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MARONEZZI, Anderson Marquini. Previsdo da taxa de absorcdo intestinal de
flavonoides por cromatografia micelar de bioparticdo. 2013. 39 f. Dissertagéo de
Mestrado (Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Os flavonoides séo moléculas de grande interesse na area de saude em fungao de
suas propriedades farmacoldgicas. No entanto, poucas moléculas desta classe
possuem dados farmacocinéticos disponiveis na literatura. Mais informacgdes sobre o
perfil farmacocinético sdo necessarias para o estabelecimento do uso racional de
medicamentos contendo esses compostos, mas isso significaria o uso de um grande
numero de animais de experimentagao, o que esta na contracorrente das tendéncias
éticas da atualidade, como os 3 Rs. Aliando-se as duas necessidades, de aumento
de informagdes farmacocinéticas de flavonoides e necessidade de reduzir o nimero
de animais de experimentagcdo, busca-se técnicas alternativas para triagem de
comportamento farmacocinético. Uma dessas técnicas é a cromatografia micelar
bioparticao (BMC), que pode prever parametros farmacocinéticos de farmacos e
compostos fendlicos. O objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento de um modelo
matematico para prever a absorgdo intestinal de um grupo de flavondides utilizando
BMC. Medicamentos com absorg¢ao e retengado cromatografica por BMC conhecidos
juntamente com seus descritores moleculares quimicos foram analisados pelo
método estatistico dos minimos quadrados parciais (PLS) e os descritores
moleculares que mais se correlacionaram com os dados de absorcdo foram
selecionados para gerar o modelo matematico preditivo, obtido por regresséo
multivariada. As equagdes geradas pelos modelos apresentaram um bom ajuste, o
que demonstra que a técnica pode ser utilizado para a selecao inicial de compostos.
O modelo gerado foi aplicado aos dados dos flavondides e os percentuais
absorvidos (%A) preditos foram obtidos. Os resultados indicaram baixa absor¢ao
intestinal para todas as moléculas analisadas (33-58%) o que esta de acordo com os
dados in vivo descritos na literatura. Comparando os dados de biodisponibilidade
(BD) in vivo com %A previsto por BMC mostrou-se a eficacia do modelo em predizer
a absorgao intestinal/BD dos flavondides cuja informagdo até agora néo esta
disponivel na literatura.

Palavras-chave: Cromatografia micelar de bioparticdo. Flavondides. absorgéo
intestinal. Farmacocinética. biodisponibilidade.



MARONEZZI, Anderson Marquini. Intestinal absorption profile estimation of
flavonoids by biopartitionig micellar chromatograph. 2013. 39 p. Dissertation
(Master degree in Science Health) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

ABSTRACT

Flavonoids are molecules that currently are receiving great interest in health area
because of their pharmacological properties. However, few molecules of this class
have pharmacokinetic data available in the literature. More information on the
pharmacokinetic profile is needed to establish the rational use of drugs, but it means
using a large number of experimental animals, which are counter-trends in ethics
today. Allying the two requirements, increased information pharmacokinetics of
flavonoids and need to reduce the number of experimental animals, we seek
alternative techniques for screening pharmacokinetic behaviour. One such technique
is biopartitioning micellar chromatography (BMC), which can predict the
pharmacokinetic behaviour of drugs and phenolic compounds. The objective of this
work was to develop a mathematical model to predict the intestinal absorption of a
group of flavonoids using BMC. Medicines with chromatographic retention and
absorption by BMC along with their known chemical molecular descriptors were
analyzed by statistical method of partial least squares (PLS) and molecular
descriptors that correlated significantly with the absorption data were selected to
generate the predictive mathematical model obtained by multivariate regression. The
equations generated by the model showed good agreement, which shows that the
technique can be used for the initial screening of compounds. The model was applied
to the flavonoids data and the intestinal absorption percentages (% A) were obtained.
The results show low intestinal absorption for all analyzed molecules (33-58%), which
is in agreement with the in vivo data described in the literature. By comparing the
bioavailability data (BD) in vivo with the %A predicted by the BMC model, we proved
the effectiveness of the model in predicting the intestinal absorption/BD of flavonoids
whose information are not available in the literature.

Keywords: Biopartitioning micellar chromatography. Flavonoids. Absorption.
Pharmacokinetic.
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1 INTRODUCAO

Os ensaios sobre os efeitos farmacolégicos de uma planta ou seu
extrato sdo temas recorrentes na literatura cientifica, mas as avaliagcbes
farmacocinéticas de produtos de origem vegetal ainda sdo muito insipientes quando
comparada a quantidade de informacgdes farmacodinamicas de compostos isolados
de plantas (CHEN et al, 2006).

Entre as diversas classes quimicas dos produtos naturais, os
compostos fendlicos recebem muita atengcao devido ao grande potencial antioxidante
que essas moléculas possuem (MURATAMI et al, 2008; WANG, STONER, 2008),
bem como pela propriedade de quimiprevengdo do cancer humano (WANG,
STONER, 2008).

Poucos estudos presentes na literatura apresentam o perfil
farmacocinético de compostos polifendlicos (CHEN et al, 2006) e a ampliagcao
dessas informacdes € importante para o direcionamento racional de estudos a partir
de novas moléculas. Em contraposicdo a essa idéia de ampliagcao de estudos que
envolvem animais, a sociedade cientifica vem estimulando a obtencdo de métodos
alternativos ao uso de animais, principalmente em etapas iniciais de estudos de
novos compostos (GULBBELS-VAN-HAL et al, 2005; WETERINGS & VAN ERP,
1987).

Nessa direcdo o Guia 34 da Organizacéo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OCDE, 2008) propde diretrizes para validagdo e
aceitacao internacional de métodos novos ou revisados para avaliagao de risco. De
acordo com o referido documento, um novo método pode ser considerado um
método complementar, ou adjunto, que fornegca dados que contribuam para o
conjunto de informagdes que propiciem a ampliacdo de dados sobre a avaliacdo do
risco de novos compostos (por exemplo, a farmacocinética de uma substancia).

Sendo assim, a implementacdo de técnicas in vitro ou in silico para
triagem de novas moléculas na fase de estudos farmacocinéticos preliminares estéao
em consonancia com essas diretrizes. Para tal, estabelecer modelos matematicos
preditivos de comportamento biologico pode ser uma ferramenta alternativa ou
complementar aos testes convencionais que podem reduzir o uso de animais em
experimentos e os custos, além de otimizar o tempo despendido nas fases iniciais

desses estudos.
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Tendo como fundamento a ética unida ao desenvolvimento da
medicina e na descoberta de tratamentos e/ou prevencado de doencas, procura-se
utilizar meios para restringir o uso de animais em experimentacédo cientifica,
estimulando-se técnicas alternativas, considerando que 90% de experimentos feitos
em animais nao surtem os mesmos efeitos nos seres humanos, e os 10% restantes
nao sao totalmente aproveitados. Vale mencionar que ha métodos de pesquisas que
nao utilizam animais, sendo estes substituidos por modelos computacionais como
forma de simulagdo de um produto, comenta Bekoff (2012). Além da questéo ética,

ha também questdes sociais e legais que devem ser consideradas.

Dentre os métodos alternativos para estimar propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas de compostos sem o0 uso de animais ou voluntarios, as relagdes
(quantitativas) estrutura-atividade (QSAR) s&o as mais utilizadas (DINIZ et al, 2007).

O objetivo dos modelos de predigao utilizando QSAR é relacionar
quantitativamente as atividades biolégicas dos compostos com as propriedades
fisico-quimicas e/ou descritores estruturais dos mesmos. A partir desses estudos
outras aplicagdes dessa estrutura de estudo foram sendo desenvolvidas, como o é
caso do QSRR (Quantitative Structure—Reactivity Relationships), cujo objetivo é
prever caracteristicas, propriedades moleculares. Também os estudos QRAR
(Quantitative Retention-Activity Relationship) utilizam a mesma metodologia, mas
para prever dados fisico-quimicos (por exemplo, logP) utilizando dados de retengao
cromatografica (HEBERGER, 2007). Além da previsdo de parametros fisico-
quimicos, a QRAR também tem sido usada como variavel de predigéo de atividades
bioldgicas, toxicidade e parametros farmacocinéticos de compostos (BERMUDEZ-
SALDANA et al, 2007; ESCUDER-GILABERT et al, 2004).

Os modelos QRAR utilizam descritores moleculares e os relacionam
com resultados cromatograficos. Considerando que tanto processos cromatograficos
como bioldgicos sao dinamicos e que as propriedades hidrofébicas, eletronicas e
estéricas de moléculas sdo determinantes, tanto da atividade biolégica quanto do
grau de retengdo cromatografica, essa relagdo pode ser bastante coerente, pois
ambos 0s processos nado envolvem a ruptura ou a formagao de novas ligagdes,
exceptuando, os processos metabdlicos (KALISZAN, 1999).

A utilizacdo de QRAR aplicando a cromatografia micelar de

bioparticdo (BMC) vem ganhando espago e se baseia no estudo de cromatografia
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liquida micelar (MLC), técnica cromatografica ja bastante aplicada em analises
quantitativas e preditivas de distintas classes de substancias. A MLC pode empregar
na fase mével do sistema cromatografico, distintos surfactantes em concentragdes
acima da concentragdo micelar critica, fazendo com que a formacéo de micelas seja
garantida. Essa técnica gerou a variante BMC, que utiliza especificamente o
surfactante ndo iénico polioxietileno(23)lauril éter (Brij35) na geracao das micelas da
fase movel. A BMC esta sendo patenteado pela Universitat de Valéncia (numero
P200002045) e tem demonstrado capacidade de prever absor¢cado de farmacos com
excelente correlagdo com outras técnicas in vitro, tais como a cromatografia de
afinidade e ensaios de absor¢do em monocamadas de células de adenocarcinoma
epitelial colorretal humano (CACO-2). Além da predigdo na absorgéo intestinal de
farmacos (ESCUDER-GILABERT et al, 2003; MOLERO-MONFORT et al, 2001;
MOLERO-MONFORT et al, 2000), outros parametros puderam ser previstos por
meio da BMC, a permeabilidade tépica (MARTINEZ-PLA et al, 2003) e ocular
(MARTIN-BIOSCA et al, 2003) de xenobioticos. Os resultados obtidos pelos autores
demonstraram a potencialidade de utilizacdo do método da BMC para previsao de
permeabilidade de novos produtos por diferentes tecidos intestinal.

A necessidade de estudos de previsdo de absorgao intestinal em
diferentes fases do desenvolvimento de novos medicamentos é a mesma para 0s
medicamentos de origem vegetal. Portanto, ampliar o rol de informag¢des sobre o
comportamento farmacocinético e biolégico de produtos de origem natural
relacionado a sua diversidade estrutural possibilitara que pesquisa com novas

moléculas naturais tenham maiores chances de sucesso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Prever o percentual da absorgao intestinal de flavondides por meio

da cromatografia micelar de bioparticao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o perfil de retengcao cromatografica de 34 compostos e 14
flavondides em sistema de cromatografia micelar de bioparti¢ao;
b) Agrupar os descritores moleculares de cada composto e
flavondide estudados por meio de pesquisas em bases de dados;
c) Elaborar um modelo matematico que relacione o comportamento
cromatografico com os descritores moleculares e sua capacidade
de permeacdo intestinal dos compostos estudados utilizando
analise multivariada;

d) Aplicar o modelo matematico elaborado para determinar a

permeabilidade intestinal dos 14 flavondides estudados.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Matérias-Primas e Reagentes

Metanol (Sigma®)

Polioxietileno-(23)-lauriléter (Brij35) (Acros Organic®)
Fosfato de sédio dibasico dihidratado (Sigma-Aldrich®)
Acido acético (Fmaia®)

Cloreto de sédio (Sigma-Aldrich®)

Azida sédica (Sigma-Aldrich®)

Paroxetina (PAXTRAT®, Unido Quimica)
Lidocaina (Sigma-Aldrich®)

Diclofenaco (CATAFLAN®, Novartis)

Cetoprofeno (PROFENID®, Sanofi-Aventis)
Propranolol (INDERAL®, Astra-Zeneca)

Atenolol (ABLOK®, Biolab)

Cimetidina (Genérico Teuto®)

Venlafaxina (VENLIFT OD®, Torrent)

Fembufeno (Sigma-Aldrich®)

Acido salicilico (Biotec®)

Clomipramina (CLO®, EMS)

Sinvastatina (SINVALIP®, EMS)

Aciclovir (ZOVIRAX®, GlaxoSmithKline)
Corticosterona (Sigma-Aldrich®)

Tiouréia (Sigma-Aldrich®)

Naproxeno (NAPROX®, Teuto)

Ibuprofeno (IBUPRIL®, Teuto)

Cefalexina (Genérico, Antibiéticos do Brasil® Ltda)
Famotidina (FAMOX®, Ache)

Hidroclorotiazida (Genério Germed®)
Flurbiprofeno (OCUFEM®, Allergan)

Terbutalina (BRICANYL®, Astra-Zeneca)
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Metoprolol (SeloZok®, Astra-Zeneca)
Lansoprazol (LANZ®, EMS)

Ciclobenzaprina (MUSCUPRINA®, EMS)
Propiofenona (Sigma-Aldrich®)

Acemetacina (Sigma-Aldrich®)

Acetanilida (Sigma-Aldrich®)

Amitriptilina (TRYPTANOL®, Merck Sharp & Dohme)
Clonazepam (RIVOTRIL®, Roche)

Diazepam (VALIUM®, Roche)

Fenitoina (HIDANTAL®, Sanofi-Aventis)
Fenobarbital (GARDENAL®, Sanofi-Aventis)
Lorazepam (LORAZ®, Wyeth)

Acacetina (CAS: 480-44-4, Sigma-Aldrich®)
Apigenina (CAS: 520-36-5, Sigma-Aldrich®)
Baicaleina (CAS: 491-67-8, Sigma-Aldrich®)
Baicalina (CAS: 21967-41-9, Sigma-Aldrich®)
Crisina (CAS: 480-40-0, Sigma-Aldrich®)
Fisetina (CAS: 528-48-3, Sigma-Aldrich®)
Galangina (CAS: 548-83-4, Sigma-Aldrich®)
Luteolina (CAS: 491-70-3, Sigma-Aldrich®)
Morina (CAS: 480-16-0, Sigma-Aldrich®)
Naringenina (CAS: 67604-48-2, Sigma-Aldrich®)
Quercetina (CAS: 6151-25-3, Sigma-Aldrich®)
Rutina (CAS: 153-18-4, Sigma-Aldrich®)
Tangeretina (CAS:481-53-8, Sigma-Aldrich®)
Taxifolin (CAS: 480-18-2, Sigma-Aldrich®)

3.1.2 Equipamentos e Acesso0rios

Unidade filtrante estéril descartavel Millex HV 0,45um (Millipore®)

Equipamento de agua ultrapura Millipore Milli-Q (Millipore GmbH®)

Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu, composto por
degasser DGU-14A; bomba FC-10ALvp, LC-10ATvp; controlador SCL-10Avp; forno
CTO-10Avp, injetor manual com loop de 20uL de volume e detector UV-vis SPD-
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10AVvp (Shimadzu®, Japao)

Coluna cromatografica Phenomenex Onyx Monolithic C18, tamanho
100 x 3 mm (Phenomenex®, Estados Unidos)

Balanca analitica (Mettler Toledo® XS 204)

Banho de ultrassom (Quimis® Q335D)

Aparelho medidor de pH (Tecnopon® MPA210)

Micropipetador monocanal volume variavel (LABMATE® 0,1-2ul
(LM2); 2-20ul (LM20); 10-100 pl (LM100); 20-200 ul (LM200); 100-1000 ul (LM1000))

3.2 METODOS
3.2.1 Preparo de Amostras Para Analise em BMC

Todos os farmacos e flavondéides analisados foram preparados por
diluicdo em metanol, na concentragao final de 1.000 ppm (10 mg de amostra em 10
mL de metanol) e esta solugdo estoque foi armazenada em frascos ambar com
tampa, sob refrigeragdo a 4°C até o momento da analise. No momento da analise os
farmacos em solugdes-estoque foram diluidos em fase mével micelar Brij35 0,04M
em solugdo tampao fosfato 0,05 M, de modo que a concentragéo final dos farmacos
estivesse em torno de 100 ppm. As amostras foram filtradas por unidade filtrante
estéril descartavel Millex HV 0,45 um (Millipore, Estados Unidos), e acondicionadas

em microtubos, de onde se retirou a aliquota para analise no cromatégrafo.
3.2.3 Condicbes e equipamentos para analise cromatografica por BMC

Os dados cromatograficos dos compostos foram obtidos usando a
fase movel micelar de polioxietileno (23) lauril éter (Brij35) 0,04 M com pH 6,5 e 7,4
ajustados com tampao fosfato 0,05 M, preparado pela dissolugao do fosfato de sodio
dibasico dihidratado em agua grau HPLC (18 MQ) obtida pelo sistema de purificagéo
Millipore Milli-Q e o pH foi ajustado com auxilio de acido acético. Para a reproducgéo
da pressao osmotica dos fluidos biolégicos, o NaCl foi adicionado na fase maével
micelar (9,2 g/l). Como fungicida, foi adicionada azida sddica (0,2 g/l).

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo a liquido de alta

eficiéncia. A detecgao foi realizada em detector UV-vis com um comprimento de
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onda ideal definido para cada farmaco, sendo 207nm o menor A € 325nm o maior. O
fluxo de fase movel foi fixado em 0,8 ml/min, e cada amostra foi injetada em
triplicata, a cada duas amostras injetadas (6 corridas), eram injetados os compostos
acetanilida e propiofenona, para fins de validagdo da metodologia. Todos os ensaios
foram realizados a 36°C. As solugdes de fase médvel foram desgaseificadas em
banho de ultrassom. Nestes experimentos utilizou-se uma coluna cromatografica

monolitica tamanho 100 x 3 mm.
3.2.4 Obtencao de dados em cromatografia com coluna monolitica

Para a construgdo do modelo matematico de predi¢ao utilizando o
sistema analitico monolitico, 34 compostos foram utilizados; sendo 32 farmacos
utilizados efetivamente para a constru¢ao do modelo matematico, com uma ampla
faixa de %DB (15-100%); e 2 substancias (acetanilida e propiofenona) utilizadas
para a obtencgao do fatores de retencdo dos compostos restantes. Ja para a previsao

da porcentagem de absorg¢ao intestinal, foram utilizados padrbes de 14 flavondides.

3.2.5 Obtencéo dos fatores de retencdo dos compostos por cromatografia
micelar de bioparticdo (BMC)

Os fatores de retencdo dos compostos foram estimados de acordo
com proposta descrita em literatura (Equacdo 1) (BERMUDEZ-SALDANA et al,
2007);

, ka(te—tE, ks (e, —tE)
Kane = fﬁ BB (1)

R2"ERL

onde k5, € uma estimativa de k (fator de retengdo) para o

composto em teste, o qual além de seu tempo de retengdao (do inglés, gross

retention time) ti, utiliza os tempos de retengdo dos compostos de referéncia R1
(acetanilida) e R2 (propiofenona) (3, e tf. ), injetados durante a sess&o de trabalho.

kl e k2 sdo os fatores de retencdo dos compostos de referéncia, anteriormente
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estabelecido para as condicdes experimentais utilizadas (concentragdo de
surfactante, pH e temperatura) e foram considerados constantes. O uso deste tipo
de aproximagao gera fatores de retengcdo mais estaveis ao longo do tempo quando
comparado as estimativas classicas baseadas na medida do tempo morto (do inglés,
the gross hold-up time). Os fatores de retengao utilizados foram a média de trés

determinacgdes.

3.2.6 Andlise dos dados cromatogréaficos

O valores de propriedades fisicas ponto de fusao (MP), solubilidade
em agua (WS), peso molecular (MW), ponto de ebulicdo (BP), volume molar (MV),
pressédo de vapor (VP), logaritmo do coeficiente de particdo octanol-ar (LogKos) € o
logaritmo do coeficiente de particdo octanol-agua (logKoy), foram obtidos do software
EPI Suite software (v.4.1,©2008, US Environmental Protection Agency).

O software Statgraphics (v.16.1.1, ©2010, Statgraphics Centurion)

foi utilizado para efetuar as analises estatisticas.

3.2.7 Capacidade descritiva e preditiva dos modelos

Para a criacdo do modelo matematico de predicdo a selecdo dos
descritores moleculares foi feita usando o método multivariado dos minimos
quadrados parciais (PLS, partial least squares) com os dados autoescalonados. A
porcentagem absorvida (%A) foi escolhida como variavel dependente (resposta) e as
variaveis independentes os descritores moleculares. Os descritores de menores
peso estatisticos na equacao foram eliminados. A cada eliminacdo o modelo PLS
era re-analisado de modo a verificar a significancia da regressdo. O processo foi
concluido quando a eliminagdo de um proximo descritor ndo gerava melhora ou
apresentava uma piora nos parametros descritivos da equacdo. Com os descritores
selecionados pelo método PLS, a equacao de previsao do modelo foi obtida usando
a regressao multipla linear (ESCUDER-GILABERT et al, 2004; MOLERO-MONFORT
et al, 2001; MOLERO-MONFORT et al, 2000; MARTINEZ-PLA et al, 2003).

O uso quantitativo dos modelos implica na avaliagdo de sua
habilidade preditiva. Para isso, a raiz quadrada do quadrado médio do erro de

calibragdo (RMSEC, do ingles, root-mean-squared error of calibration) a raiz
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quadrada do quadrado médio do erro da validagcdo cruzada (RMSECV, do inglés,

rootmean-squared error of cross-validation) foram obtidas. O valor RMSEC fornece o

desvio quadratico médio do modelo a partir dos dados, onde "j}‘i € o valor previsto da

variavel dependente (%A) e (V) o seu valor encontrado em literatura, quando todas

as n moléculas estdo incluidas na construgédo do modelo (equacgao 2).

fon o _o)°
RMSEC = === Syl (2)

Por outro lado, o valbr RMSECV é a medida da capacidade do
modelo em prever a variavel dependente de novos compostos. O RMSECV é

definido na equagao 3

fer (o oY
RMSECV = :.s;'f_._ (3)

i
(14

sendo que, agora, os valores ?E sao valores previstos para outros compostos nao

incluidos na formulagdo do modelo (por exemplo, omitindo aleatoriamente um
numero arbitrario de moléculas a partir do conjunto de calibragdo e, em seguida,

prevendo o seu valor variavel dependente no modelo construido com as moléculas

restantes) e v o seu valor encontrado em literatura. Este procedimento € repetido

até que todas as moléculas tém sido excluidas do modelo.

Do ponto de vista qualitativo, quanto maior a diferenga entre RMSEC
e RMSECV, menor é a robustez dos modelos obtidos e, portanto, maior cuidado
deve ser tomado para previsdes futuras. Durante a pesquisa bibliografica, ndo foram
encontrados valores de reféncia para os parametros citados.

ApoOs a comprovada capacidade preditiva do modelo, as equacgdes
geradas foram utilizadas para anteciparem a aborgao intetinal dos flavondides. Para
a previsdo de absorcéo itestinal, foi utilizada a média entre a porcentagem prevista
em pH 6,5 e em pH 7,4 (MOLERO-MONFORT et al, 2001).
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4 ARTIGO NA VERSAO EM PORTUGES PARA SER SUBMETIDO A REVISTA
JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY

RESUMO

Os flavonoides sao moléculas de grande interesse na area de saude em fungao de
suas propriedades farmacologicas. No entanto, poucas moléculas desta classe
possuem dados farmacocinéticos disponiveis na literatura. Mais informagdes sobre o
perfil farmacocinético sdo necessarias para o estabelecimento do uso racional de
medicamentos contendo esses compostos, mas isso significaria o uso de um grande
numero de animais de experimentacao, o que esta na contracorrente das tendéncias
éticas da atualidade, como os 3 Rs. Aliando-se as duas necessidades, de aumento
de informagdes farmacocinéticas de flavondides e necessidade de reduzir o numero
de animais de experimentagdo, busca-se técnicas alternativas para triagem de
comportamento farmacocinético. Uma dessas técnicas é a cromatografia micelar
bioparticao (BMC), que pode prever parametros farmacocinéticos de farmacos e
compostos fendlicos. O objetivo deste trabalho foi o0 desenvolvimento de um modelo
matematico para prever a absorc¢ao intestinal de um grupo de flavondides utilizando
BMC. Medicamentos com absorg¢ao e retengdo cromatografica por BMC conhecidos
juntamente com seus descritores moleculares quimicos foram analisados pelo
método estatistico dos minimos quadrados parciais (PLS) e os descritores
moleculares que mais se correlacionaram com os dados de absorcdo foram
selecionados para gerar o modelo matematico preditivo, obtido por regresséo
multivariada. As equacdes geradas pelos modelos apresentaram um bom ajuste, o
que demonstra que a técnica pode ser utilizado para a selecgcao inicial de
compostos. O modelo gerado foi aplicado aos dados dos flavondides e os
percentuais absorvidos (%A) preditos foram obtidos. Os resultados indicaram baixa
absorgédo intestinal para todas as moléculas analisadas (33-58%) o que esta de
acordo com os dados in vivo descritos na literatura. Comparando os dados de
biodisponibilidade (BD) in vivo com %A previsto por BMC mostrou-se a eficacia do
modelo em predizer a absor¢ao intestinal/BD dos flavondides cuja informagao até
agora nao esta disponivel na literatura.

Palavras-chave: Cromatografia micelar de bioparticdo, flavondides, absorcao
intestinal, farmacocinética, biodisponibilidade.
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INTRODUCAO

Os ensaios sobre os efeitos farmacolégicos de uma planta ou seu
extrato sdo temas recorrentes na literatura cientifica™, mas as avaliacdes
farmacocinéticas de produtos de origem vegetal ainda sdo muito insipientes quando
comparada a quantidade de informacgdes farmacodinamicas de compostos isolados
de plantas’.

Entre as diversas classes quimicas dos produtos naturais, os
compostos fendlicos recebem muita atengao devido ao grande potencial antioxidante
que essas moléculas possuem*®, tanto quando administrado de forma tépica®
quanto sistémica®, bem como pela propriedade de quimiprevencdo do cancer
humano®.

Poucos estudos presentes na literatura apresentam o perfil
farmacocinético de compostos polifendlicos’ e a ampliagdo dessas informacdes é
importante para o direcionamento racional de estudos a partir de novas moléculas.
Entretanto, estudos farmacocinéticos classicos utilizam animais o que levaria ao
aumento no uso de animais de experimentacdo. Em contraposi¢cao a idéia de
ampliagdo de estudos que envolvem animais, a sociedade cientifica vem
estimulando a adogédo de métodos alternativos, principalmente em etapas iniciais de
estudos de novos compostos, visando diminuir o numero e o sofrimento dos animais
utilizados® ”.

Dentre os métodos alternativos ao uso de animais para estudos

farmacocinéticos, os ja descritos em literatura®""

podem ser divididos em: métodos
in vitro (por exemplo, ensaios de absor¢gdo em monocamadas de células de
adenocarcinoma epitelial colorretal humano (CACO-2) ou em membranas artificiais
(PAMPA)); organismos inferiores (como fungos e bactérias); e modelos de predicao,
que se dividem em: relagdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR — do inglés,
Quantitative structure-activity relationship); e relagbes quantitativas retencéo-
atividade (QRAR - do inglés, Quantitative retention-activity relationship).

Uma das metodologias desenvolvidas para estudos de QRAR é a
Cromatografia Micelar de Biopartigdo (BMC) que utiliza um sistema cromatografico
de fase reversa contendo em sua fase movel solugdo tampao com micelas formadas
por um surfactante ndo idnico (Brij35%), capaz de mimetizar as membranas

bioldgicas'®. Os dados obtidos por BMC mostraram correlacdo significativa com
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outras técnicas de estudo in vitro como CACO-2, para a previsao de parametros de
absorgao'* ™.

Estudos de QRAR utilizando BMC vém sendo aplicados com
sucesso para prever comportamentos farmacocinéticos de drogas pertencentes a

15,16

diferentes classes terapéuticas'™'®, assim como a geragdo de modelos que

descrevem a permeacao de compostos em diferentes barreiras bioldgicas, como

721 Mais

pele, barreira hemato-encefalica, parede intestinal e tecido ocular
recentemente, estudo publicado utilizou o método BMC para estimar parametros
farmacocinéticos ainda inexistentes para os polifenois estudados, porém, a
correlagdo in vivo nao foi demonstrada devido a falta de dados in vivo para tais
compostos?®. A excecdo foi o flavondide vicenina-2, que apos estudo realizado em
ratos demonstrou percentual de absorgao intestinal in vivo muito préoximo do
percentual predito pelo modelo, cerca e 60%22.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar flavondéides ainda nao
descritos na literatura, quanto ao seu comportamento farmacocinético de absorg¢ao

intestinal predita, utilizando BMC.
MATERIAS E METODOS
Instrumentos e medidas

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia Shimadzu (Kyoto, Jap&o), composto por desgaseificador DGU-14A; bomba
FC-10ALvp, LC-10ATvp; controlador SCL-10Avp; forno CTO-10Avp, injetor manual
com loop de 20uL de volume e detector UV-vis SPD-10AVvp com um comprimento
de onda ideal definido para cada composto, sendo 207nm o menor A € 325nm o
maior. O fluxo de fase movel foi fixado em 0,8 ml/min. Todos os ensaios foram
realizados a 36,5°C. As solugdes de fase movel foram desgaseificadas em banho de
ultrassom Quimis Q335D (Diadema, Brasil). Um pHmetro Tecnopon MPA210
(Piracicaba, Brasil) foi utilizado para medir o pH. Nestes experimentos utilizou-se a

coluna cromatografica Phenomenex® Onyx Monolithic C18, tamanho 100 x 3 mm.
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Reagentes e padroes

Os dados cromatograficos dos compostos foram obtidos usando a
fase mével micelar de polioxietileno(23) lauril éter (Brij35) (Acros Organic, Bélgica)
0,04 M com pH 6,5 e 7,4 ajustados com tampéo fosfato 0,05 M, preparado pela
dissolucédo do fosfato de sédio dibasico dihidratado (grau reagente, Sigma-Aldrich,
Alemanha) em agua grau HPLC (18 MQ) obtida pelo sistema de purificacdo Millipore
Milli-Q (Millipore GmbH, Schwalbach, Alemanha) e o pH foi ajustado com auxilio de
acido acético (para analise, Fmaia, Sdo Paulo, Brasil). Para a reprodugdo da
pressdo osmotica dos fluidos biologicos, NaCl (Sigma-Aldrich, Dinamarca) foi
adicionado na fase movel micelar (9,2 g/l). Como fungicida, foi adicionada azida
sédica (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (0,2 g/l).

Cada amostra foi injetada em ftriplicata; a cada duas amostras
injetadas (6 corridas) eram injetados os compostos acetanilida e propiofenona, para
fins de validagdo da metodologia

Para a construgdo do modelo matematico de predigao utilizando o
sistema analitico monolitico, 34 compostos foram utilizados sendo 32 farmacos
utilizados efetivamente para a construgdo do modelo matematico, com uma ampla
faixa de %DB (15-100%); e 2 substancias (acetanilida e propiofenona) utilizadas
para a obtencdo do fatores de retencdo dos compostos restantes. Sao eles:
paroxetina (PAXTRAT, Unido Quimica, S&o Paulo), lidocaina (Sigma-Aldrich,
Taiwan), diclofenaco (CATAFLAN, Novartis, Sdo Paulo, Brasil), cetoprofeno
(PROFENID, Sanofi-Aventis, Sado Paulo, Brasil), propranolol (INDERAL, Astra-
Zeneca, Sao Paulo, Brasil), atenolol (ABLOK, Biolab, Sdo Paulo, Brasil), cimetidina
(Genérico Teuto, Sdo Paulo, Brasil), venlafaxina (VENLIFT OD, Torrent, Sdo Paulo,
Brasil), fembufeno (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), acido salicilico (Biotec, Parana,
Brasil), clomipramina (CLO, EMS, S&o Paulo, Brasil), sinvastatina (SINVALIP, EMS,
Séo Paulo, Brasil), aciclovir (ZOVIRAX, GlaxoSmithKline, Rio de Janeiro, Brasil),
corticosterona (Sigma-Aldrich, China), tiouréia (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
naproxeno (NAPROX, Teuto, Goias, Brasil), ibuprofeno (IBUPRIL, Teuto, Sdo Paulo,
Brasil), cefalexina (Genérico, Antibidticos do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil),
famotidina (FAMOX, Ache, S&do Paulo, Brasil), hidroclorotiazida (Genério Germed,
Sao Paulo, Brasil), flurbiprofeno (OCUFEM, Allergan, Sdo Paulo, Brasil), terbutalina
(BRICANYL, Astra-Zeneca, Sao Paulo, Brasil), metoprolol (SeloZok, Astra-Zeneca,
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Sao Paulo, Brasil), lansoprazol (LANZ, EMS, Sao Paulo, Brasil), ciclobenzaprina
(MUSCUPRINA, EMS, Sao Paulo, Brasil), propiofenona (Sigma-Aldrich, China),
acemetacina (Sigma-Aldrich, China), acetanilida (Sigma-Aldrich, Alemanha),
amitriptilina (TRYPTANOL, Merck Sharp & Dohme, Sdo Paulo, Brasil) , clonazepam
(RIVOTRIL, Roche, Rio de Janeiro, Brasil), diazepam (VALIUM, Roche, Sao Paulo,
Brasil), fenitoina (HIDANTAL, Sanofi-Aventis, Sao Paulo, Brasil), fenobarbital
(GARDENAL, Sanofi-Aventis, S&do Paulo, Brasil), lorazepam (LORAZ, Wyeth, Sao
Paulo, Brasil).

Ja para a previsdo da porcentagem de absorgdo intestinal, os
padrées de flavondides utilizados foram: acacetina (CAS: 480-44-4, Sigma-Aldrich,
Alemanha), apigenina (CAS: 520-36-5, Sigma-Aldrich, Alemanha), baicaleina (CAS:
491-67-8, Sigma-Aldrich, Coréia da Sul), baicalina (CAS: 21967-41-9, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), crisina (CAS: 480-40-0, Sigma-Aldrich, Alemanha), fisetina (CAS:
528-48-3, Sigma-Aldrich, Alemanha); galangina (CAS: 548-83-4, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), luteolina (CAS: 491-70-3, Sigma-Aldrich, Alemanha), morina (CAS:
480-16-0, Sigma-Aldrich, Alemanha), naringenina (CAS: 67604-48-2, Sigma-Aldrich,
Reino Unido), quercetina (CAS: 6151-25-3, Sigma-Aldrich, Alemanha), rutina (CAS:
153-18-4, Sigma-Aldrich, Alemanha), tangeretina (CAS:481-53-8, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), taxifolin (CAS: 480-18-2, Sigma-Aldrich, Russia).

Todos os farmacos e flavonodides analisados foram preparados por
diluicdo em metanol, na concentragao final de 1000 ppm (10 mg de amostra em 10
mL de metanol) e esta solugdo estoque foi armazenada em frascos ambar com
tampa, sob refrigeragdo a 4°C até o momento da analise. No momento da analise os
farmacos em solugbes-estoque foram diluidos em fase movel micelar contendo
Brij35® 0,04 M em solucao tampéao fosfato 0,05 M, de modo que a concentragao final
dos farmacos estivesse em torno de 100 ppm. As amostras foram filtradas por
unidade filtrante estéril descartavel Millex HV 0,45um e acondicionadas em
microtubos do tipo Eppendorf, de onde se retirou a aliquota para analise no

cromatégrafo.
Fatores de retengcdo em cromatografia micelar de biopartigao

Os fatores de retencao dos compostos foram obtidos de acordo com

metodologia descrita em literatura'”%2,
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Programas e processamento de dados

O valores de propriedades fisicas ponto de fusao (MP), solubilidade
em agua (WS), peso molecular (MW), ponto de ebulicdo (BP), pressdao de vapor
(VP), logaritmo do coeficiente de particao octanol-ar (LogKo,a), volume molar (MV) e o
logaritmo do coeficiente de particao octanol-agua (logKoy), foram obtidos do software
EPI Suite software (v.4.1,©02008, US Environmental Protection Agency Version).
Esse software estima propriedades fisicas dos compostos e também contém uma
base de dados experimentais de certas propriedades. O software Statgraphics
(v.16.1.1, ©2010, Statgraphics Centurion) foi utilizado para efetuar as analises

estatisticas.

Habilidade descritiva e preditiva dos modelos

Para a criagcdo do modelo matematico de predicdo a selecdo dos
descritores moleculares foi feita usando o método multivariado dos minimos
quadrados parciais (PLS, partial least squares) com os dados autoescalonados. A
porcentagem absorvida (%A) foi escolhida como variavel dependente (resposta) e as
variaveis independentes os descritores moleculares. Os descritores de menores
peso estatisticos na equacédo foram eliminados. A cada eliminacdo o modelo PLS
era re-analisado de modo a verificar a significancia da regressdo. O processo foi
concluido quando a eliminagdo de um proximo descritor ndo gerava melhora ou
apresentava uma piora nos parametros descritivos da equagao. Com os descritores
selecionados pelo método PLS, a equacéao de previsdo do modelo foi obtida usando
a regressao multipla linear 12131819,

A habilidade preditiva do modelo foi verificada calculando-se e
comprando-se a raiz quadrada do quadrado médio do erro de calibracdo (RMSEC) a
raiz quadrada do quadrado médio do erro da validagdo cruzada (RMSECV), de

acordo com a literatura®.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a construcdo do modelo preditivo de absorcao intestinal para

flavondides, 32 farmacos foram cromatografados utilizando cromatografia micelar de

bioparticdo com fase mével em pH 7,4 e 6,5'° (tabela 1). Foram gerados 2 modelos
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preditivos utilizando os valores de LogKguc nos dois pHs estudados. O uso dos
valores de LogKguc ao invés dos valores de Kguyc se deu devido aos dados
logaritmicos apresentarem uma melhor significancia estatistica, conforme descrito
em literatura'> 131819,

A partir dos descritores moleculares levantados (tabela 1), alguns
foram excluidos do modelo baseando-se na significAncia que cada um deles
apresentava no modelo de previsdo em analise PLS. A cada exclusdo, nova analise
PLS foi executada para a exclusdo ou ndo de um préximo descritor. Os valores da
distribuicdo F (F) e o coeficiente de determinagdo (R?) foram observados a cada
exclusao para garantir o poder de previsdo. O uso de tal metodologia condiz com
aquela descrita em literatura para o sistema de cromatografia micelar de
bioparticao 131819,

Para o pH 7,4, os descritores descartados foram, em ordem: WS,
MV, VP, MW e MP. No final, observou-se uma grande correlacdo matematica entre
BP e LogKow, portanto, dois modelos separados foram gerados excluindo-se um
deles para verificar qual detinha a maior capacidade de predigdo. Os modelos foram
gerados um com os descritores logKauc, BP e LogK,a e outro com LogKguc, LogKow
e LogKoa.
Baseando-se em elevados valores de residuo e ponto de alavanca
(leverage), os farmacos sinvastatina, acemetacina, fenobarbital, tiouréia, cefalexina,
metoprolol e ciclobenzaprina foram excluidos do modelo. Apds a exclusdao, uma
regressao linear multipla foi efetuada, obtendo-se as equacdes preditivas do modelo.
Baseado nos parametros descritivos das equagdes, o modelo gerado com os
descritores LogKgmc, LogKow € LogKoa (equacédo 1) apresentou melhor poder
preditivo que aquela gerada com os descritores logKsuc, BP € LogKqa (equacéao 2).
Os graficos de valores previstos versus valores observados e valores de residuo

estdo demonstrados na figura 1.

UhA = (98 + 9.222) + (10,491 + 2.889)Lagh e — (2,599 + 0.386)Lagk,, + (6,681 + 1.0369)Lagk,,. (1)
R?=0,87; S.E = 8,09; F= 49; N= 25; P<0,001; RMSEC= 7,41; RMSECV= 7,58

Uhd = (LEE LEE L LEZFE + (LT EFTR £ 4 618 Loghsy, — (00828 £ 004911 2F — (R 0EE8 2 0002 Legll. ()

R?=0,70; S.E = 12,51; F= 16; N= 25; P<0,001; RMSEC= 11,47; RMSECV= 9,99
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Tabela 1 - Valores de logKsmc pH 6,5; logKsmc pH 7.,4; logKoa; logKow, BP, MP, WS, MW, VP,

MV e BD (%) dos farmacos estudados

MPEC | o | MW v B
compo logKpme logKpme log logKo, a ) (9 MV D | ref
N a a BP (°C) (mg/L ; (mmHg 3ya b
sto pH 6,5 pH 7,4 Koa w 250C) rrll)oal 250C) 2 (cm>) (‘;/0
1 didofen 5 59 0,54 14 402 42377 40 4513 2% gqap0s 29081 10 o5
aco 15 9 0
g cefoprof 4 4 018 1218 3 a0357 14915 45y 254, 120 212,24 10 ,,
eno 29 6 0
3 fdosain o033 077 1071 166 38683 1% o377 B gree0s 5% 00 a7
4 fenioin g7 077 1185 216  si1g2 2012 q79 D2 qzeear 20057 g0 24
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Para o pH 6,5, o procedimento de analise adotado foi o mesmo que
para o pH 7,4. Nesse modelo, os descritores excluidos, em ordem, foram: WS, MW
VP, MV, MP, LogKow € LogKoe.

Baseando-se em elevados valores de residuo e ponto de alavanca
(leverage), os farmacos atenolol, cimetidina, fenobarbital, clomipramina, cefalexina,
metoprolol e ciclobenzaprina foram excluidos do modelo.

Por fim, o modelo gerado para a previsdo de absorgao intestinal em
pH 6,5 esta descrito na equacéao 3.

Ua4 = 151.005 + 6.123 + (38.0528 £ 2.907 ) aghy,y — (0.180 + 0.0146)BF (3]
R?=0,91; S.E = 6,24; F= 116,19; N= 25; P<0,001; RMSEC= 5,20;RMSECV= 5,12

De posse dos modelos para os dois pHs testados, os dados
cromatograficos obtidos para os flavondides juntamente com seus descritores
moleculares foram utilizados para a estimativa dos percentuais absorvidos em

ambos os pHs. Os valores estimados podem ser observados na tabela 2.

Figura 1 - Gréficos de correlagdo entre os valores preditos e observados de %A e
analise de residuos. A — Valores preditos vs observados no pH 6,5; B -
Valores preditos vs observados no pH 7,4; C — Valores de residuo no pH
6,5; D — Valores de residuo no pH 7,4
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A figura 1A e 1B mostram uma boa distribuicdo ao redor da linha
tedrica para ambos os pHs, demonstrando uma boa capacidade de predigdo. As
figuras 1C e 1D mostram valores dos residuos ndo maiores que 2 e uma boa
disperséo, ndo apresentando tendéncia. Isso demonstra que o modelo de regresséo
linear multipla € adequado a proposta.

De acordo com o modelo proposto, todos os flavondides
apresentaram baixa biodisponibilidade estimada (<60%), independentemente das
subclasses dos flavonoides, o que é condizente com a literatura®?. Os dois
heterosideos testados, rutina e baicalina, embora sejam compostos de alta
solubilidade, possuem as mais baixas biodisponibilidades (BD) estimadas. N&o
foram encontrados dados de BD in vivo desses heterosideos na literatura
consultada, mas estudo realizado em cultura de células CACO-2 verificou que a
capacidade de permeac3o da rutina foi zero®, dado esse que condiz com os obtidos
nesse trabalho.

Quanto as agliconas, pode-se observar uma estreita faixa de
absorcéao intestinal estimada, de 33 a 58%. Poucos dados sobre absorcao intestinal
in vivo ou biodisponibilidade sao encontrados na literatura cientifica. Foram obtidas
informagdes sobre a biodisponibilidade da apigenina (45%)', luteolina (38%)’,
baicaleina (23%)%, naringenina (64%)> e taxifolin (36%)>*.

Quando comparados esses dados in vivo com os estimados pelo
modelo obtido por BMC verifica-se grande aproximacéao entre os valores, indicando a
eficacia do modelo na predigdo da absorgao intestinal/biodispobilidade esses
flavonoides.

Em trabalho realizado com células CACO-2°°, os autores verificaram
que os flavondides acacetina, crisina e tangeretina possuem os maiores valores dos
indices da permeabilidade celular apical-basal em relagdo a permeabilidade celular
basal-apical (Papa.s/Papg.a), respectivamente 1,86; 1,74 e 1,57. Esses dados
sugerem que esses flavonoides tém maior capacidade de permeacéo intestinal, em
relagdo aos outros compostos dessa classe. O percentual de absorcao intestinal
estimado pelo modelo aqui proposto também prevé os mais altos percentuais de
absorgcdo intestinal para os mesmos flavondides (tabela 2), demonstrando

proximidade entre os resultados obtidos pelas duas técnicas.
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Tabela 2 - Estrutura quimica, valores de logKsuc pH 6,5; logKsmc pH 7,4; logKoa;
logKow, BP; %A6.5; %A7.4 e BD (%) dos flavonoides estudados.
fl [ -~ BP
avonoi OgKbmc Kbme c c 0, o % % A
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Neste trabalho foi utilizada uma coluna cromatografica monolitica ao
invés de colunas C-18 padrdo™ ou capilar®?, relatadas em literatura. Essa
substituicdo se mostrou vantajosa, visto que esse tipo de coluna conferiu boa
resolucdo cromatografica e um menor tempo de analise®, o que resulta em menor
utilizacdo de recursos. Além disso, parece que a predi¢cao de percentual absorvido
obtido com experimentos que utilizam a coluna monolitica parece ser mais exata em
relagdo as outras colunas. Essa afirmativa péde ser estabelecida pela observacao
dos dados preditivos de absor¢cdo do flavondide apigenina. O valor obtido neste
trabalho (50,24%) se mostrou mais préximo dos dados in vivo (45,2%)' quando
comparado a resultados obtidos por modelos preditivos que utilizaram coluna capilar
(95,1%)%. Isso indica que o uso da coluna monolitica pode gerar resultados mais
fidedignos para a previsdo de comportamento farmacocinético de absorgéo
intestinal.

Concluindo, o estudo aqui apresentado mostrou que 13, dos 14
flavondides estudados, possuem percentual de absorcdo intestinal que sugerem
baixa biodisponibilidade (< 60%) e o flavondide rutina ndo poderia ser absorvido na
regido intestinal. Sendo assim, quaisquer produtos que contenham como farmaco
ativo esses flavondides deveriam passar por formulagcées farmacéutica que visem

aumento da capacidade de permeabilidade celular, tal como a nanoestruturagao.
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pela bolsa concedida e a Universidade Estadual de Maringa (COMCAP) pela
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5 CONCLUSAO

A adaptacdo do modelo de previsao utilizando BMC descrito em
literatura se mostrou bem sucedida, visto que a troca da coluna cromatografica
gerou economia de recursos, tanto financeiros quanto de uso de equipamento,
devido a reducao dos tempos de analise.

A geragdo dos modelos matematicos incluiu a selecdo dos
descritores moleculares pela técnica multivariada dos minimos quadrados parciais, e
a geracao das equacgdes preditivas pelo método da regressao multipla linear. Sobre
os modelos gerados, pode-se destacar que:

e As duas equagdes geradas, para os pHs 6,5 e 7,4 apresentaram
boa capacidade preditiva, evidenciados pelos parametros da
regressao.

e Os dados de percentuais absorvidos obtidos para os flavonodides
mostraram que para todas as moléculas estudadas os valores
preditos indicam baixa absorg¢ao intestinal.

e Os percentuais absorvidos intestinais preditos quando
comparados com os dados in vivo disponiveis na literatura
indicaram boa aproximacgao da predicao.

O trabalho alcangou seu objetivo ao propor um modelo

complementar aos estudos in vivo, visto que nenhum estudo in vitro substitui a
complexidade de um organismo. Porém, com um modelo matematico de predicao de
absorgao intestinal, a triagem de novas moléculas se torna, além de mais rapida,
menos dispendiosa e complicada do que estudos utilizando animais. Assim, esse
estudo vem ao encontro das novas diretrizes de praticas experimentais que visam
utilizar animais de experimentagao de forma mais eficiente e causando o minimo de
sofrimento, ou seja, seguir o principio dos 3 Rs para animais de experimentagéo

(Replacement — substituir; Reduction — reduzir e Refinement — melhorar o bem-estar)



REFERENCIAS

BEKOFF, Marc. Animais tem consciéncia: trate-os como iguais. Superinteressante,
dez. 2012, p. 24.

BERMUDEZ-SALDANA, J.M.; ESCUDER-GILABERT, Laura; MEDINA-
HERNANDEZ, Maria José; VILLANUEVA-CAMANAS, Rosa Maria; SAGRADO,
Salvador. Chromatographic retention—activity relationships for prediction of the
toxicity pH-dependence of phenols. Chemosphere. n. 69, p.108-117, agosto 2007.

CHEN, Ting; LI-PING; LU, Xin-Yan; JIANG, Hui-Di; ZENG, Su. Absorption and
excretion of luteolin and apigenin in rats after oral administration of Chrysanthemum
morifolium extract. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.2, n. 55, p. 273-
277, dezembro 2006.

DAMY, Sueli Blanes. Aspectos fundamentais da experimentacdo animal — aplicacdes
em cirurgia experimental, Revista Associacdo Médica Brasileira, 2010; 56(1): 103-
11. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/ramb/v56n1/24.pdf>. Acesso em: 15
abr. 2013.

DINIZ, Andréa.; ESCUDER-GILABERT, Laura.; LOPES, Norberto P.; GOBBO-
NETO, Leonardo.; VILLANUEVACAMANAS, Rosa Maria.; SAGRADO, Salvador;
MEDINA-HERNANDEZ, Maria.José. Permeability Profile Estimation of Flavonoids
and other Phenolic Compounds by Biopartitioning Micellar Capillary
Chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemistry. n.55, p. 8372-
8379, outubro 2007.

ESCUDER-GILABERT, Laura; MARTINEZ-PLA, J. J.; SAGRADO, Salvador;
VILLANUEVA-CAMANAS, Rosa Maria; MEDINA-HERNANDEZ, Maria José.
Biopartitioning micellar separation methods: modelling drug absorption. Journal of
Chromatography B. n. 797, p. 21-35, novembro 2003

ESCUDER-GILABERT, Laura; MOLERO-MONFORT, M.; VILLANUEVA-CAMANAS,
Rosa Maria; SAGRADO, Salvador; MEDINA-HERNANDEZ, Maria José. Potential of
biopartioning micellar chromatography as an in vitro technique for predicting drug
penetration across the blood-brain barrier. Journal of Chromatogr. B. n. 807, p.
193-201, agosto 2004.

GULBBELS-VAN- HAL, W.M.L.G.; BLAAUBOER, B.J..; BARENTSEN. H.M;
HOITINK, M.A; MEERTS, I.LA T.M.; VAN DER HOEVEN, J.C.M. An alternative
approach for the safety evaluation of new and existing chemicals, an exercise in
integrated testing. Regulatory Toxicology and Pharmacology,v.3, n. 42, p. 284-
295, agosto 2005.



HEBERGER, Karoli. Quantitative structure—(chromatographic) retention relationships.
Journal of Chromatograph A. n.1158, p. 273-305, marco 2007.

KALISZAN, Roman. Chromatography and capillary electrophoresis in modelling the
basic processes of drug action. TrAC-Trends in Analytical Chemistry. v. 6, n. 18,
p. 400-410, junho 1999.

MARTIN-BIOSCA, Y.; MOLERO-MONFORT, M.; SAGRADO, Salvador;
VILLANUEVA-CAMANAS, Rosa Maria; Medina-Hernandez, Maria José. Rapid in
vitro test to predict ocular tissue permeability based to biopartioning micellar
chromatography. European Journal of Pharmaceutical. Science. n. 20, p. 209—-
216, outubro 2003.

MARTINEZ-PLA, J. J.; MARTIN-BIOSCA, Y.; SAGRADO, Salvador; VILLANUEVA-
CAMANAS, Rosa Maria; MEDINA-HERNANDEZ, Maria José. Biopartioning micellar
chromatography to predict skin permeability. Biomedical Chromatograph.n. 17, p.
530-537, dezembros 2003.

MOLERO-MONFORT, M.; ESCUDER-GILABERT, Laura; VILLANUEVA-CAMANAS,
R. M.; SAGRADO, Salvador; MEDINA-HERNANDEZ, Maria José. Biopartitioning
micellar chromatography: an in vitro technique for predicting human drug absorption.
Journal of Chromatography B. n. 753, p. 225-236, abril 2001

MOLERO-MONFORT, M.; MATIN-BIOSCA, Y.; SAGRADO, Salvador; VILLANUEVA-
CAMANAS, Rosa Maria; MEDINA-HERNANDEZ, Maria José. Micellar liquid
chromatography for prediction of drug transport. Journal of Chromatography A. n.
870, p. 1 — 11, fevereiro 2000

MURATAMI, Akira; ASHIDA, Hitoshi.; TERAO, Junji. Multi targeted cancer prevention
by quercetin. Cancer Letters, v. 2, n. 269, p. 315-325, outubro 2008.

OCDE. Handbook on Constructing Composite Indicators. Disponivel em:
<http://www.oecd.org/std/clits/42495745.pdf>. Acesso em 20 dez. 2012.

WANG, Li-Shu; STONER Gary. D. Anthocyanins and their role in cancer prevention.
Cancer Letters, v. 2, n. 269, p. 281-290, outubro 2008.

WETERINGS, P.J.J.M., VAN ERP, Y.H.M. Alternative methods in toxicology. In:
Goldberg,A.M. (Ed.), Vitro toxicology— Approaches to Validation, Vol. V. New
York, USA : M.A. Liebert, 1987.



