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RESUMO

Isoflavonas sao flavonoides encontrados em abundéancia nos graos de soja (Glycine max L.).
Essas substancias tém estrutura semelhante ao estrégeno e possuem uma agéo fracamente
estrogénica. Sao utilizadas no tratamento dos sintomas da menopausa como alternativa as
terapias de reposicdo hormonal convencionais, por provocarem menor numero de efeitos
colaterais. As isoflavonas de soja estdo entre as matérias-primas vegetais com acdes de
interesse para obtencéo de formas farmacéuticas solidas. A alta variabilidade de teores de
isoflavonas em capsulas e comprimidos disponiveis comercialmente demonstra a
necessidade de desenvolvimento farmacotécnico e controle de qualidade adequados para
este fitoterapico. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento analitico e farmacotécnico
de formas farmacéuticas solidas de isoflavona de soja, utilizando como matéria-prima
extrato seco de soja padronizado. Para verificar a qualidade do extrato foi realizada analise
microbiologica e analise do teor dos marcadores. Os resultados obtidos através do ensaio
microbiolégico ndo demonstrou contaminagdo microbioldégica do extrato, ndo tendo
crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus
niger. Para avaliagéo do teor e da porcentagem dissolvida de ambos os marcadores foram
desenvolvidas e validadas tanto metodologia analitica de quantificacdo de daidzeina e
genisteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia quanto metodologia para avaliar o
perfil de dissolugdo dos comprimidos obtidos. Para analise cromatografica dos marcadores
foi utilizado método isocratico, com fase movel constituida por metanol com 0,1% de acido
acético, agua com 0,1% de acido acético e acetonitrila na proporgéo 64:32:4 , fluxo de 0,7
mL/min e temperatura de 30°C. Nesta condigéo os picos foram simétricos, tiveram resolugéo
maior que 2, com tempos de retengdo de 3,13 e 3,72 da daidzeina e genisteina,
respectivamente. A avaliagdo do teor dos marcadores daidzeina e genisteina, demonstrou
que as concentragdes no extrato foram 27,8% e 11,1%, respectivamente. Em relagdo ao
estudo de pré-formulacao foi feita analise térmica e a avaliacao das propriedades dos pés e
granulos. Foram desenvolvidas seis formulagbes de comprimidos de isoflavona, sendo uma
por compresséao direta e cinco por granulacdo umida. Nos resultados da analise térmica nao
foram observadas possiveis interagdes dos excipientes com o extrato. O melhor método de
obtengdo dos comprimidos foi por granulagdo uUmida, pois apresentou melhores
propriedades compressionais com velocidade de escoamento variando entre 4,5 e 6,7
s/100g e compressibilidade entre 16,85% e 26,06%. A formulagao por granulagédo umida 3
foi a que apresentou melhor desempenho segundo os parametros analisados, apresentando
teor de 92,66% e 92,76% de daidzeina e genisteina, respectivamente, desintegragéo de 15
minutos, e seu fluxo foi caracterizado como excelente. No desenvolvimento do método
analitico para dissolugao dos comprimidos de isoflavona foi feito o teste de solubilidade para
definir o melhor meio, sendo o meio agua com 3% de lauril sulfato de sodio o que dissolveu
maior quantidade de daidzeina e genisteina na temperatura de 37°C em comparagdo com
os outros meios. Os demais parametros definidos através do desenvolvimento do método
foram aparato pa, velocidade de rotacdo de 100 rpm e 900 mL de volume de meio. Os
resultados mostraram a possibilidade de obtencdo de formas farmacéuticas soélidas
promissoras para veiculagao de isoflavona, além de metodologias otimizadas para controle
de qualidade para analise da matéria-prima e do produto acabado.

Palavras-chave: Pré-formulacdo, comprimidos, dissolugéo, fitoterapico, isoflavona,
daidzeina, genisteina.



ABSTRACT

Isoflavones are flavonoids found in abundance in grains of soy (Glycine max L.) and
its derivatives. These substances have estrogen like structure and weakly estrogenic
action. They are used for treatment of menopause symptoms as an alternative to
conventional hormone replacement therapies, because they cause fewer side effects.
Soy isoflavones are amongst herbal products of great interest to obtain solid dosage
forms. High assay variability of isoflavones in commercially available capsules and
tablets shows the need of appropriate drug development and quality control for this
herbal product. The aim of this work was drug development and quality control of soy
isoflavone solid dosage forms, using standardized dry extract of soy. To evaluate the
quality of the extract microbiologic and assay analysis of this drug’s markers were
performed. Results obtained from microbiological test did not show microbiologic
contamination of the extract, as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida
albicans and Aspergillus niger did not grow. To evaluate assay and dissolution
percentage of both markers analytical methodology for quantification of daidzein and
genistein by high performance liquid chromatography was developed, and also a
method to analyze dissolution profile of the obtained tablets. Isocratic method was
used for chromatographic analysis of the markers, with mobil phase of methanol with
0.1% of acetic acid, water with 0.1% of acetic acid and acetonitrile in proportion
64:32:4, flow of 0.7 mL/min and temperature of 30°C. At this condition, peaks were
symmetric, had resolution lower than 2, with retention times of 3,13 and 3,72 for
daidzein and genistein, respectively. Assay evaluation of the markers daidzein and
genistein showed that concentrations in the extract were 27,8% and 11,1%,
respectively. To accomplish preformulation study, thermal analysis and powder and
granules flow evaluation were made. Six formulations of isoflavone tablets were
developed, one by direct compression and five by wet granulation. Results of thermal
analysis showed no possible extract interactions between tested excipients and
extract. Wet granulation was the best method to obatain tablets, because it
presented the best compressional properties with flow velocity between 4,5 and 6,7
s/100g and compressibility between 16,85% and 26,06%. GU3 formulation, which
presented the best performance according to evaluated parameters, made by wet
granulation, showed 92,66% and 92,76% of daidzein and genistein, respectively,
disintegration of 15 minutes, and its flow was categorized as excellent. In analytical
dissolution method development of isoflavone tablets solubility test was performed to
define the best medium, and water with 3% of sodium lauryl sulfate dissolved the
greatest amount of daidzein and genistein at tested temperature, 37°C, in
comparison with the other medium. Other parameters defined through method
development were paddle apparatus, stirring speed of 100 rpm and 900 mL of
medium volume. Results showed the possibility to obtain promising solid dosage
forms to deliver isoflavone, and optimized quality control methodologies to analyze
raw material and finished product.

Key words: Preformulation, tablets, dissolution, herbal product, isoflavone, daidzein,
genistein.
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1 INTRODUGCAO

A partir dos usos em medicina popular e as inumeras comprovagdes
cientificas de propriedades farmacoldgicas, o interesse na utilizacdo de
medicamentos fitoterapicos tem aumentado. Com esse aumento, foram criadas
normas e exigéncias legais de controle de qualidade deste tipo de medicamento,
como a RDC n. 48 de 16 de marco de 2004. Para a adequagao as exigéncias cada
vez maiores, e mais rigorosas, tornou-se imprescindivel o desenvolvimento
farmacotécnico de medicamentos fitoterapicos, além de métodos de controle de
qualidade (PALMA et al., 2002; BRASIL, 2004).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas utilizando matéria-prima
vegetal é complexo, pois geralmente possuem propriedades desfavoraveis, como
fluxo pobre e baixa compressibilidade (PALMA et al., 2002). A via oral é a mais
utilizada para administracdo de medicamentos principalmente na forma farmacéutica
de comprimido, os quais representam dois tercos do mercado mundial de
medicamentos (ALDERBORN, 2005; WU; SEVILLE, 2009). A produgdo de
comprimidos € um processo complexo que envolve um grande numero de variaveis,
como propriedades do produto, composi¢do da formulacdo, escolha do processo
(VENKATARAM et al., 1996). Portanto, o estudo das propriedades do farmaco e
planejamento de formulag¢des sao etapas essenciais para o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica de qualidade (WELLS, 2005).

Dentre as matérias-primas vegetais com agbes farmacoldgicas de interesse
para obtencdo de formas farmacéuticas solidas estdo as isoflavonas de soja. As
isoflavonas s&o flavonoides encontrados em abundéncia nos graos de soja (Glycine
max L.). Sdo denominadas fitoestrogenos devido a sua estrutura quimica
semelhante ao estrogeno (horménio feminino) e acédo fracamente estrogénica.
Devido a essa acao estrogénica elas tém sido bastante utilizadas como alternativa
as terapias de reposicdo hormonais convencionais, pois reduzem os sintomas da
menopausa e provocam menos efeitos colaterais (APERS et al., 2004; LEE et al.,
2007). As isoflavonas também possuem acgédo em varias outras patologias, como no
combate a canceres hormobnio-dependentes, doengas cardiovasculares e
osteosporose. Essas substancias ainda possuem atividade antioxidante e anti-
fungica (PARK et al., 2001; LEE et al., 2007; CESAR et al., 2007).



Campos e colaboradores (2006) e César e colaboradores (2007) relatam a
alta variabilidade de teores de isoflavonas em capsulas e comprimidos de isoflavona
comercializadas, demonstrando a deficiéncia de desenvolvimento farmacotécnico e
controle de qualidade adequados.

Diante das consideragbes acima este trabalho propde o desenvolvimento
farmacotécnico e analitico apropriado de formas farmacéuticas sélidas de isoflavona

de soja, utilizando como matéria-prima extrato seco de soja padronizado.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS ORAIS

2.1.1 Estudo de pré-formulagao

A pré-formulagédo é a primeira etapa no desenvolvimento racional de formas
farmacéuticas. No desenvolvimento de formulagbes € essencial conhecer as
caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco e dos excipientes. E importante que a
forma farmacéutica tenha estabilidade e biodisponibilidade adequadas, sendo que
tanto o farmaco como os excipientes podem influenciar estas caracteristicas.
(ALDERBORN, 2005; WELLS, 2005; VIANA et al, 2006).

Para obtencao de formas farmacéuticas sélidas adequadas € essencial que
se cumpram algumas etapas ao longo do desenvolvimento, como analise do
tamanho das particulas, compatibilidade entre os componentes, estabilidade, fluxo
de pds, compressibilidade, avaliagdo das -caracteristicas fisico-quimicas,
polimorfismo, aparéncia visual (WELLS, 2005; CURY; SILVA JUNIOR; CASTRO,
2008).

Os tamanhos de particulas do farmaco e excipientes terao influéncia tanto nas
caracteristicas fisicas do medicamento como na sua eficacia farmacolégica. O
tamanho de particula influi também na producdo das formas farmacéuticas sélidas.
Existem etapas na produgcéo de comprimidos e capsulas que controlam a massa de
farmaco e adjuvantes farmacotécnicos mediante preenchimento de um determinado
volume. Qualquer fator que interfira na uniformidade do preenchimento pode alterar
a massa de farmaco contida no comprimido ou na capsula, comprometendo a
uniformidade de conteudo do produto final. Pés com diferentes tamanhos de
particula apresentam diferentes propriedades de fluxo e empacotamento,
consequentemente gerando volumes de pd encapsulados ou comprimidos
irregulares. Para evitar esse tipo de problema durante a producdo do medicamento,
os tamanhos de particula do farmaco e excipientes devem ser avaliados durante a
fase de pré-formulacéo do produto (STANIFORTH, 2005; EMSHANOVA, 2008).

O fluxo de pds € um parametro importante a ser avaliado na pré-formulacao,
pois influencia nas etapas de mistura, granulacdo, secagem, calibracdo dos
granulos, compressédo e enchimento de capsulas. Fluxo livre é fundamental para

alimentacdo de equipamentos, uniformidade na dose, evitar excesso de ar retido



entre as particulas (impedindo laminacgéo), evitar excesso de particulas finas que
podem gerar contaminacdo cruzada e do manipulador (STANIFORTH, 2005;
SCHNEIDER; SINKA; COCKS, 2007).

Velocidade de fluxo € uma medida direta do fluxo de pds. Ela é medida
verificando o tempo que uma determinada massa, geralmente 100g, leva para
passar por um funil com um didametro de orificio previamente definido. O diametro do
orificio do funil pode variar, sendo este um parametro fundamental na analise da
velocidade de fluxo (USP 30, 2007).

O angulo de repouso € o angulo formado pelo pé quando ele escoe
livremente por um funil com um didametro de orificio previamente definido e cai por
uma superficie plana e lisa (ANSEL; POPOVICH; ALLEN Jr, 2007; USP 30, 2007).

Compressibilidade é a capacidade da matéria-prima de sofrer reducao de
volume quanto submetida a presséo. Os dois mecanismos principais de reducao de
volume durante a compressédo sédo a fragmentacdo e a deformacgado plastica. Os
materiais se comportam em graus diferentes de fragmentacao e deformagao plastica
durante a compressdo. Geralmente o parametro de compressibilidade de poés
farmacéuticos é determinado pela relacdo entre a pressao aplicada e o volume
compactado (ZHAO; BURT; MILLER, 2006; SINKA et al., 2009). Um indice similar a
compressibilidade foi determinado por Hausner, no qual o fluxo também é avaliado
indiretamente utilizando a densidade aparente e a densidade de compactacao do pé
(WELLS, 2005; USP 30, 2007).

O estudo das propriedades fisicas e quimicas do farmaco é importante para
obtencdo de um medicamento estavel e eficaz. Essas propriedades, como
solubilidade, dissolugéo, tamanho da particula, formas polimoérficas, interacbes entre
farmaco e excipientes, coeficiente de particdo, constante de ionizacgéao,
higroscopicidade e propriedades organolépticas, podem ter efeitos sobre a
disponibilidade fisiologica e estabilidade fisica e quimica do farmaco (YORK, 2005).

O estudo de compatibilidade sao testes fundamentais a serem avaliados no
desenvolvimento de formulagdes. As técnicas termoanaliticas sdo de grande auxilio
nesses testes, pois possibilitam a triagem de formulagbes mais estaveis em menor
tempo que os estudos de estabilidade convencionais (BAZZO; SILVA, 2005).

Nesse sentido, a analise térmica € um conjunto de métodos pelos quais as
propriedades de uma amostra é medida em funcédo da temperatura e / ou do tempo,

enquanto a amostra esta submetida a um programa de temperatura controlado, sob



uma atmosfera especificada. Possibilita estudar interagdes entre o principio ativo e
0s excipientes, a cinética de degradacgao e a estabilidade entre os componentes da
formulagcéo. Dentre os métodos conhecidos, os mais empregados s&o a calorimetria

exploratéria diferencial e a termogravimetria (RODRIGUES et al., 2008).

2.1.2 Comprimidos

Comprimidos sao formas farmacéuticas soélidas constituidas por um ou mais
principios ativos e excipientes (substancias que auxiliam na sua formacgéo e nao
possuem atividade farmacoldgica) agrupados em uma formulagdo, sendo obtidos
pela compressdao da formulagdo completa (ALDERBORN, 2005; SHAO, ROWE,
YORK, 2007).

O processo de compressdo envolve trés fases principais (Figura 1):
alimentacdo, compactagcéo e ejecdo. Na alimentacdo, o pdé/granulado flui do funil
alimentador preenchendo a matriz pela forca da gravidade, e o puncéo inferior veda
a parte inferior da matriz, ndo deixando o conteudo sair. O preenchimento da matriz
deve ser uniforme para que os comprimidos sejam uniformes. A compactacao é a
etapa em que os puncgdes, inferior e superior, movimentam-se na matriz até
exercerem uma forga maxima no material particulado dentro da matriz, formando o
comprimido. Ap6s a compactacao vem a fase de ejecdo na qual o puncgao inferior
sobe, ejetando o comprimido da matriz. As propriedades do farmaco e dos
adjuvantes influenciam diretamente nas fases do processo de compressao, afetando
a qualidade do produto final (BONACUCINA et al., 2007; WU et al.,2008; SINKA et
al., 2009).
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Figura 1. Fases do processo de compressao.

2.1.2.1 Formas de obtencédo de comprimidos

2.1.2.1.1 Compressé&o direta

A compressao direta € um processo contemporaneo que tem crescido nos
ultimos anos devido ao aparecimento de mais e melhores excipientes para uso na
compressao direta de medicamentos. Este processo oferece vantagens, como o
tempo reduzido, por ter menos operag¢des unitarias, podendo levar a obtencao de
comprimidos muitas vezes com melhor estabilidade, visto que a mistura de pds nao
passa por etapas de umectacdo, secagem em temperaturas elevas ou granulagéo
seca. Porém, para que esse processo possa ser utilizado, o farmaco deve ter
caracteristicas adequadas como boa fluidez, compressibilidade e representar uma
pequena porcentagem do comprimido. Isto torna a selegdo de excipientes

extremamente importante, visto que eles devam ser apropriados para fornecer



fluidez, homogeneidade da mistura, compressibilidade, estabilidade fisica e quimica,
compatibilidade com o ativo da formulacdo e promover dissolu¢do adequada.
(ZHANG, LAW, CHAKRABARTI, 2003; ALDERBORN, 2005; EMSHANOVA, 2008)

2.1.2.1.2 Granulagao umida

A granulagédo umida é um processo tradicional, no qual se faz com que as
particulas primarias se aglomerem formando granulos. Na forma mais convencional
desse processo é feita a tamisagdo dos componentes (farmaco e adjuvantes) na
forma de péds, tentando delimitar o tamanho maximo das particulas, posteriormente é
feita a mistura desses componentes, entdo é adicionado um liquido aglutinante, e
em seguida a massa formada é homogeneizada e granulada. Os granulos Uumidos
sdo colocados em estufa para secagem (SUMMERS, AULTON, 2005; LAMOLHA,
SERRA, COCKS, 2007; BACHER et al., 2008).

Apesar de envolver mais etapas, a granulagdo umida confere melhor
propriedades de fluxo e compactagcao da formulagdo, previne a segregagao dos
constituintes durante as etapas posteriores do processo, minimiza as variagbes de
granulometria de diferentes lotes de matérias-primas, reduz os possiveis riscos a
saude causados pelo manuseio e inalagado de pos finos. Por serem mais densos, 0s
granulos ocupam menor volume por unidade de peso, sendo mais convenientes
para estocagem. Outra vantagem é econdmica, visto que geralmente sao utilizadas
matérias-primas mais baratas que para compressao direta e o farmaco pode
representar uma porcentagem mais alta do comprimido (SUMMERS, AULTON,
2005; LAMOLHA, SERRA, COCKS, 2007; BACHER et al., 2008).

2.1.2.2 Vantagens dos comprimidos

Dentre as vantagens apresentadas por essa forma farmacéutica, podem ser
citadas a alta aceitacdo, via conveniente (ndo invasiva) e segura para administracao
de medicamentos. Comprimidos geralmente possuem melhor estabilidade quimica e
fisica em relagdo as formas liquidas, os processos de preparo permitem maior
precisao da dose e menor variabilidade do conteudo, sdo de facil manuseio e podem
ser obtidos de modo versatil levando em consideragao os modos de uso. Podem ser
produzidos em grande escala por processos de producéo robustos e com sistema

eficaz de controle de qualidade, com custo relativamente baixo. Pode ainda ser



levada em conta a questédo estética do comprimido, que pode ser preparado com
varias cores e formatos (ALDERBORN, 2005; ANDO et al., 2007).

2.1.2.3 Excipientes

Excipientes ou adjuvantes farmacotécnicos, sao, de forma simplificada,
matérias-primas que auxiliam na formagdo dos medicamentos e nao possuem
atividade farmacoldgica. Apesar de serem considerados inertes, alguns excipientes
podem tem ag&do, como o manitol, que é utilizado como diluente em formas sélidas, e
em grandes quantidades tem efeito laxativo (VILLANOVA; SA, 2009).

Os excipientes sao fundamentais no desenvolvimento de formas
farmacéuticas soélidas, por serem responsaveis pela formacdo da forma
farmacéutica. Excipientes influenciam e muitas vezes garantem a estabilidade fisica
€ quimica, a biodisponibilidade adequada e uma boa aparéncia visual. Eles possuem
varias fungdes como diluentes, tensoativos, aglutinantes, lubrificantes, deslizantes,
desintegrantes, antioxidantes, agentes modificadores de liberagdo, agentes de
revestimento, plastificantes, edulcorantes, corantes, flavorizantes (ALDERBORN,
2005; VIANA et al, 2006; VILLANOVA; SA, 2009).

2.2 CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade visa a fabricagcdo de produtos com qualidade, de
forma sistematica e uniforme. Para garantir que todo lote de medicamento tenha
eficacia semelhante, € essencial estabelecer especificacbes adequadas para o
medicamento em questdo. Como a qualidade é requisito indispensavel em todas as
fases do processo de fabricagdo, o controle das matérias-primas e da producao
(processo) é o melhor método para manter um alto nivel de qualidade na totalidade
dos produtos semi-elaborados e acabados (KOROLKOVAS, 1984).

2.2.1 Controle da qualidade microbiolégico

Grande parte das matérias-primas de uso farmacéutico apresenta-se
contaminada por algum microorganismo. Os produtos de origem natural geralmente
sdo mais contaminados que os de origem sintética, j4 que nas matérias-primas
sintéticas a carga microbiana pode ter sido reduzida durante o processo de obtencao
por efeito do calor, de valores extremos do pH ou pelo uso de solventes organicos. A

determinagcdo da carga microbiana nessas matérias-primas, em que a analise



microbiolégica se faz necessaria, € realizada, muitas vezes, de forma direta,
utilizando os procedimentos de contagem de microorganismos viaveis (HODGES,
2005).

2.2.2 Controle de qualidade fisico-quimico

Para garantir que uma forma farmacéutica tenha a eficacia desejada é preciso
que ela cumpra parametros fisico-quimicos relacionados ao produto final. O controle
de qualidade fisico-quimico dos comprimidos visa garantir que eles possuam as
caracteristicas adequadas para disponibilizar o farmaco para absorgéo. A dissolugéo
€ um método muito utilizado para avaliar a forma como o comprimido libera o
principio ativo no meio, garantindo a biodisponibilidade do medicamento
(RODRIGUES et al., 2008).

Entre os métodos utilizados para avaliar a qualidade fisico-quimica dos
comprimidos estdo: analise do teor de principio(s) ativo(s), peso médio, dureza,
espessura, desintegracao, friabilidade, dissolugdo e aparéncia fisica (STULZER;
SILVA, 2007).

Grande parte dos métodos utilizados na avaliacdo de comprimidos esta
descritos em compéndios oficiais (Farmacopéias). No entanto, ha casos em que néo
ha a descricdo, sendo necessario que os mesmos sejam desenvolvidos e validados,
segundo a Resolucdo — RE n° 899 (2003), da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2003).

2.3 ISOFLAVONAS DA SOJA

Isoflavonas sao flavondides encontrados em abundancia nos grdos de soja
(Glycine max L.). As isoflavonas sao os fitoestrégenos mais comuns, possuindo uma
estrutura semelhante ao estrogeno (APERS et al.,, 2004; LEE et al.,, 2007). As
isoflavonas exercem fungdes biolégicas semelhantes ao estrégeno, com acao
fracamente estrogénica, sendo utilizadas no tratamento dos sintomas da menopausa
como alternativa as terapias de reposicdo hormonais convencionais que provocam
diversos efeitos colaterais. Estudos tém demonstrado que as isoflavonas reduzem os
sintomas indesejaveis decorrentes da menopausa sem provocar a alta incidéncia de
efeitos colaterais provocados pela terapia de reposicao hormonal convencional. Ha
também um aumento no interesse de outros beneficios potenciais das isoflavonas,

como em varios tipos de canceres hormoénio-dependentes, doencgas
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cardiovasculares, e osteosporose. Essas substéncias ainda possuem atividade
antioxidante e anti-fungica (PARK et al., 2001; LEE et al., 2007; CESAR et al., 2007).

As isoflavonas podem agir de diferentes formas dependendo do tecido,
apresentando afinidade por receptores especificos. Suas principais agdes sdo como
estrogenos e anti-estrogenos, reguladora de atividade de proteina (principalmente
de tirosina quinases, ligada ao desenvolvimento de céancer), reguladora do ciclo
celular e antioxidante (ESTEVES; MONTEIRO, 2001). Na presenca de estrégenos
as isoflavonas atuam como antiestrégenos, competindo pelos sitios de ligagdo nos
receptores de estrogenos presentes na célula. Na auséncia do estrégeno, como na
menopausa, as isoflavonas possuem efeito estrogénico e substituem o horménio
que se apresenta em baixo nivel, aliviando os sintomas da menopausa
(DESPAIGNE, 2001).

As principais isoflavonas (Figura 2) da soja sdo as formas agliconas
daidzeina, genisteina e gliciteina, que ocorrem também na forma de glicosideos,
daidzina, genistina e glicitina, respectivamente. A genisteina e a daidzeina s&o as
formas mais abundantes, representando de 50 a 90% dos flavondides encontrados e
possuem maior atividade biolégica (PARK et al., 2001; PRABHAKARAN; HUI;
PERERA, 2006; CESAR et al., 2007).
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Glicitina

Glictteina

Figura 2. Estruturas quimicas das agliconas e glicosideos de isoflavonas.

As isoflavonas quando ingeridas podem ser hidrolisadas em parte pelo suco
gastrico liberando as agliconas, como daidzeina e genisteina, e a grande parte &
absorvida diretamente no intestino. A eliminacdo geralmente ocorre via renal,
semelhante aos estrégenos enddgenos (KNIGHT; EDEN, 1995; TAPIERO; BA;
TEW, 2002).

Outro fator importante é que os teores de isoflavonas em suas diferentes
formas variam com o cultivo e as condi¢cdes climaticas, sendo de fundamental
importancia o monitoramento dos teores de cada matéria-prima. Tal variagdo diminui
com o uso de extrato padronizado. (PARK et al.,, 2001; PRABHAKARAN; HUI;
PERERA, 2006; CESAR et al., 2007).

Em dezembro de 2009 a isoflavona de soja foi um dos fitoterapicos aprovados
pelo ministério da saude para ser distribuida pelo Sistema Unico de Salde, para

reduzir os sintomas da menopausa (BRASIL, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver formas farmacéuticas sélidas de uso oral de isoflavona de soja e
métodos de analise da matéria-prima, do granulado e do produto acabado

(comprimidos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo de pré-formulagédo e desenvolvimento de formulagdes de comprimidos
de isoflavona de soja.

Desenvolver metodologia analitica para a determinacédo quantitativa e
qualitativa das isoflavonas daidzeina e genisteina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Aplicar a metodologia desenvolvida no controle de qualidade
matéria-prima e dos produtos acabados desenvolvidos.

Desenvolver metodologia de dissolugdo para analisar os comprimidos
desenvolvidos, avaliando o perfil de cada formulagéo.

Comparar as formulagbes desenvolvidas, quanto a parametros fisicos, teor e

dissolugao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS

4.1.1 Equipamentos e Acessorios

Balanca Analitica — Gehaka (Modelo AG 200);

Balanca Semi-Analitica — Tecnal (Modelo B TEC 1300);

Balanca de infravermelho — GEHAKA (Modelo 1V 2000);

Banho-Maria — Fisatom (Mod. 552);

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia — Varian;

Centrifuga — Sigma (Modelo 3-18K);

Deionizador — Quimis ;

Dissolutor — Varian (Modelo Vankel 7000, n°® série 1-6353-0802, R.S. 001800);
Estufa — Nova ética

Lavadora Ultra-s6nica — Unique (Modelo USC 1400, n° série 238210);

Milli Q Gradiente — Millipore (n°® série B2EN 387752);

Mini incubadora — Marconi (Modelo MA 410);

Paquimetro Fischer Scientific;

Aparelho para determinac¢ao do angulo de repouso — Erweka, modelo GTB;
Desintegrador — Nova Etica, modelo 301AC;

Calorimetro diferencial exploratério por fluxo de calor, Shimadzu DSC-60A,
dotado de controlador de fluxo para gas de purga (N2) FC-60A, integrador TA-
60WS e software de controle e avaliagdo TA-60WS;

Termobalanga Shimadzu DTG-60, dotado de controlador de fluxo para gas de
purga (N2) FC-60A, integrador TA-60WS e software de controle e avaliacédo
TA-60WS;

Friabildmetro — Nova Etica (modelo 300);

Misturador em V — Lawes, modelo 6-10 L;

Compressora — Lawes 2000 08-PSC MANU;

Estufa de secagem de pos — Lawes;

Granulador cénico — Lawes (modelo GS Lab);

Durémetro — Nova ética (modelo 298 — DGP);

Drageadora — Lawes;

Densimetro de p6s — Erweka ( modelo SVM 203).
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4.1.2 Reagentes e Produtos

Acido Cloridrico;

Acido Acético Glacial;

Acetato de Sddio Monohidratado;
Acetonitrila;

Lauril Sulfato de Sodio;

Metanol (Grau CLAE);

Tween® 20;

Tween® 80;

Meio agar caseina-soja;

Meio agar sabouraud;

Escherichia coli cepa ATCC 25922;
Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923;
Candida albicans cepa ATCC 10231,
Aspergillus niger cepa ATCC 16404.

4.1.3 Matérias-primas

Extrato seco de soja padronizado em 40% de isoflavona;

Daidzeina substéancia quimica de referéncia — Sigma-Aldrich (Lote 048K4032);
Genisteina substancia quimica de referéncia — LC Laboratories (Lote G-6055);
Celulose microcristalina PH-102;

Croscarmelose sodica;

Amido de milho;

Dioxido de titanio;

Dib6xido de silicio;

Estearato de magnésio;

Fosfato dicalcico anidro;

Hidroxipropilmetilcelulose (Opadry YS-1-7006°);

Lactose M-200;

Polietilenoglicol 6000;

Lauril sulfato de sédio;

Polyplasdone XL-10%;

Polyplasdone XL®;
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» Metabissulfito de sodio;

= Butilhidroxitolueno;

= Povidona;

= Talco;

= Corante 6xido de ferro amarelo;
= Corante vermelho ponceau;

= Corante amarelo tartrazina.

4.2 METODOS

4.2.1 Analise microbiologica

A analise microbiolégica do extrato seco de soja foi realizada junto com um
teste de recuperacdo com cepas de bactérias e fungos disponiveis, para verificar se
o extrato ndo impede o crescimento microbioldégico (USP 30, 2007).

Na analise microbiolégica e teste de recuperacédo do extrato seco de soja as
bactérias Escherichia coli cepa ATCC 25922 e Staphylococcus aureus cepa ATCC
25923 foram repicadas em meio agar caseina-soja inclinado e incubadas a 35°C por
48 horas. Os fungos Candida albicans cepa ATCC 10231 e Aspergillus niger cepa
ATCC 16404 foram repicados em agar sabouraud e incubados a 24°C por 96 horas.
Os microorganismos do meio agar caseina-soja inclinado foram transferidos para um
tubo contendo caldo caseina-soja com auxilio de uma alga estéril.

Foi retirada uma aliquota de 1 mL das suspensbes, transferida para uma
placa de petri e acrescentados 20 mL de agar caseina-soja fundido e resfriado a
45°C nas placas contendo in6culo bacteriano. As placas contendo fungos receberam
agar sabouraud fundido e resfriado a 45°C. O plaqueamento foi realizado em
duplicata para cada dilui¢éo.

O extrato foi diluido em caldo de soja triptona com polissorbato e lecitina de
soja na proporc¢ao 1:10, respectivamente.

As bactérias foram incubadas a 35°C por 48 horas e os fungos a 24°C por 96
horas. Apds a incubacgao foi verificada a contagem células por placa, através da
média aritmética para cada diluigdo em teste.

No primeiro grupo (grupo teste) foi adicionado 1 mL do extrato diluido no

método de analise na placa de petri, em seguida um 1 mL de in6culo, 20 mL de
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agar fundido e resfriado a 45°C. Homogeneizou-se com movimento em 8 e
colocadas em repouso até solidificar. As placas foram incubadas invertidas.

No segundo grupo (grupo teste do diluente) foi adicionado 1 mL do diluente
na placa de petri, em seguida um 1 mL de inoculo, 20 mL de agar fundido e resfriado
a 45°C. Homogeneizou-se com movimento em 8 e colocadas em repouso até
solidificar. As placas foram incubadas invertidas.

No terceiro grupo (controle positivo) foi adicionado 1 mL de inoculo na placa
de petri, 20 mL de agar fundido e resfriado a 45°C. Homogeneizou-se com
movimento em 8 e colocadas em repouso até solidificar. As placas foram incubadas
invertidas.

No quarto grupo (controle negativo) foi adicionado 1 mL do diluente na placa
de petri, 20 mL de agar fundido e resfriado a 45°C. Homogeneizou-se com
movimento em 8 e colocadas em repouso até solidificar. As placas foram incubadas
invertidas.

No quinto grupo (controle do produto) foi adicionado 1 mL do extrato diluido
na placa de petri, 20 mL de agar fundido e resfriado a 45°C. Homogeneizou-se com
movimento em 8 e colocadas em repouso até solidificar. As placas foram incubadas
invertidas.

Apdés o tempo de incubacéo as unidades formadoras de colénias (UFC) foram
contadas manualmente nas placas.

Cada grupo deve cumprir os critérios especificos, sendo que o 1° grupo deve
apresentar crescimento igual ou superior a 70% em relacdo ao observado no
controle positivo (grupo 3); o 2° grupo deve apresentar crescimento igual ou superior
a 70% em relagédo ao observado no controle positivo (grupo 3); o 3° grupo deve
apresentar crescimento conforme a padronizacéo feita anteriormente; o 4° grupo
(controle negativo) ndo deve apresentar crescimento; o 5° grupo por ser o controle

do produto n&o deve apresentar crescimento (USP 30, 2007).

4.2.2 Desenvolvimento e validagdo do método analitico por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE) para determinagao de genisteina e daidzeina.
No desenvolvimento do método para analise de genisteina e daidzeina por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram avaliadas diferentes condicdes

cromatograficas conforme a Tabela 1, com o intuito de determinar as condi¢des de



17

melhor desempenho do método que garantisse a quantificagdo e separacao desses

dois marcadores.

Em todas as condigbes demonstradas na Tabela 1 a fase estacionaria

utilizada foi uma coluna de fase reversa C18 150 mm x 4,6 mm x 5 ym, e o

comprimento de onda foi 254 nm. Amostras de padrdes primarios de genisteina e

daidzeina foram dissolvidas separadamente em metanol.

Tabela 1. Condigbes cromatograficas utilizadas para o desenvolvimento do método

analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Método

Fase moével

Proporgao
(viv)

Fluxo
(mL/min)

Modo

Detector

Temperatura

Volume
de
injecao

metanol com 1%

de acido acético:

agua com 1% de
acido acético

30:70

0,7

Isocratico

uv -VvIS

40°C

10 pL

metanol com 1%

de acido acético:

agua com 1% de
acido acético

65:35

0,7

Isocratico

uv -vIS

40°C

10 pL

metanol com 1%
de acido acético:
agua com 1% de
acido
acético:acetonitrila

64:34:2

0,7

Isocratico

uv -VvIS

40°C

10 pL

metanol com 0,1%
de acido acético:
agua com 0,1%
de acido
acético:acetonitrila

64:34:2

0,7

Isocratico

uv -VvIS

40°C

10 pL

metanol com 0,1%
de acido acético:
agua com 0,1%
de acido
acético:acetonitrila

64:34:2

0,7

Isocratico

uv -VvIS

30°C

10 pL

metanol com 0,1%
de acido acético:
agua com 0,1%
de acido
acético:acetonitrila

64:32:4

0,7

Isocratico

uv -vIS

30°C

10 pL

Apés todos os métodos serem testados e avaliados quanto a simetria e

resolucdo dos picos, tempos de retencéo e largura das bases dos picos, o0 método

escolhido foi submetido ao procedimento de validagcdo seguindo os critérios de

aceitagcdo da Resolucdo — RE n°® 899 (2003), da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e ICH (2005).
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4.2.2.1 Curva de calibragéo

Para a construcao das trés curvas de calibracdo foram preparadas solug¢des
estoque de daidzeina e genisteina pesando 10mg de cada padréo, posteriormente
colocados em baldes volumétricos separados de 10mL e completados os volumes
com metanol. Partindo das solu¢des estoques foi preparada uma solugdo mée
utilizando baldo volumétrico de 10mL, sendo pipetado 1mL de cada solugéo estoque
e completando com metanol grau CLAE.

As diluigbes volumétricas para as curvas de calibragédo foram feitas, em
duplicata, em vial a partir da solugdo mae. As curvas de calibragdo foram realizadas
em diferentes dias, sendo todas nas seguintes concentragbes de ambos os padrdes:
36,0 pg/mL; 32,5 ug/mL; 30,0 pug/mL; 24,0 yg/mL; 19,5 ug/mL; 15,0 ug/mL; 7,5
pg/mL; 3,0 yg/mL e 1,5 ug/mL.

A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo das trés curvas de

calibracéo.

4.2.2.2 Preciséo, Repetibilidade, Exatidao

A precisdo foi avaliada quanto a repetibilidade (precisdo intra-corrida) e
preciséo intermediaria (inter-corrida).

Para avaliar a repetibilidade, foram realizadas em CLAE nove determinagdes
em trés concentragbes, baixa (1,5ug/mL), média (15,0ug/mL) e alta (30,0pg/mL),
sendo cada concentragédo feita em triplicata para posterior célculo estatistico. A
precisdo intermediaria foi realizada por outro analista em dia diferente, sendo as
analises feitas como na repetibilidade.

A exatidao foi avaliada pelo grau de concordancia entre os resultados obtidos

na repetibilidade e os valores estabelecidos como referéncia (Ribani et al, 2004).

4.2.2.3 Robustez

Para avaliar a robustez do método, foram realizadas pequenas variagdes nos
parametros analiticos do método cromatografico para avaliar a susceptibilidade do
método as variagdes analiticas.

Os parametros avaliados foram: temperatura, fluxo e pH da fase mével. A
temperatura utilizada no ensaio de robustez foi alterada de 30°C para 35°C. O fluxo
da fase movel foi modificado de 0,7mL/min para 0,6mL/min. E o pH da fase movel foi

alterado de 4,0 para 3,8.
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4.2.2.4 Limites de quantificacéo e detecgao
Os limites de quantificagdo e detecgédo foram determinados pela analise em
CLAE de solugdes contendo concentragdes decrescentes de daidzeina e genisteina

até o menor nivel determinavel e detectavel (ICH, 2005).

4.2.3 Estudo de pré-formulagao

4.2.3.1 Analise térmica

4.2.3.1.1 Mistura binaria

Para verificar possiveis interagdes do extrato seco de soja e varios
excipientes, foram preparadas misturas binarias para serem submetidas a
calorimetria exploratoria diferencial (MURA et al., 1995).

As misturas binarias foram preparadas por meio de mistura fisica na
proporcao de 1:1 do extrato e de cada excipiente demonstrado na Tabela 2. Cada
componente da mistura foi pesado separadamente e transferido para frasco de vidro

ambar. Todos os frascos contendo mistura binaria foram agitados igualmente.

4.2.3.1.2 Termogravimetria (TG)

Antes da analise por calorimetria exploratéria diferencial o extrato seco de
soja foi analisado por termogravimetria para avaliar o seu comportamento térmico.
As condicdes desse teste foram velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de
aquecimento entre 25°C e 650°C, a composicao e fluxo do gas de purga utilizado foi

nitrogénio sob fluxo de 50mL/min.

4.2.3.1.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)
O equipamento foi previamente calibrado com indio e zinco, em termos de
temperatura e valores de entalpia.
Foram submetidas a calorimetria exploratoria diferencial as amostras de
extrato seco de soja, excipientes, misturas binarias e as substancias quimicas de
referéncia daidzeina e genisteina. Em cada cadinho foram pesadas as amostras

com massa entre 1 e 3mg, os quais foram tampados e selados com selador préprio.
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Dois cadinhos vazios foram tampados e selados para serem utilizados um como
referéncia e outro como branco.

Os ensaios foram realizados utilizando velocidade de aquecimento de
10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C, a composicéao e fluxo do gas de

purga utilizado foi nitrogénio sob fluxo de 50mL/min.

4.2.3.2 Determinagao do teor do extrato seco de soja

O teor de daidzeina e genisteina do extrato seco de soja foi determinado de
duas formas, sem hidrolisar e hidrolisando o extrato.

Na forma sem hidrolisar o extrato foi pesado, transferido para baléo
volumétrico, adicionado metanol e colocado em ultrassom por 20 minutos. A solugao
foi diluida para a concentragdo de 100 pg/mL de extrato, filtrada e analisada por
CLAE, conforme item 4.2.2.

Na outra forma, o extrato foi submetido previamente a hidrolise acida. Para a
hidrolise acida o extrato foi pesado, colocado em baldo volumétrico, adicionado
acido cloridrico etandlico 3 mol/L e colocado sob agitagdo em banho-maria a 60°C
com refluxo por 40 minutos. Apoés resfriar, o volume foi completado com acido
cloridrico etanélico 3 mol/L (CESAR et al., 2006; CESAR et al., 2007; YUAN et al.,
2008). A solucéo foi filtrada e diluida com metanol para a concentragdo de 100

pMg/mL de extrato e analisada por CLAE, conforme item 4.2.2.

4.2.3.3 Propriedades dos pos e granulados

O fluxo da mistura de pdés e dos granulados foi avaliado diretamente pela
velocidade de escoamento e indiretamente pelo angulo de repouso, no analisador de
fluxo de pdés e granulados GTB (Erweka) - Figura 3. Aproximadamente 40 g da
amostra foram colocadas no funil com orificio de 15 mm de didmetro, com agitacao

mecanica e leitura automatica. Os experimentos foram feitos em triplicatas.
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Figura 3. GTB usado na analise de fluxo (A) e na analise de angulo de repouso (B).

A densidade da mistura de pdés e dos granulados foi determinada em um
densimetro de p6s SVM 203 (Erweka). Para a determinacgéo, 40 g da mistura de po6s
ou granulado foram pesadas e transferidas para a proveta calibrada do densimetro,
onde o volume foi medido e a densidade aparente avaliada. A proveta foi submetida
a uma seqiéncia de batidas e o volume final (densidade compactada) foi aferido. As
densidades aparente e de compactacao foram calculadas dividindo a massa
colocada na proveta pelo volume medido.

Utilizando as densidades calculadas, aparente (bruta) e de compactagao, a

compressibilidade foi calculada pela seguinte equacao:

_ dac=d0 100
dac (Equacao 1)

C

Onde, C é a compressibilidade, dac € a densidade de compactacéo e dO é a
densidade aparente. Sendo o resultado obtido expresso em porcentagem (USP 30,
2007).

O indice de Hausner foi calculado pela equagéo abaixo:

_ dac
o (Equacgao 2)

Onde, IH é o indice de Hausner, dac é a densidade de compactagao e d0 € a
densidade aparente (USP 30, 2007).

A umidade residual dos pos e granulados foi avaliada em triplicata utilizando

IH

balanga de infravermelho GEHAKA. O extrato, granulado ou mistura de poés foi
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acondiciona em prato metalizado 10 cm de didmetro, de forma a preencher todo o
fundo do recipiente. Foi utilizado o modo automatico de secagem até que se
atingisse peso constante a temperatura de 105°C (BORGES et al., 2005).

A granulometria foi avaliada colocando 50 g do extrato, mistura de pés ou
granulado numa sequUéncia de tamises, com malhas de 1,4 mm, 1,0 mm, 0,5 mm,
0,25 mm e 0,125mm, que foram submetidos a agitacdo manual. A quantidade retida

em cada tamis foi pesada e expressa em porcentagem.

4.2.3.4 Métodos de obtengédo dos comprimidos

Foram propostas cinco formulagdes de comprimidos revestidos de isoflavona
150 mg por granulacdo umida (formulagdes GU1, GU2, GU3, GU4 e GU5) e uma
formulagcdo por compressao direta (formulacdo CD1) com o objetivo de avaliar o
comportamento dos excipientes e do extrato seco de soja. Para cada formulagéo foi
feito um piloto de aproximadamente 300 g.

As formulagdes por granulagdo umida e compresséo direta foram preparadas
conforme esquema demonstrado na Figura 4. A Tabela 2 mostra os excipientes

utilizados para cada formulagéo.



Granulago Gmida ] [ Compressao direta

Tamisagao das Tarmisacio das
malévias-primas matérias-primas
S Lubrifcado
Umectacao Compressao
Granulagio
Secagem
Calbracdo dos
granulos
Lubrificacio
Compressio

Figura 4. Esquema das etapas de granulagdo umida e compressao direta.



Tabela 2. Componentes das formulagdes GU1 a GU5 e CD1.
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Formulagdes
Funcao Matéria-prima
GU1 | GU2 [ GU3 | GU4 | GU5 | CD1
Ativo Extrato seco de soja X X X X X X
Lactose m-200 X X X X X
Fosfato dicalcio X
Diluente
Amido de milho X X
Celulose microcristalina PH-102 X X X X X X
Croscarmelose sodica X X X X
Desintegrante Polyplasdone XL-10 X
Polyplasdone XL X
Tensoativo Lauril sulfato de sodio X X X
Aglutinante Povidona X X X X X
Deslizante Dioxido de silicio X X X X X X
Lubrificante Estearato de magnésio X X X X X X
Metabissulfito de sodio X
Antioxidante
Butilhidroxitolueno X X X X X
Filme de ®
. Opadry” YS-1-7006 X X X X X X
revestimento
Plastificante Polietilenoglicol 6.000 X X X X X X
Opacificante Dioxido de titanio X X X X X X
Deslizante Talco X X X X X X
Corante 6xido de ferro amarelo X
Corante Corante vermelho ponceau X X X X X
Corante amarelo tartrazina X

Na granulacdo umida todas as matérias-primas foram tamisadas em malha
1,0 mm. A isoflavona, diluentes e metade da quantidade dos desintegrantes foram
misturados. A solucdo de umectacao, preparada com o aglutinante em 90 mL de
alcool, foi adicionada a mistura. A massa umida formada foi passada pelo granulador
cbnico, utilizando malha 2,0mm, formando os granulos. O granulado obtido foi
recolhido em bandejas e colocado em estufa a 40°C, até que atingisse umidade

abaixo de 5,0%. O granulado seco foi passado novamente pelo granulador cénico,
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utilizando malha 1,4 mm. Apés calibragéo o granulado foi colocado no misturador em
V junto com o lubrificante (1,5%) e o deslizante (0,5%), e misturado por cinco
minutos. Apds a mistura final, o granulado foi colocado no funil da compressora e os
comprimidos foram obtidos utilizando pung¢do redondo de 9 mm bicdncavo, com
peso médio tedrico de 300 mg.

Na compresséao direta todas as matérias-primas foram tamisadas em malha
1,4 mm, e colocadas no misturador em V por 10 minutos. A mistura foi colocada no
funil da compressora e os comprimidos foram obtidos utilizando pungéo redondo de
9 mm bicdncavo.

Apbés a compressao as formulagdes foram revestidas em drageadora
convencional para proteger da umidade, melhorar a aparéncia e mascarar o sabor
do comprimido (HOGAN, 2005). A suspensdo de revestimento foi preparada em
alcool com o filme de revestimento, o plastificante, o opacificante, o deslizante e o(s)
corante(s). Os comprimidos foram colocados na drageadora e submetidos a ar
quente. Quando os comprimidos atingiram aproximadamente 40°C iniciou-se a

aplicacao dos 500 mL da suspensao.

4.2.3.5 Testes fisicos dos comprimidos

4.2.3.5.1 Determinagdo do Peso Médio

Foram pesados individualmente 20 comprimidos em balanca analitica. Em
seguida, a média aritmética, desvio padrao e coeficiente porcentual de variagdo do
peso foram determinados (BRASIL, 1988).

4.2.3.5.2 Determinagéo da Dureza
A dureza de 20 comprimidos foi determinada em durédmetro digital pela
medida da resisténcia ao esmagamento radial. Foram calculados os coeficientes de

variacéo, média e desvio padrdo (BRASIL, 1988).

4.2.3.5.3 Espessura

A espessura de 20 comprimidos foi determinada com o auxilio de paquimetro
digital. Foram calculados os coeficientes de variagdo, média e desvio padréo
(BRASIL, 1988).
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4.2.3.5.4 Determinagéo da Friabilidade

A friabilidade foi determinada com a pesagem de 20 comprimidos revestidos
em balanca analitica (peso inicial) de acordo com a Farmacopéia Brasileira 42.
Edicao. O teste foi feito em friabildmetro regulado a 20 rpm, durante 5 minutos. Apds
esse tempo, os 20 comprimidos foram pesados novamente (peso final) e foi

determinada a friabilidade de acordo com a equacao seguir (BRASIL, 1988).

(Pi— Pf)*100

Equacao 3
o (Equagéo 3)

Friabilidade =

Na qual:
Pi = peso inicial

Pf = peso final

4.2.3.5.5 Determinagéo do Tempo de Desintegragdo

O tempo de desintegracéo foi realizado de acordo com o método descrito na
USP 30 (2007), que prevé a avaliagdo de seis comprimidos. Os comprimidos foram,
entéo, colocados no aparelho de desintegragdo, empregando agua como solvente, e
o tempo necessario para desintegragcdo dos comprimidos foi determinado em

minutos com o auxilio de um cronémetro (USP 30, 2007).

4.2.3.6 Determinacao do teor dos comprimidos

Para a determinagdo do teor de daidzeina e genisteina, 20 comprimidos
foram pesados e triturados. Em seguida o equivalente a um peso médio foi pesado e
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionado metanol e colocado em
ultrassom por 20 minutos. Apds o tempo no ultrassom o volume foi completado com
metanol, a solugéo foi filtrada e uma aliquota de 100 pL foi colocada em vial com

900 pL de metanol. A quantificagao foi feita por CLAE, conforme item 4.2.2.
4.2.4 Desenvolvimento da metodologia analitica para o método de dissolugao
4.2.4.1 Ensaio de solubilidade

A solubilidade dos marcadores daidzeina e genisteina foi determinada em

diferentes meios com o intuito de avaliar o melhor meio para desenvolvimento da
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dissolugdo. Os ensaios foram realizados em duplicata e os meios utilizados

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Meios utilizados no ensaio de solubilidade.

Meios Tensoativos
LSS Tween®80 Tween®20

0,5% - -
1,0% - -
1,5% - -
2,0% - -
3,0%

Agua

- - 3,0%

Tampé&o Acetato de Sédio pH 4,5 0.5% - -

HCI 0,1mol/L 5% - -

Foram pesados 50mg do extrato e transferidos para um frasco de vidro
ambar. Em seguida, foram medidos 50mL de cada meio utilizado, aquecidos até
atingir a temperatura de 37°C e adicionados nos respectivos frascos. Os frascos
foram mantidos sob agitacdo orbital na temperatura de 37°C e agitacdo de
aproximadamente 150 rpm.

Na 12 e na 242 hora os frascos foram retirados da incubadora e coletadas
aliquotas de 2mL de cada frasco. Apés a coleta da 12 hora o volume retirado nao foi
reposto, e os frascos foram recolocados na incubadora rapidamente. As aliquotas
coletadas foram colocadas em tubos falcon e centrifugadas a 3.000 rpm por 5
minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em membrana de PVDF com 0,45 ym de
porosidade, diluidos em metanol, diretamente em vials, utilizando-se os volumes
100uL de amostra e 900 uL de metanol. A quantificacdo das amostras foi realizada
por CLAE.

4.2.4.2 Ensaio de dissolugao
Para determinar as condi¢gbes ideais de dissolucéo utilizou-se planejamento
fatorial fracionario 2*' conforme Tabelas 4, 5 e 6, utilizando o melhor meio definido

no ensaio de solubilidade.
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Tabela 4 — Fatores do método de dissolugao.

Fatores Niveis Nivel (+) Nivel (-)
1 Meio de Dissolugao Agua + 3,0% LSS Agua + 1,5% LSS
2 Aparato Pa Cesta
3 Velocidade de Rotacdo 100rpm 75rpm
4 Volume de meio 1000mL 900mL

Tabela 5 — Planejamento fatorial fracionario 2*".

Planejamento Fatorial para Ensaio de Dissolugéao

Niveis 1 2 3 4
a - - - -
b + - - +
c - -
d + - -
e - - + +
f + - + -
g - + -
h + + +

Tabela 6 — Condi¢des avaliadas no planejamento fatorial

Ensaios Condigoes
a Agua + 1,5% LSS/ Cesta/ 75rpm/ 900mL
Agua + 3,0% LSS/ Cesta/ 75rpm/ 1000mL
Agua + 1,5% LSS/ P&/ 75rpm/ 1000mL
Agua + 3,0% LSS/ Pa/ 75rpm/ 900mL
Agua + 1,5% LSS/ Cesta/ 100rpm/ 1000mL
Agua + 3,0% LSS/ Cesta/ 100rpm/ 900mL
Agua + 1,5% LSS/ Pa/ 100rpm/ 900mL
Agua + 3,0% LSS/ P4/ 100rpm/ 1000mL

Q|0 [0 |T

Todas as condigbes foram realizadas em triplicata na temperatura de 37°C.
Foram coletadas amostras de 3 mL nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e
150 minutos. Sendo que ap6s 120 minutos a rotagéo foi aumentada para 150rpm,
para obter o ponto infinito, que pode fornecer dados de conteudo uniformidade e
informagdes uteis sobre a formulagdo e caracteristicas durante o desenvolvimento
inicial ou sobre o viés do método (USP 30, 2007). Garantindo manutencéo da
condigdo sink do ensaio, optou-se pela néo reposi¢cdo do meio de dissolugédo apds

as coletas.



29

As amostras coletadas foram filtradas em membrana de PVDF com 0,45 pm
de porosidade, diluidas em metanol, diretamente em vials, utilizando-se os volumes
800pL de amostra e 200 pL de metanol. A quantificacao das amostras foi realizada
por CLAE conforme descrito no item 4.2.2.

Para a caracterizagdo de formulagdes, testes de dissolugdo devem ser
executados em diferentes condigbes de teste até que a dissolugao exceda 80% da
quantidade declarada (FIP, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MICROBIOLOGICA
Os resultados das contagens das unidades formadoras de colbnia foram

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados da contagem de bactérias, fungos e leveduras.

Grupos Contagem de Bactérias Contagem de Fungos e
Leveduras
Placa1 | Placa 2 | Média |Placa 1|Placa 2| Média
E. coli 23 27 25 - - -
1° Grupo S. aureus 36 55 455 - - -
(Extrato +
Inéculo) C. albicans - - - 300 300 300
A. Niger - - - 35 37 36
E. coli 16 17 16,5 - - -
2° Grupo S. aureus 41 47 44 - - -
(Diluente +
Inéculo) C. albicans - - - 298 300 299
A. niger - - - 33 26 29,5
E. coli 20 22 21 - - -
3° Grupo S. aureus 30 40 35 - - -
(Controle
Positivo) C. albicans - - - 249 300 274,5
A. niger - - - 32 37 34,5
E. coli 22 24 23 - - -
Padronizaco S. aureus 30 28 29 - - -
doindeulo | ¢ aipicans - - - 242 260 251
A. niger - - - 38 44 41
4° Grupo (Controle
Negativo) 0 UFC 0 UFC
5° Grupo (Extrato) 0 UFC 0 UFC

No 1° grupo, E. coli apresentou crescimento de 119,0% em relagdo ao
observado no controle positivo (grupo 3). S. aureus apresentou crescimento de
130,0% em relacdo ao observado no controle positivo (grupo 3). C. albicans
apresentou crescimento de 109,3% em relacdo ao observado no controle positivo
(grupo 3). A. niger apresentou crescimento de 104,3% em relagcdo ao observado no

controle positivo (grupo 3). Demonstrando que o extrato n&o inativa os inéculos
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utilizados, pois permite que eles crescam na sua presenca. Esse parametro é
importante pois se o extrato inativar o crescimento das bactérias e fungos o
resultado da analise microbiolégica sera alterado.

No 2° grupo, E. coli apresentou crescimento de 78,6% em relacdo ao
observado no controle positivo (grupo 3). S. aureus apresentou crescimento de
125,7% em relacdo ao observado no controle positivo (grupo 3). C. albicans
apresentou crescimento de 108,9% em relacdo ao observado no controle positivo
(grupo 3). A. niger apresentou crescimento de 85,5% em relagcdo ao observado no
controle positivo (grupo 3). Demonstrando que o diluente utilizado ndo impede o
crescimento das bactérias e fungos.

No 3° grupo, E. coli apresentou crescimento de 91,3% em relacédo ao
observado no controle positivo (grupo 3). S. aureus apresentou crescimento de
120,7% em relacdo ao observado no controle positivo (grupo 3). C. albicans
apresentou crescimento de 109,4% em relacdo ao observado no controle positivo
(grupo 3). A. niger apresentou crescimento de 84,1% em relagcado ao observado no
controle positivo (grupo 3). Por ser o grupo de controle positivo as bactérias e fungos
cresceram adequadamente, ndo mostrando nenhuma alteragdo em relagédo aos
in6culos.

Os grupos 4 e 5 nao apresentaram crescimento. O grupo 4 mostrou que os
meios e materiais utilizados ndo estavam contaminados, sendo o controle negativo.
E os resultados observados com o grupo 5 evidenciaram que o extrato nédo estava
contaminado, portanto adequado para ser utilizado no desenvolvimento das
formulagdes objeto deste estudo.

A analise microbiolégica em matéria-prima vegetal é primordial, sendo
preconizada pela resolucdo RDC 48 (2004), pois a contaminagdo por
microorganismos pode trazer diversos prejuizos a saude do consumidor. Portanto
apenas matérias-primas que n&o contenham contaminagdo microbioldégica devem

ser utilizadas na producado de medicamentos.
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5.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DO METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) PARA
DETERMINAGAO DE GENISTEINA E DAIDZEINA.

Para padronizar o método cromatografico diferentes condi¢des analiticas
foram utilizadas conforme demonstrado no item 4.2.2.1. As diferentes condi¢bes
foram avaliadas quanto ao pH, tempo de retencao, resolugdo e simetria dos picos
para os analitos. Obteve-se como resultado numero de pratos tedricos acima de
8000 para todas as analises, fator de simetria, segundo USP 30 (2007) de 1,15 e
1,12 para a genisteina e daidzeina respectivamente. Segundo Ribani e
colaboradores (2004) o numero minimo de pratos tedricos para validagdo de
meétodos por CLAE dever ser de 2000.

A especificidade e seletividade do método foram determinadas através de
analise comparativa entre os cromatogramas obtidos a partir da solugdo padrao dos
analitos, analisados separadamente e quando combinados na mesma solugao. A
analise dos cromatogramas demonstrou a inexisténcia de qualquer interferente,
inclusive dos solventes e excipientes conforme demonstrado pela Figura 5 além de
demonstrar boa resolugdo do cromatograma, com completa separacado dos picos
(Figura 6). Os tempos de retencao para a genisteina e daidzeina foram de 3,72 e

3,13 respectivamente.
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Figura 5. Cromatograma do placebo. Coluna de fase reversa C18 150 x 4,6 mm x 5
pum, UV 254 nm, fase movel: metanol com 0,1% de acido acético, agua com 0,1% de
acido acético e acetonitrila na proporgéo 64:32:4, fluxo de 0,7 mL/min, temperatura

de 30°C, e volume de injecao de 10 pL.
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Figura 6. Cromatograma padrédo de daidzeina e genisteina. Coluna de fase reversa
C18 150 x 4,6 mm x 5 uym, UV 254 nm, fase moével: metanol com 0,1% de acido
acético, agua com 0,1% de acido acético e acetonitrila na proporgao 64:32:4, fluxo

de 0,7 mL/min, temperatura de 30°C, e volume de inje¢ao de 10 L.
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Das condi¢cbes cromatograficas avaliadas a que apresentou melhor simetria
dos picos, menor tempo de retencéo foi a que utilizou método isocratico, com fase
moével constituida por metanol e agua ambos acidificados com 0,1% de acido
acético, e acetonitrila na proporgcéo 64:32:4, fluxo de 0,7 mL/min, temperatura de
30°C, e volume de injegéo de 10 pL.

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlagido (R?), obtido a
partir da média das 3 curvas de calibragao, conforme ilustrado nas Figuras 7 e 8. A
linearidade do método demonstrou proporcionalidade entre as diferentes
concentracbes de padréo, as absorbancias e as areas dos picos. O coeficiente de
correlagdo com valores acima de 0,99 demonstra que as solugbes apresentaram boa
correlacdo linear entre a absorbéncia e as concentragdes, indicando que os
coeficientes de linearidade sdo adequados. Esta correlacao foi verificada na faixa de
concentracéo de 1,5 yg/mL a 36,0 pg/mL, tendo sido utilizados nove valores para a

construcao da curva conforme descrito na Tabela 9 para daidzeina e genisteina.

40,0 -
35,0 -
30,0 -
25,0 -
20,0 -

15,0 -

y =0,0145x - 0,0481

10,0 1 R2 = 0,9982

Concentragdo tedrica (ug/mL)

0,0 T T T T T 1

0 500 1000 &= 1500 2000 2500 3000
Area (mAU.s)

Figura 7. Curva de calibracdo da daidzeina (média de 3 determinacdes).
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40,0 ~
35,0 -
30,0 -
25,0 -
20,0 -
y =0,0148x - 0,0341
15,0 - R?=0,998

10,0 -

Concentragdo tedrica (pg/mL)

5,0 A

0,0 T T 1
0,0 1000,0 2000,0 3000,0

Area (mAU.S)

Figura 8. Curva de calibracédo da genisteina (média de 3 determinacdes).

Segundo a Resolugdo — RE n° 899 (2003), coeficientes de correlacdo da
curva proximos a 1 significam que o método apresenta linearidade. Assim, a
metodologia analitica desenvolvida demonstrou linearidade uma vez que apresentou
resultados diretamente proporcionais as concentragdes de daidzeina e genisteina
presentes nas solugbes com coeficiente de correlagdo igual a 0,9982 e 0,998
respectivamente. As equacdes da reta obtidas foram iguais a y = 2060,8x + 5,5963 e

y = 2026,9x + 4,9076 para a daidzeina e genisteina respectivamente.

5.2.1 Verificacao da precisao e exatidao.

Os valores obtidos dos ensaios de precisdo, precisao intermediaria,
repetibilidade e exatiddo durante periodo de validagdo foram demonstrados nas
Tabelas 8, 9, 10 e 11. Todos os valores estdo de acordo com os limites
recomendados pela Resolugédo — RE n°® 899 (2003), que prevé que a precisdo pode
ser expressa como desvio padréao ou desvio padrao relativo (coeficiente de variagédo)
de uma serie de medidas ndo se admitindo valores superiores a 5% e que a

exatidao esteja entre 95 a 105%.

5.2.1.1 Daidzeina
O meétodo cromatografico também demonstrou precisédo e exatidédo para a
daidzeina dentro dos limites aceitaveis para os niveis analisados conforme

demonstrado nas Tabelas 8 e 9.
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5.2.3 Verificagao dos limites de quantificagcdo e detecg¢ao para daidzeina e

genisteina

O limite de quantificacdo foi estabelecido por meio da analise de
concentragbes decrescentes dos marcadores até o menor nivel quantificavel e
detectavel com preciséo e exatidao aceitaveis. O limite de quantificacdo deve ser no
minimo cinco vezes superior a qualquer interferente da amostra branco no tempo de
retencdo do farmaco e o pico de resposta do farmaco deve ser identificavel e
reprodutivel com desvio de precisdo ate 5% e exatidao de 95 a 105% (BRASIL,
2003).

O limite de deteccdo também foi estabelecido por meio da analise de
concentragdes decrescentes do farmaco, até menor nivel detectavel correspondente

a 3 vezes o ruido da linha de base.

5.2.3.1 Limites de Quantificacdo e Detecgéo para a daidzeina e genisteina

A menor concentracdo dos analitos, determinadas quantitativamente, cujo
pico de resposta foi reprodutivel e identificavel com precisdo demonstrado por DPR
menor ou igual 5% e exatidao entre 95 - 105%, para daidzeina e genisteina foi de
80ng/mL (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12. Limite de quantificacdo e detecgcédo obtidos para daidzeina utilizando

método cromatografico descrito no item 5.2.

Concentragao Tedrica Média (ng/mL) EXATIDAO
(ng/mL) n=6 DP | DPR (%)
0,07 0,07 0,02 | 20,00 107,14
0,08 (LQelLD) 0,08 0,00 | 4,92 104,9
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Tabela 13. Limite de quantificacdo e detecgéo obtidos para genisteina utilizando método

cromatografico descrito no item 5.2.
Concentragéo Teérica Média (ng/mL) DP | DPR EXATIDAO
(ng/mL) n=6 (%)
0,07 0,06 0,00 | 7,69 92,86
0,08 (LQe LD) 0,08 0,00 | 4,63 104,8

5.3 ESTUDO DE PRE-FORMULAGCAO

5.3.1 Analise térmica
A Figura 9 apresenta as curvas obtidas no DSC do extrato utilizado na

manipulacéo dos comprimidos, sobreposta com as curvas dos padrdes daidzeina e
genisteina. Observa-se que o ponto de fusdo da daidzeina ocorre em 335,5°C e que

o ponto de fusdo da genisteina ocorre em 303°C (Figura 9).

\u

ik e

Figura 9. Curvas de DSC do extrato seco de soja, padrdoes daidzeina e genisteina.
Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C,

fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.
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A sobreposigao das curvas dos padrbes de daidzeina e genisteina a curva da
matéria-prima demonstra que os referidos picos de fusdo dos padrdes ndo se
repetem na curva DSC do extrato, pelo menos ndo de forma evidente.
Possivelmente pela baixa propor¢ao desses marcadores no extrato em comparagao
com os padrbées analisados. Além disso, a presenca de impurezas no extrato
favorece o aparecimento de picos irregulares na curva de DSC, visto que extrato
vegetal possui varios constituintes (Figura 9).

A Figura 10 mostra as curvas obtidas no DSC e no TG do extrato utilizadao
na manipulagcdo dos comprimidos. Nas curvas ndo foi possivel observar eventos
bem definidos, caracteristicos de fusdo, provavelmente por se tratar de analise do
extrato seco, que contém mistura de diferentes componentes e devido a propor¢ao
em massa, ja discutido anteriormente. Na curva DSC proximo a temperatura de
100°C é possivel observar uma endoterma, que coincide com a perda de massa de
3,3% na mesma regido na curva TG. Sendo essa perda referente a 4gua (umidade
do extrato), visto que quando realizada a analise de umidade residual por balanca de
infravermelho (item 5.3.3.1) foi verificado uma umidade de 4,4%. Acredita-se que
esta diferengca encontrada nas duas analises se dé devido ao fato de que a analise
de perda de agua através das curvas de TG seja mais precisa do que aquela
realizada por umidade residual em balanga. Entretanto, foi possivel verificar a perda
de agua existente na amostra. A degradacao do extrato inicia em 200°C, sendo que,

entre 200 e 300°C a massa do extrato diminui quase 17% (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de DSC e TG do extrato seco de soja. Velocidade de

aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C, fluxo do gas de

purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.

Através de analises em DSC da mistura fisica na propor¢cédo de 1:1 entre o
farmaco e os excipientes de interesse, é possivel estimar a compatibilidade entre os
componentes da formulacdo para que as possiveis interagbes fiquem mais
evidenciadas (MURA et al., 1998). Assim, para analisar a compatibilidade entre os
excipientes utilizados nas formulagdes (Tabela 1) e a isoflavona foram avaliadas as
sobreposi¢cdes das curvas extrato, excipiente isolado e mistura binaria. Isso foi
possivel através da sobreposicdo das curvas DSC do excipiente isolado e em
mistura com o extrato.

Dessa forma, estdo relacionadas a seguir algumas das curvas das misturas
do extrato com excipientes de interesse. Conforme indicado na legenda de cada
figura, o tracejado pequeno corresponde a curva do excipiente, o tracejado maior
corresponde ao extrato seco de soja (isoflavona), e a linha continua se refere a
mistura fisica de ambos. Como nas curvas DSC das misturas a proporgdo de

excipiente equivale a 50%, espera-se que a intensidade do seu pico de fusdo seja

reduzida pela metade.
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A Figura 11 apresenta a curva DSC da mistura da isoflavona com o amido de
milho. Como €& possivel perceber, existe uma endoterma de fusdo préxima dos
100°C nas curvas do excipiente e da mistura fisica, indicando perda de agua. Nao

havendo indicio de interacéo entre o extrato e o amido de milho.

Figura 11. Curvas DSC do extrato, amido de milho e mistura binaria. Velocidade de
aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C, fluxo do gas de

purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.

Através da analise da Figura 12 pode-se sugerir auséncia de interagéo entre a
isoflavona e o dioxido de silicio, uma vez que a curva DSC da mistura fisica, em
linha continua, ndo apresenta nenhum evento térmico detectado nas curvas do

farmaco ou do excipiente sozinhos.
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Figura 12. Curvas DSC do extrato, diéxido de silicio sozinho e mistura binaria.
Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C,

fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.

O estearato de magnésio apresenta duas moléculas de agua de hidratacéo
(aproximadamente 5.5% do seu peso). O processo de desidratagdo ocorre a partir
dos 70°C. Além disso, hd um pico de fusdo em torno de 120°C, que as vezes
aparece em temperaturas menores ou mesmo se sobrepde aos eventos de
desidratacdo (CUNHA-FILHO et al., 2007). Eventos endotérmicos discretos mostram

essa caracteristica de desidratacédo do estearato de magnésio na Figura 13.
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Figura 13. Curvas DSC do extrato, estearato de magnésio e mistura binaria.
Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C,

fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.

O perfil DSC do fosfato dicalcico dihidratado (Figura 14) € associado a perda
de agua de hidratagcdo desse material e a formacgéo de fosfato dicalcico anidro. O
processo de desidratacdo ocorre em duas etapas em 150,8°C e 191,1°C segundo
Cunha-Filho e colaboradores (2007). Observando a curva DSC do excipiente fosfato
dicalcico dihidratado e da sua mistura fisica com a isoflavona, esse comportamento
se repete. Ou seja, ndo existe evidéncia de interacdo da isoflavona com esse

excipiente.
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Figura 14. Curvas DSC do extrato, fosfato dicalcico dihidratado e mistura binaria.
Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C,

fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.
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Figura 15. Curvas DSC do extrato, lauril sulfato de so6dio e mistura binaria.
Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de aquecimento entre 25°C e 500°C,

fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de 50mL/min.
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O lauril sulfato de sodio (Figura 15) apresenta um pico endotérmico,
possivelmente de fusdo, um pouco antes de 190°C. Esse pico também aparece na
curva DSC da mistura fisica, apesar de estar um pouco deslocado e diminuido. O
pico exotérmico detectado em 218°C nao foi observado tanto na curva DSC desse
excipiente quanto na curva DSC do extrato, e pode ser indicativo de interacédo entre
o lauril e o extrato.

Por isso foi feita a analise em TG do excipiente lauril sulfato de sddio (Figura
16) para verificar o seu perfil de degradagcéo de massa, e a possivel interagdo com o

extrato.

@

N OED A =LH] DE

o [

Figura 16. Curva DSC da mistura binaria extrato e lauril sulfato de sédio e curva TG
do lauril sulfato de sodio. Velocidade de aquecimento de 10°C/min, faixa de
aquecimento entre 25°C e 500°C, fluxo do gas de purga, nitrogénio, sob fluxo de
50mL/min.

A Figura 16 mostra que antes desse evento exotérmico verificado na curva
DSC da mistura binaria o lauril sulfato de sédio ja havia perdido 22,9% de sua massa
inicial. Ou seja, a partir desse ponto o excipiente ja iniciou sua degradag¢do, nao
sendo possivel avaliar uma possivel interagdo visto que a caracteristica do

excipiente ja esta alterada.
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5.3.2 Teor de daidzeina e genisteina no extrato seco de soja
O teor de daidzeina e genisteina encontrado no extrato pelas duas formas

analisadas foi apresentado na Tabela 14 em porcentagem de cada marcador.

Tabela 14. Teor de daidzeina e genisteina no extrato seco de soja.

N&o hidrolisada Hidrolisada

(n=3) (n=3)
Daidzeina 27,8% £ 1,2 27,5% + 0,2
Genisteina 11,1% = 0,7 11,0% = 0,1

A hidrélise acida das isoflavonas promove a conversao de glicosideos em
agliconas através da retirada do agucar por meio de aquecimento da amostra em
meio 4cido (CESAR et al., 2006; CAMPOS et al., 2007; ROSTAGNO et al., 2009).
Segundo Rostagno e colaboradores (2009) a vantagem da hidrélise acida é
simplificar a analise, reduzindo o numero de derivados, o tempo de corrida, e a
possibilidade do uso de método isocratico quando analisado por CLAE. Campos e
colaboradores (2007) relatam que a analise das formas agliconas totais,
principalmente daidzeina e genisteina, é fundamental por serem as principais formas
relacionadas a terapéutica, e pelo fato dos glicosideos sofrerem hidrélise no
organismo para depois serem absorvidos na forma de aglicona. Portanto a
quantificacdo de agliconas é muito importante, visto que a quantidade de isoflavonas
€ muito variavel nos extratos e comprimidos.

César e colaboradores (2006) avaliaram a eficiéncia da hidrolise pelo
aumento nas concentragdes de aglicona, com consequente reducdo da area dos
picos referentes aos glicosideos. E relataram que a melhor condicédo de hidrélise
testada foi a que utilizou acido cloridrico etandlico 3 mol/L, em banho-maria fervente,
por 40 minutos (César et al., 2006).

Segundo Genovese e Lajolo (2001), para que haja hidrolise total das
isoflavonas & necessario um refluxo de pelo menos 2 horas com HCIl 2 mol/L em

banho de agua fervente, porém em tais condigbes as isoflavonas sofrem



48

degradacdo, concluindo-se que a determinacdo de isoflavonas na forma
originalmente presente, sem hidrolise, € mais adequada. Rostagno, Palma e Barroso
(2005) relatam que acima de 40°C as isoflavonas comegam a sofrer degradacao,
principalmente a daidzeina.

A hidrélise foi realizada conforme descrito por César e colaboradores (2006)
como a melhor condigdo para a hidrélise. Porém, como demonstrado na Tabela 14,
o teor dos marcadores nao teve alteragdo significativa entre os dois métodos
analisados. Este fato pode ser explicado pela possivel degradagéo de isoflavonas,
ou por conter uma quantidade muito pequena de glicosideos. Segundo laudo do
fabricante do extrato utilizado, os glicosideos representam cerca de 1%.

Como houve pequena diferenca entre os métodos avaliados, o método direto
(sem hidrélise) foi escolhido como forma de andélise, por apresentar menores custos
e menor tempo de analise.

Levando-se em consideracado a analise do teor do extrato pelo método direto
foram encontrados 27,8% e 11,1% de daidzeina e genisteina, respectivamente.
Portanto estas foram as porcentagens utilizadas em todos os calculos que
envolveram a utilizagédo do extrato ao longo do desenvolvimento do trabalho para

caracterizar a quantidade de cada marcador.

5.3.3 Formulagoes de comprimidos

5.3.3.1 Anélise dos péds e granulados

O extrato seco de soja, a mistura de p6s da formulacdo CD1 (compressao
direta) e os granulados das formulagdes GU1, GU2, GU3, GU4 e GUS foram
analisados quanto a velocidade de escoamento, ao angulo de repouso, a
compressibilidade, ao indice de Hausner e a umidade residual conforme

demonstrado na Tabela 15.



Tabela 15. Resultados das analises dos p6s e granulados.
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Velocidade de R , Umidade
Angulo de o Indice de _
escoamento Compressibilidade residual
repouso Hausner
(1009) (%)
Extrato seco de | Nao apresentou
- 42,86 1,75 44+0,2
soja fluxo
Formulacao 30,0° £
6,0s+1,0s 25,37 1,34 3,7+0,1
GU1 1,3°
Formulacao 34,1°+
6,7s+0,9s 26,06 1,35 2,7+0,2
GU2 1,8°
Formulacao 28,4°+
48s+0,8s 18,68 1,23 46101
GU3 0,5°
Formulacao 28,3°
48s+1,1s 22,45 1,29 50+0,1
GU4 1,2°
Formulacao 27,6°t
45s+0,5s 16,85 1,20 49+0,2
GU5 0,9°
Formulacao 39,2° %
50,6 s+ 2,8s 40,00 1,66 23103
CD1 1,1°

Valores de referéncia: Angulo de repouso 25 a 30° — fluxo excelente, 31 a 35° — fluxo

bom, 36 a 40° — fluxo razoavel, 41 a 45° — fluxo toleravel, 46 a 55° — fluxo pobre, 56
a 65° — fluxo muito pobre, > 66° — fluxo muito, muito pobre (USP 30, 2007).

Compressibilidade de 5 a 15 — fluxo excelente, 12 a 16 — fluxo bom, 18 a 21 — fluxo

favoravel, 23 a 35 — fluxo fraco, 33 a 38 — fluxo muito fraco, > 40 — fluxo
extremamente fraco (USP 30, 2007). indice de Hausner 1,00 a 1,11 — fluxo

excelente, 1,12 a 1,18 — fluxo bom, 1,19 a 1,25 — fluxo razoavel, 1,26 a 1,34 — fluxo

toleravel, 1,45 a 1,45 — fluxo pobre, 1,46 a 1,59 — fluxo muito pobre, > 1,60 — fluxo
muito, muito pobre (USP 30, 2007).

Segundo Emshanova (2008), para que o método de compresséo direta possa

ser utilizado, o farmaco deve apresentar boas propriedades de fluxo. Portanto, de

acordo com os resultados observados na Tabela 15 foi possivel verificar que o

método de compresséo direta ndo foi adequado para a isoflavona, visto que ela néo
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apresentou fluxo continuo. O resultado foi confirmado através da anadlise da
formulacdo CD1, pois apresentou um tempo de escoamento muito superior ao
apresentado pelas formulagbes obtidas por via umida, além de um maior angulo de
repouso, altos indices de compressibilidade e de Hausner (WELLS, 2005).

As formulagdes obtidas por via umida apresentaram melhor fluxo. O resultado
ja era esperado, visto que tal processo promove a melhora do fluxo (EMSHANOVA,
2008). A formulagdo GU2 proporcionou a formagdo de um angulo de 34,1°, que
segundo a USP 30 (2007), corresponde a uma boa capacidade de fluxo. Enquanto
as formulagdes GU1, GU3, GU4 e GUS5 proporcionaram a formacéo de angulos
situados entre 25 e 30° correspondendo a um fluxo excelente. Apds a analise de
todas as formulacdes foi verificado que a formulacdo GU5 apresentou as melhores
propriedades de fluxo, pois resultou na melhor velocidade de escoamento, angulo de
repouso, compressibilidade e indice de Hausner.

De acordo com Wu e colaboradores (2007), a granulometria pode ser
avaliada através da utilizagcdo de jogos de tamises colocados em seqiéncia,
contendo tamanhos de malhas variados e em ordem decrescente de tamanho.
Sendo assim, a distribuicdo do tamanho das particulas (perfil granulométrico) do
extrato seco de soja e das formulagbes de GU1 a GU5 e CD1 foi analisada através
da porcentagem de particulas retidas em cada malha utilizada, como ilustrado na
Tabela 16 e na Figura 17.

Tabela 16. Granulometria dos pds e granulados.

. . Malhas (% de particulas retidas em cada malha)
Material avaliado

14mm | 1.0mm | 0,5mm | 0,250 mm | 0,125 mm Coletor

Extrato seco de
. 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 3,38% 96,62%
soja

Formulagéo GU1 0,0% | 10,67% | 17,98% | 25,87% 23,44% 22,04%

Formulagéo GU2 0,0% 4,90% | 11,05% 15,40% 45,70% 22,95%

Formulagéo GU3 0,0% | 16,80% | 35,18% | 28,60% 14,28% 5,15%

Formulagéo GU4 0,0% 2,63% | 22,85% | 31,53% 32,58% 10,43%

Formulagédo GU5S 0,0% | 18,05% | 36,15% | 31,13% 10,15% 4,53%

Formulagéo CD1 0,0% 0,0% 0,0% 2,90% 59,50% 37,60%
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Formulagdo CD1 Formulagao GU1
70,00% 30,00%
60,00ZA 25,00%
o 20|
30,00% 15,00% -
20,00% 10,00% -
10,00% 5,00% -
0,00% — 0,00% -
1,0 mm | 0,5 mm 0,250 mm|0,125 mm < 1,0mm | 0,5mm [0,
0,125mm
Malhas Malhas
Formulagao GU2 Formulagdo GU3
50,00% 40,00%

35,00%
30,00%
25,00% -
20,00% A
15,00% -+
10,00% -

5,00% -

0,00% -

40,00%
30,00%
20,00%
10,00% -

0,00% -

1,0mm | 0,5mm [0, 1,0mm | 0,5mm [0,

Malhas Malhas

Formulagdo GU4 Formulagdo GU5

35,00% 40,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00% -
10,00% -+

5,00%

0,00% -

1,0mm | 0,5mm [0,

Figura 17. Distribuicdo de tamanho das particulas das formula¢des estudadas.

Foi observado que o extrato seco de soja possui grande quantidade de
particulas finas, pois 96,62% das particulas passaram por todos os tamises. Essa
quantidade de po6 fino prejudica muito o fluxo, pois sdo mais coesivas
(STANIFORTH, 2005). A formulagcao CD1, que foi levada a compresséao direta sem
granulacao prévia, consequentemente também demonstrou ter grande quantidade
de particulas finas com 59,5% retidas na malha 0,125 mm. Enquanto que a
formulacdo GUS5, preparada por granulacdao umida, apresentou distribuicdo do
tamanho das particulas mais dispersa, com apenas 4,53% de po fino, o que contribui
para um bom fluxo (EMSHANOVA, 2008).
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Essa diferengca no tamanho das particulas pode ser observada na Figura 18.
Observa-se que o extrato e a mistura seca sédo constituidos por pés muito finos, e o
granulado é um aglomerado de particulas maiores com superficie porosa. Segundo

Wu e colaboradores (2007) a porosidade do granulo pode auxiliar na dissolugao.

Figura 18: Fotomicrografias de p6s e granulados estudados: (A) extrato seco de

soja, (B) granulado da formulagédo GUS5, (C) mistura de p6s da formulagao CD1.
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Os parametros fisicos dos comprimidos obtidos nas formulagées GU1, GU2,

GU3, GU4, GUS e CD1 foram avaliados quanto peso médio, dureza, espessura,

desintegracéo e friabilidade (Tabela 17).

Tabela 17. Resultados de peso meédio, dureza, espessura, desintegracdo e

friabilidade.
Formulacéo Peso médio Dureza Espessura Desintegragao | Friabilidade
(n=20) (n=20) (n=20) (n=06) (n=20)
GU1 2885mg+3,6 |93kgf+1,2 |4,70mm=0,03 |20 min 0,0%
GuU2 306,8mg+23 |8,2kgft2,1 510 mm £ 0,06 | 23 min 0,0%
GU3 301,5mg+3,7 |94kgf+1,5 |4,65mm+0,02 |15min 0,0%
GU4 298,7mg £ 4,6 10,1 kgf £ 1,6 | 4,59 mm £ 0,02 | 23 min 0,0%
GUS 301,4mg+3,3 |92kgf£0,8 |4,67mmz=0,07 |24 min 0,0%
CD1 3149mg+157 | 91kgf+52 |5,02mm=z+0,23 | 16 min 0,5%

Durante a compressao da formulagcdo CD1 houve grande variagdo de peso e
dureza devido ao fluxo pobre desta formulagéo. O fluxo & fundamental para garantir
parametros ideais e uniformes durante o processo de compressédo (STANIFORTH,
2005; SCHNEIDER; SINKA; COCKS, 2007). (2008)

formulagcbes por compresséo direta possuem particulas menores, tendo maior

Segundo Emshanova

superficie de contato e favorecendo assim a desintegragéo.

As formulag¢des GU1, GU2, GU4 e GUS5 proporcionaram bons resultados em
relacdo a peso médio, dureza, espessura e friabilidade. No entanto, os tempos de
desintegracdo ndo foram satisfatérios (maiores que 20 minutos), pois a USP 30
(2007) descreve que o tempo de desintegracéo para comprimidos fitoterapicos deve
ser de até 20 minutos. Ja a formulacdo GU3 proporcionou bons resultados em todos
0s parametros avaliados. A desintegracdo mais rapida foi obtida pelo uso do
desintegrante croscarmelose sddica e do tensoativo lauril sulfato de sédio. Villanova
e Sa (2009) relatam que o uso de tensoativo na formulagcdo reduz a tenséo
superficial, melhorando a molhabilidade do farmaco e aumentando a sua

solubilidade, ou seja, auxiliam na reducdo do tempo de desintegracdo dos
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comprimidos. E relatam, também, que o uso de desintegrantes facilita a
desagregacao dos granulos em particulas menores, quando em contato com a agua,
aumentando a superficie exposta ao meio e acelerando a dissolugao (VILLANOVA e
SA, 2009). O uso de dois por cento do LSS na formulacdo foi fundamental para
melhorar a desintegracao e dissolugdo do comprimido.

A Tabela 18 mostra o teor de daidzeina e genisteina encontrado nos
comprimidos das formulagcbes GU1 a GU5 e CD1, sendo representado em

porcentagem em relagao ao valor encontrado no extrato.

Tabela 18. Teor de daidzeina e genisteina nas formula¢cdes GU1 a GU5 e CD1.

Formulagcdo | Daidzeina (%) | Genisteina (%)
GU1 88,92 + 1,37 74,62 £ 1,06
GU2 88,92 + 0,88 95,36 + 0,47
GU3 92,66 + 3,21 92,76 + 3,16
GU4 91,52 £ 0,38 91,33+ 0,46
GU5 97,55+ 2,44 97,01 +2,28
CD1 91,53 + 3,43 95,36 + 0,69

Segundo a USP 30 (2007) o teor de comprimidos deve estar entre 90 e 110%,
portanto apenas as formulagbes CD1, GU3, GU4 e GU5 cumprem este parametro.
As formulagdes GU1 e GU2 apresentaram teores abaixo dos valores especificados.
Foi observado que a troca do metabissulfito de sodio por butilhidroxitolueno,
aparentemente, contribuiu para aumentar o teor de genisteina, pois foi a Unica
alteracao entre as formulas GU1 e GU2, sendo que n&o foram alterados os demais
excipientes e suas concentragbes. Huang e colaboradores (2008) relatam que a
genisteina é mais sensivel a oxidag¢ao, e provavelmente por isso ela tenha sofrido
alteracao de teor quando alterado o antioxidante. Devido a esse aumento do teor de
genisteina, em todas as formulacbes posteriores foi utilizado o butilhidroxitolueno
como antioxidante. Nas formulagbes GU3, GU4 e GU5 o amido foi retirado e a
concentracéo de celulose microcristalina PH-102 foi aumentada, para obter a dureza
necessaria sem que houvesse a necessidade da maquina compressora trabalhar de

forma forcada para obter a dureza necessaria. Com a troca de excipientes a
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maquina passou a trabalhar de forma mais suave, sendo este um pardmetro
importante a ser a avaliado para aumentar a vida util do equipamento.

O revestimento de todas as formulagbes foi semelhante, a unica diferenca foi
o corante utilizado, visando mascarar o aspecto original do comprimido. A aparéncia
do comprimido é um fator que influencia na adesao ao tratamento, pois a aparéncia
agradavel da forma farmacéutica promove melhor aceitagdo pelo paciente
(ALDERBORN, 2005). Como os comprimidos de isoflavona desenvolvidos neste
trabalho sdo para mulheres que se encontram no periodo da menopausa foi
escolhido o corante vermelho ponceau para o revestimento, que na concentracéo de
0,05% na suspenséo de revestimento, proporcionou comprimidos na cor rosa (Figura
19).

Figura 19. Comprimidos de isoflavona obtidos pela formulagdo GUS3.

5.4 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA METODO DE
DISSOLUGAO

5.4.1 Ensaio de solubilidade

As Tabelas 19 e 20 mostram as porcentagens de daidzeina e genisteina
dissolvidas, respectivamente, em diferentes meios de dissolugcéo. Observa-se que os
meios agua com lauril sulfato de sédio dissolvem maior porcentagem de daidzeina e
genisteina. Os tensoativos s&do bastante empregados para modificar o meio de
dissolugéo permitindo solubilizar farmacos de baixa solubilidade, como observado no
caso da daidzeina e da genisteina (MANIASSO, 2001). Observa-se que a genisteina

possui maior quantidade dissolvida nos meios aquosos, quando comparada com a
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daidzeina. Tal fendmeno pode ser explicado devido a genisteina apresentar em sua
estrutura molecular uma hidroxila a mais do que a daidzeina, tornando-a mais polar
(Figura 2).

Durante a realizacdo dos ensaios de solubilidade observou-se que no tempo
de 24 horas o meio HCI 0,1 mol/L com 0,5% de lauril sulfato de sodio ocorreu
alteracéo de cor, passando de amarelo, como os demais, para rosa (Figura 20).
Segundo Genovese e Lajolo (2001), as isoflavonas, principalmente a genisteina,
sofrem degradacao quando colocadas em refluxo por 2 horas com HCI 2 mol/L em
banho de agua fervente. Como o extrato ficou em HCI por 24 horas, provavelmente a

alteracao de cor se deu pela degradacgao das isoflavonas.

Tabela 19. Porcentagens de daidzeina dissolvida em diferentes meios de

dissolugao.
Meios de dissolugao 1 hora 24 horas
% dissolvida | % dissolvida
Agua deionizada 2,30+£0,05 | 3,22+0,05
HCI 0,1 mol/L 2,28+0,13 | 2,49+0,03
Tampao acetato de sédiopH4,5| 2,25+0,03 | 2,49 £ 0,03
Agua + 0,5% de LSS 5,81+0,03 | 6,97 £ 0,21
HCL 0,1 mol/L + 0,5% de LSS 3,90+0,08 | 4,53+0,11
I%Tsﬂf dicféasfo de sodio pH 4,51 5 55 4+ 0,20 | 6,05 + 0,03
Agua + 3,0% de LSS 17,30 £ 2,65 | 25,03 £ 0,64
Agua + 3,0% de Tween 80 14,17 + 0,76 | 20,63 + 0,24
Agua + 3,0% de Tween 20 12,27 £1,93 | 16,04 + 0,58
Agua + 1,0% de LSS 8,47 +£0,08 [ 11,99 +0,53
Agua + 1,5% de LSS 11,44 £ 0,00 | 15,53 £ 0,45




Tabela 20. Porcentagens de genisteina dissolvida em diferentes meios de

dissolucéao

Meios de dissolugao

1 hora

24 horas

% dissolvida

% dissolvida

Agua deionizada 6,31+0,13 9,563 +0,20
HCI 0,1mol/L 6,22 £ 0,00 7,46 £ 0,07
Tampéo acetato de sédio pH 4,5 6,22 + 0,00 7,65 +0,46
Agua + 0,5% de LSS 24,73 £ 0,83 44,11+ 1,19
HCL 0,1 mol/L + 0,5% de LSS 11,67 £ 0,96 19,66 + 1,00
Tampéo acetato de sédio pH 4,5

+05% de LSS 15,81 + 2,87 34,21 £ 0,33
Agua + 3,0% de LSS 38,15+£7,20 82,54 £2,72
Agua + 3,0% de Tween 80 30,99 + 4,84 76,06 + 7,37
Agua + 3,0% de Tween 20 30,05 £ 10,77 65,93 £ 2,59
Agua + 1,0% de LSS 30,68 + 4,40 75,97 £ 4,98
Agua + 1,5% de LSS 31,44 £ 0,13 78,69 + 0,86
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Figura 20. Comparacao de cor entre os meios agua com 0,5% de LSS (lado
esquerdo) e HCI 0,1 mol/L (lado direito) ao final de 24h.

Daruhazi e colaboradores (2008) relatam que as isoflavonas possuem baixa
solubilidade em agua, sendo necessario o uso de adjuvantes para melhorar a
solubilidade delas em meio aquoso. Dwiecki e colaboradores (2009) relatam que,
além da baixa solubilidade da daidzeina em agua, ela é degradada em meio aquoso
com o passar do tempo. Portanto, a pequena porcentagem de daidzeina dissolvida
apds o periodo de 24 horas pode ter sido influenciada pela sua instabilidade em
meio aquoso com conseqliente processo de degradacédo, fato este que devera ser
confirmado, posteriormente, por ensaio de estabilidade do ativo em solucéo.

Apds a andlise dos resultados foi possivel verificar que houve uma baixa
porcentagem de daidzeina dissolvida em todos os meios utilizados, visto que todos
0S meios sao compostos por veiculos aquosos. No entanto, pode-se perceber que
mesmo tendo dissolvido uma pequena porcentagem ao final do ensaio, o meio
contendo agua e 3,0% de lauril sulfato de so6dio apresentou um maior percentual de
dissolugdo quando comparado com os demais.

Levando em consideracédo todas essas variagdes, foram escolhidos para o
desenvolvimento do método de dissolugédo os meios agua com 3% de LSS e com

1,5% de LSS, para verificar a influéncia da quantidade de LSS durante o ensaio de
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dissolugcdo, pois os meios agua com LSS foram os que apresentaram maior

porcentagem de daidzeina e genisteina dissolvidas.

5.4.2 Planejamento fatorial
Os dados gerados pelo planejamento fatorial foram analisados com o auxilio
do programa GNU Octave versao 3.2.2 (2009). Foram analisados os dados obtidos

das coletas nos tempos 60 e 90 minutos.

5.4.2.1 Daidzeina
5.4.2.1.1 Coleta no tempo 60 minutos.

A analise de variancia resultou os dados demonstrados na Tabela 21, onde
SQ representa a soma dos quadrados, GL o grau de liberdade, MQ a média dos

quadrados, F o teste de hipdteses e P a significancia estatistica.

Tabela 21. Analise de variancia Daidzeina 60 minutos.

Fonte de 2— o
Variagao Al 26:59%

Regressao Entre 5201,5844 743,0835 | 159,5262 V= 4,66

Residuo Dentro 74,5291 | 16 | 4,6581 DP=
Total 5276,1134 | 23

A significancia estatistica revelou um p<0,001, demonstrando que os dados
apresentam um alto grau de confiabilidade. O coeficiente de determinacdo (R?) foi
proximo de 1 revelando um boa correlagéo entre as variaveis, e o desvio padrao foi
1+ 2,16.

A regressao linear resultou a seguinte equacéo:

y = 58,5 + 7,5"%LSS + 3,59*Ap. + 2,62*rpm + 1,49*%LSS*Ap. - 1,73*%LSS*vol
(Equacéo 4)

A equacao 4 demonstra que os fatores LSS, aparato e velocidade de rotagao
apresentam efeito primario positivo, tendo os niveis (+) uma maior resposta em
concentragdo de daidzeina no tempo de 60 minutos. Logo, as condi¢des ideais
devem respectivamente ser: agua + 3%LSS, pa 100 rpm . O fator volume né&o
apresentou efeito primario estatisticamente significativo, no entanto o seu efeito

sinérgico com o fator meio de dissolugéo foi menor que zero, revelando um melhor
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desempenho quando utilizado o volume de 900 mL. Na Figura 21 pode-se observar
tanto o efeito primario positivo do meio de dissolugcdo, como o efeito sinérgico do
volume com o meio de dissolugdo. Na Figura 22 pode-se observar os efeitos

primarios positivos do aparato e da velocidade de rotacao.

Ow@orw 00 renton
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Figura 21. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “concentragéo
de lauril sulfato de sédio” e “volume do meio” sobre a concentragdo de daidzeina

dissolvidas em 60 minutos do ensaio de dissolugdo.
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Figura 22. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “aparato” e
“‘rotagoes” sobre a concentragéo de daidzeina dissolvidas em 60 minutos do ensaio

de dissolugéo.

5.4.2.1.2 Coleta no tempo 90 minutos.

A analise de variancia resultou os dados conforme Tabela 22.

Tabela 22. Analise de varidncia Daidzeina 90 minutos.

Fonte de

Variagéo g L

RSCE 98,84%

Regressao Entre 4513,9652 7 | 644,8522 = 3,31
Dentro 52,9500 | 16 | 3,3094 DP=

Total 4566,9152 | 23

A significancia estatistica revelou um p<0,001, demonstrando que os dados
apresentam um alto grau de confiabilidade. O coeficiente de determinagéo (R?) foi
préoximo de 1 revelando um boa correlagcéo entre as variaveis, e o desvio padréo foi
+1,82.

A regressao linear resultou a seguinte equacéo:

y = 67,21 + 6,87*%LSS + 4,24*Ap. + 1,94*rpm + 0,93*%LSS*Ap. - 0,85*%LSS*vol
(Equagao 5)
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A equacéao 5 permite inferir que os resultados obtidos com as coletas em 90
minutos s&o semelhantes aos obtidos nas coletas com 60 minutos, onde os fatores
LSS, aparato e velocidade de rotagdo apresentam efeito primario positivo, tendo os
niveis (+) uma maior resposta em concentragdo de daidzeina no tempo de 90
minutos. Ou seja, as condi¢des ideais devem respectivamente ser: agua + 3%LSS,
pa 100 rpm . O fator volume nao apresentou efeito primario estatisticamente
significativo, no entanto o seu efeito sinérgico com o fator meio de dissolugéo foi
menor que zero, revelando um melhor desempenho quando utilizado o volume de
900 mL. Na Figura 23 pode-se observar tanto o efeito primario positivo do meio de
dissolugédo, como o efeito sinérgico do volume com o meio de dissolugédo. Na Figura
24 pode-se observar os efeitos primarios positivos do aparato e da velocidade de

rotagao.
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Figura 23. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “concentragao
de lauril sulfato de sédio” e “volume do meio” sobre a concentragdo de daidzeina

dissolvidas em 90 minutos do ensaio de dissolugao.
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Figura 24. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “aparato” e
“rotacdes” sobre a concentracédo de daidzeina dissolvidas em 90 minutos do ensaio

de dissolugéo.

5.4.2.2 Genisteina

5.4.2.2.1 Coleta no tempo 60 minutos.

A analise de variancia resultou os dados conforme Tabela 23.

Tabela 23. Analise de variancia Genisteina 60 minutos.

Fonte de -
Variacao
Regressao Entre 3145,3945 449,3421
Residuo Dentro 84,9815 16 5,3113

Total Total 3230,3759 | 23

97,37%

V= 5,31
2,30

84,6005 | 1,92006E-11

)
B
Il

A significancia estatistica revelou um p<0,001, demonstrando que os dados
apresentam um alto grau de confiabilidade. O coeficiente de determinagao (R?) foi
proximo de 1 revelando um boa correlagéo entre as variaveis, e o desvio padrao foi
1 2,30.
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A regressao linear resultou a seguinte equacao:

y = 71,59 + 3,88*%LSS + 3,26"Ap. + 3,9*rpm - 1,27*%LSS*rpm - 2,37*%LSS*vol.
(Equacéo 6)

A equacao 6 demonstra que os fatores LSS, aparato e velocidade de rotacao,
assim como para a daidzeina, apresentam efeito primario positivo, tendo os niveis
(+) uma maior resposta em concentracao de genisteina no tempo de 60 minutos. As
condigbes ideais continuam sendo respectivamente: agua + 3%LSS, pa 100 rpom . O
fator volume n&o apresentou, novamente, efeito primario estatisticamente
significativo, no entanto o seu efeito sinérgico com o fator meio de dissolucao foi
menor que zero, revelando um melhor desempenho quando utilizado o volume de
900 mL. Foi observado que o efeito secundario entre fatores meio de dissolucado e
aparato nao foi estatisticamente significativo segundo essa equacéo. Na Figura 25
pode-se observar tanto o efeito primario positivo do meio de dissolugédo, como o
efeito sinérgico do volume com o meio de dissolugdo. Na Figura 26 pode-se

observar os efeitos primarios positivos do aparato e da velocidade de rotacao.
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Figura 25. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “concentragéo
de lauril sulfato de sédio” e “volume do meio” sobre a concentragdo de genisteina

dissolvidas em 60 minutos do ensaio de dissolugéo.
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Figura 26. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “aparato” e

“rotacdes” sobre a concentracao de genisteina dissolvidas em 60 minutos do ensaio

de dissolugéo.
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5.4.2.2.2 Coleta no tempo 90 minutos.

A analise de variancia resultou os dados conforme Tabela 24.

Tabela 24. Analise de variancia Genisteina 90 minutos.

Fonte de Variagdo R%= 99,16%

2,12423E-

- Entre 1835,7161 7 262,2452 | 270,3988 V= 0,97
Regressao 15
15,5175 0,9698 DP= 0,98

18512336

A significancia estatistica revelou um p<0,001, demonstrando que os dados
apresentam um alto grau de confiabilidade. O coeficiente de determinagéo (R?) foi
préoximo de 1 revelando um boa correlagéo entre as variaveis, e o desvio padrao foi
+ 0,98.

A regresséao linear resultou a seguinte equacéo:

y = 80,21 + 1,17*%LSS + 4,19*Ap. + 1,88*rpm - 0,83*Vol. - 0,46*%LSS*Ap. -
1,41*%LSS*rpm - 1,83*%LSS*Vol. (Equacao 7)

A equacao 7 demonstra que os fatores LSS, aparato e velocidade de rotagéo
apresentam efeito primario positivo, tendo os niveis (+) uma maior resposta em
concentragdo de genisteina no tempo de 90 minutos, concordando com os
resultados obtidos no item 5.3.1.1. Ou seja, as condi¢gbes ideais continuam sendo
respectivamente: agua + 3% LSS, pa 100 rpm. Porém, diferente dos resultados
anteriores, o fator volume apresentou efeito primario estatisticamente significativo
negativo, concordando que o melhor desempenho se deu quando utilizado o volume
de 900 mL. Os efeitos sinérgicos, secundarios, LSS x aparato, LSS x rotagdes, LSS
x volume, foram todos negativos, sendo o maior valor em moédulo LSS x Volume. Na
Figura 27 pode-se observar tanto o efeito primario positivo do meio de dissolugao,
como o efeito sinérgico do volume com o meio de dissolugédo. Na Figura 28 pode-se
observar os efeitos primarios positivos do aparato e da velocidade de rotacdo. Na
Figura 29 pode-se observar a o efeito sinérgico negativo entre meio de dissolugéo e

velocidade de rotacgao.
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Figura 27. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “concentragéo
de lauril sulfato de sédio” e “volume do meio” sobre a concentracdo de genisteina

dissolvidas em 90 minutos do ensaio de dissolugao.

Figura 28. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “aparato” e
“rotagdes” sobre a concentracado de genisteina dissolvidas em 90 minutos do ensaio

de dissolugao.
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Figura 29. Superficie de resposta referente a influéncia das variaveis “concentracao
de lauril sulfato de so6dio” e “rotacdes” sobre a concentracdo de genisteina

dissolvidas em 90 minutos do ensaio de dissolugao.

De acordo com os resultados citados acima foi definido os seguintes
parametros para o método de dissolugéo:

Meio de dissolugdo: Agua + LSS 3%

Aparato: Pa

Velocidade de rotagao: 100 rpm

Volume de meio: 900 mL

5.4.3 Perfil de dissolugao das formulagées desenvolvidas

Apds a definicdo das condi¢des utilizadas durante o desenvolvimento do
método de dissolugdo para comprimidos de isoflavona da soja pode-se analisar as
seis formulagdes desenvolvidas ao longo do trabalho.

Segundo a USP 30 (2007) o uso de tensoativo, como LSS, no meio de
dissolugcdo pode auxiliar na dissolugéo de farmacos pouco soluveis em agua. Como
no caso dos marcadores daidzeina e genisteina que sao pouco soluveis em agua. O
volume de 900 mL de meio definido no método, segundo a USP 30 (2007) € o mais
utilizado. A velocidade de rotacédo de 100 rpm, também, esta dentro dos critérios
aceitos pela USP 30 (2007). Sendo o aparato pa o mais comumente utilizado para
comprimidos (USP 30, 2007). Tanto na USP 30 (2007), como na Farmacopéia
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Brasileira (1988) ainda ndo ha descricdo de ensaio de dissolucéo de fitoterapicos.
Atualmente a ANVISA (2010) ainda nao exige ensaio de dissolu¢ao para registro de
fitoterapicos. Porém por se tratar de um ensaio in vitro que tem uma predi¢ao
relevante do desempenho do medicamento in vivo, € de fundamental importancia
desenvolve-lo (TZANAVARAS et. al., 2008), mesmo que seja complexo, como no
caso de fitoterapicos.

A analise foi feita através do perfil de dissolu¢cdo obtido com o ensaio de
dissolugao realizado em sextuplicata e, a melhor formulagéo foi escolhida levando-se
em considerag&o a maior porcentagem dissolvida para os dois marcadores avaliados
(daidzeina e genisteina). Foi determinado que 80% de cada marcador deveriam ser
dissolvidos no tempo de 90 minutos.

As Tabelas 25 e 26 e as Figuras 30 e 31 demonstram que das formulagbes
avaliadas, a GU3 foi a que proporcionou melhor desempenho, pois promoveu a
dissolucdo da maior quantidade de daidzeina e genisteina ao longo de todo o
ensaio, permitindo que mais de 80% dos dois marcadores se dissolvessem em 90

minutos.



LY LF6S/8 | SV'GFOV'G8 | 98°2F€2'8L | 66'VL F.1999 | 2L°LL F68°LG | 69°LL F¥L6E | LG'GFG66L | OL'SF LG'EL | 80T F8E0) 1ao
€9'L ¥08°08 | 99°L ¥28'¥8 | 08°0L F¥E'6L | OV'EFE€6'CL | CO'TF.L8'6S | 8L'LF6LCY | L9'0FLLCC | 8Z'LF0OCEL | LZ0FI9L )
/G'0F1G'e8 | OV'cFeEv'e8 | ¢8'LF2608 | VL'V F8Y' L9 | 6L'GFLE'ES | 8L'€FG6'LE | L6'LFeC'he | €€ L FCV'EL | 89'0F 99, ab)
GGl ¥.G'C6 | 68°0F0€C6 | ¥9'0F02C6 | LECF./8'88 | 191 ¥82'G8 | GL'€FGZ'LL | GZ'€F689F | ¢L'0F06'CE | ¥6'0 F68°LC €No
¥6'L FE€C'G8 | 6Y'CFBIV8 | CS'CTFOLE] | LWWEFICLL | L99FL6'99 | €0'GFZYLY | 62'CFCLTC | 9S'L F8L€EL | 0G'0FLEQ zno
ZL'LF2S'€9 | TLLF€E9C9 | 921 F9€€9 | 6L'CFLL09 | LL'OFOT'SS | SYLFI8EY | CTL'GFEECET | SOVF8LYL | TLLFvLL N9
ulw oGl ulw 0zl uiw 06 uiw 09 ulw Gp ulw o¢ ulw G| ulw o} ulw g odwsa]/sagde|nwioy
(e1ipa) eulasIUBD) - SBQIEINWIOY SE aljud eAljeiedwod ejage |

‘odwa} Jod sagde|nwio) se aljus epIAjosSIp euld)siuab ap weabejuaoiod ep oedeiedw o)) "9z ejage |
6ECFOL'Y8 | GC'GF L6'8L | L2'8F6EGY | 6Y'CL F66'GS | GL'VL F6EIY | 06 F6¥'0E | YEVF6CYL | 6ETFOL'6 | €8°0FGL'Y 1ao
6V LF¥678 | 9€'L F62°18 | 88°LEF9069 | 06CF LEVI | 0L L F+¥2S | Z0'L F€59¢ | 9G6'0F80'8L | ¥L'LF26'6 | 8L'LFOEY )
0Z'LF¥¥'1L8 | €0'CTF LO'GL | SY'CF89'EL | SY'EFCEBS | VSV FLL'OY | 22 €FG6°LE | LL L F1L2LL | €CLF9L°0L | 6S'0F 06V k)
00°L ¥€8'¥8 | CL'L ¥8€'C8 | ¥6'0F V208 | VSLF¥6'V. | ¥G'L F99'89 | 26'CF€L'GG | LGCF.LG'VE | 88°0FGL'EC | 6G'0F9G°CL €no
ZL'CF89Y8 | 00'CF 1128 | 9L°L F89°LL | 9L'€F8L'89 | L¥V'SFGSLS | vO'V F6S0V | 96'L F¥L'8L | €€°1F 220l | LY OFELE D)
9.'0F¥6'8L | 86'0F69'9L | 09°L F10°9L | ¢2CT+8L0L | 0C9F¥EYY | 6E'LFOV'0G | 099 F /8'9C | 68V FG¥'Ol 2TFYE9 LN9O

ulw oGl ulw 0zl uiw 06 ulw 09 ulw Gy ulw og ulw G| ulw o1 ulw g odwa ] /sagde|nwioy

(elpa) euUlBZPIEQ - S8QIRINWIO) SE aJjud eAljeledwod ejage |

0L

‘odwa) Jod sagde|nwiio) Se aJjud BPIAJOSSIp eulazpiep ap wabejuaoiod ep oedesedwo) ‘Gz ejoqe |




90
80
70
60
50
40

Concentragdo (%)

30
20
10

Figura 30.

Perfil de dissolugao - Daidzeina

——GU1
—8-GU2
= CD1
—=GU3
—¥=GU4
~0—GU5

100

Concentragdo (%)

Figura 31.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

Tempo (Minutos)

Curvas dos perfis de dissolugéo de daidzeina das formulagdes.

Perfil de dissolugao - Genisteina

———————— — ——GU1
—=—-GU2
—4—CD1
. —GU3
] —¥—GU4
] ——GU5

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tempo (Minutos)

Curvas dos perfis de dissolugéo de genisteina das formulagdes.

71



72

A dissolucéo, assim como a desintegracdo, mais rapida da formulagcdo GU3
foi obtida pelo uso do desintegrante croscarmelose sddica e do tensoativo lauril
sulfato de sédio. Villanova e Sa (2009) relatam que o uso de tensoativo na
formulacdo reduz a tenséo superficial, melhorando a molhabilidade do farmaco e
aumentando a sua solubilidade, ou seja, auxiliam na reducdo do tempo de
dissolugdo dos comprimidos. E relatam, também, que o uso de desintegrantes
facilita a desagregacédo dos granulos em particulas menores, quando em contato
com a agua, aumentando a superficie exposta ao meio e acelerando a dissolugao
(VILLANOVA e SA, 2009). O uso de dois por cento do LSS na formulagéo e trés por
cento no meio de dissolugdo foi fundamental para melhorar a dissolu¢do do
comprimido. A dureza e o tamanho dos pos e granulados que constituem o

comprimido também influenciam na dissolugéo (USP 30, 2007).
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6 CONCLUSAO

O extrato ndo apresentou contaminagcdo microbioldgica, pois ndo houve
crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Aspergillus niger.

A melhor condi¢ao para quantificacdo de daidzeina e genisteina por CLAE foi:
método isocratico, metanol com 0,1% de acido acético, agua com 0,1% de acido
acético e acetonitrila na proporcao 64:32:4 como fase movel, coluna de fase reversa
C18 150mm x 4,6mm x 5um, fluxo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna de 30°C,
comprimento de onda de 254 nm, e volume de injecdo de 10 pL. Sob essas
condigdes, os picos foram simétricos, tiveram resolu¢cao maior que 2, com tempos de
retencdo de 3,13 e 3,72 da daidzeina e genisteina, respectivamente.

O teor dos marcadores encontrados no extrato foi 27,8% e 11,1% de
daidzeina e genisteina, respectivamente, ou seja, cerca de 40% de isoflavonas.

Nos resultados da analise térmica nao foram observadas possiveis interacoes
do extrato com os excipientes testados.

Dentre as seis formulagbes desenvolvidas de comprimidos de isoflavona,
sendo uma por compressao direta e cinco por granulagao umida, o melhor método
de obtencdo dos comprimidos foi a granulagcdo umida, pois apresentou melhores
propriedades compressionais com velocidade de escoamento variando entre 4,5 e
6,7 s/100g e compressibilidade entre 16,85% e 26,06%.

A formulagao GU3, feita por granulagdo umida, foi a que apresentou melhor
desempenho segundo os parametros analisados, apresentando teor de 92,66% e
92,76% de daidzeina e genisteina, respectivamente, desintegracdo de 15 minutos, e
fluxo caracterizado como excelente.

No desenvolvimento do método analitico para dissolugao dos comprimidos de
isoflavona foi feito o teste de solubilidade para definir o melhor meio, sendo o0 meio
agua com 3% de lauril sulfato de sédio o que dissolveu 80% de daidzeina e
genisteina na temperatura de 37°C no tempo de 90 minutos, intervalo atendendo as
recomendagdes dos compéndios oficiais. Os demais parametros definidos através
do desenvolvimento do método foram aparato p4, velocidade de rotagédo de 100 rpm
e 900 mL de volume de meio.

Os resultados mostraram a possibilidade de obtencdo de formas

farmacéuticas solidas promissoras para veiculagcdo de isoflavona, além de
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metodologias otimizadas para controle de qualidade para analise da matéria-prima e
do produto acabado.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem contribuir com as politicas
publicas do Ministério da Saude viabilizando comprimidos de isoflavona de soja com
qualidade estabelecida, os quais podem servir de parametro para a industria
farmacéutica nacional atender os pré-requisitos de qualidade do medicamento

fitoterapico a ser distribuido pelo Sistema Unico de Saude.
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