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RESUMO

Associacdo da isoflavona genisteina com p-ciclodextrina: avaliagdo da

penetracdo cutanea

A genisteina é uma isoflavona da soja que vem sendo investigada pelo seu
potencial antienvelhecimento, baseado nas suas atividades antioxidante, estrogénica
e inibidora de proteinas tirosina-quinase. A associagdo da genisteina com f-
ciclodextrina com a formagdao de um complexo elevou a hidrossolubilidade da
isoflavona. A permeabilidade intrinseca da genisteina foi avaliada, bem como sua
permeabilidade quando aplicada a partir de gel de hidréxi propilmetilcelulose
(HPMC) a 3 %, pelo método de célula de Franz. As associa¢gdes com p-ciclodextrina,
em géis de HPMC 3 %, também foram avaliadas e foi observado um incremento da
penetracdo em favor do complexo produzido em meio aquoso. Devido ao seu alto
coeficiente de particdo (log P) - 4,36 - a genisteina demonstrou a capacidade de
formar reservatorios nas estruturas internas da pele favorecendo sua acéao

antienvelhecimento na pele.

Palavras-chave: genisteina, B-ciclodextrina, complexos de inclusdo, penetragao

cutanea, célula de Franz.






ABSTRACT
Association of genistein with B-cyclodextrin: skin penetration evaluation

Genistein is a soy isoflavone that has been investigated for its antiaging
potencial, based on antioxidant, estrogenic and proteins tirosin-kinase inhibitor
activities. The association of genistein with B-cyclodextrin resulted in a complex
formation enhanced the isoflavone hidrosolubity. Genistein instrinsic permeability
was evaluated, as well permebility from hydroxypropyl methylcelullose (HPMC) 3 %
gel, wtih Franz cell method. The associations with -cyclodextrin, in HPMC 3 % gels
were also evaluated with the observation of na enhancing effect of cyclodextrin in the
complex produced in aqueous media. Because its high partition coefficient (log P) -
4,36 - genistein was able to form reservoir in the internal skin layers, favorable to its

antiagin action.

Keywords: genistein, B-cyclodextrin, inclusion complexes, skin penetration, Franz

cell.






1 INTRODUCAO







O principal interesse das isoflavonas da soja (Glicyne max) na terapéutica
estd relacionado ao fato destes metabdlitos secundarios vegetais apresentarem
atividade estrogénica (SCHIMDT et al., 1996; DUNN et al., 1997; ADLERCREUTZ,
1999; TAPIERO et al., 2001; CHIECHI et al., 2002; HUNTLEY et al., 2003; SATOR
et al.,, 2004), atividade antioxidante (PATEL, et al., 1995; ARORA, et al., 2000;
SIMOES et al., 2000; HEIJNEN et al., 2000; ZHANG et al., 2002; LEE et al., 2005) e
atividade inibidora de enzimas reguladoras do ciclo celular (BROBERG AND HEINO,
1996; BOOS et al., 2000; LEVITZKI et al.,, 2002). Diversos estudos atestam a
eficacia das isoflavonas na terapia de reposicdo hormonal pela sua atividade
estrogénica leve, visando a redug¢do dos fogachos na menopausa (SCHIMID et al.,
2001), a estimulagdo da renovagao celular éssea (SOMEKAWA et al.,, 2001), a
prevencao da osteoporose, € melhora da lubrificacdo vaginal (SCHIMID et al., 2001).
Além dessas atividades farmacoldgicas, a atividade antioxidante atribuida as
isoflavonas impulsionou estudos relacionados a sua utilizacdo na terapia contra
varios tipos de cancer (BARNES, 1995) e na reducdo do colesterol plasmatico
(PATEL et al., 2001).

Nos dias atuais, também a preocupacdo com a aparéncia fisica tem
alavancado a utilizagdo de extratos de soja em produtos cosméticos destinados a
prevencao do envelhecimento cutaneo. Relatos na literatura tém demonstrado que
as isoflavonas, devido ao seu potencial antioxidante, associado a atividade
estrogénica leve, e ainda a atividade inibidora de enzimas ajudam a promover a
saude da pele e contribuem para retardar o envelhecimento cutédneo (ZULLI et al.,
2001).

Apesar da diversidade estrutural encontrada para as isoflavonas (SIMOES et
al., 2000), a genisteina e a daidzeina sdo as mais estudadas, sendo que a primeira
possui atividade bioldégica mais pronunciada e também €& a mais abuntante nas
fontes vegetais (DIXON E FERREIRA, 2002).

Atualmente, encontram-se disponiveis no mercado uma variedade de
produtos cosmeéticos contendo extrato de soja em sua composicdo o Novadiol, da

L’Oréal, o Golden Care, da Adcos, o Chronos, da Natura e o Renew, da Avon.



Contudo, os extratos comumente incorporados a esses produtos apresentam as
isoflavonas, na maior parte, na forma de heterosideo. No entanto, esta forma
conjugada €& desprovida de atividade biologica. Ja quando as isoflavonas
apresentam-se na forma de aglicona, sua hidrossolubilidade é reduzida (ZULLI, et
al., 2002), o que pode dificultar sua incorporacdo em bases para administragao

topica sobre a pele.

Com base na importéncia da genisteina, isoflavona com atividade bioldgica
mais relevante na prevencdo do envelhecimento cutdneo e face as suas
caracteristicas de baixa hidrossolubilidade, o presente trabalho propde estudar sua
associagdo com p-ciclodextrina, e verificar o efeito desta associagdo sobre a
hidrossolubilidade da molécula, bem como sobre a sua penetracdo na pele. Assim,

para o presente trabalho, as seguintes perguntas foram formuladas:
- a genisteina, na forma de aglicona, é capaz de penetrar na pele?
- ocorre a formagéo de complexo entre a genisteina e a B-ciclodextrina?

- a complexagéo preévia, entre a genisteina e a B-ciclodextrina, exerce

influéncia na promocéo da penetracio cutanea?



2 OBJETIVOS







2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar a associacdo da
genisteina com a B-ciclodextrina, verificando o efeito desta associacdo sobre a

hidrossolubilidade da isoflavona e sobre a sua penetragao na pele.
2.2 Objetivos especificos:

- verificar a ocorréncia ou nao da formacao de complexo entre a

genisteina e a p-ciclodextrina e caracterizar as associag¢des obtidas;

- avaliar o efeito da p-ciclodextrina na hidrossolubilidade da

genisteina;
- avaliar a permeabilidade da genisteina através de pele suina;

- avaliar o efeito da sua associagdo com p-ciclodextrina, com
complexacédo prévia ou por simples mistura, sobre a capacidade da genisteina

em permear a pele a partir de gel hidrofilico.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1 Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento da pele é comumente associado com o aumento de rugas,
com a perda da firmeza e da elasticidade, mas quanto as razbes basicas para essas
mudancas, € importante distinguir entre os efeitos bioldgicos e os fatores ambientais,

como por exemplo, a exposicao ao sol.

O envelhecimento intrinseco é fortemente determinado por fatores genéticos
e é clinicamente associado com o aumento da fragilidade, perda da elasticidade e
alteragdes na cor natural (GILCHEREST, 1982). Todas as estruturas cutaneas e
suas fungdes fisioldgicas regridem inevitavel e continuamente com o tempo. Esta
deterioragdo progressiva do tecido € estimulada pelos efeitos decorrentes da acgéo
de fatores ambientais, ou extrinsecos, podendo ocorrer a sobreposicao destes aos
fatores biolégicos. Fatores quimicos, fisicos e mecanicos podem danificar a pele de

forma prematura.

A exposicado a luz solar contribui para o envelhecimento cutaneo tanto pela
acgao da radiagao ultravioleta, quanto da infravermelha. A principal responsavel pelos
danos causados a pele exposta a luz solar é a radiacdo UV. Essa radiacdo pode
desencadear reagdes geradoras de radicais livres (BONINA et al., 1996), danificar e
degradar componentes celulares, como lipidios, proteinas e estruturas do DNA, e
componentes nao-celulares, como fibras de colagenos e elastina (SARASIN, 1999;
SALIOU et al., 1999; SAIJA et al., 2000).

3.1.1 Envelhecimento Intrinseco

O envelhecimento cronolégico aparece em decorréncia das reagdes naturais
fisiologicas que afetam tanto a pele como os 6rgaos internos do corpo humano,
ocasionando uma degeneracao tecidual lenta e irreversivel (EL-DOMYATI et al.,
2002). O estrato cérneo permanece relativamente inalterado, sendo que os danos
mais significativos tem lugar na epiderme e na derme (JENKINS, 2002). Uma teoria
criada por DUHRAM (1956), propde que o estresse oxidativo causado por um
desequilibrio entre a acdo de radicais livres, produzidos em excesso pelo

metabolismo aerdbico mitocondrial, e as defesas antoxidantes, manifestado por

11



danos a proteinas, DNA e lipidios de membranas, seria o responsavel pelo
envelhecimento (BOKOQOV et al., 2004).

Segundo essa teoria, os danos celulares provocados pela agado das espécies
reativas de oxigénio sao cumulativos e tém influéncia direta no envelhecimento
intrinseco. A cadeia de transporte de elétrons da mitocdndria € responsavel pela
maioria do oxigénio metabolizado pelas células, e as espécies produzidas por
intermédio dessa cadeia (anion superoxido, perdéxido de hidrogénio e radical
hidroxila) sdo fontes potenciais de danos para a prépria mitocéndria e outros

compartimentos celulares (BOKQV et al., 2004).

O acumulo de estruturas danificadas na pele, as quais perderam sua fungao
fisiologica, leva a atrofia, tanto da derme quanto da epiderme levando ao

achatamento da interface entre estas duas camadas cutaneas (BOKOQOV et al., 2004).

As células cutaneas, com o passar do tempo, perdem a capacidade de
reproducgao, a habilidade de diferenciagao e de mudancgas fenotipicas. Este processo
€ denominado senescéncia celular e as células senis acumulam-se na pele
envelhecida (DIMRI, 1995). Esta redugédo no crescimento celular se deve, em parte,
a repressao seletiva da expressao de genes regulatorios importantes para a diviséo
celular e da sintese de DNA (SESADRI E CAMPISI, 1990). Estas células também se
tornam resistentes ao processo de apoptose (WANG, 1995) e exibem alteragdes nas
funcdes de diferenciagdo (CAMPISI, 1996). O acumulo destas células senis com a
alteracao da expressao génica leva ao declinio da integridade e da fungao tecidual
(CAMPISI, 1997).

A matriz extracelular também sofre a influéncia dos processos biologicos de
oxidagdo. Uma deplecdo geral dessa matriz com a diminuicdo da sintese de
colageno, de elastina (SCAHFFETTER-KOCHANEK et al., 2000; EL-DOMYATI et
al., 2002) e de glicosaminoglicanos, como o acido hialurénico (MANUSKIATTI et al.,
1996; VUILLERMOZ et al., 2005) é observada. Num estado anterior a senescéncia
celular dérmica, a atividade das metaloproteinases matriciais, enzimas responsaveis
pela degradagdo dos componentes estruturais da matriz dérmica, colagenase
(MMP1) e estromelisina (MMP3), é baixa em consequéncia da acao de seus

inibidores (TIMP1 e TIMP3). Em contraste, nos fibroblastos senis acontece uma
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inversdo deste quadro, com um aumento da expressao das metaloproteinases e a
reducdo da expressdao dos inibidores enzimaticos (CAMPISI, 1996). O
comprometimento da biossintese também contribui para a reducdo e
desorganizagao do colageno matricial, conduzindo a atrofia dérmica (JENKINS,
2002).

Dessa maneira, o processo associado ao envelhecimento dérmico intrinseco
resulta de uma combinacdo de eventos que incluem a reducdo da capacidade
proliferativa das células cutaneas; decréscimo da sintese dos componentes da
matriz dérmica, aumento da expressdo de enzimas que degradam o colageno e
outros componentes estruturais da matriz extracelular (JENKINS, 2002) e danos
oxidativos ocasionados por EROs, geradas por reagdes fisioldégicas (BOKOV et al.,
2004).

3.1.2 Envelhecimento Extrinseco

A acao de fatores externos sobre o organismo humano também leva a
producao de substancias nocivas. A polui¢do do ar, o tabagismo, exercicios fisicos
exagerados, inflamacdes, exposigao a certas substancias quimicas, metais pesados
e radiagbes sado agentes responsaveis pela producdo de espécies reativas de
oxigénio, sendo que, entre os fatores externos, a radiacao ultravioleta € o principal

agente capaz de provocar danos a pele (FISHER et al., 2002).

O fotoenvelhecimento, induzido pela influéncia da radiagdo solar, da mesma
forma que o cronolégico, é também caracterizado pelo acumulo de estruturas
cutaneas danificadas. O que diferencia os dois processos, ¢ o fato de o
fotoenvelhecimento depender, primariamente, do grau de exposi¢cdo solar e do
pigmento da pele do individuo. Pessoas de pele clara, que se expdem a longos
periodos de tempo a luz solar, principalmente em locais onde a incidéncia da
radiacdo € mais pronunciada, ficam mais suscetiveis ao fotoenvelhecimento
(FISHER et al., 2002).

A pele envelhecida pela exposi¢ao cronica a radiagao ultravioleta apresenta
caracteristicas similares a pele cronologicamente degenerada. No entanto, a pele
fotoenvelhecida apresenta determinadas caracteristicas histolégicas exclusivas,

como, por exemplo, a elastose dérmica, que consiste no aumento seletivo de uma
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forma alterada de elastina, que se apresenta sob a forma de estruturas
emaranhadas, amorfas e grosseiras. Acredita-se que esse aumento do material
elastético acontegca como resultado direto da danificagdo causada pela radiacdo UV
aos fibroblastos da derme, os quais passam a produzir uma elastina com
caracteristicas anormais, ou, ainda, que seja o resultado da digestdo da matriz
extracelular por proteases induzidas por mediadores inflamatérios. Outra
caracteristica prépria da pele fotoenvelhecida é a desorganizagdo e a degeneragéo
da rede de colageno circundante e, também, o aumento na deposicdo de acido
hialurénico entre as fibras de colageno e elastina (MANUSKIATTI et al., 1996). Além
disso, também pode ser observado o aumento de células inflamatérias, como
mastocitos e neutréfilos (SCAHFFETTER-KOCHANEK et al., 2000; EL-DOMYATI et
al., 2002).

A pele sujeita a exposigao cronica a luz ultravioleta apresenta-se mais fragil,
com menor capacidade de cicatrizacdo (SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 2000).
Essa exposicdo excessiva pode levar a alteragcbes clinicas que culminam no
aparecimento de rugas, no aumento da espessura e na diminuigdo da oleosidade da
pele, alteragdes na pigmentagado e, em casos mais graves, em uma variedade de
neoplasmas benignos ou malignos (EL-DOMYATI et al., 2002; PINNEL, 2003).

3.1.3 Inducéo da Degradacao Dérmica pela Radiagcédo UV

Por ser composta por radiacdes de diferentes comprimentos de onda, a luz do
sol pode interagir com diferentes células localizadas em camadas distintas da pele
(BERNEBURG et al., 2000), e assim interferir no sistema celular, de extrema
complexidade. O conjunto de reagbes que compde este fendmeno engloba
receptores de superficie, transdugdo de sinais regulada por proteinas quinases,
fatores de transcricdo e enzimas que sintetizam e degradam proteinas estruturais

dérmicas responsaveis pela elasticidade e resisténcia da pele (FISHER et al., 2002).

Na pele, a radiacédo ultravioleta € absorvida por grupamentos croméforos
presentes no DNA ou no &cido trans-urocanico, desencadeando uma série de
reacgdes fotoquimicas que danificam varios componentes celulares (PINNEL, 2003).
A radiagdo UVB, de pequeno comprimento de onda (280-320 nm) ¢é

predominantemente absorvida na camada mais externa e afeta células da epiderme,
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os queratindcitos (BERNEBURG et al., 2000). Essa radiagcdo ¢é absorvida
diretamente pelo DNA, induzindo alteragbes entre bases de pirimidina adjacentes, o
que pode provocar mutacdes e carcinoma, quando 0os mecanismos de reparo
intracelulares nao sao suficientes (PINNEL, 2003). A radiagado UVA (320-400nm)
atinge regides mais profundas da pele, afetando tanto queratindcitos quanto
fibroblastos na derme (BERNEBURG et al., 2000). A radiagdo UVA é absorvida
preferencialmente pelo acido trans-urocanico, um produto de degradagédo da
filagrina. Por ser fotossensivel, essa molécula absorve fotons de luz UVA originando
espécies reativas de oxigénio (EROs), dentre elas o anion superoxido e o oxigénio
singleto (SCAHFFETTER-KOCHANEK et al., 2000; FISHER et al., 2002; PINNEL,
2003).

O anion superoxido, gerado na epiderme durante a exposigédo a luz UVA, é
convertido a peroxido de hidrogénio por uma enzima antioxidante enddgena, a
superoxido dismutase. O peroxido de hidrogénio pode ainda ser convertido ao
radical hidroxila, altamente reativo e toxico. Tanto o oxigénio singlete quanto o
radical hidroxila podem dar inicio a peroxidagao lipidica das membranas celulares,
alterando sua fluidez e diminuindo a eficiéncia de seu transporte transmembrana, e
oxidar proteinas e o DNA nuclear e mitocondrial (SCAHFFETTER-KOCHANEK et
al., 2000; PINNEL, 2003).

Tais espécies reativas de oxigénio (EROs), além de acarretar modificagdes
quimicas prejudiciais a varios componentes celulares, sdo o0s agentes
desencadeantes de uma sequéncia de respostas moleculares que levam a oxidagao
e consequente inibicdo de enzimas cruciais na manutencdo da homeostase
intracelular (FISHER et al., 2002).

Ao atingir os queratindcitos, mesmo apds uma exposi¢ao de curta duragéo, a
radiacdo UV ativa receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR) e das
citocinas interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (FISHER et al.,
1998). A exposig¢ao da pele humana a radiagao UV resulta numa rapida fosforilagao
dos residuos de tirosina dos receptores de fator de crescimento epidérmico,
dependente da atividade tirosina-quinase intrinseca destes receptores. A adicdo de
grupamentos fosfato aos residuos de tirosina, ou seja, a auto-fosforilagdo desses

receptores, caracteriza-se como o evento bioquimico inicial de sua ativacao
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funcional, seguido pela ligacado de moléculas responsaveis pela propagacao de
sinais pela célula (FISHER et al., 2002). Para o equilibrio interno das células, entre
os residuos de tirosina fosforilados e desfosforilados, as proteinas tirosina-fosfatases
tém a fungdo de remover os grupamentos fosfato dos receptores ativados. No
entanto, as EROs geradas pela exposicdo a radiagdao UV tém a capacidade de
oxidar e inibir a atividade das proteinas tirosina-fosfatases que antagonizam a
atividade tirosina-quinase intrinseca dos EGFR (GROSS et al., 1999). Em virtude da
reducdo da atividade das fosfatases, os residuos de tirosina fosforilados acumulam-
se e acabam por desencadear todo um mecanismo bioquimico responsavel pelo
fotoenvelhecimento (KANG et al., 2003).

Moléculas sinalizadoras s&o acionadas quando os receptores EGFR sao auto-
fosforilados, sendo que as mais importantes sdo as proteinas ras ligantes de GTP,
que atingem niveis elevados, apés uma exposi¢do solar aguda (FISHER et al.,
1998). O envolvimento das proteinas ras nessa transducédo de sinal resulta no
estimulo de uma cascata enzimatica mediada por proteinas quinase, as MAP
quinases. A atividade desse grupo de enzimas é estimulada por um grande numero
de estimulos extracelulares, além da radiacéo ultravioleta. Existem trés tipos de MAP
quinases nas células dos mamiferos: ERK (quinase regulada por sinais
extracelulares), JNK (quinase c-Jun amino-terminal ativada por estresse) e p38,
sendo que cada uma dessas enzimas induz cascatas distintas de sinais, levando a
ativacado de fatores de transcrigdo nucleares, também distintos (KARIN E HUNTER,
1995). A acao conjunta dessas enzimas forma um complexo protéico que tem papel
fundamental na expressdo de enzimas proteoliticas envolvidas na degradacéo da
matriz extracelular cutdnea (TREMBLE et al.,1995; FISHER et al., 1997).

A MAP quinase JNK, ao ser fosforilada, é capaz de estimular a expressao do
RNAmM de c-Jun, resultando em um aumento na sintese de proteinas c-Jun, as quais
ligam-se a outras proteinas, formando dimeros. Outra MAP quinase, ERK, é
responsavel pela expressao constitutiva de genes da proteina c-Fos, ndo recebendo
influéncia significativa da radiagao UV (KARIN E HUNTER, 1995; KARIN et al., 1997,
FISHER et al.,, 1998). Entretanto, o aumento da transcricdo do RNAm de c-Jun,
disponibiliza um maior numero de proteinas c-Jun, que irdo formar um complexo
heterodimérico com as proteinas c-Fos constitutivamente expressas. Este complexo
€ denominado AP-1 (KARIN et al., 1997).
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A formagao deste complexo heterodimérico AP-1, formado por c-Jun-c-Fos, é
responsavel pela regulagdo dos genes que codificam as enzimas proteoliticas nos
queratinécitos e fibroblastos. Essas enzimas sdo as metaloproteinases matriciais
(MMP) e degradam o colageno, a elastina e outras proteinas estruturais do tecido
conjuntivo da pele (TREMBLE et al., 1995; FISHER et al., 1997). A exposicao da
pele humana a luz solar estimula a atividade de trés tipos de metaloproteinases
matriciais: a estromelisina-1, a 92 kD gelatinase (MMP-9) e as colagenases. Em
conjunto, a agao dessas enzimas acarreta a degradacdo completa do colageno
cutaneo (FISHER et al., 1997). A degradacédo do colageno € o principal fator que
leva ao envelhecimento cutdneo uma vez que, essa proteina € a mais importante
proteina estrutural do tecido conjuntivo da pele e também a mais abundante na pele
humana, totalizando cerca de 90% da matriz extracelular (KANG et al., 1997). A
ativacao de c-Jun pelo complexo AP-1, apds exposi¢cao a radiagao UV, leva também

P

dos genes e codificadores destes peptideos (FISHER et al., 1997).

Uma vez no espago extracelular, o colageno maduro fica suscetivel a agao
deletéria de trés tipos principais de colagenases: MMP-8 (colagenase 2), MMP-13
(colagenase 3) e MMP-1 (colagenase 1). Sendo que esta ultima é a principal enzima
colagenolitica ligada a degradagao do colageno, induzida pela radiagdo UV (KANG
et al., 1997; BRENNAN et al., 2003). A desnaturagdo do colageno promovida por
essas enzimas origina fragmentos chamados de gelatina, que sera degradada em
seguida por outras metaloproteinases matriciais: gelatinase (MMP-9) e estromelisina
(MMP-3) (KANG et al., 1997).

Dessa maneira, a radiagdo UV danifica o tecido conjuntivo dérmico, entre
outras agdes deletérias, por degradar o colageno maduro e inibir a sintese de pro-
colageno (FISHER et al., 2000). Uma hipétese formulada por KANG e colaboradores
(2003) sugere que a degradagdo enzimatica do colageno € seguida por uma
tentativa de reparo da matriz dérmica. No entanto, o reparo n&o acontece
perfeitamente levando a formacdo de uma estrutura falha que prejudica a
organizacao do colageno no espacgo intracelular. Este defeito na matriz é, entéo,
chamado de "microcicatriz solar", e o acumulo destas fibras defeituosas origina

macrocicatrizes que se manifestam clinicamente como as rugas.
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3.2 Isoflavonas

As isoflavonas, ao contrario das outras classes de flavondides, possuem
distribuicdo taxondmica é restrita (SIMOES et al., 2000) principalmente a subfamilia
das Papilionoideae das Leguminosae (DIXON E FERREIRA, 2002). Sua variedade
estrutural € surpreendentemente grande, os substituintes mais comuns s&o os
grupamentos hidroxila, metoxila e metilenodioxila (SIMOES et al., 2000). As
estruturas mais frequentes de isoflavonas estdo representadas na figura 1.

HO l HO
OH O O
OH OH
HO l O
CH,O
OH O
OMe

Figura 1. Estruturas das isoflavonas mais frequentes. (a) genisteina; (b) daidzeina;
(d) biochanina-A; (d) gliciteina.

Sao encontradas na natureza também sob a forma conjugada a agucares. Os
O-glicosideos sdo os heterosideos predominantes, porém existe também um
numero consideravel de C-glicosideos (DIXON e FERREIRA, 2002).

A genisteina é a isoflavona para a qual € encontrado o maior numero de
relatos de atividades biolégicas, ocorrendo em uma grande variedade de frutas e
graos, sendo que a soja € a sua maior fonte. Porém, comparativamente aos teores
de heterosideos (genistina e malonil-genistina), forma em que é normalmente
encontrada, a quantidade de aglicona presente em outros grdos € bastante menor
(LIGGINS et al., 2000). Em estudo realizado por LIGGINS e colaboradores (2000),
foram analisadas 36 amostras de diferentes espécies de frutas e graos. Os

resultados demonstraram que outras leguminosas, como o grao-de-bico e a lentilha
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(BREINHOLT et al., 2000), e as passas de uvas continham quantidades irrisérias

quando comparadas aos graos de soja (LIGGINS et al., 2000).

Produtos de soja fermentados, o misd e o tofu apresentam niveis mais
elevados de genisteina na forma ndo conjugada. Assim, o nivel de agliconas
aumenta com a fermentagao sugerindo que o glicosideo é convertido para a forma
de aglicona pelos microrganismos durante a fermentacdo (FUKUTAKE et al., 1996).
A hidrolise da ligagéo heterosidica € fundamental para que a aglicona seja absorvida
e possa, assim, interagir com receptores celulares e sitios ativos de enzimas, uma
vez que o glicosideo ndo é capaz de exercer nenhum efeito em nivel fisioldgico
(MIKSICEK, 1993; ZULLI, 2001). Apdés o consumo alimentar de soja, os
heterosideos s&o hidrolisados pelas bactérias da flora intestinal, permitindo que a
forma livre das isoflavonas seja absorvida (FUKUTAKE et al., 1996).

As isoflavonas sao fitoestrogenos, compostos de origem vegetal que possuem
similaridade estrutural e funcional com o estrogeno humano. Sua acéao
farmacologica € comparavel a baixas concentragdes de estrogénio endogeno, e
pode apresentar tanto efeito estrogénico quanto anti-estrogénico. Foi relatado, com
o auxilio de um ensaio de resposta transcricional de receptores de estrogénio, que a
genisteina tem a maior poténcia estrogénica, comparativamente as demais
isoflavonas (MIKSICEK, 1993). Diversos estudos epidemiol6gicos, que analisaram
mulheres asiaticas em idade pds-menopausa, relataram que a incidéncia de
disturbios fisiolégicos horménio-dependentes, conhecidos como os sintomas da
menopausa, era notavelmente menor nestas mulheres do que nas ocidentais. Esta
caracteristica foi relacionada a alimentagao tipica dos paises orientais, na qual se
observa uma variedade de alimentos a base de soja, portanto rica em isoflavonas.
Dessa maneira, as isoflavonas ingeridas na alimentagao poderiam prover um efeito
de reposicao hormonal (SIMONS et al., 2000; BIRT et al., 2001; BROUNS, 2002;
McCLAIN et al., 2006).

Assim como a grande maioria dos compostos polifendlicos, as isoflavonas,
em especial a genisteina, apresentam expressiva atividade antioxidante tanto in vivo
como in vitro (SIMOES et al., 2000; LEE et al., 2005). A genisteina tem demonstrado
uma variedade de mecanismos antioxidantes. Ela € capaz de captar espécies
reativas de oxigénio (PATEL, et al., 1995; ARORA, et al., 2000), inibir a peroxidagao
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lipidica (FRITZ et al., 2003), inibir a formagao do anion superdxido pela enzima
xantina oxidase. Além de demonstrar, in vivo, o estimulo das enzimas de defesa
antioxidantes enddgenas superéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e
glutationa redutase (GUO et al., 2002).

A genisteina também possui atividade inibidora de enzimas reguladoras do
ciclo e da diferenciagdo celular, a topoisomerase Il (BOOS E STOPPER, 2000) e
proteinas tirosina-quinase (HUANG E DILLON, 2000).

3.2.1 Propriedades Fisico-quimicas das isoflavonas

A forma glicosilada é mais polar do que as agliconas, mas ainda pouco
soluvel em agua. Ja as agliconas apresentam solubilidade muito reduzida em agua e
em oOleo, podendo ser solubilizadas em etanol e metanol. As solugdes etandlicas de
genisteina, a adigdo de agua precipita cristais de genisteina, com coloragéo
esbranquicada (ZULLI et al., 2001; WEI et al., 2002).

A genisteina tem trés hidroxilas na sua estrutura. Uma ligagao de hidrogénio
intramolecular pode se formar na genisteina (figura 2), elevando sua hidrofobia,
quando comparada as demais isoflavonas (BIRT et al., 2001; ZHANG et al., 2003).

HO

OH

Figura 2. Ligacao de hidrogénio intramolecular na genisteina.

A genisteina apresenta um maximo de absorgdo no comprimento de onda de
262 nm (WEI et al., 2002; KANG et al., 2003) com mais duas bandas de absorgéo
em 254 e 270 nm.

A fusdo da genisteina ocorre numa faixa de temperatura de 297 a 298°C, com

uma leve decomposic¢ao térmica.
3.2.2 Propriedades farmacolégicas

Estudos epidemioldgicos atestam os beneficios da soja, e da genisteina, a

saude de um modo geral. O consumo de soja ou de produtos ricos em genisteina
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esta associado a efeitos benéficos em varios tipos de cancer, como: o de mama,
célon, figado, pulméo, préstata, pele e renal (BARNES, 1995; FRITZ et al., 2003).
Além disso, as isoflavonas parecem reduzir o risco de osteoporose (ARJMANDI et
al., 1998), diminuir o colesterol plasmatico (HO et al.,, 2000; LEE et al., 2004),
possuir atividade anti-ateroesclerética (DAMASCENO et al., 2000), diminuir o risco
de doencgas coronarias (LUCAS et al., 2001), trazer beneficios para pacientes com
doenca renal crénica (RANICH et al., 2001) e diminuir sintomas do climatério em
mulheres pds-menopausa (CHIECHI et al., 2003; CRISAFULLI et al., 2004).

A genisteina, a isoflavona mais abundante, em conjunto com seus produtos
de metabolizagdo, apresenta atividade antioxidante numa variedade de condicbes
experimentais in vivo ou ex vivo (FRITZ et al., 2003). Sua atividade antioxidante,
associada a outras atividades, estimula a investigagdo de suas propriedades
anticancerigenas. GUO e colaboradores (2002) relatam que a capacidade de captar
radicais livres das isoflavonas pode nao contribuir significativamente com a atividade
antioxidante apresentada por estes compostos, mas sugere que a atividade
antioxidante das isoflavonas, possivelmente, seja incrementada pela capacidade
dessas substancias em diminuir a fluidez das membranas e de aumentar a atividade

das enzimas antioxidantes enddgenas.

Diversos autores tém referido que a genisteina inibe o crescimento de células
tumorais in vitro, efeito que tem sido atribuido a inibicdo de tirosina-quinase
(BROBERG E HEINO, 1996; BOOS et al., 2000; LEVITZKI et al.,, 2002) e de
topoisomerase Il. Apesar dos diversos estudos que avaliam a atividade anticancer
da genisteina baseada na sua agao inibidora da topoisomerase |l (RECORD et al.,
1995a; BOOS et al., 2000; LIGGINS et al., 2000), esta propriedade da genisteina
ainda é controversa (RECORD et al., 1995a).

A configuracao estrutural das isoflavonas lembram a do estradiol (CHIECHI et
al., 2002; HUNTLEY et al., 2003). No entanto, a poténcia estrogénica atribuida as
isoflavonas é extremamente fraca, 10° a 10° vezes menor que a do 17-p-estradiol,
gue € o mais potente dos estrogenos naturais (DAVIS et al., 1995). Acredita-se que
os fitoestrogenos possuam atividade estrogénica e anti-estrogénica, atuando como
moduladores seletivos dos receptores de estrogénio, acdo que depende da

quantidade circulante de horménio e da disponibilidade de receptores (HUNTLEY et
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al., 2003). A ocupacao de receptores pode, potencialmente, bloquear o receptor e
levar a atividade antiestrogénica (PINNEL et al., 2003). Existem dois subtipos de
receptores de estrogénio, ER-a e ER-f (HUNTLEY et al.,, 2003). Muitos dos
fitoestrégenos sao seletivos pelos receptores de estrogénio ER-p e ligam-se a eles
com afinidade maior que o estradiol. Por exemplo, a genisteina tem afinidade seis
vezes maior pelos receptores ER-f que pelos ER-o (KUIPER et al., 1998; CHIECHI
et al., 2002; HUNTLEY et al., 2003; MUELLER et al., 2004).

Diversos estudos epidemioldgicos (BROUNS, 2002; CHIECHI et al., 2003;
NAHAS et al., 2004; CRISAFULLI et al., 2004; McCLAIN et al., 2006) revelam que a
ingesta consistente de isoflavonas provenientes da dieta é capaz de aliviar disturbios
fisiologicos hormdnio-dependentes como os sintomas da menopausa, osteoporose e
problemas cardiovasculares. Uma dieta rica em soja, contendo altos niveis de
fitoestrogenos ativos, pode promover alguma protecdo contra osteoporose poés-
menopausa, porém, nao tdo efetiva quanto a Terapia de Reposicao Hormonal. O
efeito preventivo dos fitoestréogenos na perda 6ssea e na redugao da reabsorgéo de
célcio é biologicamente plausivel, considerando-se sua similaridade estrutural com o
estradiol e a presencga de altos niveis de ER-B nos ossos. Outros estudos relatam
que a soja diminui a excregdo de calcio devido a reduzida quantidade de
aminoacidos sulfurados neste vegetal. CHIECHI e colaboradores (2002) sugerem
que uma dieta rica em soja possa prevenir a osteoporose em mulheres com

menopausa assintomatica.
3.2.3 Toxicidade

A genisteina inibe a atividade da topoisomerase Il in vitro por agir na
estabilizacdo de complexos clivaveis que levam a quebra da fita de DNA. Ela age,
presumivelmente, por ser um inibidor competitivo do ATP pela ligagdo com a
topoisomerase Il (BOOS et al., 2000; KULLING et al., 2002).

Porém, relatos na literatura cientifica referem que a genisteina induz a
formagao de micronucleos, quebras da fita de DNA, com fraca mutagenicidade em
células de rato com indugdo de aberragdes cromossémicas em linfécitos humanos
(KULLING et al., 2002). No entanto, as concentragdes necessarias para que se

verifique toxicidade genética sdo muito altas em comparagdo com outros inibidores
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da topoisomerase Il e ndo podem ser alcangcadas nos tecidos alvo in vivo. Essa idéia
da suporte ao fato de que a genisteina, um constituinte natural da soja, presente na
alimentagao diaria de muitos individuos, ndo pode ser considerada prejudicial, mas
sim, presumivelmente, um quimiopreventivo (BOOS et al.,, 2000; KULLING et al.,
2002).

Um estudo avaliou os efeitos de uma dieta rica em genisteina aplicada a ratas
prenhes. Os resultados demonstraram que a genisteina na dieta perinatal ndo causa
toxicidade significativa nos filhotes (FRITZ et al., 1998). A duragédo da gestagao, o
numero total filhotes e de filhotes vivos por ninhada, e a proporgao de género nao
foram afetadas pela genisteina. Estudo realizado por KANG e colaboradores (2002)
demonstrou que a exposicdo materna a baixas doses de genisteina, especialmente
doses encontradas na dieta humana, durante a gestacédo e lactagdo, ndo induz a
qualquer efeito adverso nos parametros reprodutivos. No entanto, ADLERCREUTZ
(1999) afirma que a genisteina em altas doses na fase neonatal afeta o
desenvolvimento folicular ovariano, mas que o tratamento com genisteina na pré-
adolescéncia nao afeta o trato reprodutivo nem o sistema endocrino. KANG e
colaboradores (2002) ndo observaram nenhuma alteragdo na espermatogénese

causada pela dose de isoflavona encontrada na dieta humana.

Os efeitos adversos mais frequentemente relatados para a ingestdo de soja
sdo disturbios gastrintestinais. Episddios de alergia a soja também foram
observados. Um tratamento adicional com soja para combater os sintomas da
menopausa, pelo menos em um curto periodo, parece nao apresentar efeitos

indesejaveis que comprometam a seguranga do tratamento (KANG et al., 2002).
3.2.4 Beneficios da Genisteina a Pele

As mulheres, apds a menopausa, sdo submetidas a uma drastica reducao da
producao de hormdnios femininos, um dos fatores intrinsecos do envelhecimento da
pele. Essa redugdo nos niveis hormonais conduz ao “envelhecimento dérmico
mediado por horménios”, uma vez que o estrogénio endoégeno tem a capacidade de
estimular a producdo dos componentes estruturais da derme quando em niveis
normais (ZULLI et al., 2001).
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Os antioxidantes, de um modo geral, sdo usados como componentes ativos
contra o envelhecimento dérmico induzido por radiacdo ultravioleta. Os
componentes ativos usuais s&o, em geral alfa-hidroxi acidos e acido retindico. No
entanto, estas substancias podem produzir efeitos colaterais como tenséao e irritagao
na pele. Outra tentativa para prevenir o envelhecimento da pele é o uso de
substancias que influenciam a regulagédo da sintese dos componentes estruturais da
derme. Os compostos que sdo adequados para essa finalidade sao substancias que
promovam a sintese dos componentes estruturais ou que reduzam sua degradagao.
O estrogénio ou compostos com similaridade estrutural com esse horménio, como as

isoflavonas da soja, enquadram-se nesse perfil.

Tem sido relatado que a terapia de reposicdo hormonal, a qual consiste na
administracdo oral de estrogénios, pode manter a espessura e a elasticidade da pele
de mulheres na menopausa. Terapias com aplicagdo externa de estrégenos,
também obtém sucesso contra o subito envelhecimento da pele apds a menopausa.
Entretanto, o constante uso de estrégenos ocasiona um aumentado risco de cancer
de mama e de utero, efeito que, acredita-se, ndo ocorrer com o uso de isoflavonas
(KATZENELLENBOGEN et al., 1996; CAPPELLETTI et al., 2003).

Estudos com culturas de células demonstram que a aglicona é a forma ativa,
que estimula a sintese de colageno (VARANI et al., 2004) e reduz a produgao de
enzimas que o decompdem, as metaloproteinases matriciais (BROBERG et al.,
1996; ZULLI et al., 2001).

Na aplicacao tépica é de crucial importancia a forma na qual as isoflavonas
serdo administradas. Os heterosideos de isoflavonas ndo possuem qualquer efeito
farmacolégico. Quando administrados oralmente exercem efeito estrogénico devido
a clivagem dos agucares por enzimas da flora bacteriana intestinal. Na pele néo
existem enzimas hidroliticas, desse modo, para a aplicacdo topica, a forma de
aglicona deve ser empregada. Apenas as agliconas, por serem apolares,
conseguem penetrar até as camadas profundas da pele, ultrapassando a barreira
lipidica da epiderme (ZULLI et al., 2001), podendo, assim, interagir com o0s
receptores de estrogénio e inibir a atividade das enzimas envolvidas (FUKUTAKE et

al., 1996) com a promocé&o do envelhecimento cutaneo.
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3.2.5 Atividade inibidora de proteinas tirosina-quinase

A atividade inibidora de proteinas tirosina-quinase das isoflavonas vem sendo
investigada por alguns pesquisadores. Estudos, in vivo e in vitro, foram conduzidos
com a intengao de avaliar essa atividade biolégica apresentada pela genisteina (WEI
et al., 2002; KANG et al., 2003).

Estudo in vitro submeteu queratindcitos humanos a exposi¢cao a radiagao
UVB, apds terem sido incubados com doses crescentes de genisteina, por um
periodo de duas horas. Observou-se a inibicdo da fosforilagdo de EGF-R (receptores
de fator de crescimento epidérmico) e das MAP-quinases quando a genisteina
estava presente no meio celular. Acredita-se que a fosforilagdo de EGF-R e a
ativacdo das MAP quinases provoque a estimulacdo dos fatores de transcrigao
nucleares, ativando as metaloproteinases matriciais responsaveis pela degradagao
da matriz dérmica (WEI et al.,2002). Dessa maneira, a inibigdo da fosforilagdo destes
receptores e destas enzimas poderia atenuar, ou até mesmo impedir a degradagao

do colageno cuténeo.

WEI e colaboradores, no ano de 2002, analisaram a atividade da genisteina
no mecanismo molecular através do qual a radiaggo UV promove o
fotoenvelhecimento. Foi observado que a genisteina, em concentragdo de 1 %,
administrada topicamente na pele dos voluntarios 24 horas antes da exposigao a luz
UV, inibiu em 98 % a fosforilacdo e ativacdo de EGF-R. Esse resultado era
esperado, tendo em vista a atividade tirosina-quinase intrinseca desse receptor e a
potente atividade inibidora da tirosina-quinase apresentada pela genisteina. A
propriedade da genisteina de bloquear a fosforilagdo dos EGF-R pode também ter a
influéncia da inibigdo da inativagdo da tirosina-fosfatase. Esta ultima é uma enzima
que antagoniza a atividade da tirosina-quinase e é inativada pela acdo das EROs
produzidas em fungado da exposicdo a radiagao ultravioleta. Em virtude de sua
atividade antioxidante a genisteina impede a inativagao dessa enzima (KANG et al.,
2003).

Neste mesmo estudo, foi observado que o tratamento com genisteina,
previamente a exposicdo a radiacdo UV, inibiu a indugdo das MAP quinases, em

especial a proteina ERK. A fosforilagdo da MAP quinase JNK, também foi fortemente
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inibida. A inibicado dessas MAP reduziu de forma significativa a indugao da proteina
cdun, a qual é essencial para a ativagédo do fator de transcricdo AP-1(WANG et al.,
1998).

O complexo AP-1 formado por cJun e cFos estimula a transcricdo dos genes
de varias metaloproteinases matriciais (MMPs), como, por exemplo, a colagenase e
a gelatinase (92 kDa), responsaveis pela degradagdo do colageno e outros
componentes da matriz extracelular dérmica (FISHER et al., 1997). A genisteina, por
inibir a inducdo de cJun, acaba evitando a ativacao de AP-1, bloqueando, entdo, a
indugdo dos RNAm das MMPs, por exemplo a colagenase-1, inibindo a degradagao
do colageno e, prevenindo, assim, o fotoenvelhecimento cutaneo (KANG et al.,
2003).

3.2.6 Atividade antioxidante

O consumo de soja e o uso topico de extratos contendo genisteina também

parecem proteger contra a oxidagao do DNA em células humanas (WEI et al., 2002).

Apesar do grande numero de estudos existentes sobre a atividade
antioxidante de muitos isoflavondides através da analise de parametros indiretos
como a inibicdo de danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, o mecanismo
antioxidante pelo qual as isoflavonas agem nao esta completamente elucidado. Em
estudo realizado por GUO e colaboradores (2002), em células endoteliais de cord&o
umbilical humano, foi testada a eficacia da genisteina, e de outras isoflavonas, em
doses de até 1,00 mM, na captura de varias EROs, como, por exemplo, dos radicais
hidroxila, superoxido e 6xido nitrico. Nem a genisteina nem as demais isoflavonas
testadas demonstrou atividade direta significativa como scavenger desses radicais.
Esta observagao leva a crer que o mecanismo principal pelo qual a genisteina possui
agao antioxidante ndo deve ser pela captagédo de radicais livres (GUO et al., 2002).
Outros pesquisadores também concluiram que as isoflavonas, de um modo geral,
possuem fraca atividade de scavenger quando comparadas a outros compostos
polifendlicos, como a quercetina, a epicatequina e o a-tocoferol (ZHANG et al., 2002;
LEE et al., 2004).

Considerando que o anel B é o sitio ativo da atividade captadora de radicais

livres dos flavonodides e isoflavondides, quanto maior o numero de hidroxilas neste
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anel maior é o potencial de redugcdo desses compostos, e consequentemente maior
a atividade antioxidante (HEIJNEN et al., 2000; ZHANG et al., 2002). Sendo assim,
moléculas como as isoflavonas, que contém um grupo 4’-monoidroxila no anel B
(fenol), sdo scavengers menos potentes do que compostos diidroxilados (catecol),
sendo que a agao desse acontece, provavelmente, através da formagcdo de um
radical fenoxila (PANNALA et al., 2001). RECORD e colaboradores (1995), em
estudo acerca da oxidagdo de liposssomas multilamelares constituidos por
fosfatidilcolina, observaram que a genisteina pode apresentar maior atividade de
scavenger quando o radical em questao é o peroxido de hidrogénio. Verificou-se que
a oxidagao dos lipossomas, em presenca de genisteina, foi reduzida em 50 %
quando expostos a radiagao UVA e UVB ou a outros sistemas em que o peroxido de

hidrogénio era o agente oxidante.

Outra hipétese para a elucidagado da atividade antioxidante das isoflavonas
reside na habilidade destas moléculas em estabilizar membranas pela diminuigao de
sua fluidez. ARORA e colaboradores (2002) sugerem que as isoflavonas, assim
como o colesterol e a-tocoferol, sejam capazes de se distribuir no interior hidrofébico
das membranas celulares, levando a uma drastica diminuicdo na fluidez dessa
regidao da membrana. Essa rigidez ocasionada pela inser¢ao dessas moléculas na
bicamada lipidica impede, estericamente, a difusdo de radicais livres e, assim,

diminui a cinética das rea¢des promovidas por esses compostos.

Quando aplicada topicamente sobre a pele, a genisteina também demonstra
acao contra o estresse oxidativo ocasionado pela exposicao a radiacdo UV. O
peréxido de hidrogénio (H»O;) € gerado, na pele, como uma resposta aguda a
radiacdo UVB. A aplicagéo topica, em camundongos, de 10 pymol de genisteina 1
hora antes da exposic¢ao, inibiu em mais de 50 % a produgéo de H,O, induzida por
UVB. Esta inibicdo pode ser devida a sua atividade scavenger de H,O, ou pela

inibicdo do recrutamento de células inflamatérias (WEI et al., 2002).

O malondialdeido (MDA) é tradicionalmente usado como marcador biolégico
para o dano oxidativo da radiacdo UV. E formado, em humanos e animais, como
produto da peroxidacao lipidica das membranas celulares e acumula- se na pele ao
longo das exposi¢des a luz solar. Portanto, reflete os efeitos crénicos da radiagao
UV (BOKOQV et al., 2004). WEI e colaboradores (2002) observaram que a aplicagao
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de 10 umol de genisteina inibiu a formagdao de MDA, de forma moderada, em

camundongos submetidos a exposigéo crénica a radiagao UV.

Experimentos com a finalidade de avaliar o efeito da genisteina nos danos
oxidativos causados pela radiagao UVB no DNA, também vém sendo conduzidos. O
marcador biolégico tradicionalmente empregado para esse tipo de estudo é a 8-
OHAG (8-hidroxi-desodxi-guanosina). As lesbes mais graves em nivel de DNA sé&o
ocasionadas por reacbes que geram 8-OHdG, pois as bases originais s&o
substituidas por esse constituinte (WEI et al., 2002; BOKOV et al.,, 2004). A
exposicao crénica a radiagao UVB, além de aumentar os niveis de 8-OHdG na pele,
também leva a um aumento nos niveis dessa base oxidada em érgaos vitais, como o
cérebro, figado e bagco. Em um estudo realizado por WEI e colaboradores, em 2002,
foi relatado que a aplicagdo tépica de 10 umol de genisteina foi suficiente para
reduzir, substancialmente, a formagao de 8-OHdG na epiderme, no cérebro, figado e
baco dos camundongos expostos, subaguda e cronicamente, a radiacdo UVB (WEI
et al., 2002).

A capacidade de estimular enzimas antioxidantes na pele também pode ser
observada pela administragao oral de genisteina. Estudos demonstram aumento
significativo na atividade das enzimas glutationa-redutase e glutationa-S-transferase
na pele de camundongos tratados por 30 dias com genisteina pela via oral (WEI et
al., 1995; GUO et al., 2002).

3.2.7 Atividade Estrogénica

Os horménios sexuais, como os estrogenos, tém grande influéncia no
processo de envelhecimento, uma vez que a reducdo desses hormodnios leva a
alteracbes nas atividades celulares sob seu controle. Uma dessas atividades é a
sintese de colageno, elastina e acido hialurénico nos fibroblastos (URANO et al.,
1995; SATOR et al., 2004). A administracao oral e tépica de estrogenos, por meio de
terapia de reposicdo hormonal, tem mostrado efeitos benéficos sobre a pele
envelhecida de mulheres no climatério (SATOR et al., 2004). Observa-se uma
diminuicdo do ressecamento cutaneo, da atrofia dérmica e no aparecimento de
rugas (SCHIMDT et al., 1996; DUNN et al., 1997).
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GENDIMENICO e colaboradores (2002) demonstraram que a administragcao
topica de hormdnios naturais na pele de camundongos normal e protegida do sol
resultou em aumento da espessura da pele desses animais. Esse aumento €,
provavelmente, devido ao acumulo de agua resultante do aumento na sintese de
acido hialurénico (AH) promovido pelos hormdnios. Como ja descrito, esse
glicosaminoglicano possui uma grande capacidade de retenc&do hidrica, de onde
decorre a limitacdo do uso de hormdnios normais devido a hidratagao excessiva da
pele, que pode determinar o aumento de sua espessura, chegando a caracterizar um

edema.

As isoflavonas, pertencendo a classe de fitoestrogenos, sdao também capazes
de produzir efeitos similares aos estrogenos fisiologicos no corpo humano
(ADLERCREUTZ, 1999; TAPIERO et al., 2001). Os fitoestrégenos sao moléculas
planares nao-esteroidais que apresentam um carater estrutural semelhante ao do
potente estrogeno 17p-estradiol, principalmente em relagdo as caracteristicas do
anel fendlico e da distancia entre os grupamentos 4”- e 7-hidroxi (figura 3), sendo
que essas caracteristicas s&o importantes para a ligagdo aos receptores
estrogénicos (TAPIERO et al., 2002; ZHANG et al.,2003). Essas moléculas, ao se
ligarem aos receptores, podem produzir efeitos agonistas ou antagonistas fracos,
dependendo de sua concentragdo, do estado do receptor, da disponibilidade de

estrogenos enddgenos e do érgéo-alvo (TAPIERO et al., 2001).

Os receptores estrogénicos (ER) em ratos, camundongos e humanos existem
na forma de dois subtipos, ER-a e ER-B (KUIPER et al., 1998, HUNTLEY et al.,
2003). O receptor ER-3 é vastamente distribuido na pele humana, sendo o principal
receptor estrogénico expresso na epiderme e nos fibroblastos e queratindcitos
dérmicos (THORNTON et al., 2003; SATOR et al., 2004). Dentre as isoflavonas, a
genisteina possui atividade agonista em ambos receptores estrogénicos (KUIPER et
al., 1998; CHIECHI et al., 2002; HUNTLEY et al., 2003), sendo que sua afinidade de
ligacao € 20 vezes maior por receptores 3 do que por receptores a, e sua poténcia
estrogénica relativa em ER-B € 30 vezes maior do que em ER-a. Sendo assim, a
genisteina exibe maior afinidade e poténcia nos receptores estrogénicos do tipo
(KUIPER et al., 1998; CHIECHI et al., 2002; HUNTLEY et al., 2003).
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Figura 3. Similaridade estrutural entre estradiol (A) e genisteina (B) (Programa
ChemDraw Ultra 8.0, 2003).

Dentre as respostas estrogénicas desencadeadas pela genisteina, o estimulo
da sintese de colageno atrai, para essa isoflavona da soja, grande interesse na area
cosmética antienvelhecimento (ZULLI et al., 2001). VARANI e colaboradores (2004)
observaram um aumento significativo na sintese de pro-colageno através do

tratamento de uma cultura de fibroblastos com extrato de soja rico em genisteina.

MIYAZAKI e colaboradores (2002) examinaram o efeito da genisteina e de
seu glicosideo, genistina, na produgdo de acido hialurbnico numa cultura de
queratinécitos humanos transformados e na pele dorsal de camundongos nus. A
producdo de acido hialurénico na cultura de queratindcitos foi estimulada
significativamente e de forma dose-dependente pela genisteina. A aplicagdo de
genisteina por duas semanas aumentou significativamente o conteudo de acido
hialurbnico na pele dos camundongos. Contudo, foi observado que a poténcia das
isoflavonas genisteina e daidzeina em estimular a sintese de acido hialurdnico é de
aproximadamente 1000 e 5000 vezes menor que a do estradiol, respectivamente. A
genisteina age como agonista fraco nos receptores de estradiol, na estimulacédo da
producdo de acido hialurbnico nos queratinécitos humanos e na pele dos
camundongos, sendo que essa estimulagcdo estd associada a um aumento na
expressdo do RNAm da enzima hialuronan sintetase (MIYAZAKI et al., 2002,
MIYAZAKI et al., 2003). Nestes estudos, nao foi observado o estimulo na produgao
de AH pela genistina, forma conjugada com um agucar. Esse resultado pode ser
explicado pela fraca atividade da B-glicosidase, enzima responsavel pela hidrolise
dos glicosideos, e/ou pela baixa absor¢ao dos glicosideos nos queratindcitos

humanos e na pele dos camundongos (MIYAZAKI et al., 2002).
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Assim, os achados relatados na literatura por MIYAZAKI e colaboradores
(2002, 2003 e 2004) demonstram que a aplicagao tépica das isoflavonas genisteina
e daidzeina, em suas formas livres, promove um aumento na sintese de AH, o qual
se reflete em uma melhora na hidratagcdo cutanea e no discreto aumento na

espessura da epiderme, associado a um aumento na elasticidade da pele.

VANTINEN E MORAVCOVA, em 2001, estudaram a absorcédo transdérmica
da genisteina e de outra isoflavona a daidzeina. O estudo consistia na aplicagéo
tépica de uma suspensio das duas isoflavonas em 6leo de oliva e posterior analise
do plasma, urina e fezes. Uma quantidade equivalente a 10 mg de genisteina foi
aplicada nos individuos. Foi encontrada no plasma uma concentragdo de 32,5X10°

ng. L-1.
3.3 Hidrogéis de Hidroxi-propilmetilcelulose (HPMC)

A influéncia dos veiculos utilizados nas formulagdes topicas sobre quantidade
e extensdao permeada de uma substancia através da pele € bem conhecida. As
possibilidades do uso topico dependem do perfil de penetracdo da substancia ativa
ao longo das camadas da pele (GETIE et al., 2002). No caso de substancias de alta
permeabilidade, a velocidade de penetracdo pode ser controlada pelo emprego de
um veiculo adequado. Nestas circunstancias, a difusdo da substancia ativa na
formulacdo é a etapa limitante e as caracteristicas de barreira do estrato cérneo
perdem a importancia (ZATZ, 1995; RANGARAAJAN E ZATZ, 2003).

Tecnologicamente, os géis apresentam vantagens em relagdo aos outros
tipos de formulacdo no que diz respeito a produgcdo, ao envase e a aplicagao.
Proporcionam um aspecto mais agradavel e de maior aceitabilidade ao consumidor,
além da sua facilidade de administracdo e baixo custo de producdo. Além disso,
atualmente, grande parte das substancias ativas veiculados em liquidos, cremes
pomadas podem ser incorporados em géis (BARREIRO-IGLESIAS et al., 2001).

Os géis hidrofilicos tém sido muito utilizados como bases dermatoldgicas, pois
possuem boa espalhabilidade, ndo sdo gordurosos e podem veicular varios
substancias ativas hidrossoluveis e liposssomas. A hidroxi-propilmetilcelulose
(HPMC) pertence a familia dos polimeros hidrofébicos nao-idnicos e € amplamente

empregada em formulagdes destinadas a administragdo oral e topica (EL KATTAN
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et al., 2000). Sua facil manipulagado € complementada pelo baixo custo, capacidade
de gelificacdo e produgdo de géis viscosos e demonstrar grande capacidade de
gelificagdo quando em meio aquoso. Possui varios derivados disponiveis que variam

em viscosidade, massa molecular, e grau de substituigio.

Tecnicamente, o coeficiente de partiha de uma substadncia de baixa
hidrossolubilidade, como a genisteina, entre o hidrogel e o estrato cérneo favorece a

migracdo da mesma para o ultimo caracterizando uma boa “cedéncia” para a pele.

Do ponto de vista de tolerancia fisiologica a HPMC néo provoca irritagédo na
pele e ndo existem evidéncias de toxicidade relacionada a este polimero (WADE E
WELLER, 1995).

3.4 Promocdao da penetragcao cutanea

De acordo com a lei de Fick, existem duas estratégias basicas de promogao
da penetracdo de farmacos: pelo aumento do coeficiente de difusdao ou por
modificagao da solubilidade do farmaco (MOSER et al., 2001).

O conceito de promotores quimicos de penetragdo classifica-os como
adjuvantes capazes de reduzir a habilidade do farmaco em interagir com os
constituintes estruturais da pele, de forma a aumentar seu transporte através das
camadas epiteliais (LOFTSSON E MASSON, 2001). A teoria de particdo (lipid-
protein-partitioning theory — LPP) formalizada por BARRY, em 1991, considera que
os promotores, usualmente, agem por um ou mais dos seguintes mecanismos:
alterando os dominios lipidicos intercelulares, interagindo com as proteinas
intracelulares, em especial a queratina, ou, ainda, por efeito de cossolvéncia,
resultando numa maior capacidade de solubilizacdo e particdo dos farmacos ao

longo das camadas da pele.

Varios promotores de penetragcao sdo comumente associados a formulacoes,
com o intuito de aumentar a permeabilidade das moléculas bioativas. Por exemplo,
etanol, alcoois graxos, acidos graxos insaturados, aminas e amidas (LOFTSSON E
MASSON, 2001), terpenos, tensoativos e, mais recentemente, ciclodextrinas
(CHATTARAJ E WALKER, 1995; LOFTSSON et al., 1998; MASSON et al., 1999),
lipossomas (VERMA et al., 2003) e nanoparticulas (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).
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Estas substancias e estruturas auxiliam na penetracdo de moléculas através da pele
por aumentarem a fluidez das membranas bioldgicas ao alterar sua estrutura lamelar
(BARRY, 2001; LOFTSSON E MASSON, 2001).

A escolha de um promotor ideal deve considerar caracteristicas tais como a
toxicidade, o grau de irritacdo cutanea, estabilidade quimica na formulacédo e,
principalmente, a reversibilidade dos efeitos sobre a pele (CHATTARAJ E WALKER,
1995; LOFTSSON E MASSON, 2001).

O incremento da solubilidade do farmaco no veiculo leva uma condicdo de
supersaturacdo, que pode potencializar a sua permeacdo através da pele,
provavelmente por manté-lo na sua atividade termodinamica maxima (WILLIAMS E
BARRY, 1989). A elevacédo do grau de saturagao pode ser alcangada pelo simples
aumento da concentracido ou pela diminuigdo da solubilidade do farmaco no veiculo
(MOSER et al., 2001). Entretanto, essas formulagdes sdo consideradas instaveis, e
ha a possibilidade da ocorréncia da cristalizacdo do farmaco. A estabilidade dessas
formulagdes supersaturadas pode ser incrementada pela adicdo de certos polimeros
como a hidréxi-propilmetilcelulose (HPMC) (HADGRAFT, 2001; MOSER et al.,
2001).

O grau de hidratacdo do estrato corneo também exerce influéncia sobre o
fluxo das moléculas permeantes. A agua presente no meio associa-se as cabecgas
polares dos lipideos, resultando no aparecimento de uma bolha de hidratagao, o que
acaba por aumentar o volume disponivel para a permeacao, incrementando a fluidez
lipidica. O dominio hidrofilico também ¢é afetado pela presenca de agua, uma vez
gue, nesse processo, existe competicdo entre as moléculas de agua e as moléculas
permeantes pela ligagdo com os hidrogénios. Essa competicdo permite o aumento

da mobilidade e difusdo do farmaco através do estrato cérneo (BARRY, 2001).

Além da hidratagcdo cutanea, outro fator considerado é a insercdo dos
promotores nas regides aquosas das bicamadas lipidicas, permitindo o
estabelecimento de um coeficiente de particio adequado a penetracdo cutanea.
Este efeito seria semelhante a acido de um co-solvente, como por exemplo, o efeito

do propilenoglicol, do dimetilsulféxido e do etanol (BARRY, 2001).
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Outra possibilidade de atuagdo dos promotores de penetracdo € a sua
inclusdo entre as cadeias apolares dos lipidios do estrato corneo. Dessa maneira, os
promotores acarretam uma desorganizagdo na bicamada lipidica, diminuindo a

viscosidade do meio, o que favorece a difusdo do farmaco (BARRY, 2001).
3.5 Ciclodextrinas

Ciclodextrinas s&o oligossacarideos ciclicos, amplamente utilizados como
adjuvantes farmacéuticos. Sdo obtidos a partir da degradagcdo do amido pela agéo
da enzima ciclodextrinaglicosiltransferase (CGTase) produzida pelo microrganismo
Bacillus macerans (LOFTSON E MASSON 2001; DEL VALLE, 2003). As principais
ciclodextrinas naturais sao a-, B- € y-, as quais possuem seis, sete e oito unidades
de glicose, respectivamente. Nao existem ciclodextrinas com menos de seis
unidades de glicose, mas podem ser encontradas moléculas com até quinze
unidades de acgucar. Para formar o ciclo, as moléculas de glicose unem-se por
ligagcbes a-1-4. Sendo assim, ndo podem ser degradadas pelas enzimas intestinais
humanas e s&o, absorvidas, minimamente, quando administradas por via oral
(LOFTSSON et al., 1996; BIBBY et al., 2000).

Devido a conformacéao cadeira das unidades de glicose, as ciclodextrinas tém
um formato de um cone truncado, originando um cilindro (LOFTSSON E MASSON,
2001). A estrutura cilindrica desses polissacarideos, com as hidroxilas voltadas para
o exterior da molécula, confere a estrutura um exterior hidrofilico (LOFTSSON et al.,
1996). A cavidade central é delineada por um esqueleto de carbonos e oxigénios
etéreos, que |lhe conferem um carater lipofilico (LOFTSSON E MASSON, 2001).
Assim, as ciclodextrinas tém a habilidade de abrigar moléculas pouco soluveis em
agua, no interior da cavidade central, incrementando a hidrossolubilidade de
diversas substancias, sejam sdlidas, liquidas ou gasosas (LOFTSSON et al., 1996;
SZETJLI, 1998).

A formagdo de um complexo ocorre quando moléculas de agua de grande
entalpia deixam a cavidade hidrofébica da ciclodextrina para dar lugar a moléculas
mais apolares presentes em solucdo, resultando numa associacdo apolar-apolar e
diminuir a tensdo do anel da ciclodextrina, alcangcando um estado mais estavel, de

menor energia (SZETJLI, 1998). A manutenc&do das moléculas hospedes no interior
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da cavidade acontece por meio de interacbes de van der Waals, interagdes
hidrofébicas, liberagdo da estrutura distendida e mudancas na tensido superficial.
Estas ligagdes nao-covalentes estdo envolvidas na formagdo de complexos de
inclusdo. Moléculas localizadas na cavidade estdo em equilibrio dindmico com
moléculas livres em solucao, fora da cavidade (LOFTSSON E BREWSTER, 1996;
SZETJLI, 1998).

A formacdo de complexos de inclusdo pode trazer inumeras vantagens
tecnoldgicas. Nao s6 aumenta a concentragdo em agua da molécula hospede, como
também pode resultar em melhor estabilidade frente a luz e ao oxigénio, e melhor
biodisponibilidade de uma gama de farmacos, sem alterar a estrutura quimica ou
suas propriedades farmacoldgicas (LOFTSSON et al., 1996). A estabilizacdo de
moléculas labeis pode ser observada frente aos efeitos degradativos da oxidagéo,
pela luz visivel ou ultravioleta, do calor, ou efeitos de volatizacdo e sublimacao
(LOFTSON E MASSON, 2001; DEL VALLE, 2003).

As ciclodextrinas também tém sido empregadas no isolamento fisico de
compostos incompativeis, em separagbes cromatograficas, no mascaramento de
sabores e odores desagradaveis e na liberagdo controlada de farmacos e
substancias que conferem sabor (LOFTSON E MASSON, 2001; DEL VALLE, 2003).
Sendo assim as ciclodextrinas s&o usadas em alimentos (SZEJTLI E SZENTE, 2004
E 2005), medicamentos (KOESTER et al.,, 2003; KINNARINEN et al., 2003) e na
industria téxtil (HEDGES, 1998).

As ciclodextrinas naturais (CDs), em particular a B-ciclodextrina (BCD), tém
limitada solubilidade em agua, isso pode ser devido a ligacao relativamente forte das
moléculas de CD no estado cristalino. Em adicdo, a BCD forma ligacbes de
hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas secundarias, que reduzem o numero
de OH capazes de fazer pontes de hidrogénio com as moléculas de agua do meio.
Dessa caracteristica de baixa solubilidade decorre a precipitacdo dos complexos
sélidos resultantes da associacao de ciclodextrinas e moléculas lipofilicas (SZEJTLI,
1988). Como estratégia para elevar a solubilidade das ciclodextrinas naturais, bem
como prover outras propriedades convenientes, varios derivados tém sido
sintetizados. Estes derivados s&o normalmente produzidos por reacbes de

substituicdo nas hidroxilas primarias e secundarias, seja por aminagao, esterificagéo
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ou eterificacdo. Essas substituicbes acabam por alterar o volume da cavidade
hidrofébica desses derivados, mantendo sua habilidade em aumentar a solubilidade,
estabilidade frente a luz ou oxigénio e ajudar no controle da atividade quimica das
moléculas hospedes (DEL VALLE, 2003).

3.5.1 Ciclodextrinas no transporte transdérmico

O transporte transdérmico de moléculas bioativas é significativamente limitado
pelas caracteristicas de permeagao particulares do estrato corneo e ¢é
frequentemente insuficiente para o uso terapéutico. Assim sendo, varias alternativas
para aumentar a absorgado topica vém sendo empregadas. O incremento da
liberacdo de moléculas bioativas através da pele pode ocorrer por meio de quatro
possibilidades: (1) aumento da liberagdo do farmaco a partir de preparagdes
transdérmicas, (2) aumento do fluxo do farmaco através da pele ou a retencéo
destas na pele; (3) aumento da liberagédo tépica ou localizada na pele ou tecidos
alvo; (4) uma combinacéao das trés anteriores (MATSUDA E ARIMA, 1999).

Existem diversos estudos acerca dos efeitos das ciclodextrinas na
disponibilidade tépica de farmacos. Estes estudos mostram que, dependendo da
composi¢cao do veiculo, as ciclodextrinas podem tanto aumentar quanto reduzir a
permeabilidade de substancias através de barreiras biolégicas sem causar
mudangas fisico-quimicas na barreira cutanea (RAJEWSKI E STELLA, 1996;
MASSON et al., 1999; STELLA et al., 1999).

As moléculas de ciclodextrinas sao relativamente grandes (MM 1000-2000) e
penetram a pele intacta somente com grande dificuldade. Em geral, as ciclodextrinas
s6 podem aumentar a liberacdo de moléculas bioativas, administradas topicamente
em meio aquoso, gragas ao equilibrio dindmico que ocorre entre os complexos e as
moléculas de agua do meio (TANAKA et al., 1995; RAJEWSKI e STELLA, 1996). As
ciclodextrinas podem solubilizar substancias lipofilicas em sistemas aquosos e
liberar a molécula hospede para a superficie do estrato corneo (LOFTSSON e
MASSON, 2001). Alguns promotores de penetracdo, que reduzem as propriedades
de barreira do estrato corneo, podem estimular a penetracdo de ciclodextrinas
hidrofilicas através da pele (ARIMA et al., 1990b). Dessa maneira, acredita-se que

as CDs atuem como carreadores de substancias lipofilicas complexadas em
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solugdo, por torna-las mais disponiveis na superficie cutdnea, uma vez que a
dissolucdo de substancias insoluveis € um pré-requisito para sua penetracdo e/ou
absor¢cdo. Ao agir como carreadores, acabam por incrementar a penetracdo de
diversos farmacos lipofilicos (LOFTSSON et al., 1998; MASSON et al., 1999).

Outra hipdtese levantada é que as ciclodextrinas sejam capazes de
complexar o colesterol presente nas membranas biologicas, ja que sao capazes de
interagir com alguns componentes lipofilicos da pele. Por exemplo, solugdes tampao
de BCD, BCD randomicamente metilada (RMBCD), hidréxi-propil-BCD (HPBCD) tém
se mostrado capazes de extrair lipidios do estrato corneo (LEGENDRE, 1995)
desorganizando a estrutura desta camada da pele. Relacionada a capacidade de
extragcao de lipidios, foi relatado que as ciclodextrinas podem causar alguma irritacéo
na pele quando em grandes quantidades (IRIE E UEKAMA, 1997). Ao formar
complexos de inclusdo com o colesterol, constituinte da membrana plasmatica, as
ciclodextrinas afetam a estrutura da bicamada lipidica, aumentando, assim, a fluidez
da membrana o que facilitaria a penetracdo de substancias. Entretanto, outras
investigacdes revelam que os lipidios da pele podem competir com as moléculas
hospedes ou constituintes do veiculo pela cavidade central das ciclodextrinas
(LOFTSSON E MASSON 2001).

As ciclodextrinas lipofilicas, como a dimetil-3CD (DMBCD) e a RMBCD, sao
provavelmente absorvidas, mas ainda assim a absorgdo € negligenciavel. De uma
maneira geral, os derivados de ciclodextrinas utilizados em formulagdes destinadas
a via tépica incluem HPBCD, RMBCD, sulfobutileter BCD (SBEBCD), maltosil-CD
(MLBCD) e a 2-hidroxipropil-yCD (HPyCD). Estes derivados sdo mais hidrossoluveis
que as ciclodextrinas naturais (a-, - € yCD), que também podem ser aplicadas em
formulagdes topicas (LOFTSON E MASSON, 2001).

As vantagens oferecidas pelas CDs tém atraido o interesse para a utilizagédo
das ciclodextrinas como adjuvantes farmacéuticos. A utilidade das trés CDs naturais
na liberacao transdérmica tem sido relatada além de sua contribuicdo a estabilidade
e aumento da liberacdo e biodisponibilidade, na atenuagdo da irritacdo local
(MATSUDA E ARIMA, 1999).
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A instabilidade de alguns farmacos pode dificultar a sua penetragcao através
do estrato corneo. A formacado de complexos com CDs auxilia na estabilizagao
desses farmacos por desacelerar sua degradagao nas preparagdes de uso topico.
Varios relatos confirmam o efeito das CDs na estabilizagdo de substancias. Outro
ponto positivo da utilizagao de CDs na formulagao formas farmacéuticas ou produtos
cosméticos destinados a via topica € a capacidade de melhorar a farmacocinética e
farmacodindmica de substéncias bioativas na liberacdo dérmica (MATSUDA E
ARIMA, 1999).

Os efeitos das CDs na taxa de permeacao de moléculas bioativas através da
pele podem ser medidos pela atividade termodinamica no veiculo e pelo coeficiente
da particdo entre pele e veiculo. O conceito de atividade termodinamica descrito por
Higuchi1 representa a tendéncia de escape dos farmacos, e se supde que o aumento
desta atividade leva ao aumento da taxa de permeacao através da pele. Além disso,
a atividade termodinamica é proporcional a solubilidade do farmaco no veiculo e se

torna maxima somente na solugao saturada (ARIMA, 1999).

A literatura também refere a relagao entre o efeito promotor de penetragéo
das CDs com a sua concentragao nas preparacoes. Na medida em que se aumenta
a concentracdo de CDs nas formulacdes, observa-se uma reducédo no fluxo da
permeacao de substancias bioativas. Esta reducdo pode ser explicada pela
formacdo de mais complexos no veiculo, os quais ndo sao absorvidos
(SIGUROARDOTTIR E LOFTSSON, 1995).

Assim, estas observagdes sugerem que, em determinadas concentragoes, as
CDs exercem principalmente efeito promotor na permeagao de farmacos lipofilicos
como corticéides e AINES através da pele, pelo incremento da atividade
termodindmica do farmaco em veiculos aquosos, e que a adicdo de mais
ciclodextrina pode diminuir a taxa permeacao de farmacos lipofilicos pela formagéao
de mais complexos n&o absorviveis. Adicionalmente, neste ultimo caso, deve-se

atentar para a possibilidade de adigdo de materiais terciarios ao veiculo que possam

! HIGUCHI, T.Physical chemical analysis of percutaneous absorption process from creams and
ointments. Journal of Society of Cosmetic Chemistry, v. 11, p. 85-97, 1960 apud MATSUDA, H.;
ARIMA, H. Cyclodextrins in transdermal and rectal delivery. Advanced Drug Delivery Reviews, v.
36, p. 81-99, 1999.
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apresentar efeitos promotores na liberagdo de farmacos a partir do veiculo
(MATSUDA E ARIMA, 1999) ou para a mudancga da base para a formulagao.

As CDs podem afetar a permeabilidade de farmacos através da pele via
interagdo com alguns componentes da pele. O pré-tratamento da pele com RM--CD
em solugdo aquosa é capaz de incrementar a permeabilidade da pele, sugerindo
que a RM-B-CD interage com componentes da pele e tem implicagbes diretas na
difusdo da substancia bioativa (LEGENDRE et al., 1995).

As CDs também podem ser empregadas como co-promotores na penetragao
dérmica. Sua combinacdo com outras CDs ou outros promotores de penetragao
pode ser util na liberagdo de farmacos hidrofilicos. ADACHI e colaboradores (1992)
relatam o aumento da penetragcdo de PGE4 através da pele quando a formulacao
continha o complexo desta prostaglandina com carboximetil-p-CD (CME-B-CD)
associado com outro promotor de penetracdo HPE-101. Essa associagao
proporcionou uma agao mais prolongada, quando comparada a administracao
intravenosa. Isto sugere que a CME-B-CD e HPE-101 atuaram sinergicamente e
facilitaram a entrada da PGE1 na pele e, consequentemente, aumentaram o
potencial terapéutico na preparacdo para uso tépico. Outros estudos também
demonstraram esse efeito sinérgico das CDs com outros promotores de penetragéo
no incremento da penetracdo de peptideos e proteinas, além de outros farmacos
(ADACHI et al., 1992; LEGENDRE et al., 1995).

Geralmente, as CDs hidrofobicas e seus complexos sao pouco absorvidos
através da pele, isto é, apenas uma pequena fragao livre da substancia bioativa, que
esta em equilibrio com a fracdo complexada, pode estar disponivel para absor¢ao
percutanea. Entretanto, ARIMA e colaboradores (1990) relataram que DM-B-CD e
HP-B-CD sao capazes de permear a pele, particularmente quando aplicadas sob
condigdes oclusivas. VOLLMER e colaboradores (1993) demonstraram que a HP-f3-
CD se distribui homogeneamente pela epiderme e derme depois da aplicagado de
uma solugdo aquosa contendo HP-B-CD sobre a pele de ratos sob condigdes nao
oclusivas. Estes resultados sugerem que, pelo menos, a HP-B-CD afeta a
transferéncia de farmacos através da pele via absor¢cdo na forma de complexo.

Sendo assim, o comportamento de absor¢cdo dérmica das CDs propriamente ditas
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parece ser controverso, demonstrando que o esclarecimento da absor¢ao dérmica
das CDs necessita ser mais estudada (MATSUDA E ARIMA, 1999).

Outra vantagem apresentada pelo uso de CDs na formulagdo de formas
farmacéuticas destinadas a aplicagao topica na pele é a capacidade de aliviar a
irritagdo cuténea ocasionada por determinadas substancias bioativas. Isso se torna
possivel gracas a reducdo da quantidade de substéncias bioativas livres resultante
do equilibrio de inclusdo. Observagdes gerais e histoldgicas revelam que o potencial
fotosensibilizante da clorpromazina teve reducéo significativa com o uso tépico
simultaneo de BCDs. O alivio ocasionado pela aplicagédo das CDs sobre a pele pode
ser explicado pela supressao da penetracdo da clorpromazina para o interior das
estruturas cutaneas via o reduzido coeficiente de particdo farmaco/pele. A BCD
também ¢é capaz de atenuar a irritacdo cutidnea induzida pela tretinoina e pela
menadiona, respectivamente (AMDIDOUCHE, et al., 1994).

No entanto, ndo se pode ignorar que as CDs, propriamente ditas, exibem uma
certa irritacdo cutanea intrinseca. A explicagao para essa acgao irritante baseia-se no
fato de as CDs extrairem alguns componentes estruturais cutdneos como o
colesterol, fosfolipideos e proteinas do estrato cérneo. Como consequiéncia, acabam
por modificar a fungdo de barreira do estrato cdérneo e, em virtude disso, a
permeabilidade de farmacos e xenobidticos. Tem sido demonstrado que as CDs
naturais em altas concentracbes causam irritacdo na pele de porcos da india em
ordem crescente y-CD < a-CD < B-CD, caracteristica largamente dependente das
suas habilidades em extrair lipideos do estrato corneo. Sendo este um dos
mecanismos pelos quais as CDs promovem a penetracido de farmacos, uma atencao
particular deve ser dirigida a quantidade segura de CDs tendo em vista seus efeitos
irritantes sobre a pele (MATSUDA E ARIMA, 1999).

Com relagéao aos derivados da BCD, experimentos envolvendo a analise dos
efeitos da DM-B-CD e da HP-B-CD demonstraram que a primeira é capaz de extrair
componentes de pele pulverizada e de pele de coelhos in vitro (OKAMOTO et al.,
1986). VOLLMER e colaboradores (1994) utilizando calorimetria diferencial
exploratoria (DSC) verificaram que a HP-B-CD praticamente ndo muda o perfil

térmico do estrato cérneo humano, mas o tratamento com DM-B-CD modificou,
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consideravelmente, o perfil térmico do estrato cérneo, sugerindo que a DM-B-CD
interage com proteinas e desloca os acidos graxos e o colesterol com subsequente
desordenamento da estrutura de bicamada do estrato cérneo. Um estudo mais
recente de VITORIA e colaboradores (1997) revelou que 20,0 % w/v HP-B-CD
causou remogao e possivel desorganizagdo dos lipidios da matriz que envolve os
cornedcitos do estrato cérneo de ratos nus, entretanto nenhum efeito foi observado
apos o tratamento de amostras com 1,8 % w/v 3-CD e 6,0% w/v y-CD. Contrariando
estes estudos, LEGENDRE e colaboradores (1995) reportaram que a PM-B-CD e
HP-B-CD nao afetaram o perfil de DSC e do espectro de infravermelho com
transformada de Fourier do estrato corneo de ratos nus, embora a primeira tenha
extraido todos os componentes lipidicos principais do estrato corneo e a ultima
tenha especificidade pelo colesterol, trigliceridios e, em menor escala, por ésteres de
colesterol. Além disso, estudos em humanos voluntarios demonstram que as CDs
tém uma margem de seguranga significativa na aplicagdo dérmica. Assim, uma
atencdo especial deve ser dedicada ao fato de as CDs interagirem com os
componentes do estrato coérneo, especialmente quando grandes quantidades de
CDs sao aplicadas na pele (MATSUDA E ARIMA, 1999).

3.5.2 Uso de CDs em produtos cosméticos

Os cosméticos sdo, geralmente, armazenados em temperatura ambiente e
sdo usados, diariamente, por longos periodos. Por esse motivo, altos padrdes de
seguranga e de estabilidade das substancias ativas e adjuvantes devem ser
assegurados. Os cosméticos sado usualmente constituidos por materiais oleaginosos
(6leos, graxas, carboidratos, acidos graxos de cadeia longa, alcoois de cadeia longa,
ésteres e silicones, etc.), umectantes, polimeros, absorventes de luz UV,
antioxidantes, agentes sequestrantes, pigmentos e corantes, fragrancias, etc.
Considerando que a maioria dos cosméticos € pobre em substancias hidrossoluveis,
0 uso de tensoativos e agentes solubilizantes séo requeridos. Entretanto, o emprego
de tensoativos pode trazer varios inconvenientes, dentre eles a irritagdo cutanea,
turvacao e formacgao de espuma. Assim, solubilizantes mais seguros bioadaptaveis e
com caracteristicas multifuncionais tém sido requeridos em cosméticos, e neste
ponto surge a utilidade das CDs em produtos cosméticos (MATSUDA E ARIMA,
1999).
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As HP-CDs, HP-a-CD, HP-B-CD e HP-y-CD, derivados altamente soluveis e
bioadaptaveis, foram estudados por na solubilizagdo e liberagdo de fragrancias.
Todas reduziram grandemente a taxa de liberacdo das fragrancias a partir de um
meio aquoso, sendo que a HP-B-CD foi a mais eficiente em prolongar a liberagéo do
perfume, sugerindo que apenas a fragéo livre da fragréncia, que esta em equilibrio
com a fracdo complexada, é liberada. As CDs proporcionam o incremento da
solubilidade em agua e a liberagao sustentada de fragrancias, enquanto reduzem a
toxicidade em preparagdes liquidas de uso topico com materiais fragrantes
(TANAKA et al., 19962).

Alguns dos conservantes antimicrobianos adicionados aos produtos
cosmeéticos podem ser téxicos, se penetrarem a pele. Os parabenos sédo largamente
utilizados como conservantes tipicos em medicamentos, cosméticos e alimentos. Em
geral, o prolongamento da cadeia alquila dos parabenos aumenta ndo somente sua
acao anti-séptica, mas também a segurancga clinica. Entretanto, o uso pratico dos
parabenos com longas cadeias alquila é limitado devido a baixa solubilidade em
agua. A HP-B-CD aumenta significativamente a solubilidade em agua de pelo menos
quatro tipos de parabenos (metil< etil< propil< butil ésters) (TANAKA et al., 1995).
Também pode ser observada redugdao na permeabilidade cutdnea in vitro do
metilparabeno através da pele de ratos nus e a permeabilidade do butilparabeno
também foi reduzida pela presenga de B-CD e DM-B-CD de forma dependente da
concentracdo. A redugdo na penetracido cutdnea do butilparabeno pode ser
explicada pelo calculo do seu coeficiente de particdo aparente, onde foi obtida
correlacao entre o coeficiente de particdo e a fracao livre estimada do butilparabeno

baseada no equilibrio de formacéo do complexo (OKAMOTO et al., 1986).

Convenientemente, a bioconversdo do butilparabeno em um metabdlito
menos téxico, acido p-hidroxi benzoico (PHB) na epiderme foi promovida pela adigao
de HP-B-CD. Quando o conservante € o metilparabeno, o efeito promotor da
bioconversédo, com a utilizagdo da HP-B-CD, pode ser atribuido a reduzida taxa de

permeacao do metilparabeno pela formagdo de um complexo soluvel em meio

2 TANAKA, M.; MATSUDA, H.; SUMIYOSHI, H.; et al. 2- Hydroxi-propylated cyclodextrins as a
sustained release carrier for fragrance materials. Chemical Phamaceutical Bulletin, v. 44, p. 416-
420, 1996 apud MATSUDA, H.; ARIMA, H. Cyclodextrins in transdermal and rectal delivery.
Advanced Drug Delivery Reviews, v. 36, p. 81-99, 1999.
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aquoso, desde que o metilparabeno esteja suscetivel a conversao enzimatica na
epiderme. No entanto, a formagdo de complexos estaveis da HP-B-CD com os
parabenos acaba por diminuir sua atividade antimicrobiana, o que acaba por limitar

sua utilizacdo como agentes solubilizantes de parabenos (TANAKA et al., 1995).
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4 MATERIAIS E METODOS







4.1 Materiais
4.1.1 Materias-primas

Genisteina, obtida do laboratério Sigma-Aldrich do Brasil Ltda., pB-
ciclodextrina, foi gentilmente fornecida pelo laboratério Roquette (Franga) e a HPMC
(Methocel K100LV®, DOW Chemical Company) fornecido gentilmente pela Blanver
(Cotia, Brasil).

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

Célula de difusdo do tipo Franz, balanga analitica AND® HM-202, aparelho de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu SCL-10, provido de bomba
Shimadzu LC-10AD, controlador automatico de fluxo Shimadzu SPD-10", detector
espectrofotométrico Shimadzu LC-10, injetor automatico, integrador LC10, coluna de
aco inoxidavel Phenomenex Synergi Fusion - RP 80 (250 x 4,60 mm, 4p), pré-coluna
Fusion RP 4 x 3 mm, agitador do tipo vértex CERTOMAT®MW B Braun Biotech
International, agitador magnético de 15 pontos IKA® RO 15 Power Labortechnik, |,
banho de agua IKA®-WERKE, termostato IKA® EH4 Basic, freezer vertical Cénsul,
espectrometro no infra-vermelho FTIR-8101 Shimadzu, aparelho de ressonancia
magnética nuclear de préton de H'RMN BRUKER DRX400 - Avance, liofilizador
modular Edwards MODULYO 4K, aparelho de calorimetria diferencial exploratoria
DSC-60 Shimadzu.

4.1.3 Solventes e outros materiais

Metanol para CLAE (Merck®), acetona para CLAE (Merck®), acetonitrila para
CLAE (Merck®), fosfato dibasico de potassio (Synth ©), octanol, membrana para
filtragdo 0,45 um, 13 mm de diametro (Durapore®), membrana para filtracdo, 0,45
um, 47 mm de didmetro (Durapore®), pele de orelha de suino secccionada, lavada e

hidratada, gentilmente fornecida por Dalia-Consuelo (Brasil).
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4.2 Métodos
4.2.1 Validacdo do método analitico para a quantificacao de genisteina

Para a quantificagdo da genisteina nos experimentos realizados foi
desenvolvido e validado método utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
As condi¢cdes cromatograficas foram: coluna Phenomenex Synergi Fusion - RP 80
(250 x 4,60 mm, 4um) com pré-coluna Fusion RP 4 x 3 mm, mistura de metanol-
agua-acetonitrila (70:25:5, m/m/m) como fase mével, fluxo de 1,0 mL.min™", injegdo
de 20 uL, detecgdo no ultravioleta em 270 nm. Para a validagdo da metodologia
analitica foram utilizados o0s seguintes parametros: linearidade, preciséo
(intermediaria e repetibilidade), exatiddo, especificidade, limites de detecgédo e
quantificacdo de acordo com o estabelecido pelo ICH (International Conference
Harmonization, 1996) e pela RDC 899 (BRASIL, 2003), sumarizado a seguir.

4.2.1.1 Linearidade
4.2.1.1.1 Curva padréo da genisteina

Para a obtencédo da curva padrdo da genisteina foram preparadas solugdes
metandlicas nas concentragdes de 1, 5, 10, 20 e 50 ug/mL. Foram realizadas trés
curvas, cada ponto em ftriplicata, sendo o resultado expresso como a média de trés

injecoes. As condi¢cdes cromatograficas estdo descritas no item anterior (4.2.1).

Os resultados foram plotados em graficos, a partir dos quais foram gerados a
equacgao da reta e o coeficiente de correlagdo linear (r). A andlise estatistica dos
dados foi realizada por meio da andlise de variancia (ANOVA) em um nivel de
significancia de 95 % (p < 0,05).

4.2.1.2 Precisao

A precisao foi realizada intra-dia e inter-dia, correspondendo respectivamente,
as analises da repetibilidade e precisao intermediaria. Foram obtidas trés curvas
padrao de genisteina por dia, por trés dias consecutivos. Cada ponto foi analisado

em triplicata e o resultado expresso por meio da média de trés determinacgdes.
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4.2.1.3 Exatidao

A recuperacdo de quantidades de padrdo adicionadas a uma solugao de
genisteina de concentragdo conhecida € o método preconizado para a determinagéo
da exatidao de um método analitico (ICH, 1999; BRASIL, 2003). O protocolo para a

realizagao deste ensaio esta descrito na tabela abaixo.

Tabela 1. Protocolo para ensaio de exatiddo na a analise de genisteina por CLAE.

Amostra Padréo
~ Quantidade  Conc.
Solugao Volume Concentracéo Volume de Teorica
da de L L Final *
~ R adicionado genisteina Ina
solucéo genistelna .
adicionada

S1 1,0 mL 10 png/mL 0,5 mL 5 ng/mL 3 ng/mL
S2 1,0 mL 10 pg/mL 1,0 mL 10 pg/mL 4 ng/mL
S3 1,0 mL 10 pg/mL 1,5 mL 15 ug/mL 5 ug/mL

* O volume final de todas as solugdes foi de 5 mL.

A aliquotas de 1,0 mL de uma solugdo contendo 10 pg/mL de genisteina
foram adicionados respectivamente, aliquotas de 0,5, 1,0 e 1,5 mL de uma solugao
de genisteina de mesma concentragao, correspondendo a adi¢gao de 5, 10 e 15 ug
(50%, 100% e 150%) da substéancia.

4.2.1.4 Especificidade

O ensaio de especificidade foi realizado para detectar interferéncias dos
demais componentes da formulagao, p-ciclodextrina e hidroxi propilmetilcelulose, no
perfil cromatografico da genisteina. Para tanto uma solugéo de genisteina 20 pg/mL
adicionada de quantidades em torno de 1 mg de p-ciclodextrina e
hidroxipropilmetilcelulose, e outra contendo apenas os excipientes foram analisadas
com o mesmo meétodo cromatografico desenvolvido para a quantificacdo da

genisteina.
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4.2.1.5 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo do método foi calculado segundo a equacédo abaixo
(equacdo 2), onde o e S correspondem, respectivamente, ao desvio padrdo do

intercepto e a inclinagédo da curva padrao.
LD=3,30/S (Equacéo 2)
4.2.1.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo do método foi calculado de acordo com a equagao abaixo
(equacao 3), onde o e S correspondem, respectivamente, ao desvio padrdao do

intercepto e a inclinagcédo da curva padrao.

LQ=100/S (Equacéo 3)
4.3 Associagédo da aglicona com ciclodextrina
4.3.1 Diagrama de solubilidade (Higuchi e Connors, 1965)

Genisteina (GEN), em excesso, e p-ciclodextrina (BCD) em diversas
proporgdes, foram dispersas em 2,5 mL de agua, em frascos de vidro ambar
completamente fechados. As propor¢des molares nestas dispersdes foram 1:0, 1:1,
1:2 e 1:3 (tabela 2).

Tabela 2. Proporgdes de GEN e BCD empregadas na obtengcdo do diagrama de
solubilidade de HIGUCHI E CONNORS (1965).

Proporcdes molares (GEN:BCD)
1:0 1:1 1:2 1:3
GEN (mg) 1,5 1,5 1,5 1,5
GEN (nmol) 5,5 5,5 5,5 5,5
BCD (mg) 0 6,3 12,6 18,9
BCD (nmol) 0 55 11 16,5
Volume final (mL) 5 5 5 5

As dispersdes aquosas foram submetidas a agitacdo em banho de agua, em
37 °C, por 48 horas. Apods esse periodo, foram resfriadas até atingir 25 °C e filtradas
através de membranas filtrantes de 0,45 um para baldes volumétricos de 5,0 mL.

Uma aliquota de 1,0 mL de cada filtrado foi retirada e diluida em metanol, a um
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volume de 5,0 mL para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O

procedimento foi repetido trés vezes.
4.3.2 Preparacdo do complexo genisteina-p-ciclodextrina em meio liquido

De acordo com o incremento de solubilidade obtido e a viabilidade
tecnoldgica, foi escolhida a proporgdo GEN e BCD de 1:1, sendo esta associagéo
(“complexo”) produzida em maior quantidade, sob as mesmas condi¢cdes descritas

na sec¢ao 4.3.1.
4.3.3 Secagem por liofilizacdo do complexo em meio liquido

Dispersdes sodlidas contendo genisteina complexada com p-ciclodextrina
foram produzidas mediante a secagem por liofilizagdo da dispersdo aquosa
contendo o complexo produzido na propor¢cao GEN-BCD 1:1. A secagem foi
realizada nas condigdes — 60 °C e aproximadamente 2 X 107 torr. O tempo de

secagem variou de acordo com o tamanho do lote.
4.3.4 Preparacédo de simples mistura genisteina/ciclodextrina (GEN/BCD)

A simples mistura foi obtida pela mistura mecénica de genisteina e B-
ciclodextrina na mesma proporcao definida para a produgao do complexo liofilizado.
Ambas as substancias foram adicionadas a um tubo de eppendorf que foi submetido

a agitagcao em agitador tipo vortex durante 1 minuto.
4.4 Caracterizagdo do complexo GEN:BCD e da simples mistura GEN/BCD
4.4.1 Doseamento da genisteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método cromatografico empregado foi o descrito na se¢éo 5.1. Caracteriza-
se pela dissolugéo de 2,5 mg de genisteina em 25 mL de metanol, contendo uma
concentragdo de 100 pg/mL na solugdo-mée. Foram realizadas diluicbes desta
solugéo, obtendo-se uma curva padréo de 1, 5, 10, 20 e 50 ug/mL. A determinagéo
da concentragdo de genisteina nas amostras foi realizada por comparagéo de suas
absorvéancias em 270 nm com a curva padrdo, mediante a injecdo de 20 ul de
solugdo e amostra, em triplicata, em cromatégrafo de alta eficiéncia. O sistema de

eluicdo isocratico foi composto de metanol:agua:acetonitrila (70:25:5, m/m/m), em
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fluxo de 1 mL/min. A coluna cromatografica utilizada foi Phenomenex Synergi Fusion
- RP 80 (250 x 4,60 mm, 4n), com pré-coluna Fusion RP 4 x 3 mm.

4.4.2 Calorimetria diferencial exploratéria

A termoanadlise das matérias primas e dispersdes soélidas foi realizada em
calorimetro diferencial exploratério, sob atmosfera de N2 pelo aquecimento a partir
de 30 °C até 300 ° C, com aumento gradual de 10 °C/min. Amostras de 0,5 a 1,5 mg
das dispersdes foram analisadas em recipientes de aluminio (CALABRO et al.,
2003).

4.4.3 Espectroscopia naregido do infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido a partir da mistura das amostras com
brometo de potassio, pela mistura suave em gral de agata (CALABRO et al., 2003).
Foram analisadas tanto as matérias-primas (GEN e BCD), quanto as associagdes

farmaco-ciclodextrina.
4.4.4 Ressonancia magnética de proton

Os espectros foram obtidos em uma sonda MULTINUCLEAR deteccéo
inversa 5mm, Z-grad, a 25 °C, com frequéncia de 400 MHz para o hidrogénio, a
partir de solu¢des saturadas dos analitos (BCD, GEN e dispersdes solidas de BCD e
GEN associadas) dissolvidos em DMSO (CALABRO et al., 2003). Para o
experimento de ROESY usando pulsos de gradiente, foi utilizado um tempo de 600
milisegundos para ROESY-spinlock.

4.5 Avaliacao do perfil de penetracédo cutanea da genisteina e das dispersdes

sdlidas genisteina/ciclodextrina
4.5.1 Solubilidade da genisteina no meio aceptor

Para a determinagdo da solubilidade da genisteina no meio aceptor foi

realizado o método da solubilidade em excesso.
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4.5.2 Determinacédo do coeficiente de particdo octanol/agua (log P)

A determinagdo do coeficiente de particdo octanol/agua da genisteina foi
realizada em trés etapas. O primeiro passo foi a saturacdo dos dois solventes por
meio de agitagdo durante 24 horas, com o objetivo de estabelecer um equilibrio das
fases imisciveis. Num segundo momento, uma aliquota de cada fase foi retirada e

acrescida de um excesso de genisteina, mantendo-se a agitagao por mais 12 horas.

Por fim, foi realizada a centrifugagdo da mistura final para a separagédo das
fases, sendo a concentracdo média de genisteina em cada uma das fases
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccdo no

ultravioleta em 270 nm.

O coeficiente de particado foi calculado de acordo com a equacgao 4:
Koctw = Coct / Cw (Equacéo 4)

onde Kow, OU coeficiente de particdo octanol/agua, é igual ao quociente obtido
entre a concentracdo de saturagdo de genisteina (ug/mL), respectivamente, nas
fases octandlica (Co) € aquosa (Cy). O resultado corresponde a média de trés

determinacgdes.

O mesmo procedimento foi empregado para a determinagao do coeficiente de

particao das dispersoes solidas, complexo e simples mistura.

4.5.3 Preparacdo da pele de suino para os experimentos de permeacgao cutanea

in vitro

Cortes de pele de orelha de suino foram utilizados nos experimentos de
permeacao cutanea. As orelhas foram inicialmente lavadas, apenas com agua sem
a adicdo de detergente, secas com papel toalha e os pelos retirados com pinga. A
pele da parte posterior das orelhas foi retirada da cartilagem com auxilio de bisturi, e
foram retirados da parte interna vasos sanguineos e gordura, com auxilio de pinga,

tomando-se o cuidado de nao danificar as estruturas da parte interna da pele.
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Os cortes com area idéntica a da abertura das células de Franz, a fim de
deixar disponivel 2,54 cm?, foram seccionados com bisturi. Os cortes foram entdo

colados as células.

Em seguida as células foram totalmente preenchidas com tampao fosfato, pH
7,4, e assim permaneceram durante oito horas, com a finalidade de promover a

hidratacdo dos cortes de pele.
4.5.4 Avaliacao do perfil de penetracdo intrinseco da genisteina

Para determinar a permeabilidade intrinseca, foram aplicados 200 ul de uma
solugdo de genisteina e das dispersdes solidas, simples mistura e genisteina
complexada, em acetona na concentracdo de 1,0 mg/mL. A cinética de

permeabilidade foi iniciada apds a evaporacao do solvente.

A permeabilidade intrinseca do complexo e da simples mistura também foram

avaliadas segundo a mesma técnica.
4.5.5 Experimentos de permeacdo cutaneain vitro

A determinacédo da cinética de penetracao cutanea in vitro foi realizada em
células de difusdo do tipo Franz modificada com area de interface correspondente a
2,54 cm? e volume interno de 8,5 mL, com abertura superior livre . Foram utilizados
cortes circulares de pele de orelha de suino como interface entre o meio doador € o

meio receptor.

Em todos os experimentos, o compartimento receptor foi preenchido com uma
solugdo aceptora, para a realizagado do experimento. O meio aceptor foi mantido sob
agitacédo e temperatura de 37 + 1°C durante todo o periodo do experimento (8

horas).
4.5.6 Determinacdo dos parametros de permeabilidade cutanea

ApoOs o inicio das cinéticas de permeabilidade, foram retiradas aliquotas do
meio aceptor em intervalos de 1 hora, para posterior andlise e quantificacdo por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do no ultravioleta a 270 nm.
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Os resultados obtidos foram expressos em termos de genisteina permeada
por area (ug/cm?) em funcéo do tempo (h). O grafico obtido permite a determinacéo
do fluxo de permeacado cutanea no estado estacionario, o qual € equivalente a
inclinacdo da reta resultante. A projecdo da intersecdo desta reta no eixo das
abscissas permite determinar o tempo de laténcia necessario para o alcance da
difusdo em regime estacionario. Assim, os parametros a serem observados na
caracterizagcao da permeabilidade cutdnea sao o fluxo cutaneo, o tempo de laténcia

e a quantidade total permeada apds 8 horas.

4.5.7 Determinacao dos parametros de permeabilidade cutanea da genisteina a
partir de gel de HPMC 3 %

A abertura superior das células de Franz modificadas foram preenchidas com
aproximadamente 1 g de gel de HPMC 3 % contendo, unicamente, a genisteina, o
complexo GEN:BCD ou a simples mistura GEN:BCD, correspondendo a uma

concentracao de isoflavona de 0,1 %.

A cinética de liberagdo e os demais parametros de permeabilidade foram

determinados de acordo com a metodologia descrita no item 4.5.6.
4.5.8 Determinacdo da quantidade de genisteina acumulada

Apos os experimentos de permeacao cutanea, a de pele de suino foi retirada
cuidadosamente das células de Franz, o excesso de gel foi retirado com uma gaze
umedecida. A pele foi cortada em pequenos pedacos e, entdo, transferida para um
recipiente contendo 5,0 mL de metanol, onde permaneceu por 8 horas. Em seguida
o recipiente foi submetidos a sonicacdo em banho de ultrassom, por 5 minutos.
Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas e diluidas a 5,0 mL. A pele de todas as células

de Franz foram igualmente tratadas.

As solugbes resultantes foram, entdo, submetidas a doseamento em CLAE,

utilizando o mesmo método descrito no item 4.2.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO







5.1 Validacdo do Método Analitico

O objetivo da validagdo analitica € demonstrar a adequabilidade de um
método ou processo, para avaliar a concentracdo de um analito. A partir de um
proposito determinado, a selecdo do procedimento, parametros e critérios, assim

como o estabelecimento de um protocolo, é responsabilidade de quem os aplica.

O meétodo de quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
desenvolvido foi validado segundo os paréametros estabelecidos pelo ICH (1996) e
pela RDC 899 da ANVISA (BRASIL, 2003).

Os cromatogramas resultantes das analises por CLAE, nas condicbes
cromatograficas estabelecidas, apresentaram picos de genisteina, estreitos,
simétricos e com areas reprodutiveis. O tempo de retencdo da substancia ficou em

torno de 3,2 minutos, como pode ser visualizado na figura 6.
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Figura 4. Perfil cromatografico da genisteina obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Fase movel: metanol:acetonitrila:agua (75:25:05 w/w/w), fluxo 1 mL/min,
coluna RP-C18, com deteccdo no ultravioleta em 270 nm.

5.1.1 Linearidade

A linearidade representa a capacidade do método de produzir respostas
diretamente proporcionais a concentracdo do analito presente na amostra. Para

determina-la é necessaria a elaboragdo de uma curva padrao, o calculo da equagao
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de regressao linear e os coeficientes de regressado e de variagao percentual (ICH,
1996; BRASIL, 2003).

As areas dos picos obtidas nos cromatogramas correspondentes a genisteina
foram relacionadas com suas respectivas concentragdes, calculando-se a equagao
da reta por regressao linear (figura 5). Os resultados foram expressos pela média de
trés injegdes realizadas para cada ponto, com seus devidos desvios padrdes e
coeficientes de variagao.
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Figura 5. Curva padréo da genisteina obtida por CLAE.

O coeficiente de regresséo obtido para a curva padrdo de genisteina foi de
0,9999 evidenciando a linearidade do método quando aplicado na faixa de 1 a 50

ug/mL.

A avaliagao estatistica dos valores obtidos na curva padrao foi realizada por
analise de variancia (ANOVA). De acordo com o valor de F (Fcaiculado=25537,45 e
F(0,05:1,3= 10,13), pode-se observar que, em um nivel de significadncia de 5 % ndo ha
desvio de linearidade na curva padrao desenvolvida. A tabela da analise de

variancia (ANOVA) encontra-se em anexo.
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5.1.2 Preciséo

Com a finalidade de avaliar a precisdo do método proposto, foram realizados
os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria, de acordo com a metodologia

descrita em 4.2.1.2.

Os resultados dos testes de repetibilidade e preciséo intermediaria do método

cromatografico proposto estdo descritos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Repetibilidade para a analise de genisteina por CLAE*.

2,0ug/mL  DPR (%) 150pg/mL DPR (%) 30,0 ug/mL DPR (%)

Dia1 331569 0,58 1745484 0,57 3658142 0,38
Dia2 322875,7 0,38 1785784 0,32 3614331 0,32
Dia3 327908,7 1,72 1800289 0,62 3700487 0,57

*Os valores de area individuais para cada ponto encontram-se em anexo.

Tabela 4. Precisao intermediaria para a analise de genisteina por CLAE.

Concentragéo (ug/mL) 2,0 15,0 30,0
Area Média (mV.s) 327451 1777186 3657653
Desvio Padréo 4850 25874 39785
DPR (%) 1,48 1,46 1,09

Os resultados obtidos, tanto para a repetibilidade quanto para a precisido
intermediaria, podem ser considerados satisfatérios na medida em que os valores de
DPR (desvio padrao relativo) sdo inferiores a 2%, o que € aceitavel numa analise

quantitativa.
5.1.3 Exatidao

A exatidao do método foi medida em termos de recuperacao de quantidades

conhecidas de padrao adicionadas a amostra.

A tabela 5 apresenta as taxas de recuperagao obtidas, situando-se estas
dentro da faixa preconizada pelo ICH (1996) e RDC 899 da ANVISA (BRASIL,

2003), ou seja, de 95 a 105 %, o que demonstra a exatidao do método proposto.
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Tabela 5. Exatidao da analise de genisteina por CLAE.

x Repeticdes x
e[ Media DPR(g  FectpecEc
S1 2416782 2405146 2392186 2404705 0,51 96,72
S2 2760297 2763736 2781320 2768451 0,41 104,85
S3 2830782 2824142 2830725 2828550 0,13 99,26

5.1.4 Especificidade para a andlise de genisteina por CLAE

A capacidade do método em quantificar de forma seletiva a substancia
estudada em meio a interferentes é expresso pela especificidade (ICH, 1996;
BRASIL, 2003).

Na analise da solugdo metandlica de 20 ug/mL de genisteina na presenga dos
demais componentes das formulagdes estudadas (HPMC e BCD), n&o foi observada
mudanca no perfil cromatografico, sugerindo que as substancias utilizadas

concomitantemente nos experimentos nao interferem na quantificagdo da genisteina.
5.1.5 Limite de deteccao

O limite de deteccdo € definido como a menor concentragdo absoluta do
analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada
sob as condi¢gbes de andlise determinadas. A menor concentragdo de genisteina
passivel de detecgdo pelo método desenvolvido foi calculada de acordo com a

equacao apresentada no item 5.1.5. O limite de deteccdo calculado foi de 0,49

ug/mil.

5.1.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo é definido como a concentragdo mais baixa do
analito na amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
(ICH, 1996; BRASIL, 2003). O limite de quantificacdo foi calculado utilizando-se a
equacgao descrita no item 5.1.6 da metodologia. O valor encontrado como sendo a

minima concentracdo de genisteina quantificavel pelo método proposto foi de 1,47
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ug/mL. Esse valor mostra-se adequado para analise quantitativa da genisteina nos

experimentos planejados.
5.2 Associagao da genisteina com B-ciclodextrina
5.2.1 Diagrama de solubilidade

A realizagdo de diagrama de solubilidade & de grande importancia para a
verificacdo do efeito da associagdo de substancias bioativas com ciclodextrinas,
sobre sua solubilidade, considerando a possibilidade de formacdo de complexos de
inclusdo (HIGUCHI E CONNORS, 1965). Mediante o doseamento da genisteina na
solucao submetida a condi¢gdes de complexacdo em meio liquido, descrito na seg¢ao
4.2.2.1, foi verificado um incremento de solubilidade para a isoflavona em estudo. O
incremento observado foi de até 6,74 vezes em relagdo a genisteina em agua sem
presenga de B-ciclodextrina (Tabela 6). A curva encontrada foi do tipo A_ que
caracteriza uma relacdo linear (r>>0,99) entre o incremento de solubilidade da
genisteina e a concentragdo de p-ciclodextrina. A representagdo grafica do

Diagrama de Solubilidade pode ser visualizada na figura 6.

Tabela 6. Incrementos de solubilidade da genisteina em fungcdo da concentracao
molar de B-ciclodextrina.

~ Concentragao de Genisteina Incremgnto de
Proporgcéo molar (GEN: B-CD) (ug/mL) na solucdo Solubilidade
(ng/mL)
1:0 2,26 + 0,54 -
1:1 7,48 + 3,85 3,31
1:2 11,29 + 3,92 4,99
1:3 15,25 + 2,34 6,74

(GEN:B-CD)= genisteina:p-ciclodextrina.
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Figura 6. Diagrama de solubilidade da genisteina em presencga de p-ciclodextrina.

A elaboracdo do diagrama de solubilidade também permite o calculo da
constante de estabilidade aparente do complexo (Kc). Essa constante de
estabilidade permite classificar o complexo formado como labil ou estavel. Ela é
calculada de acordo com a equacgao apresentada a seguir, descrita por HIGUCHI E
CONNORS (1965).

Ke1:1 = St —=Sol So ( Lt =St +So) (Equagéo 5)

onde S; & a concentragdo molar total do composto em solugdo (Sm+ Sp); So € a
concentragdo molar do composto S na auséncia de ciclodextrina (L); Lt € a
concentracdo molar total de ciclodextrina. S, € a concentracdo do composto em

solucao decorrente da adi¢gao de ciclodextrina (St — So).

Nas condicbes experimentais apresentadas a constante de estabilidade
aparente Kcj.1 calculada para o complexo genisteina:p-ciclodextrina foi de 1,35.10°
M, sendo, portanto, considerado um complexo labil. Este dado demonstra que a
genisteina é capaz de deixar a cavidade com facilidade. No caso de preparacgdes de
uso topico sobre a pele, uma certa labilidade do complexo é desejavel uma vez que
o farmaco livre devera deixar a matriz polimérica, composta pelo gel de HPMC 3%, e
penetrar a pele (HIGUCHI E CONNORS, 1965; EL-NAHAS, 1996; ZULLI et al.,
2001).
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Considerando que a PBCD é a ciclodextrina com o menor limite de
hidrossolubilidade (DEL VALLE, 2004), seria esperado o aparecimento de um platd
na curva do diagrama de solubilidade quando essa concentragcado € atingida (18,5
g/L). A partir deste limite, adigbes de maiores quantidades de ciclodextrina n&o
deveriam levar maiores incrementos de solubilidade da molécula héspede. No caso
do experimento realizado neste trabalho, a quantidade de ciclodextrina no ultimo
ponto da curva (0,756 g/L) poderia ser aumentada a fim de obter maior incremento
de solubilidade da genisteina, contudo a concentragao de saturacdo do meio aquoso
com a isoflavona também pode influenciar neste limite de solubilidade. Além disto,
face a elevada massa molecular de BCD, propor¢cées de GEN:BCD maiores néo

seriam utilizaveis, como referido no item que segue.
5.2.2 Preparacdo do complexo genisteina--ciclodextrina em meio liquido

Apesar de o maior incremento de solubilidade ter sido observado com a
propor¢cao genisteina:pB-ciclodextrina 1:3, a propor¢do molar escolhida foi a de 1:1
por apresentar um incremento de solubilidade considerado suficiente e por ser o
mais tecnologicamente viavel com relagdo a massa a ser incorporada no gel e ao

custo do material utilizado.

O método utilizado foi 0 mesmo descrito na segdo 4.2.2.2, porém com
quantidade suficiente para a obtencdo de complexo seco para a realizagdo dos

demais testes.

No total foram preparadas trés lotes de complexo dois de 30 mg e um de 150

mg.
5.2.3 Secagem por liofilizacdo do complexo em meio liquido

A suspensao resultante da complexagdo em meio aquoso foi filtrada, e a
solugdo resultante congelada e submetida a liofilizagdo, a fim de se obter o
complexo na forma sélida. O rendimento médio do processo foi de aproximadamente

80 %, devido a perdas de material retido durante a filtragao.

Em seguida, o produto seco por liofilizagao foi submetido a doseamento com

a finalidade de se determinar o teor de genisteina no complexo para, entéo,

65



proceder a preparagao da simples mistura com as mesmas caracteristicas. Para fins
de comparagao, € importante que o complexo liofilizado e a simples mistura tenham

0 mesmo teor de genisteina.
5.2.4 Obtencao da simples mistura

A simples mistura de genisteina e B-ciclodextrina apresentou caracteristicas
macroscopicas diferentes das observadas no complexo liofilizado. Enquanto este
ultimo apresentou coloracéo branca e aspecto floculoso e amorfo, a simples mistura
manteve a aparéncia cristalina da ciclodextrina e a coloragcdo amarelo palido,

caracteristica da genisteina.
5.3 Caracterizacao das dispersdes sdlidas genisteina-ciclodextrina

5.3.1 Doseamento fisico quimico da genisteina por cromatografia liquida de

alta eficiéncia

O doseamento da genisteina contida no complexo liofilizado foi realizado por
CLAE, conforme método descrito na secdao 5.1. O complexo apresentou um

conteudo de genisteina de 19,22 % (m/m).
5.3.2 Calorimetria diferencial exploratéria

As curvas se aquecimento apresentadas na figura 7 (A) apresenta um pico
endotérmico no ponto de fusdo da genisteina, em 305° C, com um onset na
temperatura de 303 °C, com o inicio de uma leve degradacdo da substancia acima
desta temperatura (MERCK INDEX, 2001). O termograma 7 (B) apresenta o
comportamento da B-ciclodextrina, quando submetida as mesmas condigbes de
aquecimento a qual a amostra de padrao de genisteina foi submetida. Nesse grafico
pode-se observar uma banda larga por volta dos 100 °C, que caracteriza perda de

agua da ciclodextrina, com uma exoterma de degradacao acima dos 320 °C.

O termograma da simples mistura, GEN/BCD, apresenta duas bandas
endotérmicas correspondentes, respectivamente, a desidratagcéo da B-ciclodextrina e
a fusao da genisteina, a qual aparece reduzida e deslocada. A atenuagao do pico da
genisteina pode ser explicada pela pequena quantidade de farmaco usada na

analise, correspondente a 19,22 % da mistura. Entretanto, o deslocamento do ponto
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de fusdo pode ser devido a interagcdo com a ciclodextrina durante o aquecimento
(KOESTER et al.,2003).
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Figura 7. Termogramas obtidos a partir calorimetria diferencial exploratéria. A =
GEN; B = BCD; C = simples mistura GEN/BCD e D = complexo GEN:BCD.

O termograma correspondente a dispersao solida liofilizada, obtida a partir da
solucdo submetida a condi¢des de complexacdo em meio aquoso, € apresentado na
figura 7 (D). Este termograma indica uma forte interagdo entre ambas as
substancias, uma vez que nao pode ser observada a presengca do pico
correspondente ao ponto de fusdo da genisteina, mas somente as bandas
caracteristicas da ciclodextrina, mesmo que atenuadas devido as interacdes. Esta

observacao constitui um forte indicio da formacdo de complexo de inclusdo entre

genisteina e B-ciclodextrina.
5.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho da genisteina e da B-ciclodextrina estao
representados na figura 8. Na figura 8D, observa-se o espectro da genisteina, onde
podem ser observadas, na regido entre 4000 e 3000 cm™', uma banda caracteristica
de hidroxila fendlica (3500 cm™) e outra banda de anel aromatico (3030 cm™).

Também é obervado um sinal em 1650 cm™, correspondente ao estiramento C=C

67



de y-pirona (anel A do isoflavondide) e outro sinal por volta de 1630 cm ~' que

sugere a presenca de uma carbonila em ponte na molécula. A substituicdo do anel
C, metassubstituido da genisteina, é evidenciada por duas bandas fortes e duas

bandas fracas na regido de 850 cm .

O espectro da BCD apresenta uma banda larga entre 3800 e 3200 cm™' e uma
banda na regido de 2800 cm™', que caracteriza um estiramento C-H préprio de
agucares. O grupo complexo de bandas entre 1000 e 1300 cm™ caracterizam o
estiramento C-O de éter e de OH. A banda dupla por volta de 900 cm™ também é
uma banda caracteristica de acgucares. A figura 8 representa o espectro de
infravermelho complexo liofilizado (Figura 8B) e da simples mistura (Figura 8C).
Como pode ser observado, a banda larga e a banda da BCD se sobrepéem as
bandas caracteristicas da genisteina nesta mesma regido (2900-3900 cm™). Esta
observacao era esperada, uma vez que a massa da isoflavona presente, tanto na
simples mistura quanto no complexo, é bastante pequena em relagdo a massa de
ciclodextrina nestas dispersées (MM GEN =270, MM BCD = 1135). No entanto as
bandas caracteristicas da isoflavona na regido de 850 cm‘1, indicativa de anel
aromatico meta substituido, fazem-se presentes no espectro da simples mistura.
Essas bandas da genisteina apresentam-se bastante atenuadas em virtude da
quantidade reduzida de isoflavona presente na dispersdo solida e sao
correspondentes ao anel C da genisteina. Ambos, complexo e simples mistura,

contém a mesma quantidade de genisteina.

Estas observagdes corroboram os indicios da formacdo de um complexo de
inclusdo entre a genisteina e BCD (CALABRO, et al., 2004).
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Figura 8. Espectros de infravermelho da (A) BCD, (B) complexo GEN:BCD, (C)
simples mistura GEN/BCD e (D) GEN. Cépias dos espectros originais encontram-se
em anexo.

5.3.4 Ressonancia magnética de proton

A interacdo entre genisteina e p-ciclodextrina foi investigada por
espectroscopia de ressonadncia magnética de préton, uma vez que esta técnica
proporciona informagdes diretas e detalhadas a respeito das interagbes fisico-
quimicas que caracterizam a formagado de complexo de inclusdo (RAMUSINO et al.
1998; PEAN et al. 1999; CALABRO et al., 2004). Foram realizadas analises da
simples mistura e da disperséo solida correspondente ao complexo GEN:BCD, bem

como das duas substancias isoladas.
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Os sinais observados nos espectro da genisteina e da B-ciclodextrina estao
expressos na tabela abaixo e foram confirmados pela literatura (BOTELLA, et al.,
1996; DEMUNER et al., 2003).

Tabela 7. Deslocamentos quimicos (de-DMSO) a partir de espectro de "H-RMN
antes da associagao das duas substancias.

Genisteina B-ciclodextrina

Préton S (ppm) Proton S (ppm)
H-2 8,317 H-1 4,8357
H-6 6,228 H-2 3,3227
H-8 6,385 H-3 e H-6 3,6385

H-2’ e H-6’ 7,3755 H-4 3,3675
H-3’ e H-5 6,8205 H-5 3,5668

HO-4’ 9,584 OH-2 3,6385

HO-5 12,953 OH-3 5,73095
HO-7 10,872 OH-6 5,6823

R JU
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Figura 9. Espectro de "H-RMN da BCD.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos (Ad) da genisteina antes e apds a associagéo
com B-ciclodextrina.

Pré GEN Complexo A8 Simples Mistura Ad
roton

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
H-2 8,317 8,318 -0,002 8,316 -0,001
H-6 6,228 6,225 -0,003 6,223 -0,005
H-8 6,385 6,382 -0,001 6,383 -0,002
H-2' e H-6’ 7,3755 7,3755 - 7,3755 -
H-3’ e H-5’ 6,8205 6,8275 -0,007 6,8205 -
HO-4’ 9,584 9,583 - 9,584 -
HO-5 12,953 12,953 - 12,953 -
HO-7 10,872 10,872 - 10,872 -

Tabela 9. Deslocamentos quimicos (Ad) da p-ciclodextrina antes e apods a
associagao com genisteina.

Pré BCD Complexo A8 Simples Mistura Ad
roton

(Ppm) (Ppm) (PpM) (ppm) (ppm)
H-1 4,8357 4,831 +0,0047 4,833 +0,0027
H-2 3,3227 - - - -
H-3 e H-6 3,6385 3,6437 -0,0052 3,6436 -0,0051
H-4 3,3675 - - - -
H-5 3,5668 3,5717 -0,0049 3,5715 -0,0047
H-6 3,6385 3,6435 -0,005 3,6436 -0,0051
OH-2 5,73095 5,714 +0,01395 5,714 +0,01695
OH-3 5,6823 5,669 +0,0133 5,667 +0,0153
OH-6 4,4848 4,440 +0,0448 4,439 +0,0458

A observacdo do espectro de 'H-RMN do complexo (figura 11) mostra um
numero relevante de sinais de deslocamento para as ligagdes da ciclodextrina
indicando que todos os hidrogénio da molécula podem ter sido afetados. Foram
obsevadas variagbes nos deslocamentos quimicos dos prétons H-2, H-6 e H-8 na
molécula da isoflavona, indicando a ocorréncia de interacdo destes prétons com a

molécula da ciclodextrina.

Para comprovar a formagdo do complexo de inclusdo, seriam esperadas
mudancas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-3 e H-5 da f-
ciclodextrina, os quais estao alocados na cavidade central da molécula, enquanto os
demais protons (H-1, H-2, e H-4), externos a cavidade, ndo deveriam apresentar
mudancas (KOESTER et al, 2001). Foram observadas mudangas nos
deslocamentos quimicos destes protons em ambos os casos, tanto para a simples

mistura quanto para o complexo, sugerindo a inclusdo da molécula da genisteina.
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Também foram observadas mudangas nos deslocamentos quimicos dos
protons H-2, H-6 e H-8 da genisteina, sugerindo que parte da molécula,
correspondente aos anéis A e C da isoflavona, estaria inclusa na cavidade da BCD.
Estas mudancgas foram observadas para o complexo, a dispersao soélida que foi
submetida ao processo de complexacdo em meio aquoso, e também para a simples
mistura. Esta observagédo pode ser devida ao método de mistura fisica empregado,
quando realizado de forma intensa pode favorecer a formagao de complexo (DEL
VALLE, 2004).

O desaparecimento dos sinais de H-2 e H-4, prétons localizados na superficie
externa, sugere uma distorgdo da estrutura tridimensional da BCD relacionada com
sua associacdo com a isoflavona. Estes mesmos sinais, dos prétons H-2 e H-4 da
ciclodextrina, também estiveram ausentes no espectro da simples mistura
demonstrando a ocorréncia de interagdes entre as moléculas inclusive quando nao

houve processo de complexagdo em meio aquoso.
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Figura 10. Espectro de 'H-RMN da simples mistura GEN/BCD.
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Figura 11. Espectro de "H-RMN do complexo GEN:BCD.

A realizacdo do espectro bidimensional ('H-'"H ROESY) (figura 12) permitiu a
visualizacdo de uma forte interacdo entre os hidrogénios H-3’-H-5’ da genisteina e o

préton da hidroxila OH-2 da BCD. Esta interagdo, somente pode ser observada para
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a amostra submetida a condi¢gdes de complexagdo em meio aquoso, 0 que sugere

uma interagdo do anel B da genisteina com protons externos da p-ciclodextrina.

—=a.7

5.8

ppm

ppm 7.2 7.0 6.8

Figura 12. Espectro de '"H-RMN ROESY do complexo GEN:BCD.

Muito embora a espectroscopia de 'H-RMN, além de evidenciar interacdes
intermoleculares e permitir a determinagdo do arranjo estrutural da formagao do
complexo, por exemplo, se ocorre a inclusdo parcial ou total da molécula héspede.
Os dados relacionados acima demonstram a ocorréncia de interagdes entre a
isoflavona e a ciclodextrina, mas néo sao suficientes para propor arranjos estruturais

para um possivel complexo de inclusao.
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5.4 Avaliacdo do perfil de penetragdo cutanea da genisteina e das associacdes

genisteina-ciclodextrina
5.4.1 Solubilidade da genisteina no meio aceptor

O meio aceptor usualmente empregado para esse tipo de ensaio, tampao
fosfato pH 7,4 (BOSNA et al., 1998; SCHREIBER et al., 2005), por ser uma solugao
aquosa nao apresentou a capacidade de dissolver a genisteina satisfatoriamente.

Considerando que esta isoflavona é praticamente insoluvel em meio aquoso,
e o surgimento de precipitado nos ensaios preliminares de permeagéo, onde foi
usado tampao fosfato, a solucéo receptora foi modificada para os experimentos de
cinética de permeacdo. O meio aceptor selecionado foi, assim, uma mistura de
metanol e agua 50:50 (v/v), a fim de prevenir a precipitacdo da genisteina ao longo
do experimento (SILVA, 2006).

5.4.2 Determinacdo do coeficiente de particdo octanol/agua (log P)

O coeficiente de particdo octanol/agua ou, mais precisamente, log P € um
parametro usualmente empregado em experimentos de permeacgao cutédnea por ser
de grande importancia para prever o carater hidrofilo/lipofilo de uma determinada
substancia. Dessa maneira, o log P da indicios da capacidade de uma molécula em
permear através de uma barreira com dominios aquosos e lipofilicos, como o espacgo
intercelular do estrato corneo ou membranas celulares. Para um bom
comportamento de difusdo, a molécula deve apresentar um equilibrio de hidrofilia e
lipofilia para que seja alcangado um maximo de penetragdo cutanea, ou seja, a
molécula deve apresentar simultaneamente, uma certa solubilidade em agua e em
oleo (SAIJA et al., 2000; BARRY, 2001; HADGRAFT, 2001; HADGRAFT, 2004).

O valor do coeficiente de particdo pode ser caracterizado como o somatério
de forgas intermoleculares (interagdes dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio) e o
volume molecular. Ele depende da solubilidade relativa do material em dois
solventes com polaridades bastante diferentes (DOCHOWICZ E CASTRO 2000;
MAROZAENE et al., 2000). A técnica escolhida fornece condicbes de avaliar a

solubilidade da genisteina em duas fases com polaridades distintas, agua e octanol,
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que mimetizam os diferentes dominios do estrato cérneo e das membranas

celulares.

Valores de log P entre 2 e 3 indicam substancias com adequado
comportamento de difusdo. Foi encontrado para a genisteina um log P igual a 4,36,
0 que a caracteriza como uma molécula com caracteristicas lipofilicas mais
acentuadas tendendo a formar um reservatério no dominio lipidico do estrato cérneo
e derme (TEHRANY, 2004).

5.4.3 Avaliacdo do perfil de penetracdo intrinseca da genisteina em pele de

suino

Considerando os fatores que influenciam a penetragdo cutanea de farmacos,
percebe-se que as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas tém papel
importantissimo em seu transporte através da pele. Dentre os parametros
geralmente avaliados para classificar uma substdncia como candidata a
administragdo cutédnea estdo a massa molecular, o volume molecular, ponto de
fusdo, pKa e coeficiente de particdo pele/veiculo (K). Pela analise da influéncia
desses fatores, a utilizacdo do coeficiente de particdo octanol/agua como unico
parametro responsavel pela penetracdo de um farmaco torna-se insuficiente
(BONINA et al., 1996; FINNIN, 1999; BARRY, 2001).

O grafico abaixo apresenta o perfil de penetracdo intrinseca da genisteina a
partir de uma solugéo cujo solvente é volatil. A analise dos resultados da cinética de
permeacao permite determinar um valor de fluxo de permeacdo cutanea. A
quantidade total permeada ao final de 8 horas foi em torno de 28,81 pug,

correspondendo a 14,40 % da quantidade presente na amostra volatil.
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Figura 13. Permeabilidade intrinseca da genisteina em pele de orelha de suino

Sabe-se, também, que a hidrossolubilidade exerce papel importante nesse
tipo de transporte de substancias e que farmacos muito lipofilicos possuem a
capacidade de formar um reservatério no estrato céorneo e o seu transporte nas
camadas aquosas inferiores torna-se limitado pela sua baixa solubilidade (GUY E
HADGRAFT, 1992). Considerando que a quantidade de genisteina aplicada foi de
aproximadamente 200 pg, e que foi detectada uma quantidade de 62,86 ng/cm?
(79,83%) acumulada na pele de suino (2,54 cm? de area), pode-se inferir que
grande parte da genisteina fica acumulada nas estruturas internas da pele, como foi
sugerido em um estudo realizado por VANTINEM E MORAVCOVA (2001). Como a
absorcao sistémica nao € objetivo da presente proposta, este comportamento é
desejavel, para o alcance da atividade antioxidante, o acumulo nas estruturas
dérmicas e epidérmicas, possibilitando a interagdo com os receptores de estrogénio,

do tipo B, abundantes na derme humana.
5.4.4 Experimentos de permeacdao cutanea in vitro
5.4.4.1 Avaliacao do perfil de penetragdo da genisteina a partir de gel de HPMC

A genisteina € uma molécula apolar, e que possui afinidade, ainda que
reduzida, por substancias lipofilicas. Sendo assim, a escolha do gel de
hidroxipropilmetilcelulose como base para aplicagdo cutdanea da genisteina é
justificada pelo fato de substancias lipofilicas serem liberadas do veiculo para a pele
mais facilmente a partir de bases hidrofilicas (ANSEL, 2000). Porém, o gel de HPMC

pode apresentar um efeito de controle da liberacdo da substancia ativa pela sua
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caracteristica de matriz gelificada. A adicdo de outros adjuvantes foi dispensada
para eliminar quaisquer interacdes entre os excipientes que pudessem modificar o
microambiente na matriz e, assim, interferir na difusdo da isoflavona através da

mesma.

A taxa de liberacdo de um farmaco a partir de uma matriz polimérica depende
da concentragao do farmaco na camada de gel e de sua difusdo através da matriz. A
possivel presenga de uma camada (fronte) de difusdo no gel pode influenciar a
liberagao do farmaco, pois modifica o gradiente de concentragdo do mesmo na base
(BETTINI et al., 2000). Dessa forma, a liberagao da genisteina, a partir do gel, e,
consequentemente sua penetragcdo, podem ser retardadas pela agdo do polimero.
Na figura 14 pode ser visualizado o perfil de penetragdo da genisteina na
concentragao de 0,1 % (m/m) a partir de gel de HPMC 3 % (m/v).

O comportamento da penetragdo da genisteina a partir de gel de HPMC,
quando comparado ao seu perfil de penetracado intrinseca, revela uma liberagcao
lenta e crescente em fungdo do tempo. Em contrapartida, quando a genisteina foi
aplicada sobre a interface de pele de suino na forma de solvente volatil, seu perfil de
penetragcdo mostrou-se mais rapido e apresentou concentracdes muito superiores no

meio aceptor. A comparagao dos dois perfis pode ser visualizada na figura 15.
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Figura 14. Perfil de penetragédo da genisteina 0,1% a partir de gel de HPMC 3%.
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Figura 15. Comparagdo entre as porcentagens de genisteina permeada na ()
penetracdo intrinseca da genisteina (200 ug) e (m) da genisteina a 0,1 % (1 mg)
partir de gel de HPMC 3%.

Outro aspecto a ser considerado, nesta diferenca observada entre os perfis, é
o volume de amostra aplicada. No ensaio de penetracio intrinseca foi aplicado um
volume de 200 uL de amostra em solvente volatil (acetona) contendo 200 ug de
genisteina. O gel foi aplicado numa quantidade de aproximadamente 1,0 g de gel de
HPMC 3 %, com 0,1 % de genisteina, representando o depdsito de 1 mg de
genisteina. A solucdo em acetona, por evaporar totalmente, permite que todo o
conteudo de genisteina presente na solugéo fique rapidamente disponivel sobre a
pele. Quando uma matriz gelificada é aplicada, o volume da base € muito maior e
nao sendo volatil, o volume permanece praticamente constante ao longo das oito
horas de experimento. Nestas matrizes, a genisteina, inicialmente, precisa difundir
através da matriz polimérica de HPMC, para entdo ser disponibilizada na superficie
da pele alcancar o estrato cérneo, difundir através da matriz lipidica desta estrutura
cutanea e, atravessar a pele para ser detectada no meio aceptor. Em suma, a
matriz de HPMC exerceu efeito de controle da liberacdo da genisteina, nas

condigdes experimentais empregadas.

5.4.4.2 Avaliacéo da interferéncia da B-CD na permeacdo cutanea da genisteina
a partir de gel de HPMC 3 %

A figura 16 apresenta o perfil de penetragdo da simples mistura GEN/BCD a

partir do gel de HPMC 3 %. A cinética de penetragdo cutanea desta formulagao,
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contendo 0,1 %, de genisteina, apresentou uma quantidade total de genisteina
permeada menor que a encontrada quando o complexo foi aplicado em solvente
volatil (figura 13). Semelhantemente ao ocorrido com a formulacdo que continha
apenas a isoflavona, o possivel motivo desta observacao estaria relacionado com a
incorporagao da simples mistura na base matricial. Em comentario na sec¢ao anterior,
foi sugerido que, comparativamente a permeabilidade intrinseca, a permeabilidade
da genisteina poderia ter sido reduzida em virtude do volume de base aplicado. A
quantidade de base parece ser uma das causas do retardo da difusdo da isoflavona
através da pele, uma vez que a espessura da camada do gel constitui um fator

limitante, nesse caso.
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Figura 16. Perfil de penetracdo da simples mistura GEN/BCD, a partir de gel de
HPMC 3 %.

Além disto, € bem conhecido que a HPMC tem a propriedade de retardar a
liberagdo de substancias apds seu intumescimento e gelificacdo, o que poderia
contribuir para a baixa liberagado da genisteina, a partir do gel de HPMC 3 %. Nesse
caso, a dissolucdo do farmaco dentro da matriz hidrofilica parece constiuir-se um
fator de limitagcdo da movimentagdo das moléculas de genisteina no veiculo. Sua
grande lipofilia impede a completa dissolugao da isoflavona, que fica, entao, retida,
na forma insoluvel, entre as cadeias poliméricas. A presenga da BCD, na forma de
simples mistura determinou um aumento sutil da quantidade total de genisteina
permeada (5,29 pg/cm?) em comparacédo a formulagdo desprovida de ciclodextrina
(4,12 ng/ cm?). Se esta diferenca fosse maior, esta poderia ser explicada pelo efeito

promotor da ciclodextrina, e pela possibilidade da formagao de um complexo de
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inclusdo in situ, no interior aquoso da matriz. Como esta diferenca é sultil, tai efeitos

parecem nao estar presentes.

Em contrapartida, o perfil de penetracdo cutanea do complexo GEN:BCD a
partir do gel de HPMC 3 % (figura 17) mostrou-se muito semelhante ao seu préprio
perfil de penetracdo intrinseco (figura 13). Como ja mencionado anteriormente, a
dissolucdo do farmaco dentro da matriz hidrofilica tem papel importante na sua
liberacdo, porém, no caso da genisteina previamente complexada, o veiculo
demonstrou pouca influéncia na difusdo da isoflavona através da pele. Este fator,
que nas outras formulagdes constiuia um problema, devido a hidrofobicidade das
moléculas de genisteina, deixa de manifestar sua importancia. Quando nao
complexada, a genisteina € insoluvel em agua e a sua dissolugdo e consequente
difusdo no gel mostra-se bastante dificil, tanto quando incorporada no gel na forma
livre, quanto na forma de simples mistura com BCD. A complexagao prévia acarreta
um incremento de solubilidade da genisteina, fenbmeno comprovado no presente

trabalho, tornando-a soluvel no meio interno aquoso do gel.
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Figura 17. Perfil de penetracdo do complexo GEN:BCD, a partir de gel de HPMC 3%.
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Figura 18. Comparagao entre as porcentagens de genisteina permeada quando
aplicada em amostra volatil (¢) e de géis de HPMC 3% contendo (m) genisteina

pura, (a) complexo GEN:BCD, e ( -x-) a simples mistura GEN/BCD.

Segundo KOESTER e colaboradores (2003), a BCD é capaz de deixar a
matriz polimérica composta de HPMC. Os pesquisadores observaram a liberacao
simultdnea de ambas as espécies contidas em comprimidos, sugerindo que é
possivel que nao haja a dissociagcao do complexo antes da sua difusdo para fora da
matriz. Considerando que tal fenbmeno possa ocorrer também no gel de HPMC,

este pode ser um terceiro fendbmeno envolvido no perfil de liberagédo da isoflavona.

A figura 19 sumariza as hipéteses de mecanismo de liberagcédo da genisteina a
partir de géis de HPMC. Em A esta representada a liberagdo da genisteina a partir
do gel de HPMC 3 %. Em B, esta representada a liberagdo da genisteina a partir do
gel de HPMC 3 %, em presencga de BCD (simples mistura), onde a ciclodextrina pode
complexar o colesterol e outros componentes das membranas celulares facilitando a
penetracdo da isoflavona. Em C, esta representada a hipétese de mecanismo de
liberagao da isoflavona complexada a partir do gel, a genisteina pode deixar a matriz
tanto dissociada do complexo, quanto ainda complexada com a BCD. Quando
liberadas na forma dissociada, a ciclodextrina esta com a cavidade livre para
complexar os componentes lipidicos do estrato cérneo e assim promover o fluxo
cutdneo. Quando o complexo é liberado da matriz antes da desassociagdo, a

genisteina, com sua hidrossolubilidade incrementada em virtude da complexagao
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prévia, torna-se mais disponivel na superficie da pele e, portanto mais apta a

transpor a barreira cutanea.
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Figura 19. Hipdteses para liberacdo da genisteina a partir do gel de HPMC 3%:
genisteina (A), simples mistura GEN/BCD (B), complexo GEN:BCD (C).

Os perfis de penetragdo do complexo GEN:BCD, da simples mistura
GEN/BCD, e da genisteina a partir do gel de HPMC 3 % foram analisadas
estatisticamente por analise de variancia e teste t de Student, a fim de avaliar se as
diferencas observadas eram significativas. No entanto, nem todas as diferengas
foram confirmadas pela analise estatistica. P6de-se observar uma clara diferenca
entre os perfis de penetracdo do complexo e da simples mistura, sendo que a

quantidade total permeada por unidade de area foi muito maior quando a genisteina
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estava complexada. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os perfis de
penetracdo da genisteina e da simples mistura, que podem ser considerados
equivalentes. Sendo assim, pode-se concluir que a complexacao prévia influencia de
forma positiva e significativa o perfil de penetragdo da genisteina a partir de gel
hidrofilico de HPMC 3 % (tabelas em anexo).

5.4.4.3 Determinacao da quantidade de genisteina acumulada na pele

VANTINEM E MORAVCOVA (2001) sugeriram a formagao de reservatorio na
pele de humanos, apos a aplicagdo de uma suspensao de genisteina e daidzeina
em Oleo de oliva. Considerando este relato e o valor de log P da genisteina (4,36),
as amostras de pele de suino foram submetidas a extracdo e a posterior
determinacdo da quantidade total de isoflavona acumulada nas amostras de pele de
suino. Este fendbmeno reveste-se de importancia na aplicacao tdépica desta
isoflavona visando a prevencdo do envelhecimento cutdneo, uma vez que os
mecanismos biologicos envolvidos neste processo estdo alocados nas estruturas

dérmicas.

O doseamento do extrato obtido a partir da pele permitiu calcular a
quantidade de genisteina acumulada por unidade de area. Os resultados corroboram
com a interpretacdao do valor de log P, e reforcam a hipotese levantada por
VANTINEM E MORAVCOVA (2001). Grande parte da isoflavona ndo atravessa a
pele no intervalo de oito horas em que foi realizado o experimento, ficando

depositada no interior das estruturas cutaneas.

A influéncia da BCD na penetragao cutanea da genisteina também pode ser
avaliada por esta analise. Segundo o histograma da figura 20, pode ser observado
um claro aumento na quantidade de isoflavona acumulada na pele quando a BCD
estd presente. Estes dados demonstram que a BCD exerce efeito promotor da
penetracao da genisteina, seja pelo aumento da solubilidade, ou pela capacidade de
modificar as caracteristicas do estrato corneo. Pela analise do histograma, observa-
se a maior eficiéncia do complexo em penetrar e se acumular na pele, a partir da
base hidrofilica, pois apresentou o maior actimulo de genisteina por cm? de pele de

suino.
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Figura 20. Quantidade total de genisteina acumulada na pele de suino na presenca
ou auséncia de BCD, apos a permeacéo a partir de gel de HPMC 3%.

Sabe-se que uma concentragdo de 100 nM de genisteina é suficiente para
desencadear resposta estrogénica (KUIPER et al., 1998). A dose acumulada na pele
atingiu uma concentragdo média maxima de 196 pg/cm? totalizando
aproximadamente 498 pug, no caso da genisteina previamente complexada,
considerando a area total de aplicagdo de 2,54 cm?. Essa concentracdo, de 196
ng/cm?, é 18,44 vezes maior que a concentracdo de 100 nM que desencadeia
resposta estrogénica. Sendo assim, tanto o complexo, quanto a simples mistura sao
capazes de elevar a quantidade de genisteina nas estruturas internas da pele em

comparacgao a isoflavona aplicada na auséncia da ciclodextrina.

O fato de as quantidades totais de genisteina, permeada e acumulada
somadas, nao resultarem no total da dose aplicada pode ser devido a permanéncia
de uma grande parte do farmaco e das dispersdes solidas na base de gel aplicado
na pele pode nao ter difundido e permanecido na base. A figura 21 compara as
quantidades totais de genisteina acumulada, permeada e o total liberado a partir do

gel de HPMC, e a influéncia da BCD sobre estes parametros.
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6 CONCLUSOES




O objetivo geral do trabalho foi estudar a associagao da genisteina com a -
ciclodextrina, e verificar o efeito desta associacdo sobre a hidrossolubilidade da

isoflavona e sobre a sua permeacéao cutanea.

O método proposto para a quantificacdo da genisteina, o qual é inovador,
apresentou curvas com valores de regressdo que indicam que ha linearidade no
intervalo de concentracdo analisado, permitindo o doseamento da isoflavona por
CLAE com eluicao isocratica. O método esta de acordo com as especificagbes do
ICH (1996) e da legislagéo brasileira (ANVISA, 2003) no tocante a precisao, exatidao
e especificidade. Os limites de detecgdo e quantificagcdo permitiram a analise
adequada da genisteina nos experimentos de permeacao cutanea e na construgao

do diagrama de solubilidade.

A associagdo da genisteina com a B-ciclodextrina, analisada pela construgéo
de um diagrama de solubilidade (HIGUCHI E CONNORS, 1965), promoveu um

incremento de até 6,74 vezes em sua hidrossolubilidade.

A possivel formagcdo de um complexo entre genisteina e p-ciclodextrina foi
caracterizada por andlises de H'RMN, infravermelho e calorimetria diferencial
exploratdria. Pela andlise de infravermelho nao possivel afirmar a ocorréncia de
complexo de inclus&o entre as duas substancias. A analise térmica das dispersdes
sélidas, bem como a analise de H'RMN, demonstram interacdes significativas entre
B-ciclodextrina e genisteina na propor¢ao molar de 1:1, contudo, a formagado de um

complexo de inclusdo, ndo pode ser evidenciada.

O calculo do valor de log P da genisteina (4,36) caracteriza esta isoflavona
como uma substancia altamente lipofilica, com a capacidade de formar reservatorios
nas regides lipofilicas da pele, o que pode ser observado pela quantificacdo da
genisteina acumulada nos cortes de pele de orelha de suino realizada

posteriormente aos experimentos de permeagao cutanea in vitro.

A complexacgao prévia da genisteina com a p-ciclodextrina em meio liquido
exerce influéncia positiva e significativa no aumento da permeabilidade cutanea da

genisteina a partir do gel de HPMC 3 %, efeito que pode ser associado ao aumento
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da hidrossolubilidade da genisteina, uma vez que a base estudada é aquosa, e ao

efeito promotor proporcionados pela presenga da B-ciclodextrina.
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8 ANEXOS







Anexo A — Tabelas

Tabela A-1. Areas dos picos de genisteina, obtidos a partir da curva padréo,
analisada por CLAE.

Valor das Concentracéo (ng/mL)
Areas (A) 1 5 10 20 50
Al 169872 603968 1161951 2350485 5707988
A2 163734 604345 1168096 2364096 5714347
A3 161257 607903 1170014 2364612 5702214
Média 164954 605405 1166687 2359974 5708183
Eaej;’;g 4435,25 2171,25 4212,12 8218,40 6068,85
DPR (%) 2,69 0,36 0,36 0,35 0,11

A1, A2 eA3 = solugbes de genisteina injetadas (repeti¢des).

Tabela A-2. Estudo de repetibilidade por CLAE no primeiro dia de analise.

coneeniagio| amiamz  ams s Qoo OPROY
1,0 137837 140816 141823 140158,7 2072,71 1,48
5,0 632534 630966 605666 623055,3 15,080,00 2,42
10,0 1477586 1432323 1428206 1446038 27398,52 1,89
20,0 2655155 2657469 2657125 2656583 1248,59 0,05
50,0 6204937 5971419 6218839 6131732 139008,74 2,27
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Tabela A-3. Curva de controle de qualidade — estudo de repetibilidade por CLAE no
primeiro dia de analise com valores intermediarios a curva padrao de genisteina.

Concentracao

Area

Desvio

(ng/mL) Am 1 Am 2 Am 3 Média Padrao DPR (%)
2,0 333679 331153 329876 280317,3 4145,41 1,48
15,0 1749852 1752555 1734046 1745484  9997,66 0,57
30,0 3645797 3655616 3673012 3658142 13782,17 0,38
Tabela A-4. Estudo de repetibilidade por CLAE no segundo dia de analise.
CeIE | ani amz  Ama MeR Demvio DPRO
1,0 168584 170971 167439 168998 1802,03 1,07
5,0 584811 583034 581915 583253,33 1460,41 0,25
10,0 1095911 1105563 1108070 1103181,3 6419,86 0,58
20,0 2183967 2181683 2204039 2189896,3 12301,03 0,56
50,0 5205505 5185734 5195913 5195717,3 9886,95 0,19

Tabela A-5. Curva de controle de qualidade — estudo de repetibilidade por CLAE no
segundo dia de analise com valores intermediarios a curva padrdo de genisteina.

Coreemiaio| i amz  Ams e Demo e
2,0 323967 321534 323126 322875,7 1235,67 0,38
15,0 17992338 1782022 1782991 1785784  5696,86 0,32
30,0 3615562 36250638 3602362 3614331 11402,97 0,32
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Tabela A-6. Estudo de repetibilidade por CLAE no terceiro dia de analise.

~ 1 o)

Coreemiagio| ami amz  Ams s oo OPROY
1,0 169872 163734 161257 164954,33 4435,25 2,69
5,0 603968 604345 607903 605405,33 2171,24 0,36
10,0 1161951 1168096 1170014 1166687 4212,12 0,36
20,0 2350485 2364825 2364612 2359974  8218,41 0,35
50,0 570798 5714347 5702214 5708183 6063,85 0,11

Tabela A-7. Curva de controle de qualidade — estudo de repetibilidade por CLAE no
terceiro dia de analise com valores intermediarios a curva padrdo de genisteina.

Coneeniagio| w1 amz  Ams (e Do OPRO
2,0 339744 327468 322514 329908,7 8870,51 2,69
15,0 1808569 1787490 1804808 1800289 11242,65 0,62
30,0 3705240 3677458 3700487 3700487 21059,14 0,57

Tabela A-8. Estudo de precisao intermediaria (inter-dia) do método proposto por

CLAE.
Concentracao (ug/mL) Area Média Desvio Padrao DPR (%)
1,0 145387,3 2108,25 1,45
5,0 569163,4 2108,25 0,36
10,0 114257 10299,23 0,90
20,0 2296764 6912,89 0,30
50,0 555951 6930,29 0,12

Tabela A-9. Estudo de precisado intermediaria (inter-dia) por CLAE a partir da curva

de controle de qualidade.

Concentracao (ug/mL) Area Média Desvio Padréao DPR (%)
2,0 328118 6079,86 1,85295

15,0 1777186 25873,74 1,455882

30,0 3657653 39784,51 1,087706
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Tabela A-10. ANOVA da curva padrao di rina.
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacéo

Regresséao 1 1,9885E+13  1,98846E+13 25537,4499 5,4031E-07
Residuo 3 2335929229 778643076,2
Total 4  1,9887E+13

Coeficientes PE(;rr%o Stat t Valor-P infggzores sup?e?(i{())res
Intersecao 50884,785 17454,266 2,92 0,06172969 -4662,5312 106432,1018
Variavel X 1 112929,44 706,67287 159,80 5,4031E-07 110680,49 115178,3926

Tabela A-11. Estatistica t-student comparativa da liberagédo de genisteina a partir de

gel de HPMC (pura x complexada).

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 1,879342 25,7328
Variancia 1,5632722 87,94258
Observacodes 6 6
Hipétese de Diferenca de Média 0
gl 5
Stat t -6,17697
P(T<=t) uni-caudal 0,00081
t critico uni-caudal 2,015049
P(T<=t) bi-caudal 0,00162
t critico bi-caudal 2,570578
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Tabela A-12. Estatistica t-student comparativa da liberacdo de genisteina a partir de
gel de HPMC (pura x simples mistura).

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 1,879342 2,014985
Variancia 1,532722 4,381759
Observacoes 6 6
Variancia Agrupada 2,95724
Hipétese de Diferenca de Média 0
gl 10
Stat t -0,13662
P(T<=t) uni-caudal 0,447021
t critico uni-caudal 1,812462
P(T<=t) bi-caudal 0,894042
t critico bi-caudal 2,228139

Tabela A-13. Estatistica t-student comparativa da liberacdo de genisteina a partir de
gel de HPMC (complexada x simples mistura).

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 25,7328 2,014985
Variancia 8794258 4,381759
Observacgodes 6 6
Hipotese de Diferenga de Média 0
gl 5
Stat t 6,046335
P(T<=t) uni-caudal 0,000892
t critico uni-caudal 2,015049
P(T<=t) bi-caudal 0,001784
t critico bi-caudal 2,570578

115






Anexo B — Figuras
Anexo B-1: espectros de infra-vermelho

B-1 (a): Espectro de Infravermelho da genisteina.
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B-1 (b): Espectro de Infravermelho da p-ciclodextrina.
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B-1 (c): Espectro de Infravermelho do complexo.
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B-1 (d) Espectro de Infravermelho da S|mples mlstura
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Anexo B-2: espectros de 'H-RMN

B-2 (a): Espectro de 'H-RMN da genisteina.
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B-2 (b): Espectro de "H-RMN da p-ciclodextrina.
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B-2 (c): Espectro de "H-RMN do complexo.
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B-2 (d): Espectro de "H-RMN da simples mistura.
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B-2 (e): Espectro de correlagdo ROESY genisteina - B-ciclodextrina
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