogénica, a
sua baixa biodisponibilidade, reduzido tempo de meia-vida e a abundancia de
matéria prima que lhes d& origem, no caso a soja, torna-se evidente o interesse do
desenvolvimento de produtos com fins farmacéuticos, ou como alimentos funcionais,
e 0 uso de estratégias que visem a superagdo das limitagcdes apresentadas por
estas moléculas biologicamente ativas.

Neste contexto, o0 presente trabalho objetiva desenvolver uma fracéo
padronizada contendo alto teor de isoflavonas da soja, na forma de agliconas, e
verificar a viabilidade de sua associacdo simultdnea a ciclodextrina
(multicomplexacao), utilizando diversos métodos. Os produtos desenvolvidos
deverdo ser preliminarmente testados no que se refere a permeabilidade
intestinal em modelo de células Caco-2 e ensaio de membrana artificial paralela

(PAMPA)
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2 OBJETIVO
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2.1. Objetivo geral
Avaliara a permeabilidade intestinal in vitro de uma fragdo padronizada
contendo alto teor de isoflavonas-agliconas de Glycine max (soja) e de seus

respectivos complexos com ciclodextrina.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificar as
isoflavonas em diferentes matrizes;

e Desenvolver e caracterizar uma fracdo enriquecida de isoflavonas da soja,
por meio de extragdo e hidrolise dos heterosideos correspondentes, e
caracteriza-la no que se referem as suas propriedades fisicas, fisico-quimicas
e quimicas;

e Obter e caracterizar complexos da mistura de agliconas majoritarias
daidzeina, gliciteina e genisteina com ciclodextrinas (multicomplexagéo) por
meio de diferentes métodos de complexagéo e caracterizar as propriedades
fisico-quimicas dos complexos;

e Avaliar a permeabilidade da fragdo enriquecida e de seus respectivos

complexos com ciclodextrinas em modelo de Células Caco-2 e PAMPA.
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3 REVISAO DO TEMA




3.1 Isoflavonas de Glycine max (soja)

Como todos os alimentos, a soja contém inUmeros constituintes
biologicamente ativos, dentre os quais se destacam as isoflavonas, principais
responsaveis pelo grande interesse popular e cientifico de seus grédos e derivados
(Messina 2010).

Até a década de 1990, acreditava-se que as isoflavonas tinham uma
distribuicdo relativamente restrita na natureza, principalmente a familia
Leguminosae. No entanto, os avancos das técnicas de isolamento e identificac@o
permitiram a deteccdo de novos isoflavonoides em outras familias além das
leguminosas. Pelo menos 225 isoflavonoides pertencentes a 59 familias de plantas
ndo leguminosas foram descritas até recentemente (Reynaud et al. 2005; Mackova
et al. 2006; Lapcik 2007). Apesar desta distribuicdo mais ampla, as isoflavonas tém
se revelado presentes em maiores concentragdes nas leguminosas, com destaque
na soja

Doze diferentes isoflavonas foram identificadas na soja diferindo na estrutura
quimica da aglicona ou na parte do agucar do heterosideo correspondente. Suas
agliconas s&o denominadas de daidzeina (DAI), genisteina (GEN) e gliciteina (GLI) e
os heterosideos (7-O-glicosideos) correspondentes sdo denominados de daidzina,
genistina e glicitina, os quais podem estar esterificadas na posi¢cao 6"-O do anel de
glicose com grupos acetil ou malonil, formando outros seis compostos conhecidos
como acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitin, malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina (Figura 1) (Setchell 1998).

A distribuicdo e a concentragdo das diferentes formas de isoflavonas em
produtos derivados da soja dependem tanto da variedade de soja quanto do tipo de
processamento dos produtos. A soja e a farinha de soja contém, principalmente, 6"-
O-malonil glicosideos, enquanto os produtos fermentados, como leite de soja e tofu,
contém principalmente 7-O-glicosideos e agliconas (Barnes et al. 1994; Wang et al.
1994).
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Figura 1. Estrutura molecular das isoflavonas da soja
Figura adaptada de (Cederroth et al. 2009)

Apos a ingestdo pela via oral, os glicosideos sdo hidrolisados a agliconas
pelas B-glucosidases presentes ao longo da superficie das vilosidades do intestino
delgado e pela microflora residente no intestino grosso (Day et al. 1998; Day et al.
2000; Setchell et al. 2002b). As agliconas, por sua vez, podem ser absorvidas
intactas no intestino delgado ou serem metabolizadas pelas bactérias intestinais
originando varios outros produtos, incluindo o equol, p-etil-fenol (metabdlito da
genisteina) e O-desmetilangolensina (metabdlito de daidzeina), os quais seréo
posteriormente absorvidos (Kelly et al. 1993; Chang et al. 1995; Day et al. 1998).

Apé6s a absorcao, as agliconas e os seus metabdlitos sédo transportados para
o figado, onde os microssomos catalisam as reacfes de hidroxilagdo e conjugacéo
das isoflavonas com glucuronideo ou sulfato. Estes, por sua vez, sdo removidos do
plasma, tecidos e 6rgaos e excretados pela urina ou bile (Heinonen et al. 2003)

No que diz respeito a absor¢cédo e a biodisponibilidade das isoflavonas em

seres humanos, lzumi et al. (2000) denstraram que as agliconas foram absorvidas
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mais rapidamente e em maior extensdo do que 0s seus respectivos glicosideos apos
administracdo oral. Além disso, Setchell et al. (2002b) demonstraram que ha
diferencas marcantes na farmacocinética dos glicosideos em comparagdo as suas
respectivas agliconas. O tempo médio para atingir as concentragfes plasméaticas
maximas (tmax) da genisteina e daidzeina referido é de 5,2 e 6,6 h, respectivamente,
enquanto que 0 tmaxy dos respectivos glicosideos foi retardado para 9,3 e 9,0 h,
respectivamente, caracteristicas coerentes com o tempo de residéncia necessario

para a clivagem hidrolitica da porcéo glicosidica.

3.1.1 Estabilidade das isoflavonas

Com relacé@o a estabilidade das isoflavonas, Coward et al. (1998), ao avaliar
as melhores condigbes de extragcéo de isoflavonas, a partir de alimentos a base de
soja, bem como o efeito do processamento e cozimento desses produtos sobre a
composicao e concentracdo das isoflavonas, verificou que a extracdo a quente com
etanol hidrolisava os 6"-O-malonil glicosideos. Além disso, a analise dos alimentos a
base de soja por cromatografia liquida em fase reversa acoplada a espectrometria
de massas revelou que a farinha de soja desengordurada, ndo submetida a
tratamento térmico, era composta, principalmente, por 6"-O-malonil glicosideos. Em
contraste, a farinha de soja torrada continha maiores quantidades de 6"-O-acetil
glicosideos, formados a partir da descarboxilacdo dos grupos malonatos induzida
pelo calor.

Posteriormente, Xu et al. (2002) ao investigar a estabilidade das isoflavonas
(em estado sdlido) em diferentes temperaturas (90 a 215°C) em fungéo tempo,
observaram uma redugéo significativa nas concentragdes da daidzina (26%), glicitina
(27%) e genistina (27%) apo6s 3 min de exposicdo a temperatura de 185°C. Na
temperatura de 215°C, a redugcdo nas concentra¢cdes da daidzina, glicitina e
genistina, apés 3 e 15 min, foi de 65, 98 e 74% e 91, 99 e 94%, respectivamente,
sendo a ordem de estabilidade térmica: glicitina<genistina<daidzina.

Em 2005, Rostagno et al. (2005a) ao avaliar a estabilidade das isoflavonas de
soja (agliconas, glicosideos e 6"-O-malonil glicosideos em etanol 50%) em funcéo do
tempo, temperatura, radiagéo ultravioleta e presenga de oxigénio no head space do
frasco de armazenamento, observaram que as concentragdes das isoflavonas

armazenadas entre -20 e 10°C permaneceram inalteradas ap6s uma semana de
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armazenamento. Além disso, os glicosideos demonstraram ndo ser sucetiveis as
condi¢cbes experimentais. A daidzeina e a gliciteina demonstraram ser sensiveis a

radiagcdo UV-Vis

3.1.2 Atividades biolégicas das isoflavonas

Entre as atividades bioldgicas descritas na literatura, destaca-se a atividade
estrogénica. Muito embora desde 1950 as isoflavonas terem sido amplamente
estudadas devido aos relatos sobre seus efeitos estrogénicos em roedores (Cheng
et al. 1953; Carter et al. 1954; Cheng et al. 1954), somente cerca de 12 anos mais
tarde estes efeitos foram relacionados a sua afinidade pelos receptores estrogénicos
(receptor o) (Folman et al. 1966; Folman et al. 1969).

Adlercreutz et al. (1992) foram os primeiros a sugerir que alimentos a base de
soja, devido a presenca de isoflavonas, eram parcialmente responséveis pela menor
manifestacdo de sintomas relacionados & menopausa, tais como fogachos, em
mulheres asiaticas e japonesas. No entanto, o primeiro estudo a analisar esta
hipétese foi publicado somente em 1995 (Murkies et al. 2008). Desde entdo, mais de
50 ensaios clinicos sobre a eficdcia de produtos contendo isoflavona foram
conduzidos (Howes et al. 2006).

Em 1995, Clarkson et al. (1995) sugeriram que as isoflavonas possuiam tanto
atividades agonistas quanto antagonistas sobre o0s receptores estrogénicos, de
modo que estas poderiam ser utilizadas como possivel alternativa a terapia
hormonal convencional. Logo depois, Kuiper e colaboradores demonstraram que a
genisteina e a daidzeina possuiam afinidade pelos receptores estrogénicos a e 3, os
quais s8o expressos nos ovarios, Utero, cérebro, bexiga, testiculos, prostata e
pulmdes e também nos 0ssos e sistema cardiovascular; corroborando, assim, 0s
estudos prévios (Kuiper et al. 1996; Kuiper et al. 1997; Kuiper et al. 1998).

Em 1996, o primeiro trabalho referente a atividade das isoflavonas sobre o
metabolismo 6sseo foi publicado. De acordo com os autores, a genisteina era capaz
de suprimir a atividade osteoclastica tanto in vitro quanto in vivo (Blair et al. 1996).
Logo em seguida, um estudo, com roedores, foi publicado demostrando que
proteinas associadas a isoflavonas de soja eram capazes de aumentar a massa

0ssea, na administragdo crbénica (Arjmandi et al. 1996) e, dois anos mais tarde, o
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primeiro estudo clinico com mulheres na pds-menopausa foi publicado (Potter et al.
1998).

Desde entdo, mais de 30 ensaios examinaram os efeitos de produtos que
contém isoflavonas sobre a densidade mineral 6éssea em mulheres na pés-
menopausa. Dentre esses, cabe destacar os estudos epidemioldgicos
observacionais, os quais examinaram a ligagdo entre uma dieta rica em
fitoestrogenos e a massa 6ssea e reportaram que a suplementagdo alimentar com
proteina de soja e isoflavonas era efetiva em manter ou aumentar de maneira
significativa a massa 6ssea em mulheres pds-menopausa (Horiuchi et al. 2000; Mei
et al. 2001; Greendale et al. 2002).

Estudos em animais e humanos também tém comprovado os efeitos
benéficos da suplementacdo alimentar com soja e derivados frente & diabetes e a
obesidade. Tsai e colaboradores observaram, em individuos obesos com diabetes
tipo 2, que os polissacarideos da soja eram efetivos em reduzir o aumento dos
niveis pés-prandiais de glicose e triglicerideos. Tais efeitos seriam resultado do
aumento nas concentracdes de glucagon, peptideos pancreéaticos e somatostatina
(Tsai et al. 1987). Em estudo semelhante, Hermansen et al. (2001) verificaram que
as isoflavonas associadas as fibras de cotilédone de soja eram capazes de reduzir o
colesterol, a polipoproteina B-100 e triglicerideos em comparagdo a uma dieta a
base de caseina e celulose em pacientes com diabetes tipo 2. Além de reduzir os
niveis de colesterol, triglicerideos e o peso, uma dieta rica em isoflavonas também
seria efetiva em reduzir a resisténcia a insulina e aumentar o controle da glicemia

(Jayagopal et al. 2002).

3.1.3 Formas farmacéuticas contendo isoflavonas

Apesar da soja e seus derivados serem ricos em isoflavonas, a
biodisponibilidade destas é considerada baixa, pois sofre grande influencia da
complexa matriz alimentar, processamento industrial, microflora intestinal, dose
ingerida, tempo de transito intestinal e solubilidade. Nesta perspectiva, alguns
estudos foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a solubilidade e,
consequentemente, a biodisponibilidade desses constituintes.

Setchell e colaboradores desenvolveram granulos de extrato de soja (40-45 %
isoflavonas totais, contendo 55-72 % de genistina e genisteina e 6-10 % de
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saponinas) por microencapsulagéo, utilizando como adjuvante uma mistura de
etilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose, e avaliaram a sua biodisponibilidade em
mulheres pos-menopausa. O objetivo foi o de prolongar a liberagdo das isoflavonas.
A formulacgéo foi capaz de dobrar o tempo médio de residéncia no trato intestinal, no
entanto, a biodisponibilidade das isoflavonas foi significativamente reduzida devido a
diminuicdo da taxa de dissolugdo das isoflavonas (Setchell et al. 2005).

Em 2006, Motlekar e colaboradores prepararam microparticulas de genisteina
e polietilenoglicol (PEG), as quais foram capazes de aumentar significativamente a
extensdo da dissolugdo da agliconas (Motlekar et al. 2006). Kwon e colaboradores
desenvolveram micelas poliméricas de genisteina a partir de um copolimero tri-bloco
composto por polioxietileno (PEO) e polioxipropileno (PPO), cuja biodisponibilidade
em ratos foi superior a genisteina na forma de pé (Kwon et al. 2007).

Entre 2008 e 2010, Du et al.(2008), Zhu et al. (2009) e Shen et al. (2010)
demonstraram a viabilidade de obtencdo de genisteina auto-microemulsionéavel
(SMEDDS), genisteina auto-nanoemulsionavel (SNEDDS) e daidzeina-SMEDDS,
respectivamente, cujos produtos demonstraram ser capazes de promover 0 aumento
da solubilidade in vitro.

No ano seguinte, Tang et al. (2011) relataram a prepara¢é@o de nanoparticulas
de genisteina pela técnica nanoprecipitacdo usando Eudragit® E100 a fim de
melhorar a biodisponibilidade oral de genisteina. Segundo os autores, apds a
administracdo de uma dose Unica de 100 mg/kg de nanoparticulas de genisteina ou
de uma suspensdo de genisteina a ratos em jejum, a biodisponibilidade relativa da
genisteina, a partir das nanoparticulas em comparacdo a suspenséo de referéncia,
foi 241,8%.

Mais recentemente, Ma et al. (2012) referem a preparagdo de nanoparticulas
de poli (L-acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) carregadas com complexos de
daidzeina e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) (D-CNPs) e nanoparticulas de
PLGA carregadas com complexos de fosfolipidios e daidzeina (D-PNPs) com o
objetvo de aumentar a biodisponibilidade da daidzeina. Os estudos
farmacocinéticos demonstraram que, ap6s a administragdo oral das nanoparticulas
de D-PNPs e D-CNPs aos ratos, numa dose de 10 mg/kg, a biodisponibilidade
relativa foi aumentada cerca de 5,57 e 8,85 vezes, respectivamente, em comparagao

a uma suspensdao de daidzeina.
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Os estudos acima citados demonstram que o aumento da solubilidade das
isoflavonas € capaz de promover de maneira efetva o aumento da sua
biodisponibilidade, e que a sua associa¢@o a polimeros hidrofilicos pode aumentar o
tempo de residéncia das isoflavonas no corpo. Nesse contexto, estudos tém
demonstrado que as ciclodextrinas sdo capazes de promover um aumento da
hidrossolubilidade de flavonoides, bem como aumento da biodisponibilidade através
da formacgdo de complexos de inclusdo (Buvéri-Barcza et al. 2000; Lee et al. 2007;
Borghetti et al. 2009).

3.2 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CD) s&o oligossacarideos ciclicos derivados do amido
contendo seis (aCD), sete (BCD), oito (yCD), nove (86CD), 10 (¢eCD) ou mais
unidades de a-D-glicopiranose ligadas por ligagbes do tipo a-1—4. Foram
primeiramente descritas por Villiers em 1891. No entanto, foi Schardinger quem
identificou tanto a a quanto a B-ciclodextrina (BCD) entre 1903-1911. Em 1930,
Freudenberg e colaboradores identificaram a y-ciclodextrina e caracterizaram as
ciclodextrinas como oligossacarideos ciclicos formados por unidades de glucose.
Mais tarde, Cramer e colaboradores descreveram a sua capacidade para formar
complexos de incluséo e, no inicio dos anos 1950, as caracteristicas fisico-quimicas
bésicas das CDs foram descobertas, incluindo a sua capacidade para solubilizar e
estabilizar moléculas bioativas (Singh et al. 2002).

A primeira patente relacionada as CDs foi requerida por Freudenberg, Cramer
e Plieninger em 1953. No entanto, as ciclodextrinas em sua forma isolada e
adequada para aplicacbes farmacéuticas s6 se tornaram disponiveis 25 anos mais
tarde, sendo o primeiro produto farmacéutico contendo ciclodextrinas comercializado
no Japédo (comprimidos sublinguais contendo prostaglandina E2/B-ciclodextrina).
Doze anos depois, comprimidos contendo piroxicam/B-ciclodextrina foram
comercializados na lItalia por Chiesi Farmaceutici e, somente em 1997, a primeira
formulacdo contendo CD foi introduzida no mercado Americano (USA)
(itraconazol/2-hidroxipropil-B-ciclodextrina solugéo oral) (Loftsson et al. 2007).

A descoberta que a substituicdo de qualquer uma das hidroxilas, mesmo por
porcdes hidrofébicas, resultava em aumento significativo na sua solubilidade em

agua fez com que diversos derivados semissintéticos tenham sido produzidos e
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utilizados numa variedade de produtos industriais. As CDs semissintéticas de maior
interesse farmacéutico incluem os derivados da BCD e yCD: hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD), hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPyCD), B-ciclodextrina
randomicamente metilada (RMBCD), sulfobutiléter-B-ciclodextrina (SBEBCD) e
maltosil-B-ciclodextrina ramificada (G,CD) (Tabela 1) (Loftsson et al. 2007).

Tabela 1. Propriedades estruturais e fisico-quimicas das ciclodextrinas de interesse

farmacéutico
HOH C
CH,OR
0
CH,OR
HOH,C (o)
RO, o
ORRO
o o~ CH,OR
CH,OR
Ciclodextrinas R=Hou MM? (Da) Solubilidade em agua’
(mg/mL)
a-ciclodextrina (a -CD) -H 972 145
B-ciclodextrina (B-CD) -H 1.135 18,5
2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP- -CH,CHOHCHj; 1.400 >600
B-CD)
Sulfobutiléter-p-ciclodextrina (SBE-  -(CH,)SOzNa" 2.163 >500
p-CD)
B-ciclodextrina  randomicamente -CHs 1.312 >500
metilada (RM-B-CD) sal sédico
6-O-maltosil-p-ciclodextrina  (G2-B- -maltosil’ 1.459 >1.500
CD)
y-ciclodextrina (y-CD) -H 1.297 232
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (HP- -CH,CHOHCH3; 1.576 >500
y-CD)

® MM: massa molecular
# Solubilidade em agua a 25 °C
As informacdes listadas nesta tabela baseiam-se parcialmente na referéncia: (Brewster et al. 2007)
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Figura 2. Estrutura quimica (a) e forma toroidal da molécula de 3-ciclodextrina.
Figura adaptada de (Loftsson et al. 1996)

Devido a conformacédo de cadeira das unidades de glucopiranoses, as CDs
possuem a forma de um cone truncado ou toroidal. Dessa forma, suas hidroxilas
ficam orientadas para o exterior do cone, sendo que hidroxilas primarias dos
acucares ficam dispostas na por¢cdo mais estreita do cone e as secundarias na
porcdo mais ampla, formando, assim, uma cavidade central com caréter
relativamente lipofilico. Em solu¢gbes aquosas, as hidroxilas formam ligagcbes de
hidrogénio com as moléculas de &gua circundantes, resultando em uma camada de
hidratacdo ao redor da molécula de CD dissolvida (Szejtli 1998). Dessa forma, a
cavidade lipofilica das moléculas de ciclodextrina fornece um microambiente no qual
moléculas ndo polares com tamanho adequado podem ser inseridas total ou
parcialmente para formar um complexo de incluséo (Figura 2).

Além da formacao de complexos na propor¢do de uma molécula de CD para
uma molecula héspede (1:1), complexos com outras relacbes estequiometrias
também tém sido identificados, isto €, complexos de ordem superior, com moléculas
héspedes encapsuladas por mais de uma CD (2:1) e complexos de ordem mais
baixa, onde uma molécula de CD interage com mais de uma molécula héspede (1:2)
(Figura 3) (van de Manakker et al. 2009).

40



Figura 3. Formacdo de complexo de inclusdo de uma ciclodextrina com uma
molécula pequena (A) e estruturas de complexos de inclusdo de ciclodextrina com
uma molécula héspede em diferentes relacdes estequiométricas ou configuracdes
(B). Figura adaptada de (Harada 2001)

A complexacdo com CDs é caracterizada pela auséncia de formagdo e
quebra de ligagbes covalentes. A forca motriz do processo € o potencial quimico
gerado pela saida das moléculas de agua presentes na cavidade da ciclodextrina,
gue estavam impossibilitadas de fazer ligagdes de hidrogénio com o meio externo. A
energia livre do sistema diminui quando a molécula-héspede menos polar entra na
cavidade da ciclodextrina, expulsando as moléculas de agua. Outras for¢as também
contribuem para a complexagéao, como a liberagéo da tenséo do anel (especialmente
para as a-ciclodextrinas), interagcdes do tipo van der Waals, ligagdes de hidrogénio e
alteragcbes da tensdo superficial do solvente utilizado como meio para a
complexacao (Loftsson et al. 1996).

O fato de nao haver formacdo de ligacdes covalentes entre a molécula
héspede e a CD faz com que os complexos se dissociem facilmente em condigbes
fisiologicas, especialmente resultante da diluicdo. Em solugédo aquosa, 0os complexos
coexistem em equilibrio com a molécula-héspede livre, constituindo um processo
dindmico em que a molécula-héspede se associa e se dissocia constantemente da
ciclodextrina. Vérios equilibrios quimicos podem ser encontrados no sistema

simultaneamente (Uekama et al. 1987).
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Portanto, a inclusdo em CDs exerce um efeito profundo sobre as
propriedades fisico-quimicas das moléculas héspedes, tais como: aumento da
solubilidade e dissolucdo em &gua; estabilizacdo e protecdo contra oxidacao, luz
visivel ou UV e calor; controle da volatilizagdo e da sublimacgéo; e isolamento fisico
de compostos incompativeis. Assim, a formacdo de complexos de inclusdo pode
estabilizar, melhorar a solubilidade, aumentar a biodisponibilidade e diminuir os
efeitos adversos de compostos ativos de interessse. Por essas razdes, atualmente,
hd mais de 30 diferentes produtos contendo complexos de ciclodextrina

comercializados no mundo (Tabela 2) (Loftsson et al. 2010).

Tabela 2. Produtos farmacéuticos contendo ciclodextrinas

Drogalciclodextrina Nome comercial F. farmacéutica Pais
a-ciclodextrina
Alprostadil (PGE;) Prostavastin, solucéo L.V. Japao,

Rigidur Europa, USA
OP-1206 Opalmon comprimido Japéo
Cloridrato de cefotiam Pansporin T comprimido Japéo
B-ciclodextrina
Cloridrato de benexato Ulgut, Lonmiel capsula Japéo
Cefalosporina (ME 1207) Meiact comprimido Japéo
Clordiazepoxido Transillium comprimido Argentina
Dexametasona Glymesason pomada Japao
Cloridrato de difenidramina e Stada-Travel comprimido mastigavel Europa
clorteofilina
lodo Mena-Gargle solucéo Japéo
Nicotina Nicorette, Nicogum  comprimido sublingual Europa

e goma de mascar

Nimesulida Nimedex comprimido Europa
Nitroglicerina Nitropen comprimido sublingual Japéo
Omeprazol Omebeta comprimido Europa
PGE, Prostarmon E comprimido sublingual Japéo
Piroxicam Brexin, Flogene, Comprimido, Europa, Brasil

Cicladon supositoério e solucao
Acido tiaprofénico Surgamyl comprimido Europa
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
Cisaprida Propulsid supositério Europa
Itraconazol Sporanox solucéo oral e I. V. Europa, USA
Mitomicina Mitozytrex infusdo I. V. Europa, USA
B-ciclodextrina metilada
Cloranfenicol Clorocil colirio Europa
17-B-estradiol Aerodiol Spray nasal Europa
Sulfobutiléter- B-ciclodextrina
Voriconazol Vfend solugéo I. V. Europa, USA
Mesilato de ziprasidona Geodon, Zeldox solucéo I. M. Europa, USA
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina
Diclofenaco sédico Voltaren colirio Europa
Tc-99 Teoboroxima Cardiotec solugéo I. V. USA

As informac0es listadas nesta tabela baseiam-se parcialmente nas seguintes referéncias: (Loftsson et
al. 2004; Szejtli 2004; Loftsson et al. 2005; Loftsson et al. 2010)
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Com relacdo a capacidade das CDs em promover o aumento da
biodisponibilidade de farmacos de baixa solubilidade, convém ressaltar que esse
aumento pode ser consequencia tanto do aumento da solubilidade e dissolugéo do
farmaco em 4gua quanto do aumento da sua permeabilidade. Este, por sua vez,
pode ser em consequencia tanto do aumento da disponibilizagdo do farmaco na
superficie da barreira biol6gica quanto pela agdo direta das CDs sobre membranas.
Neste caso, as CDs por causa da sua capacidade de remover o colesterol, podem
aumentar a fluidez da membrana e induzir a sua invaginagéo. Tal fato pode reduzir a
resisténcia da membrana ou até mesmo provocar lise celular facilitando, assim, a

penetracdo de farmacos (Carrier et al. 2007).

3.2.1 Complexos de ciclodextrinas e isoflavonas

Em 2007, foi publicado o primeiro estudo sobre a formac¢&o de complexos de
inclusdo de ciclodextrinas com uma isoflavona. Neste estudo, Crupi et al. (2007)
avaliaram a formagdo de complexos de [-ciclodextrina (BCD), hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD) e metil-B-ciclodextrina com a genisteina em meio aquoso
analisando as associagbes pelas técnicas de espectroscopia nas regides do
infravermelho (FT-IR) e ultravioleta visivel (UV-Vis). No mesmo ano, Stancanelli et
al. (2007) relata a avaliagdo da solubilidade da genisteina e daidzeina em meio
aquoso na presenca de HPBCD e a determinagdo das respectivas constantes de
associacdo empregando as técnicas de espectroscopia na regido do ultravioleta
visivel e dicroismo circular.

Ainda em 2007, Lee et al. (2007) reportam a preparacado de complexo de (-
CD com extrato de hipocétilos de soja contendo 33,3% de isoflavonas totais
(daidzina, glicitina e genistina) e avaliou a sua biodisponibilidade em ratos Sprague-
Dawley. Os autores verificaram que, ap6s a administracdo oral do complexo, houve
um aumento significativo da biodisponibilidade da daidzeina (126%), genisteina
(180%) e gliciteina (170%), respectivamente, em comparag&o ao extrato.

No ano seguinte, Daruhazi et al. (2008) investigaram a formagédo de
complexos de inclusdo de genisteina com a, B e y-ciclodextrina (yCD) em meio
sélido empregando a técnica de pasta. Os autores verificaram que a genisteina era
capaz de formar complexos de inclusdo tanto com a BCD quanto com a y-

ciclodextrina. No entanto, no caso da a-ciclodextrina, a formacdo de complexos de
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inclusdo ndo era possivel atribuindo esta limitacdo & impossibilidade da genisteina
inserir-se apropriadamente na reduzida cavidade da a-ciclodextrina.

Em 2010, Xavier et al. (2010) prepararam complexos de [-ciclodextrina e
genisteina empregando o método de liofilizag&o e avaliou a forma de interagdo entre
a genisteina e a ciclodextrina atraves de ressonéacia magnética nuclear (RMN) e
modelagem molecular. Segundo os autores, o complexo apresentou um elevado
conteddo de genisteina (19,22%). Além disso, de acordo com a modelagem
molecular, a interag@o de genisteina com BCD ocorreria, principalmente, através da
insercdo do anel A da genisteina na cavidade da ciclodextrina, sem descartar a
possibilidade de inclusédo através do anel B, como previamente relatado na literatura,
uma vez que as diferencas energéticas entre as duas configuragdes mostraram ser
de pequena dimenséo.

Posteriormente em 2011, Zhao et al. (2011) apés preparar e caracterizar
complexos de inclusdo de daidzeina com dendrimeros de poli(amido)amina
(PAMAM) e poli(propileno) imina (PPI), observaram um aumento de 186 e 650 vezes
na solubilidade aquosa da daidzeina para os dendrimeros PAMAM e PPI,
respectivamente. Além disso, o complexo daidzeina/PPI exibiu uma menor taxa de
liberag&o in vitro para a daidzeina.

Neste mesmo ano, Borghetti et al. (2011) avaliaram o efeito de diferentes
ciclodextrinas (BCD, metilBCD e HPBCD) e polimeros hidrofilicos
[carboximetilcelulose (CMC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), polietilenoglicol
(PEG) e polivinilpirrolidona (PVP)] sobre a solubilidade da daidzeina em &gua. Os
autores verificaram um aumento significativo na solubilidade da daidzeina em agua:
57 (BCD), 7,2 (metipCD) e 9,4 (HPBCD) vezes, bem como a formacdo de
complexos de inclus@o através da inser¢do do anel B/C da daidzeina na cavidade
das ciclodextrinas. Também verificaram que a associagdo dos complexos aos
polimeros hidrofilicos HPMC ou PVP (1%, m/m) eram capazes de potencializar o
aumento da solubilidade da daidzeina.

Em 2013, Daruhézi et al. (2013) avaliaram o efeito da formacao de complexos
de inclusédo da daidzeina e genisteina e diferentes ciclodextrinas (BCD, yCD, HPBCD
e RMBCD), obtidos empregando-se o método de pasta, sobre o perfil de dissolucdo
e transporte através de células Caco-2. Os autores observaram que todas as

ciclodextrinas testadas foram capazes de aumentar significativamente a solubilidade
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de ambas isoflavonas em agua, sendo a RMBCD a mais eficiente. Da mesma forma,
no ensaio de permeabilidade em células Caco-2, todas as ciclodextrinas testadas
foram capazes de aumentar significativamente a quantidade de daidzeina e
genisteina transportada quando comparada a quantidade das moléculas isoladas

transportadas.

3.2.2 Técnicas de obtencé@o de complexos de ciclodextrinas

Diversas técnicas sdo empregadas no preparo de complexos com CDs,
dentre os quais se destacam: método de co-precipitagdo, pasta, co-evaporacao,
spray drying, liofilizacdo, fluido supercritico, microondas e mistura a seco. No
método de co-precipitagdo, a solugdo de farmaco e CD deve estar em condi¢bes
muito proximas a saturagdo. Conforme a reacdo de complexagéo progride ou caso a
solugéo seja resfriada, a solubilidade do complexo formado sera excedida e este
precipitard. A adicdo de solventes organicos também pode ser utilizada para induzir
a precipitagdo do material em forma de complexo de incluséo (Al-Marzougi et al.
2007; Nacsa et al. 2008; Al-Marzouqi et al. 2009; Mohit et al. 2010). Assim, o
complexo precipitado pode ser coletado por decantagéo, centrifugagéo ou filtrag&o.
As principais desvantagens desse método sé&o o baixo rendimento conseguido na
producédo em escalas maiores do que a laboratorial, o risco de formagédo de
complexos de inclusdo com solventes organicos, o longo tempo do processamento e
a necessidade de grandes volumes de agua para dissolvar a CD (Hedges 1998; Del
Valle 2004).

Tendo em vista que a formagdo de complexos de incluséo é mais favorecida
em meio liquido, principalmente quando a CD e a molécula héspede estdo
solubilizados, os métodos de complexacdo mais empregados se processam em
solugdo aquosa. A presenca de agua dissolve os componentes e favorece a
interacdo hidrofobica entre a molécula hospede e a CD. Em alguns casos, a agua
fomenta a formacdo de ligagbes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas da
molécula héspedes e da CD auxiliando a captagdo e manutengdo da mesma na
cavidade da CD, fazendo parte da estrutura cristalina do complexo no estado soélido
(Hedges 1998).

No caso da formacdo do complexo em meio liquido, apdés a complexacéo,

torna-se necessario o emprego de técnicas de secagem para se obter os complexos
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na forma solida, tais como: secagem em estufa, liofilizagc&o, spray drying, leito fluido
e evaporagdo sob pressao reduzida. Portanto, a diferenca basica entre os métodos
de complexagdo em meio liquido reside na técnica de secagem empregada (Del
Valle 2004).

A complexagdo em meio liquido consiste na dissolugdo da CD em meio
aquoso e posterior adicdo do composto ativo em excesso. A suspensao resultante
permanece em temperatura constante, sob agitagdo, por um intervalo de tempo
suficiente para atingir o equilibrio termodinadmico de encapsulacdo molecular. Alguns
produtos necessitam varios dias, enquanto que outros requerem apenas algumas
horas. Técnicas auxiliares, como a utilizacdo de ultrassom, conseguem acelerar o
processo de equilibrio e sdo comumente utilizadas.

Para auxiliar na dissolugéo das substancias de interesse, 0s quais possuem
como caracteristica intrinseca a baixa solubilidade em agua, podem ser utilizados
co-solventes (etanol, metanol, dimetilsulféxido, éter, acetona, etc.) ou elevar a
temperatura do meio. Nesse Ultimo caso, cabe salientar que a formacdo de
complexos é um processo exotérmico. Portanto, o aumento da temperatura
normalmente desfavorece a sua formag&o. Além da adi¢cdo de co-solventes, também
podem ser adicionados ao meio: acidos, bases, sais, polimeros e metais para
auxiliar na formacéo dos complexos (Loftsson et al. 2007).

Com relacdo aos métodos de secagem, destaca-se o emprego da liofilizag&o,
principalmente quando se tratam de substancias termoldbeis e volateis. Apos a
complexacao, a solugdo aquosa é congelada e a 4gua € sublimada em condi¢gbes de
pressdo reduzida. Esta técnica permite a obtencdo de complexos de inclusdo com
elevado rendimento e um baixo estresse térmico. No entanto, quando se utilizam
alcoois como co-solventes, torna-se necessdria a sua remocao antes do
congelamento da solug@o. Geralmente obtem-se pos secos e amorfos. Este método
apresenta como desvantagens, o longo tempo de processamento, as mas
caracteristicas de fluxo do material obtido e a umidade residual elevada (Cao et al.
2005).

No caso de substancias nao termoestaveis, um método de secagem muito
empregado é a secagem por nebulizagdo, comumente conhecida como spray drying.
O processo de secagem consiste em dispersar em finas goticulas o liquido no

interior de uma camara munida de uma corrente controlada de ar quente. Dessa
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maneira, consegue-se a evaporacdo do solvente, em geral 4gua, obtendo-se uma
separagdo ultrarrapida dos solidos sollveis contidos na solugdo, com a minima
degradacgéo do produto a secar. O produto na forma de p6 é separado do vapor de
dgua num ciclone. O baixo rendimento e o estresse térmico, em alguns casos,
podem constituir-se limitag6es desta técnica (Fernandes et al. 2002).

Outras técnicas de secagem que também empregam aquecimento em
temperaturas mais elevadas para a eliminacdo do solvente e obtengcdo de
complexos solidos sdo a secagem em estufa, forno de micro-ondas e co-evaporacao
sob pressdo reduzida. Os dois primeiros meétodos sdo mais empregados na
secagem de complexos obtidos em estado solido, uma vez que a quantidade de
solvente a ser removida é menor. J& o emprego de forno de micro-ondas é
empregado para promover o aumento da temperatura do meio liquido de
complexagdo, uma vez que possui um bom poder de penetragdo, fato esse, que
permite o aguecimento dos complexos de maneira mais homogénea. Ademais, com
respeito ao aquecimento convencional, isto é, conven¢do, conducdo ou radiacdo
com luz infravermelha, a irradiagdo micro-ondas oferece varias vantagens, tais
como: elevada capacidade de aquecimento de grandes volumes em tempo reduzido,
auséncia de sobre aquecimento de superficie, mais econdbmico e baixo custo
operacional, além de permitir a eliminacdo do solvente dos complexos (Moneghini et
al. 2008).

Com relagéo a co-evaporagdo, os complexos geralmente sdo preparados em
meio liquido com auxilio de co-solventes (mistura hidroalcodlicas) e, posteriormente,
todo o solvente é removido sob presséo reduzida com emprego de temperatura.
Também se pode remover somente o solvente orgénico. Nesse caso, quando
houver a precipitacdo dos complexos, estes podem ser recuperados por filtragdo ou
centrifugacao e, posteriormente, secos. Por outro lado, quando ndo héa precipitacéo,
o complexo solido pode ser obtido através de outras técnicas de secagem, como por
exemplo, a liofilizagéo.

Além dos métodos de complexa¢do em meio liquido, os complexos também
podem ser obtidos em estado sélido. A estrutura solida de misturas binarias entre
uma substancia de interesse e CD pode ser bastante diferente das encontradas em
solugdes aquosas. Em meio aquoso, ha um equilibrio dindmico entre as moléculas

num meio polar, enquanto que os sistemas solidos sédo estaticos e sofrem limitada
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influéncia do seu contedido aquoso residual. A maioria dos métodos de preparacédo
de complexos sdlidos inclui diferentes graus de dissolugdo como etapa intermediaria
do seu processo de obtencdo. Os sistemas solidos contendo farmaco e CD séo
estruturas heterogéneas que podem estar constituidas pelos seus componentes
individuais ndo complexados, e/ou por diferentes tipos de associacdes entre eles,
como na forma de complexos de inclusédo de diferentes estequiometrias e niveis de
inclusdo ou como agregados com variavel estado cristalino ou amorfo. Por esta
razdo, a eficiéncia de complexagdo (relacdo entre farmaco livre e complexado)
destes sistemas é completamente dependente do processo de preparacdo (Cunha-
Filho et al. 2007).

Dentre os métodos de complexacdo em meio soélido, o mais utilizado € o
método de pasta, também conhecido como malaxagem (kneading). Esse método
consiste em formar uma pasta a partir da adicdo de uma minima quantidade de
liquido (agua ou misturas hidroetandlicas) suficiente para umedecer a mistura em pé
de farmaco e CD. Em escala laboratorial, é realizada num almofariz com auxilio de
um pistilo. Industrialmente, a mistura de componentes é efetuada numa malaxadora.
A secagem do material pode ser feita em estufa ou em forno de microondas ou
diretamente na malaxadora acompanhada de pulverizagcdo para uniformizar o
tamanho de particula (Del Valle 2004).

Outra opgao seria a obtencdo de complexos através de uma simples mistura
fisica de CD com o farmaco (physical mixture) sem adicdo de &gua, sendo este
método muito empregado para substéncias oleosas ou liquidas. Geralmente, este
método € realizado em temperatura ambiente e o tempo de mistura ir4 variar de
acordo com o composto de interesse. Em alguns casos sdo necessarios varios dias
para detectar-se a formacao de complexos de inclusdo. Em geral, € um método de
complexagao pouco eficiente (Hedges 1998; Borghetti et al. 2009).

Recentemente, técnicas mais modernas e inovadoras de obtencdo de
complexos em estado soélido tém sido utilizadas, como por exemplo, na presenca de
fluido supercritico. A mistura fisica de CD com a molécula héspede é exposta a
fluidos supercriticos, os quais s@o produzidos pelo aquecimento de um géas, acima
de sua temperatura critica ou compressao de liquido acima de sua presséo critica.
Os fluidos supercriticos tém densidades, viscosidades e outras propriedades que

sdo intermediérias entre aquelas da substancia em seu estado gasoso e em seu
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estado liquido, sendo o dioxido de carbono o fluido supercritico mais usado por suas
temperaturas criticas baixas (31 °C), por ser inerte, por ser de baixa toxicidade e
reatividade e alta pureza a baixos custos. Apesar de ser um método atédxico, rapido,
quimicamente estavel, de baixo custo de manutengdo, ainda é uma técnica que
apresenta um investimento inicial bastante elevado, relativa a aquisicdo do

equipamento (Al-Marzougqi et al. 2007).

3.2.3 Avaliacdo da formacéo de complexos de incluséo

Apos a preparagdo dos complexos, é imprescindivel avaliar se houve ou ndo
a formacdo de complexo de inclusdo. Como as propriedades fisico-quimicas do
farmaco e da CD livre sdo relativamente diferentes daquelas apresentadas pelos
complexos correspondentes, metodologias que tenham sensibilidade suficiente para
medir estas diferengas podem ser utilizadas para caracteriza-los.

O primeiro parametro a ser avaliado € a extensdo da complexagdo em meio
aquoso. Esta é caracterizada pela constante de associagdo ou complexacao K, que
representa a estabilidade do complexo formado (CD:F). Considerando que uma
molécula de ciclodextrina seja capaz de complexar uma molécula-héspede (F), Ki:1

pode ser definido como (Uekama et al. 1987):

[CD: F]
Ki1= I
[CD] livre [F]livre

O valor de K11, geralmente, situa-se entre 50 e 2.000 com um valor médio de
129, 490 e 355 para a, B e y-CD respectivamente. Valores baixos de K indicam que
0 complexo tendera a existir mais na forma dissociada, enquanto que valores altos
indicam que a forma complexada serd predominante em relagdo a forma dissociada
(Loftsson et al. 1996). Varios métodos podem ser empregados para a determinacao
dos valores de K, sendo a abordagem mais utilizada para o estudo de complexagao
0 método descrito por Higuchi e Connors (Higuchi et al. 1965). Esse estudo analisa
os efeitos da adicdo do agente complexante sobre a substéncia a ser solubilizada,

permitindo obter a constante de estabilidade (K.) e a estequiometria de formag¢do do
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complexo, a partir da solubilidade intrinseca do substrato (Sp) e a inclinagéo da reta

resultante do diagrama de solubilidade:

Inclinacao

K11 =
T S0x (1-Inclinacao)

Vale ressaltar que a determinagdo do valor de K n&o indica se um farmaco
formou ou ndo um complexo de inclusdo com uma CD, apenas indica como a
ciclodextrina influenciou a mudanga nas propriedades do farmaco, especialmente, a
solubilidade (Loftsson et al. 2004). Embora seja mais comum a forma de
complexacdo em que a molécula-héspede situa-se no interior da cavidade
hidrofébica da CD, podem ocorrer outras formas de associacdo entre as CDs e
outras moléculas, de forma analoga ao que ocorre com oligossacarideos e
polissacarideos ndo-ciclicos (Brewster et al. 2007). Os grupos hidroxila presentes na
superficie externa do anel podem formar ligagbes de hidrogénio com outras
moléculas. Tanto as CDs sozinhas quanto os complexos podem formar agregados
que, por sua vez, também podem melhorar a hidrossolubilidade de moléculas
hidrofébicas por um mecanismo semelhante a formagcdo de micelas (Loftsson et al.
2007).

Segundo Higuchi e Connors, os perfis de solubilidade obtidos a partir da
técnica acima descrita (Figura 4), classificam-se como perfis do tipo A, quando a
solubilidade do substrato aumenta com o incremento da concentracdo de CD.
Quando a formacao do complexo segue cinética de primeira ordem em relagdo a CD
e de primeira ordem, ou superior em relacdo ao substrato, um perfil tipo AL € obtido.
Se a formacdo do complexo é de primeira ordem em relacdo ao substrato, mas de
segunda ordem, ou superior, em relacéo a CD, o perfil de solubilidade obtido possui
um desvio positivo da linearidade, sendo classificado como diagramas do tipo AP.
Perfis do tipo AN séo de interpretacdo mais complexa devido a multiplicidade de
fendmenos que podem ocorrer. Perfis do tipo B sdo obtidos com a formagéao de
complexos de baixa hidrossolubilidade sendo, em alguns casos, até mesmo inferior
a da molécula hospedeira e que precipitam na medida em que ha encapsulacéo
(Higuchi et al. 1965).
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Figura 4. Perfis de solubilidade segundo Higuchi e Connors

Sy = solubilidade intrinseca do farmaco em auséncia de ciclodextrina
Figura adaptada de (Higuchi et al. 1965)

Além da determinacdo da constante de estabilidade do complexo, também se
pode calcular a eficiéncia de solubilizagdo ou complexacéo (EC) a partir do diagrama
de solubilidade de fases. Esta também pode ser determinada a partir da inclinagéo

da curva obtida no diagrama de solubilidade de fases (Loftsson et al. 2005):

Inclinacao

EC=
(1-Inclinag¢do)

Observa-se que os valores de os valores de Ki:1 podem variar enormemente.
Esta limitagdo tem origem em diversas causas: So pode ser fortemente afetado por
excipientes, tais como sais utilizados em tampdes, polimeros ou conservantes; So
pode ser inferior ao limite de deteccdo do método analitico utilizado para a
determinac@o quantitativa do farmaco e, ainda, Sy é, em geral, muito maior que o

intercepto do diagrama de solubilidade de fases. Uma vez que o valor numérico de
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EC é somente dependente da inclinagdo da curva de solubilidade, uma menor
variagcdo é geralmente observada para os valores de EC (Cunha-Filho et al. 2007).
Para avaliar a formag&o ou ndo de complexo entre farmacos e CDs, diversas
técnicas podem ser empregadas, entre elas, a microscopia eletrénica de varredura
(Borghetti et al. 2011); calorimetria exploratoria diferencial difragdo de raios-X (Mohit
et al. 2010), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
espectroscopia Raman e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (H' RMN)
(Crupi et al. 2007; Borghetti et al. 2009). Essas técnicas, especialmente a H' RMN,
permitem verificar quais grupamentos quimicos da molécula hospede interagiram

coma CD.

3.2.4 Toxicidade das ciclodextrinas

Tendo em vista que os complexos podem ser administrados por diferentes
vias, um fato muito importante a ser considerado no desenvolvimento de novos
medicamentos contendo CDs é a avaliagdo da toxicidade dos complexos. A
toxicidade destas substancias esta diretamente ligada com sua capacidade de ser
absorvida pelo organismo, de interagir com o0s sistemas enzimaticos, provocando
alteragbes metabdlicas ou, ainda, com a capacidade de se depositarem em certos
orgaos e tecidos.

De forma geral, as ciclodextrinas de origem natural e seus derivados
hidrofilicos s@o capazes de permear, somente, membranas bioldgicas lipofilicas tais
como a coOrnea, porém com grande dificuldade. No entanto, estudos de toxicidade
demonstraram que, quando administradas pela via oral, as CDs séo praticamente
atdxicas devido a sua baixissima absor¢cédo gastrintestinal (Irie et al. 1997; Matsuda
et al. 1999). Contudo, as CDs metiladas podem ser absorvidas em certa extenséo
(~10%) a partir do trato gastrintestinal. Por conseguinte, apenas quantidades
limitadas destas CDs podem ser incluidas em formulac6es orais e, de modo algum,
podem ser incluidas em formulagdes parenterais.

Estudos também revelaram que oe BCDs apresentam certo grau de
nefrotoxicidade, efeito este vinculado a sua cristalizacdo ou a formacao de
complexos com o colesterol nos tecidos renais. A utlizacdo de derivados
hidroxipropilados contorna este problema, j& que as moléculas apresentam uma

solubilidade bem mais elevada em agua (Irie et al. 1997).

52



Atualmente, a BCD é aprovada como ingrediente alimentar em varios paises,
tais como Suécia, Alemanha, Bélgica, Espanha, Franca, Holanda, Hungria, Estados
Unidos da América e Japao. A monografia da BCD esta incluida na Farmacopeia
Americana, Farmacopeia Europeia e Farmacopeia Japonesa, entre outras, assim
como no “Handbook of Pharmaceutical Excipients” (Loftsson et al. 2007). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa), na Resolu¢cdo RDC 2 de 15 de janeiro de
2007 aprova o uso de ciclodextrinas como aditivos para aromatizantes (Brasil 2007).

Portanto, excetuando-se as CDs metiladas, o uso das CDs pela via oral pode
ser considerado muito seguro. Assim, considerando a baixa solubilidade e
biodisponibilidade das isoflavonas e os conhecimentos cientificos existentes sobre
as CDs, a associacdo destas com a BCD e a HPBCD para administragdo pela via
oral com o intuito de promover o aumento da sua solubilidade e biodisponibilidade,

demonstra ser uma estratégia viavel e segura.

3.2.5 Permeabilidade intestinal in vitro

Como alternativa aos estudos in vivo, diferentes técnicas in vitro sao
empregadas para a determinacdo das caracteristcas e mecanismos de
permeabilidade epitelial de um composto. Tais técnicas podem ser classificadas em:
métodos biofisicos e métodos bioldgicos.

Dentre os métodos biofisicos in vitro, destaca-se o emprego de membranas
sintéticas constituidas de fosfolipideos, principalmente a fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, sendo o ensaio PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) a técnica mais conhecida e utilizada nos experimentos dessa
natureza (Dudeja et al. 1991; Taillardat-Bertschinger et al. 2002).

Esta técnica € baseada na formag&do de uma bicamada de fosfolipideos em
solugdo de dodecano impregnada entre duas membranas semipermeéveis com
espessura e dimensdes de poros bem estabelecidas, formando, desta forma, dois
compartimentos: o doador, onde se adiciona o farmaco em solucdo e o receptor,
onde se quantifica a fracdo do farmaco que foi capaz de atravessar a bicamada
lipidica formada (Avdeef 2001). Este método & muito utilizado para avaliar a
permeabilidade transcelular passiva, principalmente nos estagios iniciais de

desenvolvimento de um novo farmaco.
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Em relagdo aos métodos bioldgicos, vérios modelos baseados em culturas
celulares tém sido desenvolvidos. Dentre eles, destaca-se o emprego de células
Caco-2, as quais tém sido amplamente utilizadas como ferramentas de triagem nos
estagios iniciais de desenvolvimento de novos farmacos (Artursson et al. 1991;
Balimane et al. 2005).

Mantidas as condigbes adequadas de cultivo, as células Caco-2 crescem
formando uma monocamada de células cilindricas polarizadas, com
microvilosidades na borda apical, apresentando, ainda, as jung¢des oclusivas entre
células adjacentes e expressando atividade enzimatica de hidrolases comuns do
intestino delgado. Para se manter as condicbes mais proximas possiveis das
encontradas no intestino in vivo, as células Caco-2 sao cultivadas em suporte de
filtros permeaveis que mantém o livre acesso de ions e nutrientes, constituintes do
meio de cultivo, em ambos os lados da membrana formada (Pinto et al. 1983).

Assim, com o ensaio PAMPA é possivel avaliar apenas a permeabilidade
passiva, uma vez que esse modelo baseia-se na separagdo de dois compartimentos
por uma bicamada lipidica simples, enquanto que as células Caco-2 representam
um modelo de mecanismos multiplos, j& que esta linhagem se diferencia e passa a
exibir caracteristicas morfologicas e funcionais similares as dos enterécitos
(Artursson et al. 1991; Bohets et al. 2001; Miret et al. 2004).

Portanto, a combinagdo dessas duas metodologias demonstra ser uma
ferramenta importante para a avaliagdo diagnostica da permeabilidade. Caso exista
uma correlagdo entre os resultados obtidos nos dois ensaios, um perfil de
permeabilidade passiva é esperado. Entretanto, se os valores de permeabilidade em
Caco-2 forem inferiores ou superiores aos obtidos no PAMPA, é possivel que o
farmaco seja substrato de algum transportador de efluxo ou absorcéo,

respectivamente (Di et al. 2005).
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Resumo

O presente capitulo foi publicado online no periddico Food Analytical Methods
(Yatsu et al. 2014) e teve como objetivo o desenvolvimento de um método de
andlise, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC), para a
determinagdo das isoflavonas-agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina
presentes em diferentes matrizes complexas, desde a matéria prima, extrato
padronizado até sistemas coloidais. O método envolveu prévia hidrélise das
diversas isoformas heterosidicas, resultando na andlise de apenas trés
agliconas majoritérias correspondentes, propiciando reducéo de tempo e de
custo de analise. Além disso, uma minuciosa avaliagdo da seletividade e a
influéncia de diferentes matrizes sobre o método foi realizada. Para tanto,
utilizou-se como fase estacionaria uma coluna Phenomenex RP-18 (Synergi
Fusion 150 x 4,6mm d.i., 4 um) e como fase movel acido trifluoracético
0,01% (v/v) e acetonitrila:4cido trifluoracético (100:0.01, v/v). A separacao de
todas as isoflavonas agliconas foi alcangada em 23 min, com um tempo total de
andlise de 30 min. Para a avaliagdo da especificidade do método, os padrbes
das isoflavonas foram submetidos a diferentes condi¢des de estresse (HCI 1 M,
NaOH 1 M, H20, 30%, 60°C e UVC 254 nm) e analisados por LC-UV e LC-
MS/MS. Em pH bésico, tanto na exposi¢do a temperatura de 60°C quanto sob
a exposicao da radiacdo UVC, foi possivel detectar a presenca de 3 novos
picos (D1, D2 and D3), os quais apresentaram uma boa resolugdo. O método
demostrou uma linearidade superior a 0,999 na faixa de concentracéo de 0,1 a
10 pg.mL™* para todas as isoflavonas agliconas. Os limites de quantificacdo

variaram entre 0,28 e 0,37 pug.mL™ e a precisdo intermediaria apresentou
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valores de desvio padréo relativo (DPR) entre 0,03 e 0,25%. Apos a validacao,
o0 método foi utilizado na analise do contetdo de isoflavonas agliconas em trés
matrizes diferentes: grdos de Glycine max, extrato seco de Glycine max e uma
nanoemulsdo contendo as isoflavonas agliconas. Os dados de repetibilidade
revelaram valores de DPR entre 0,02 e 1,41% e precisédo intermediaria entre
0,05 e 1,99%. J4 os dados de recuperagdo dos padrdoes de isoflavonas
agliconas nas matrizes ficaram entre 90,74 e 106,43%. Portanto, 0 método
desenvolvido demonstrou ser rapido, verséatil, linear, preciso e especifico e
aplicavel na determinacdo do teor das agliconas presentes na fragdo e em

outras matrizes complexas.
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Resumo

O segundo capitulo do trabalho, o qual serd submetido & publicacdo, refere-se
ao desenvolvimento de uma fragdo padronizada contendo alto teor de
isoflavonas da soja, na forma de agliconas. Para tanto, foi desenvolvido um
método de extracdo e purificacdo simples e de baixo custo, e a fracdo obtida foi
caracterizada no que se referem as suas propriedades fisicas e quimicas. Para
tanto, partiu-se de um extrato seco padronizado de Glycine max, contendo a
concentracdo nominal de 22% de isoflavonas glicosidicas, como uma fonte
alternativa, de custo acessivel. Na etapa de extragdo, optamos por uma
simples extracdo sdlido-liquido, com agitacdo mecénica, empregando etanol
como solvente. O etanol foi utilizado como solvente extrator devido a
polaridade dos heterosideos, ao seu baixo custo, baixa toxicidade, elevada
eficiéncia de extragcdo, por ser de facil recuperacdo e reciclagem e por gerar
baixo impacto ambiental. Assim, 3 diferentes concentracdes de etanol (60%,
80% e 96%, v/v) foram testadas. Além disso, tanto a influéncia do tempo
quanto da temperatura sobre a extragdo foram avaliadas. Uma vez tendo sido
estabelecida as melhores condigcbes de extragdo, partiu-se para a avaliagédo
das condic¢des de hidrélise a fim de se obter uma fragéo rica em isoflavonas na
forma de agliconas, a forma biologicamente ativa. O &cido cloridrico foi
escolhido porque suas solucdes sdo bastante estaveis durante o
armazenamento, mantendo a sua concentracdo ao longo do tempo. Além
disso, considerando que a hidrélise ndo é eficiente em concentracdes baixas
de acido e, em concentracbes elevadas, o acido pode levar a certa retencdo
deste nos produtos de cristalizacdo, procedeu-se a hidrolise no intervalo de
concentracdo de 0,1 a 0,5 M de acido cloridrico. Também tendo em vista que a
hidrélise ndo é eficaz a temperaturas inferiores a 75°C e que temperaturas

superiores a 80°C nédo sao capazes de elevar a eficiéncia da hidrolise, esta foi
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avaliada somente a 80°C. Considerando que as isoflavonas agliconas sé&o
praticamente insoliveis em &agua, a adicAo de um antissolvente é uma
alternativa promissora para recuperar as agliconas, por cristalizagéo, a partir do
extrato hidrolisado. Naturalmente, a agua foi utilizada como antissolvente.
Neste ensaio, a fim de avaliar a eficiéncia de recuperacdo das agliconas a
partir do extrato hidrolisado, adicionou-se uma quantidade conhecida de agua
ao extracto hidrolisado, o qual foi posteriormente filtrado em membrana de 0,2
pm para separar os cristais formados da solugdo mée. Os cristais foram entao
redissolvidos em metanol e quantificados por CLAE. Os resultados
demonstraram que a melhor propor¢cdo de agua:extrato hidrolisado foi de 1:5
(v/v), pois proporgdes mais elevadas ndo apresentaram maiores rendimentos
(p > 0,05). Por fim, IEF teve sua identidade, pureza e propriedades fisico-
quimicas avaliadas. Em relagcdo a sua identidade, as analises de
espectroscopia em infravermelho com tranformada de Fourier (FT-IR),
ressonacia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (*3C) e
cromatografia liqguida com deteccéo na regido do ultravioleta (UV) e por massas
(MS) atestaram a identidade e determinaram o conteudo de isoflavona nos
cristais (daidzeina, 441,43 + 3,89 mg/g; gliciteina, 363,46 + 1,04 mg/g e de
genisteina, 91,72 + 0,95 mg/g). Ainda neste estudo, tendo em vista que a
fracdo pode ser utilizada como matéria-prima para a producdo de produtos
farmacéuticos, avaliou-se preliminarmente a estabilidade das isoflavonas em
solugdo na presenca ou auséncia de agentes estressores (acido cloridrico,
hidroxido de sodio e perdxido de hidrogénio) sob diferentes condigbes de
armazenamento, tais como a exposicdo a radiacdo violeta e temperaturas
elevadas. Ap6s uma semana de estudo, foi possivel verificar que as
isoflavonas possuem uma boa estabilidade em etanol e na presenca de acido
cloridrico, quando armazenadas em temperatura ambiente ou em temperaturas
mais baixas e quando protegidas da radiagdo ultravioleta C (UVC). Frente ao
exposto, e considerando-se o elevado teor de isoflavonas na fragcdo obtida, o
método de extragdo e purificacdo desenvolvido pode ser considerado

satisfatorio.
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CAPITULO 3: Complexacdo multipla de isoflavonas de Glycine max

presentes em uma fragdo enriquecida com ciclodextrina
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Resumo

O presente capitulo foi publicado no peridédico Carbohydrate Polymers (Yatsu et
al. 2013) e teve como objetivo avaliar a formagao de complexos de uma fragéo
rica em isoflavonas agliconas (IEF) com B-ciclodextrina (BCD) e 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HPBCD) empregando-se as técnicas de complexacdo em
pasta, liofilizacdo, co-evaporagdo, spray drying e em micro-ondas. Os
complexos obtidos foram caracterizados quanto a solubilidade e teor de
isoflavonas. A formacgé&o de complexos de inclusdo foi avaliada pelas mesmas
técnicas de difratometria de raios X em pds (DRX), espectroscopia em
infravermelho com tranformada de Fourier (FT-IR), ressonacia magnética
nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (*3C), espectroscopia na regido do
ultravioleta (UV) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Os complexos
sélidos preparados com HPBCD apresentaram solubilidade superior a fracéo e
os resultados da caracterizacdo fisico-quimica sugerem, fortemente, a
formagdo simultdnea de complexos de incluséo entre as trés isoflavonas e a

HPBCD e a associacdo destas as hidroxilas externas da cilcodextrina.
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CAPITULO 4: Permeabilidade intestinal in vitro de isoflavonas de soja
presentes em fragcdo contendo alto teor de agliconas de seus complexos

com ciclodextrina em modelos de células Caco-2 e PAMPA
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Resumo

O quarto capitulo deste trabalho, o qual ser4 submetido a publicacéo, teve
como objetivo avaliar o efeito da complexacdo simultdnea da daidzeina,
genisteina e gliciteina, presentes numa fracéo rica em isoflavonas agliconas
(IEF), com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) na permeabilidade
intestinal in vitro em modelo de membrana artificial paralela (PAMPA) e
celular (Caco-2). Os resultados dos ensaios in vitro indicam que a permeacéo
da daidzeina e da genisteina ocorre predominantemte via transporte ativo,
enquanto e permeacdo de gliciteina ocorre predominantemente via difuséo
passiva. De modo geral, observou-se que a complexagdo com HPBCD causou
um grande efeito negativo sobre a permeabilidade intestinal das isoflavonas,
excetuando-se o complexo sélido preparado por spray drying, o qual
apresentou um resultado bastante positivo. Tanto a permeabilidade da
daidzeina quanto da gliciteina presentes nesse complexo apresentaram valores
similares ao da fragdo livre (p > 0,05), enquanto a permeabilidade da
genisteina apresentou uma melhora significativa (p < 0,05), sendo este ultimo
fenbmeno também observado na permeabilidade da genisteina presente no

complexo solido preparado por co-evaporagao.
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O presente trabalho foi desenvolvido em 4 etapas, constituindo-se cada
uma dessas um capitulo do presente trabalho (Figura 1, Prefacio).

O capitulo 1 foi dedicado ao desenvolvimento de um método de andlise,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, para a determinacdo das
isoflavonas-agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina presentes em diferentes
matrizes complexas, desde a matéria prima, extrato padronizado até sistemas
coloidais.

Inimeros métodos de andlise de isoflavonas tém sido descritos na
literatura. No entanto, a maioria deles ndo avalia, ou avalia apenas alguns
parametros, relativos ao desempenho analitico do método. Parametros
importantes como a seletividade e a influéncia de diferentes matrizes sobre o
método, geralmente, s@o negligenciados, pois a maioria dos meétodos
desenvolvidos é aplicada, quase que exclusivamente, a um Unico tipo de
amostra (matriz), com o objetivo de identificar e caracterizar uma gama de
isoformas de isoflavonas e ndo apenas as majoritarias. Tal abordagem eleva
consideravelmente o tempo e o custo da andlise, pois uma grande quantidade
de solventes é necesséria, além de demandar o emprego de uma grande gama
de padrdes, os quais séo, de forma geral, caros, instaveis e pouco disponiveis
no mercado para aquisi¢ao.

Neste contexto, considerando que a aplicacdo do método destinava-se
especialmente a quantificar as isoflavonas na forma de agliconas, o método
envolveu prévia hidrélise das diversas isoformas heterosidicas, resultando na
andlise de apenas trés agliconas majoritarias correspondentes, propiciando
reducao de tempo e de custo de andlise. Além disso, uma minuciosa avaliagdo
da seletividade e a influéncia de diferentes matrizes sobre o método foi
realizada.

Tendo em vista que o efeito da matriz pode ser descrito como uma
supressdo ou incremento da resposta do analito devido a co-eluicdo de
componentes da matriz, este pode ser facilmente avaliado comparando-se a
resposta obtida de uma solugdo da amostra contendo os padrbes e de uma
solucéo contendo somente os padrdes. Assim, no presente trabalho, o efeito da
matriz foi avaliado através da comparacdo das inclinagdes das curvas de

calibragdo das amostras contendo os padrdes das isoflavonas agliconas (Sm)
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com as inclina¢des das solugdes contendo somente os padrdes (Ss) (C% = 100
X [1 = (Sm/Ss)])-

De acordo com Niessen et al. (2006), o efeito de matriz pode ser
considerado baixo na faixa entre -20% < C% <20%, médio nas faixas de -50%
< C% <-20% ou 20%> C% > 50% e alto nas faixas de C% < -50% ou C% >
50%. Portanto, os resultados obtidos indicam que todas as matrizes avaliadas
exercem um baixo efeito sobre a resposta das isoflavonas, demonstrando,
assim, que o método desenvolvido € seletivo, dispensando o pré-tratamento
das amostras por técnicas como a extracdo em fase sélida e/ou a particdo com
solventes (Klejdus et al. 2005; Rostagno et al. 2005b).

Além disso, o0 método desenvolvido demonstrou ser rapido, versatil,
preciso, linear e especifico. Para a avaliacdo da especificidade do método, os
padrbes das isoflavonas foram submetidos a diferentes condigdes de estresse
(HCI 1 M, NaOH 1 M, H,0, 30%, 60°C e UVC 254 nm) e analisados por LC-UV
e LC-MS/MS. Em pH bésico, tanto na exposi¢do a temperatura de 60°C quanto
sob a exposic¢éo da radiacdo UVC, foi possivel detectar a presenca de 3 novos
picos (D1, D2 and D3), os quais apresentaram uma boa resolucao (Figura 2,
Capitulo 1). A analise dos novos picos por LC-MS/MS, comparativamente a
biblioteca disponivel revelou que o pico D1 corresponde a um isbmero da
daidzeina, D2 a O-desmetilangolensina e D3 a diidrogenisteina (Chena et al.
2007). Portanto, D1 e D2, correspondem aos derivados da daidzeina e D3 da
genisteina.

A segunda etapa do trablalho (Capitulo 2) refere-se ao desenvolvimento
de uma fragdo padronizada contendo alto teor de isoflavonas da soja, na forma
de agliconas. Para tanto, foi desenvolvido um método de extracdo e purificagdo
simples e de baixo custo, e a fracdo obtida foi caracterizada no que se refere
as suas propriedades fisicas e quimicas.

Partindo do pressuposto que a maioria dos produtos a base de soja
disponiveis no mercado possuem uma baixa concentracdo de isoflavonas
(Delmonte et al. 2006; Prabhakaran et al. 2006; Schwartz et al. 2008) e que
estas, geralmente, estdo na forma de glicosideos, as quais precisam ser
hidrolisadas a agliconas (forma biologicamente ativa) para serem absorvidas
(Day et al. 2000; Setchell et al. 2002b), optamos por desenvolver uma fragcéo

rica em isoflavonas na forma de agliconas (IEF). Além disso, considerando que
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a obtencado de isoflavonas, a partir da soja, € um processo custoso, que gera
grandes quantidades de residuos além de dificil separacdo da fracao lipidica;
partiu-se de um extrato seco padronizado de Glycine max, contendo a
concentracdo nominal de 22% de isoflavonas glicosidicas, como uma fonte
alternativa, de custo acessivel.

A fim de aumentar a eficiéncia de extragdo e reduzir os custos
operacionais, adotou-se uma estratégia de produgéo simples, a qual pode ser
genericamente resumida nas seguintes etapas: extragdo das isoflavonas
heterosidicas a partir do extrato seco de Glycine max com solvente organico
apropriado; hidrélise da por¢do heterosidica; recuperacdo das agliconas e
purificagéao.

Na etapa de extracdo, optamos por uma simples extracéo solido-liquido,
com agitagcdo mecanica, empregando etanol como solvente. Tal procedimento
foi escolhido tendo em vista a baixa complexidade da matriz. J& o etanol foi
utilizado como solvente extrator devido a polaridade dos heterosideos, ao seu
baixo custo, baixa toxicidade, elevada eficiéncia de extracdo, por ser de facil
recuperacdo e reciclagem e por gerar baixo impacto ambiental. Assim, 3
diferentes concentracdes de etanol (60%, 80% e 96%, v/v) foram testadas.
Apesar de ndo ter sido verificada uma diferenga estatistica significante (p >
0.05) na eficiéncia de extracao entre as solugdes hidroalcodlicas (60 e 80%) e
o etanol 96 % (v/v), este ultimo foi eleito o solvente extrator, pois a agua co-
extraiu outros compostos do extrato seco de Glycine max que néo séo de
interesse. Além disso, com o objetivo de estabelecer o volume minimo
necessario para extrair a maior quantidade possivel de isoflavonas, a relacao
droga:solvente também foi devidamente avaliada. Em ndo havendo diferenca
estatistica significante (p > 0.05) entre as proporgéoes 1:20 e 1:50, a primeira
foi escolhida por ser mais vantajosa economicamente.

Ainda em relacdo a extragdo, tanto a influéncia do tempo quanto da
temperatura sobre a extragédo foram avaliadas. A partir desse ensaio, verificou-
se que a temperatura foi o Unico fator relevante, uma vez que, com 0 aumento
do tempo de extragdo, ndo houve aumento significativo na extragdo das
isoflavonas. Em relagdo a influéncia da temperatura sobre a extracdo, tal
resultado ja era esperado, pois € de amplo conhecimento que a solubilidade

das moléculas, em geral, tende a se elevar com 0 aumento da temperatura. No
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entanto, como ndo sabiamos a exata composi¢cdo do extrato, ndo era possivel
prever a influencia do tempo. Assim, pode-se concluir que a matriz do extrato
seco ndo possuia uma ligacédo forte com os heterosideos, uma vez que estes
foram prontamente extraidos apos 2 h de extragdo a 60°C, condicdo essa que
permitiu que praticamente 100% das isoflavonas fossem recuperadas a partir
do extrato seco.

Uma vez tendo sido estabelecida as melhores condi¢cGes de extragéo,
partiu-se para a avaliacdo das condi¢des de hidrolise a fim de se obter uma
fracdo rica em isoflavonas na forma de agliconas, a forma biologicamente ativa.
Considerando-se que a hidrélise da porcdo heterosidica pode ser realizada
tanto com o auxilio de &cidos quanto de enzimas, purificadas ou secretadas por
microorganismos, optamos pelo uso de acido organico, uma vez que o custo de
aquisicdo ou producédo de B-glucosidases de microorganismos € mais elevado
€ 0S processos enzimaticos sdo mais complexos. Assim, a eficiéncia de
hidrdlise &cida (concentragdo de 4cido versus o tempo de hidrolise) foi avaliada
a 80°C utilizando acido cloridrico.

O éacido cloridrico foi escolhido porque suas solucdes sdo bastante
estaveis durante o armazenamento, mantendo a sua concentracdo ao longo do
tempo. Este atributo, bem como o fato de que ele esta disponivel como um
reagente puro, faz do &cido cloridrico um excelente reagente acidificante. Além
disso, considerando que a hidrélise ndo é eficiente em concentra¢des baixas
de acido e, em concentracfes elevadas, o acido pode levar a certa retencao
deste nos produtos de cristalizacdo, procedeu-se a hidrolise no intervalo de
concentracdo de 0,1 a 0,5 M de acido cloridrico. Também tendo em vista que a
hidrélise ndo é eficaz a temperaturas inferiores a 75°C e que temperaturas
superiores a 80°C ndo sdo capazes de elevar a eficiéncia da hidrolise (Zhang
et al. 2007), esta foi avaliada somente a 80°C.

Dessa forma, em tal ensaio pudemos observar que a eficiéncia de
hidrélise esta intimamente correlacionada a concentracao do acido e do tempo
de hidrélise, posto que a concentragdo de agliconas foi diretamente
proporcional a concentragédo de &cido e do tempo. Portanto, ap6s 12 h, a uma
concentracdo de &cido de 0,5 M a 80°C, foi possivel hidrolisar cerca de 90%

dos heterosideos presentes na solugdo extrativa, o que corresponde a 85%,
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100%, e 92% dos heterosideos da daidzeina, genisteina e gliciteina,
respectivamente.

Considerando que as isoflavonas agliconas sdo praticamente insoliveis
em agua, a adicdo de um antissolvente € uma alternativa promissora para
recuperar as agliconas, por cristalizacdo, a partir do extrato hidrolisado.
Naturalmente, a agua foi utilizada como antissolvente. Neste ensaio, a fim de
avaliar a eficiéncia de recuperacéo das agliconas a partir do extrato hidrolisado,
adicionou-se uma quantidade conhecida de agua ao extracto hidrolisado, o
qual foi posteriormente filtrado em membrana de 0,2 um para separar 0s
cristais formados da solugdo mée. Os cristais foram entdo redissolvidos em
metanol e quantificados por CLAE.

Os resultados demonstraram que a melhor propor¢do de agua:extrato
hidrolisado foi de 1:5 (v/v), pois proporgbes mais elevadas ndo apresentaram
maiores rendimentos (p > 0,05), sendo que os cristais obtidos apresentaram
uma pureza de aproximadamente 54% de agliconas. Dessa forma, a fim de
melhorar a pureza dos cristais, estes foram recristalizados em etanol puro e
novamente analisados por CLAE. Assim, o produto final, denominado de frac&o
rica em isoflavonas agliconas (IEF), apresentou um elevado teor de isoflavonas
totais (90%).

Por fim, IEF teve sua identidade, pureza e propriedades fisico-quimicas
avaliadas. Em relacdo a sua identidade, as andlises de espectroscopia em
infravermelho com tranformada de Fourier (FT-IR) (Figuras A5 a A8),
ressonacia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono (**C)
(Figuras A18 e A19) e cromatografia liquida com detec¢cdo na regido do
ultravioleta (UV) e por massas (MS) (Figura Al a A3) atestaram a identidade e
a pureza dos cristais. Cabe destacar que os resultados encontrados foram
devidamente comparados com dados da literatura e com resultados
apresentados pelos proprios padrdes submetidos as mesmas analises, quando
foi possivel (Figuras A5 a A8).

No estudo de solubilidade em agua, as isoflavonas agliconas presentes
na |IEF apresentaram uma solubilidade superior agquela observada para os
padrdes. Resultados semelhantes também foram observados para uma mistura
de isoflavonas de soja composta por 55% de genisteina, 43% de daidzeina e

1,8% de gliciteina) (Zhang et al. 2007). Os autores verificaram que a
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solubilidade de genisteina e daidzeina na mistura era de 5,2 e 3,3 vezes maior
do que a dos compostos puros em tampéo pH 6 e sugeriram que a mistura
seria uma disperséo sélida eutética. Considerando-se que o efeito principal de
formacdo de uma mistura eutética seria o de diminuir o ponto de fusdo da
mistura dos respectivos substratos, os pontos de fusdo da IEF e dos padrdes
de isoflavonas foram determinados por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) (Figura 7, Capitulo 2). Uma vez que o ponto de fusdo da IEF
demonstrou ser menor do que o0 encontrada para os padrdes, pode-se sugerir
que, pelo menos em parte, a solubilidade mais elevada da fragcdo, pode ser
atribuida a formacao de uma dispersao sélida eutética. Além disso, a diferenga
na solubilidade também pode estar relacionada a diferentes estruturas
cristalinas (polimorfismo) e habitos cristalinos (morfologia). Nesse sentido, tanto
a fragcdo quanto os padrdes de isoflavonas foram avaliados por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) e difratometria de raios X em pds (DRX). A
fotomicrografia da fragdo demonstrou possuir um habito muito similar aquele
apresentado pelos padrdes de daidzeina e gliciteina (Figura 6, Capitulo 2). No
entanto, o difratograma dos padrdes de isoflavonas revelou uma estrutura
cristalina bem definida, ao passo que IEF exibiu uma diminuicdo consideravel
no namero de picos de difragdo, bem como uma auséncia de picos agudos,
sugerindo assim que IEF seria menos cristalina do que os padrdes, o que
poderia explicar a diferenca na solubilidade (Figura 8, Capitulo 2).

Ainda neste estudo, tendo em vista que a fragédo pode ser utilizada como
matéria-prima para a producdo de produtos farmacéuticos, avaliou-se
preliminarmente a estabilidade das isoflavonas em solucdo na presenca ou
auséncia de agentes estressores (&cido cloridrico, hidroxido de sodio e
peroxido de hidrogénio) sob diferentes condicbes de armazenamento, tais
como a exposicdo a radiagdo violeta e temperaturas elevadas. Apdés uma
semana de estudo, foi possivel verificar que as isoflavonas possuem uma boa
estabilidade em etanol e na presenca de acido cloridrico, quando armazenadas
em temperatura ambiente ou em temperaturas mais baixas e quando
protegidas da radiagdo ultravioleta C (UVC) (Figura 9, Capitulo 2). Esta
observagcdo prova que método de extracdo e purificacdo desenvolvido n&o

exerce efeito negativo sobre a estabilidade das agliconas, ou seja, as

218



isoflavonas néo sofrem degradagcdo por agdo da elevada temperatura,
presenca de acido e uso do etanol como solvente durante o referido processo.

Ja em relacé@o a sensibilidade das isoflavonas a radicdo UVC (254 nm),
cabe destacar que esta possui baixa incidéncia na luz solar e esta ausente na
luz branca gerada por lampadas fluorescente. No entanto, esta foi utilizada
neste trabalho tendo em vista ser a mais energética, o que possibilitaria
acelerar o estudo de estabilidade de modo a visualizar uma possivel
instabilidade das moléculas analisadas. Assim, moléculas néo sensiveis a essa
radiacdo, também ndo seriam sensiveis a luz solar, composta por luz visivel
(400-700 nm) e radiagdo UV proxima (200-380 nm), uma vez que a luz solar
possui uma baixa incidéncia de radiagcdo UVC. Assim, considerando-se 0s
resultados do presente estudo de estabilidade frente a radiagcdo UVC, pudemos
verificar que estes estéo parcialmente de acordo com Rostagno et al. (2005a),
0 qual demonstrou que apenas a daidzeina e a genisteina em epresentes em
um extrato hidroalcodlico e as solugbes padrao, eram sensiveis a luz UV-Vis.
Portanto, durante o processo de extracdo e purificacdo, recomenda-se a
protecdo das isoflavonas contra a luz UV-Vis para evitar uma possivel
degradacéo.

Face ao exposto, e considerando-se o elevado teor e pureza da IEF
obtida, bem como a sua maior solubilidade em agua, o método de extracéo e
purificacdo desenvolvido pode ser considerado satisfatorio.

Apesar da maior hidrossolubilidade das isoflavonas quando presentes no
IEF, comparativamente as isoflavonas individualmente, esta ainda é restrita
(44,55 pg/mL) (Tabela 2, Capitulo 2). Além dessa caracteristica, sabe-se que
as isoflavonas também possuem sabor amargo, baixa estabilidade em &gua,
baixa biodisponibilidade e tempo de meia vida relativamente curto (Setchell et
al. 2001; Wang et al. 2001; Satomi et al. 2003; Ungar et al. 2003; Sepehr et al.
2007).

Neste contexto, emprego de ciclodextrinas mostrou-se uma estratégia de
interesse, considerando estudos prévios que tém demonstrado sua capacidade
de promover um aumento da solubilidade de flavonoides, bem como aumento
da biodisponibilidade através da formagdo de complexos de incluséo (Buvari-
Barcza et al. 2000; Lee et al. 2007; Borghetti et al. 2009a). Assim, o presente

estudo prop6s, no capitulo 3, avaliar a formag&o de complexos da IEF com (3-
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ciclodextrina (BCD) e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) empregando-se
diferentes métodos.

No estudo de solubilidade de fases a 24°C, verificou-se que ambas as
ciclodextrinas eram capazes de aumentar linearmente a solubilidade da IEF em
funcdo da concentragdo, sendo tal comportamento caracterizado como uma
curva do tipo AL, na faixa de concentracdo das isoflavonas de 0 a 5 mM, de
acordo com Higuchi e Connors (Higuchi et al. 1965). No entanto, ao
compararmos as constantes de estabilidade (Ks) e eficiéncia de complexagéo
(EC) das ciclodextrinas, observou-se que a HPBCD apresentou um maior poder
de solubilizagdo, comparativamente a BCD, uma vez que uma menor
quantidade desta ciclodextrina foi requerida para solubilizar a IEF (1:7) (Tabela
1 e Figura 1, Capitulo 3).

Tendo em vista que as condicbes de processamento (temperatura,
tempo de agitacdo e quantidade de farmaco em excesso) podem influenciar a
eficiéncia de complexagdo nos estudos de solubilidade de fases, como
demonstrado por Borghetti e colaboradores (2009), foi realizado um novo
estudo de solubilidade de fases variando-se esses parametros. Assim,
empregou-se uma temperatura mais elevada (37 °C) e ampliou-se a faixa de
concentragdo das ciclodextrinas: 0-10 mM de BCD e 0-100 mM de HPBCD.
Mesmo com o aumento da temperatura e da concentracdo de ciclodextrinas, o
perfil dos diagramas de solubilidade de fases ndo foi alterado (Tabela 1 e
Figura 1, Capitulo 3). Observou-se que nestas condicbes a solubilidade
intrinsica (Sp) das isoflavonas aumentou significativamente (p<0,05). Como
consequéncia, tais condigcbes determinaram uma reducgdo significativa nos
valores de Ks e de EC para ambas as ciclodextrinas, especialmente para a
genisteina, sugerindo que a formagédo de complexos IEF:ciclodextrinas ocorra
por um processo exotérmico, portanto, desfavorecido pelo aumento da
temperatura.

Ao compararmos a solubilidade das isoflavonas presentes na IEF antes
e apos a complexagdo com as ciclodextrinas, verificou-se que o incremento de
solubilidade das mesmas né&o foi proporcional a sua concentragdo na IEF.
Alguns experimentos foram iniciados, e ndo estdo concluidos, com o intuito de
compreender como a proporcao relativa as isoflavonas afeta a sua solubilidade

e a formacdo de complexos. Estes envolvem estudo da solublidade das
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isoflavonas (padrdes adquiridos comercialmente) de forma isolada e
misturadas em diferentes propor¢des, assim como anélise da energia envolvida
no estudo conformacional dessas associa¢gdes (dados ndo mostrados).

E importante ressaltar que pela primeira vez, a solubilidade em agua da
gliciteina foi determinada e a sua complexacdo com ciclodextrinas foi avaliada.
A gliciteina apresentou uma menor solubilidade em a4gua em comparacao as
outras isoflavonas e ambas as ciclodextrinas testadas foram capazes de
promover aumento da sua hidrossolubilidade, sendo HPBCD a mais efetiva.

Assim, a complexagdo das isoflavona contidas na IEF com HPBCD
mostrou ser uma estratégia promissora, uma vez que o complexo IEF/HPBCD
apresentou uma maior solubilidade e eficiéncia complexagdo superior. Com
base nos resultados obtidos, complexos de IEF/HPBCD foram produzidos por
diferentes métodos: pasta/micro-ondas, liofolizagdo, co-evaporacdo, spray
drying e microondas.

Na andlise morfolégica, os complexos solidos apresentaram morfologia
distinta da mistura fisica de IEF com HPBCD, especialmente os complexos
obtidos por spray drying e por liofilizagdo. O primeiro apresentou particulas
esferoidais com superficie lisa e 0 segundo se apresentou na forma de um po
amorfo. Da mesma forma, os termogramas dos complexos apresentaram perfis
diferenciados em relagdo a mistura fisica, indicando a formacdo de uma nova
estrutura cristalina ou novo habito cristalino (Figura 2, Capitulo 3).

Na analise térmica, IEF apresentou um Unico pico endotérmico agudo a
300°C, HPBCD um amplo pico endotérmico a 334°C e a mistura fisica de IEF e
HPBCD apresentou uma drastica reducdo na intensidade do pico
correspondente ao ponto de fuséo da IEF, o que era esperado, uma vez que a
quantidade de IEF na mistura fisica era muito pequena (Figuras A34 a A37). Ja
nos termogramas dos complexos soélidos de IEF/HPBCD, houve um
desaparecimento completo do pico correspondente ao ponto de fuséo da IEF e
um deslocamento do pico correspondente ao ponto de fusdo da HPBCD
(Figuras A38 a A42). Portanto, embora os complexos obtidos sejam diferentes
da mistura fisica, com respeito aos termogramas, eles ndo proporcionam
evidéncia suficiente sobre a formagao de complexos de incluséo verdadeiros.

Da mesma forma, na analise de XDR, tanto os padrdes quanto IEF

demonstraram possuir um elevado grau de cristalinidade, ao passo que HPRCD
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demonstrou ser amorfo. Ja o difratograma de mistura fisica apresentou picos
correspondentes ao IEF, indicando a presenca de IEF no estado cristalino. Em
contraste, os complexos sélidos obtidos a partir dos métodos de micro-ondas,
pasta/micro-ondas e co-evaporagdo apresentaram uma diminuigcdo
consideravel tanto no nimero quanto na intensidade dos picos de difracao, o
gue sugere que tais complexos possuem um menor grau de cristalinidade em
relacdo a mistura fisica. Além disso, os difratogramas dos complexos soélidos
obtidos por spray drying e por liofilizacdo apresentaram uma auséncia de picos
agudos (Figuras A25 a A33). Dessa forma, estes resultados sugerem
fortemente que os complexos apresentam um arranjo cristalino diferente e que
as isoflavonas podem estar provavelmente interagindo com a HPRCD através
da formacé&o de complexos de incluséo.

No intuito de verificar a possivel formac¢do de complexos de incluséo,
andlises de FT-IR e RMN dos complexos e da mistura fisica foram realizadas.
O espectro de infravermelho de IEF apresentou bandas de absorcéo
caracteristicas em 3394 cm™ (-OH livre), 3224 cm™ (—OH ligado, caracteristico
de ligagdes de hidrogénio formada entre —OH em Cs e 0 grupamento carbonil
em C,4 da genisteina), 3070 cm™ (C-H, sp?), 2939 cm™ ( C-H, sp°, caracteristico
de —OCHjs da gliciteina), 1630 cm™ (C=0), 1614 cm™ ( C=C), 1194 cm™ (C-O) e
820 cm™ (p-substituicdo no anel aromatico) (Figura A8). Ja espectro de
infravermelho da HPBCD apresentou bandas de absor¢éo caracteristicas em
3337.71 cm® (O-H), 2925 cm™ (C-H) e 1651 cm® (H-O-H), enquanto a
mistura fisica apresentou bandas de absor¢éo correspondentes aos compostos
originais (Figura A10).

Em relacdo aos complexos soélidos, bandas de absorcdo caracteristicas
de IEF (3394 cm™, 3224 cm®, and 2939 cm™) nao foram identificadas. J& as
bandas dos estiramentos de C=0 (1630 cm™), C=C (1614 cm™) e C-O (1194
cm) se apresentaram alargadas e com baixa intensidade nos espectros dos
complexos solidos. Segundo Crupi et al. (2007), mudangas espectrais, em
frequéncias altas, no estiramento de O-H e, em baixas frequéncias, no
estiramento de C=0, C=C, C-O-C e C-O podem ser atribuidas a associagao,
via ligacé@o de hidrogénio, entre a ciclodextrina e a molécula héspede durante o
processo de complexagdo. Portanto, tais resultados seriam um indicativo da

formagao de complexos de incluséo (Figuras A1l a Al7).
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Na analise 'H unidimensional, o complexo obtido por liofilizag&o
apresentou, apenas, deslocamentos quimicos nos sinais dos hidrogénios H6 e
H8 (anel A) e OH-4' (anel B) pertencentes as isoflavonas. Da mesma forma, o
complexo obtido por spray drying apresentou deslocamentos quimicos nos
sinais dos hidrogénios H5 e H6 (anel A) e H2'/6' (anel B) pertencentes as
isoflavonas. Por outro lado, os demais complexos demonstraram um maior
namero de deslocamentos quimicos nos sinais dos hidrogénios H2 (anel C);
H5, H6, H8, OH-5 e OCH3 (anel A); e H2'/6' e H3'/5' (anel B) pertencentes as
isoflavonas (Tabela Al, Capitulo 3). Em todos os casos, os resultados das
perturbacdes nas densidades eletronicas moleculares das isoflavonas sugerem
a existéncia de interagdes entre as isoflavonas e a HPBCD. Estes resultados
indicam, portanto, que a inclusdo das isoflavonas na cavidade da ciclodextrina
pode ocorrer tanto através da inser¢do do anel A quanto do anel B das
isoflavonas, possibilidades j& evidenciadas por trabalhos anteriores (Daruhazi
et al. 2008; Xavier et al. 2010; Borghetti et al. 2011) (Fig. 1).
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Figura 1. Complexo de inclusdo com insercdo do anel B na cavidade da j-
ciclodextrina (A) e Complexo de inclusdo com insercdo dos anéis AC na

cavidade da B-ciclodextrina (B)
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Com relacdo a analise 'H bidimensional, é possivel verificar, em todos
0s complexos obtidos, a existéncia de interagdes intermoleculares entre os
sinais dos hidrogénios arométicos H2'/6' das isoflavonas (7,44-7,24 ppm) e do
hidrogénio H5 (3,88-3,85 ppm) da HPBCD. Os complexos também
apresentaram interagdes entre os hidrogénios H8 e H6 (6,94-6,86 ppm) e H3'/5'
(6,81 ppm) das isoflavonas e o hidrogénio H4 (3,32-3,38 ppm) da HP-B-CD
(Figura A20 a A24). Portanto, a anélise de RMN sugere que os complexos de
inclusdo podem ser formados através da insercdo do anel B das isoflavonas na
cavidade da ciclodextrina, uma vez que os hidrogénios H3 e H5 da HPBCD
estdo localizados no interior da cavidade de ciclodextrina. Além disso, os
resultados também sugerem que as isoflavonas podem estar externamente
associadas a HPBCD, uma vez que o hidrogénio H4 da HPBCD se localiza no
exterior da ciclodextrina, sendo tal complexacdo denominada de complexo de
associacdo, o qual também pode contribuir de maneira significativa para o
aumento da solubilidade das isoflavonas (Fig. 2).

Uma vez evidenciada a formagdo de complexos de incluséo, o teor de
isoflavonas nos complexos sélidos e a sua solubilidade em &gua foram
avaliados. Excetuando-se o complexo obtido por liofilizagéo, todos os demais
complexos apresentaram teor e solubilidade similares (p > 0,05). Cabe
destacar que no processo de liofilizacdo, a disperséo de IEF e HPBCD foi
filtrada antes do passo de liofilizagéo para remover o material néo solubilizado.
Portanto, o menor contetdo de isoflavonas no complexo sélido IEF/HPBCD foi,
provavelmente, devido a eliminacdo do IEF ndo solubilizado. Além disso, o
método de liofilizagdo demonstrou ser o menos eficaz em promover a formacao
de complexos entre IEF e HPBCD, uma vez que tal complexo sélido apresentou
a menor solubilidade. Este resultado pode estar relacionado com o uso de
etanol como cossolvente nos demais métodos de complexacdo avaliados. A
solubilizag&o das isoflavonas e HPBCD, promovido pelo etanol, poderia facilitar
a interacdo hidrofdbica entre as isoflavonas e HPBCD e, consequentemente,
promover a formac¢éo de complexos.

Em suma, este € o primeiro estudo que avalia a complexacéo simultanea
de trés isoflavonas com ciclodextrinas e a influéncia de diferentes métodos
sobre a obtenc&o de complexos. Os resultados sugerem que € possivel formar

complexos de inclusdo entre as isoflavonas daidzeina, gliciteina e genisteina,

225



na forma isolada ou na forma de mistura, simultaneamente. Também foi
evidenciada que a complexacdo pode ocorrer tanto pela inser¢do do anel B
quanto do anel A na cavidade interna da CD, bem como através de interagfes
entre as isoflavonas e o lado externo da CD.

Por fim, ap0s a obtencdo e caracterizacdo dos complexos soélidos de
IEF/HPBCD, o objetivo do quarto capitulo deste trabalho foi avaliar o efeito da
complexacdo simultdnea da daidzeina, genisteina e gliciteina, presentes na
IEF, com HPBCD na permeabilidade intestinal in vitro dessas isoflavonas,
empregando-se os modelos de células Caco-2 e PAMPA.

De acordo com Artursson e J. Karlsson (1991), substancias que séo
completamente absorvidas em humanos possuem coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) > 1 x 10° cm/s; farmacos que sdo absorvidos
na faixa de 100% > P4, > 1% possuem coeficientes de permeabilidade na faixa
de 0,1-1,0 x 10° cm/s; e farmacos que s&o pouco absorvidos (< 1%) possuem
coeficientes de permeabilidade inferiores a < 1 x 107 cm/s. Portanto, com base
nos resultados obtidos no ensaio de células Caco-2, as isoflavonas isoladas
podem ser classificadas como substancias que sdo completamente absorvidas
em células Caco-2 (Papp> 1 x 10° cm/ s) (Tabela 1, Capitulo 4).

No ensaio PAMPA, as isoflavonas isoladas apresentaram valores de
Papp similares (p> 0.05). No entanto, os valores de P, da daidzeina e
genisteina foram inferiores aquele observado no ensaio de células Caco-2. J4 a
gliciteina apresentou valores de Pgy, similares (p> 0.05) em ambos os ensaios.
De acordo com Kerns et al. (2004), o qual comparou dados de permeabilidade
de ensaios em PAMPA e em células Caco-2; a correlacdo (r) dos valores de
Papp de PAMPA e Caco-2 na faixa de 0,76-0,92 indicam a predominéancia de
difuséo passiva na permeacao, a correlagdo de PAMPA << Caco-2 indicam a
predominancia de transporte ativo (paracelular e transcelular), e a correlagcéo
de PAMPA >> Caco-2 indicam a predominancia de efluxo. Dessa forma, 0s
resultados obtidos indicam que a permeacdo da daidzeina e da genisteina
ocorre predominantemte via transporte ativo, enquanto e permeagdo de
gliciteina ocorre predominantemente via difusdo passiva (Figura 1, Capitulo 4).
Este resultado esté parcialmente de acordo com Kobayashi et al. (2013), que

observou um r?> semelhante para daidzeina. Nesse estudo, o valore de Py, da
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genisteina no ensaio Caco-2 foi maior do que o seu respectivo valor de Papp
no ensaio PAMPA.

Ao compararmos os valores de Py, do ensaio Caco-2 das isoflavonas
isoladas com os valores de |IEF, daidzeina e genisteina apresentaram um valor
de Papp superior ao observado para IEF. Somente o valor de P4 da gliciteina
néo foi afetado pela presenca das outras isoflavonas. Tais resultados estao de
pleno acordo com Oitate et al. (2001), que demonstrou que o transporte da
genisteina através das células Caco-2 era saturdvel e dependente da
temperatura, sendo negativamente afetado pela rutina, quercetina, (+)-
catequina e (-)-epicatequina. Os autores ainda sugeriram que o transporte da
genistein através das células Caco-2 ocorreria por intermédio de um sistema de
transporte comum a outros flavonoides localizado na membrana apical. Nesse
contexto, nossos resultados sdo um indicativo de que tanto a daidzeina quanto
a genisteina compartiiham o mesmo sistema de transporte, enquanto a
gliciteina seria transportada por difusédo passiva.

Por fim, o efeito da complexagéo de IEF com HPBCD na permeabilidade
intestinal das isoflavonas foi avaliado. Neste trabalho, nds anteriormente
demonstramos que a HPBCD era capaz de aumentar significativamente a
solubilidade em das isoflavonas presentes em I|IEF em &gua e, mais
recentemente, Daruhazi et al. (2013) demonstrou que diferentes ciclodextrinas
(BCD, HPBCD, RMBCD e yCD) eram capazes de promover um incremento no
transporte da daidzeina e da genisteina através de células Caco-2. Ja no
presente estudo, observou-se que a complexagdo com HPBCD causou um
grande efeito negativo sobre a permeabilidade intestinal das isoflavonas.
Ambos os valores de P, (Caco-2 e PAMPA) e fragéo total transportada dos
complexos sélidos de IEF/HPBCD, preparados por todas as técnicas, foram
significativamente menores do que os valores observados para a fracéao livre,
excetuando-se o complexo sélido preparado por spray drying, o qual
apresentou um resultado bastante positivo. Tanto a permeabilidade da
daidzeina quanto da gliciteina presentes nesse complexo apresentaram valores
similares ao da fragdo livre (p > 0,05), enquanto a permeabilidade da
genisteina apresentou uma melhora significativa (p < 0,05), sendo este ultimo
fenbmeno também observado na permeabilidade da genisteina presente no
complexo solido preparado por co-evaporacéo (Figura 2, Capitulo 4).
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Anteriormente, também se observou, no estudo de solubilidade de fases,
uma constante de estabilidade de 397M* e eficiéncia de complexacdo de
0,0920 a 37°C para o complexo IEF/HPBCD. De acordo com Dahan et al.
(2012) e Beig et al. (2013), a diminuicdo da permeabilidade pode estar
relacionada a diminuicdo da fracdo livre do farmaco disponivel no fluido
gastrointestinal. Uma vez que apenas a fragdo livre da substancia é absorvida
através da mucosa gastrointestinal, fatores que influenciam o teor de fragdo
livre, tais como a magnitude da constante de estabilidade entre o farmaco e a
ciclodextrina e a presenca de um excesso de ciclodextrina, irdo afetar
negativamente a biodisponibilidade do farmaco. Portanto, o efeito negativo da
HPBCD no transporte de isoflavonas pode estar relacionado com a existéncia
de um excesso de HPBCD ndo complexada, uma vez que o complexo
HPBCD/IEF apresentou uma eficiéncia de complexagéo de baixa magnitude.

O mesmo grupo de pesquisa acima citado, em um trabalho anterior,
demonstraram que a supersaturacdo do farmaco obtida através de uma
dispersdo solida amorfa preparada por spray drying era capaz de previnir tal
compensagédo entre o0 aumento da solubilidade e diminuicdo da permeabilidade
observada para outras formulagdes preparadas a fim de promover o aumento
da solubilidade (Miller et al. 2012). Dessa forma, mais estudos sdo necessérios
para confirmar esta hipétese. Mas de acordo com os resultados apresentados,
é razoavel concluir que, entre os métodos de complexacao testados, o spray
drying pode ser considerado como uma abordagem promissora para melhorar

permeabilidade intestinal das isoflavonas.
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5 CONCLUSOES







Os resultados obtidos no o presente trabalho permitem elaborar as

conclusdes que seguem:

o O método de analise desenvolvido para a determinacéo de isoflavonas,
na forma de agliconas, em diferentes matrizes, demonstrou ser rapido,
versatil, econdmico, linear, preciso, seletivo e especifico;

0 As isoflavonas de soja (daidzeina, gliciteina e genisteina) demonstraram
ser sensiveis, em meio liquido, a elevadas temperaturas (60 °C) e a
radiacdo ultravioleta (UVC) na presenca de agente oxidante (peroxido de
hidrogénio) e em pH basico;

o O método de extracdo e purificacdo desenvolvido, apos ser otimizado,
permitiu a obtencédo de uma fragcdo padronizada, contendo alto teor de
isoflavonas-agliconas, com baixo custo;

o A fracdo enriquecida em isoflavonas agliconas apresentou baixa
solubilidade em &gua. Porém, esta foi superior a solubilidade das
isoflavonas isoladas;

0 A solubilidade da gliciteina em agua foi determinada e a complexacéo
desta molécula com a B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil--ciclodextrina foi
de 0,05 mM a 24°C, sendo estes relatos inéditos sobre esta molécula;

0 No estudo de complexagcdo com -ciclodextrina e 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (solubilidade de fases), verificou-se que as ciclodextrinas
sdo capazes de aumentar significativamente e de maneira linear a
solubilidade das isoflavonas presentes na fracdo desenvolvida,

o No estudo de solubilidade de fases, a genisteina apresentou a maior
dissolugéo intrinseca. No entanto, a daidzeina e gliciteina apresentaram
maior incremento na sua solubilidade ap6s a complexagdo com as
ciclodextrinas, sendo a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina mais efetiva
comparativamente a B-ciclodextrina;

o O aumento da temperatura do meio de complexacdo levou a uma
reducgdo significativa na eficiéncia de complexagéo, especialmente para
a genisteina, sugerindo a formag¢do dos complexos ocorre por meio de
processo exotérmico;

0 A obtencdo de complexos sdlidos de isoflavonas com a 2-hidroxipropil-3-

ciclodextrina foram obtidos com sucesso utilizando-se os métodos de
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pasta/micro-ondas, liofolizagdo, co-evaporacgdo, spray drying e micro-
ondas, sendo o método de liofilizagcdo o menos efetivo;

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica dos complexos
sélidos sugerem fortemente que ha a formagdo de complexos de
incluséo e de associagao;

Os dados referentes & andlise de ressonancia magnética nuclear
sugerem que os complexos de inclusdo séo preferencialmente formados
pela insercdo do anel B das isoflavonas na cavidade da 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina, corroborando, assim, alguns dados da literatura;

Com base nos resultados obtidos no ensaio de células Caco-2, as
isoflavonas isoladas podem ser classificadas como farmacos que séo
completamente absorvidos em células Caco-2;

Os resultados obtidos no ensaio de células Caco-2 e PAMPA indicam
que a permeacdo da daidzeina e da (genisteina ocorre
predominantemente via transporte ativo, enquanto e permeagdo de
gliciteina ocorre predominantemente via difusdo passiva. Da mesma
forma, indicam que a daidzeina e a genisteina podem compartilhar o
mesmo sistema de transporte;

A complexagédo de IEF com HPBCD causou um efeito negativo sobre a
permeabilidade intestinal das isoflavonas para a mioria dos complexos
testados;

Tanto o complexo sélido, preparado por spray drying quanto por co-
evaporagao apresentaram uma melhora significativa permeabilidade da

genisteina (p < 0,05).
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6 ANEXOS
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método de pasta/micro-ondas
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Figura Al16. Espectro de infravermelho do complexo soélido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo

método de micro-ondas
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Figura A18. Espectro de ressonacia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) da frac&o rica em isoflavonas agliconas 300 K
(400 MHz, DMSO-dg)
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Figura A19. Espectro de ressonacia magnética nuclear (RMN) de carbono (**C) da frac&o rica em isoflavonas agliconas 300 K
(100 MHz, DMSO-dg)
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Figura A20. Espectro de ressonacia magnética nuclear 2D-ROESY (400 MHz,
D,0) do complexo sélido da fracédo rica em isoflavonas agliconas com a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo método de spray drying
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Figura A21. Espectro de ressonacia magnética nuclear 2D-ROESY (400 MHz,
D,0) do complexo sélido da fracédo rica em isoflavonas agliconas com a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo método de pasta/micro-ondas
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Figura A22. Espectro de ressonacia magnética nuclear 2D-ROESY (400 MHz,
D,0) do complexo sélido da fracédo rica em isoflavonas agliconas com a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo método de liofilizag&do
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Figura A23. Espectro de ressonacia magnética nuclear 2D-ROESY (400 MHz,
D,0) do complexo sélido da fracédo rica em isoflavonas agliconas com a 2-

hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo método de micro-ondas
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Figura A24. Espectro de ressonacia magnética nuclear 2D-ROESY (400 MHz,
D,0) do complexo sélido da fracédo rica em isoflavonas agliconas com a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo método de co-evaporagéo
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Figura A25. Difratograma de raios X da B-ciclodextrina
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Figura A26. Difratograma de raios X da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
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Figura A27. Difratograma de raios X da fragéo rica em isoflavonas agliconas
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Figura A28. Difratograma de raios X da mistura fisica da fracdo rica em

isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-3-ciclodextrina na proporg¢éo de 1:1
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Figura A29. Difratograma de raios X do complexo solido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPRBCD) obtido pelo
método de spray drying
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Figura A30. Difratograma de raios X do complexo solido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo
método de co-evaporagao
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Figura A31. Difratograma de raios X do complexo solido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo
método de pasta/micro-ondas
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Figura A31. Difratograma de raios X do complexo solido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo
método de liofilizacao
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Figura A33. Difratograma de raios X do complexo solido da fragdo rica em
isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido pelo
método de micro-ondas
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Figura A34. Termograma de calorimetria exploratéria diferencial da 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD)
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Figura A35. Termograma de calorimetria exploratéria diferencial da 2- B-
ciclodextrina (BCD)
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Figura A36. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da frag&o rica

em isoflavonas agliconas
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Figura A37. Termograma de calorimetria exploratéria diferencial da mistura
fisica da fracdo rica em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina na proporgéo de 1:1
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Figura A38. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da frag&o rica
em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido
pelo método de liofilizagc&o
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Figura A39. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da fragéo rica
em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido
pelo método de spray drying
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Figura A40. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da frag&o rica
em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido
pelo método de co-evaporagao
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Figura A41. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da frag&o rica
em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido
pelo método de micro-ondas
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Figura A42. Termograma de calorimetria exploratoria diferencial da frag&o rica
em isoflavonas agliconas com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) obtido
pelo método de pasta/micro-ondas
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