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Resumo

Este projeto tem como finalidade avaliar a solubilidade aquosa em meios
farmacopeicos e biomiméticos dos flavonoides crisina, baicaleina, epicatequina e
naringenina. A solubilidade foi precedida da validacdo de metodologia analitica para
o doseamento de flavonoides empregando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A validacdo foi executada de acordo com parametros
estabelecidos na RDC 166/2017. O ensaio de solubilidade foi realizado utilizando os
meios: tampéao fosfato (pH 6,8), solucdo de éacido cloridrico (HCI) 0,21M (pH 1,2),
fluido intestinal simulado em jejum pH 6,5 (FaSSIF) e fluido gastrico simulado em
jejum pH 1,6 (FaSSGF). Os resultados para a solubilidade em equilibrio da
epicatequina mostraram ser, em média, 6,71 mg/mL. O flavonoide naringenina
apresentou valor de 1,29 mg/mL em tampéao fosfato e 0,31 mg/mL em FaSSIF. A
crisina e a baicaleina mostraram valores de solubilidade proximo a zero'na faixa de
pH fisiologico (1,2-6,8). Os dados mostraram divergéncia entre valores de
solubilidade tedrica e experimental, indicando a necessidade de realizagdo de
experimentos para determinagcdo mais acurada desse parametro.

Introducéo

O estudo do perfil da solubilidade aquosa em equilibrio de moléculas
bioativas € de grande relevancia biofarmacéutica, por ser um elemento chave na
determinacdo da biodisponibilidade de novos farmacos com isso pode-se ter uma
previsdo do perfil farmacocinético e consequentemente um desenvolvimento de
medicamento mais eficaz (PAOLINI, G.V. et al 2006).

A solubilidade dos principios ativos € uma das principais caracteristicas na
formulacdo de novos farmacos, sendo importante para estimar a biodisponibilidade e
consequentemente a atividade biolégica no organismo humano. Os flavonoides
como crisina, baicaleina, naringenina e epicatequina sdo exemplos de moléculas
bioativas presentes em muitos produtos de origem vegetal, como os medicamentos
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fitoterapicos. Sendo assim, o objetivo desse projeto foi determinar a solubilidade
aguosa desses flavonoides.

Materiais e Métodos

Foram utilizados padrbes analiticos das substancias: crisina, baicaleina,
naringenina e epicatequina. Todos os produtos quimicos para preparacdo de meios
e andlise foram de grau analitico adquiridos comercialmente. Os tampdes
fisiologicos: solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,1 M pH 1,2 e tampédo fosfato de
potassio monobéasico pH 6,8 foram preparados de acordo com a farmacopeia
brasileira. Os meios biorrelevantes: FaSSGF-V2 e FaSSIF-V2 foram preparados de
acordo com a literatura com Jantratid et al. (2008).

O método analitico para a quantificacdo dos flavonoides foi desenvolvido
utilizando cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu CBM-20A) com detector
UV/VIS. Foi empregada coluna Inertsil® ODS-2 250 x 4,6 mm, 5 pm como fase
estacionaria. O fluxo foi ajustado em 1,00 mL/min e empregado volume de injecéo
de 20 pL com um injetor manual. Para validar tal método, os parametros adotados
foram: exatiddo, robustez, precisao e linearidade (ANVISA, 2017). Os parametros
individuais da analise de cada flavonoide estédo dispostos na tabela 1.

Tabela 1- Parametros cromatograficos para quantificacdo dos flavonoides crisina,
baicaleina, naringenina e epicatequina por HPLC — UV/VIS
Temperatura Comprimento

Flavonoide Fase moavel (v:v) da coluna (°C)  de onda (nm)
Crisina Metanol: Agua (90:10) 35 270

. . Solucéo de Acetonitrila: Acido Fosforico
Baicaleina 0,1% (70:30) 40 275
Naringenina Metanol: Agua (70:30) 36 280
Epicatequina Solucéo de Acetonitrila: Acido Fosférico 30 280

1,0% (70:30)

Para linearidade foram analisadas curvas de calibracdo que foram aceitas
com coeficientes de determinacdo (R?) e de correlacdo maiores que 0,99. Para
exatiddo as amostras foram analisadas em triplicata empregando 3 concentracdes
conhecidas diferentes das utilizadas na linearidade, e foram aceitas recuperacoes
entre 95 a 105%. Para a precisdo, as amostras foram preparadas seguindo o
mesmo protocolo usado para a exatiddo. O método foi considerado preciso quando
0s parametros indicaram variacbes menores que 5%. Para robustez, foram
avaliados composicdo de fase moével, temperatura da coluna, comprimento de onda
e fluxo de fase movel, e o critério de aceitacao foi de variacdes abaixo de 5%.

Os ensaios de solubilidade foram feitos pelo método de Shake-Flask sob
agitacdo orbital a 250 rpm por 24 horas a 37°. As amostras foram preparadas em
triplicata com excesso de 30% do valor tedrico da solubilidade em equilibrio para
cada condicdo. ApoOs o periodo determinado, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm, o liquido sobrenadante foi coletado e as andlises seguiram com amostra
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livre de precipitados que foi injetada e analisada pelo respectivo método previamente
validado.

Resultados e Discussao

Os resultados de linearidade, precisdo e exatiddo para os meétodos de
guantificacdo dos quatro flavonoides foram validados e se apresentaram dentro do
intervalo de aceitacdo. As faixas de trabalho adotadas para os flavonoides foram: a)
crisina - de 2,5 a 50 pg/mL, b) baicaleina - 10 a 150 pg/mL, c) naringenina - 20 a 80
pg/mL e, d) epicatequina - 20 a 90 pg/mL. Todos os métodos foram considerados
lineares com valores de R > 0,99.

A exatidao dos métodos foi avaliada por meio da recuperacéo e os resultados
(média + desvio padrdo) se encontram adequados e dentro do intervalo de 95 a
105%. Por fim, tanto para precisao intradia quanto para interdia, o coeficiente de
variagdo (CV%) foi <5%, para todos os flavonoides testados. A robustez dos
meétodos mostrou que as alteragOes testadas impactam na resposta do método
analitico.

Com os métodos analiticos validados, foi realizado o ensaio de solubilidade e
os resultados obtidos estéo descritos na tabela 2.

Os valores de solubilidade tedrica da baicaleina ficam entre 0,14 e 0,18
mg/mL (Chemicalize), na faixa de pH fisiolégico de 0 a 7,4. Os dados mostraram que
a solubilidade experimental da baicaleina € menor do que o valor do limite de
quantificacdo do método analitico (LQ) e por isso ndo foi quantificado, sugerindo que
a solubilidade aquosa, independentemente do pH, seja cerca de 100 vezes menor
do que a tedrica.

A crisina possui solubilidade tedrica ainda menor, entre 0,05 e 0,07 mg/mL
(Chemicalize) da faixa de pH fisioldgica. N&o foi possivel quantificar a crisina pois as
concentracfes estavam abaixo do LQ, assim como ocorreu para a baicaleina. Os
dados mostram que a solubilidade experimental pode ser cerca de 10 vezes menor
do que a tedrica.

Para a naringenina, verificou-se que em meios &cidos, ela ndo foi detectada
pelo método analitico. Considerando o pKa da naringenina (7,86), sabe-se que a
microespécie preponderante nesses valores de pH € a molecular (ndo-ionizada),
indicando baixa possibilidade de dissolucdo aquosa. Os valores tedricos de
solubilidade em pH 1,7 foram descritos como sendo 0,58 mg/mL (Chemicalize),
porém, assumindo que o LQ foi 0,02 mg/mL e mesmo assim nao foi detectada,
assume-se que a solubilidade aquosa em pH acido seja menor do que a solubilidade
tedrica. Para os meios com pH mais altos a estimativa da solubilidade tedrica é de
0,61 mg/mL para pH 6,5 (Chemicalize). Os valores de solubilidade experimental
mostraram que os valores foram muito maiores para tampéao fosfato (pH 6,8) (1,29
mg/mL) e menores para FASSIF (pH 6,5) (0,31 mg/mL). Portanto, a composi¢cédo do
ambiente aquoso e o valor do pH geraram resultados de solubilidade bastante
distintos.
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Tabela 2- Dados de solubilidade aquosa para os flavonoides crisina, baicaleina,
naringenina e epicatequina em meios farmacopeicos e biomiméticos.

MEIOS FARMACOPEICOS MEIOS BIOMIMETICOS
Flavonoide Tampéo fosfato pH 6,8  HCI 0,1M pH 1,2 FaSSIF pH 6,5 FaSSGF pH
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) 1,6 (mg/mL)
crisina <0,0025 <0,0025 <0,0025 <0,0025
baicaleina <0,0010 <0,0010 <0,0010 <0,0010
naringenina 1,29+10,98 <0,0020 0,31+114,65 <0,0020
epicatequina 6,81+0,07 6,74+0,32 6,51+0,05 6,77+0,40

A epicatequina tem valor do pKa de 9,04 (Chemicalize) e a estimativa € que
na faixa de valores de pH fisiolégico, a microespécie ndo ionizada esteja presente
em quantidade maior que 98%, portanto, ndo haja ionizagdo ao longo das mudancas
fisiologicas. Com isso, a pouca diferenca entre os valores de solubilidade em cada
meio testado era esperado. A solubilidade te6rica mostra valores de 5,59 mg/mL
para pH de 1,7 e 5,72 para pH de 7,4. Os valores experimentais mostraram-se
maiores do que os tedricos, mas bastante proximos, sendo, em média 6,51 mg/mL
para FaSSIF e 6,81 mg/mL para tampéo fosfato.

O conhecimento da caracteristica de solubilidade desses compostos é
importante, visto que os flavonoides tém potencial bioativo, sendo alvos de estudo
no desenvolvimento de farmacos.

Conclusodes

Os dados sugeriram que a solubilidade experimental divergiu
significativamente da tedrica para a maioria dos flavonoides testados, indicando a
necessidade de se avaliar experimentalmente a solubilidade aquosa.
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