UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS UNIVERSITARIO MINISTRO PETRONIO PORTELA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Rian Felipe de Melo Araujo

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DA
RIPARINA D EM HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA.

Teresina — Piaui

2016



Rian Felipe de Melo Araujo

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DA
RIPARINA D EM HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA.

Dissertacdo submetida a Coordenacéo do Curso de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Piaui, como requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Livio César Cunha Nunes.

Teresina - Piaui

2016



Universidade Federal do Piaui
Servico de Processamento Técnico

Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude

Araujo, Rian Felipe de Melo.

AB58p Preparacdo e caracterizacdo do complexo de incluséo da riparina D em
hidroxipropil-B-ciclodextrina / Rian Felipe de Melo Araujo. — — Teresina, 2016.
138 f. :il.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Piaui, Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Farmacéuticas, 2016.

Orientador: Prof. Dr. Livio César Cunha Nunes.

Bibliografia

1. Riparina. 2. Complexo de inclusdo. 3. Hidroxipropil-p-ciclodextrina. 1. Titulo. II.
Teresina — Universidade Federal do Piaui.

CDD 615.1




Rian Felipe de Melo Araujo

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DA
RIPARINA D EM HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA.

Dissertacdo submetida a Coordenagdo do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Piaui, como requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Livio César Cunha Nunes.

Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Livio César Cunha Nunes (Orientador)
Curso de Farmacia - UFPI

Prof2. Dr2. Hercilia Maria Lins Rolim
Curso de Farmacia - UFPI

Profd. Dr2. Hilris Rocha e Silva

Curso de Farmacia - UFPI

Prof. Dr. Danilo César Galindo Bedor

Departamento de Farmécia - UFPE



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

REITOR
Prof. Dr. José de Arimatéia Dantas Lopes

VICE-REITOR
Prof.2Dr.2 Nadir do Nascimento Nogueira

PRO-REITOR DE POS-GRADUACAO
Prof. Dr. Helder Nunes da Cunha

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Prof.2 Dr.2 Regina Ferraz Mendes

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS
Profé. Dra. Marcilia Pinheiro Costa



“...Tudo posso naquele que me fortalece.”
Filipenses 4:13



Dedico este trabalho a minha méae, Dinair, pelo carinho, amor e empenho em minha
educacao; ao meu irméo, Mateus, pela amizade e respeito; ao meu amor, Liviane, pela
paciéncia e por ser meu referencial, como pessoa e profissional.



AGRADECIMENTOS

- A Deus, meu grande protetor, por me dar a vida com satde, amor e tantos momentos
de felicidade;

- Ao meu orientador e amigo, Prof. Dr. Livio César Cunha Nunes, pelos ensinamentos,
confianga, apoio, responsabilidade, dedicacdo e constante incentivo dispensado na
realizacdo deste trabalho.

- Ao Prof. Dr. Stanley Juan Chaves Gutierrez, pela ajuda com a sintese do farmaco e,

principalmente, pelo incentivo.

- Ao Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avangados (LIMAV) — UFPI na pessoa
do prof. Dr. Edson Cavalcante e ao Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos
(LTM) — UFPE, representado pelo prof. Dr. Pedro Rolim, pelos testes de

caracterizacdes realizados;

- Ao Laboratério de Geoquimica Organica (LAGO) — UFPI na pessoa do Dr. José de

Sousa Lima Neto, pelos treinamento no HPLC e pela ajuda prestada com reagentes.
- Ao Dr. Davyson Moreira pela disponibilidade em colaborar com este estudo.

- Ao prof. Dr. Alexandre Sousa e aos estagiarios (Moisés e Stephany) do Laboratdrio de

RMN da UFPI, pela intensa contribuicdo com a caracterizacao pelo RMN.

- A todos os integrantes do Laboratdrio de Pesquisa de Cosmeéticos e Medicamentos
(LAPCOM) e do Grupo de Estudo de Medicamentos (GEUM) pelo companheirismo.

- A coordenacdo de Famécia da UFPI, em especial & prof®t Waleska Albuquerque, pela

compreensdo e apoio.

- A todos os meus colegas de turma da graduacdo e pds-graduacdo, pelos momentos

descontraidos e de tensdo que juntos compartilhnamos.
- Aos meus alunos por me incentivarem na carreira de docente.

- A Capes pelo financiamento deste projeto



ARAUJO, Rian Felipe de Melo.Preparacdo e Caracterizacdo do Complexo de
Inclusdio da Riparina D em  Hidroxipropil-g-Ciclodextrina, 2016,
Dissertacdo(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Programa de Poés-graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui, Teresina.

RESUMO

Aniba riparia (Nees) Mez, planta tradicionalmente conhecida como “louro”, destaca-se
pelo potencial ansiolitico atribuidos aos alcaloides isolados da espécie. Entre estes, a
riparina Il serviu como modelo estrutural para a sintese de novos derivados. A riparina
D (ripD), um destes derivados, foi escolhida para este estudo por apresentar resultados
positivos em testes antioxidantes, fazendo dela um candidato a medicamento. No
entanto, a nova entidade quimica apresenta baixa solubilidade em agua, que representa
um entrave biofarmacéutico, comprometendo sua eficicia farmacologica. A fim de
reverter tal problema, este estudo vem propor uma alternativa tecnologica — a
complexacdo da riparina D com hidroxipropil-g-ciclodextrina (HPBCD), uma
ciclodextrina de baixo custo e alta solubilidade em &gua. Iniciou-se a pesquisa,
realizando uma revisdo bibliografica com o objetivo de identificar o tipo de
ciclodextrina que mais se adequava ao proposito pretendido. Em seguida, desenvolveu-
se e validou-se uma metodologia analitica para quantificagdo da riparina D por
espectrofotémetro, visto que ndo ha na literatura nenhum registro de metodologias de
quantificacdo, sendo esta de fundamental importancia nos estudos posteriores de preé-
formulacdo.  Neste sentido, promoveu-se a caracterizacdo da ripD por analise
termogravimétrica, analise térmica diferencial, difracdo de raios-X, espectroscopia no
infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN). Antes de realizar os complexos
de inclusdo, fez-se o diagrama de solubilidade do farmaco em HPBCD, onde se
observou um grafico do tipo A_e estequiometria ideal de 1:1. Os complexos foram
preparados pelo método de malaxagem e spray-drying, que juntamente com a mistura
fisica foram caracterizados pelas mesmas técnicas utilizadas anteriormente. A melhoria
da solubilidade foi confirmada atraves dos estudos de dissolugdo. As interacdes
supramoleculares envolvidas no processo de complexacdo foram estudadas através de
diferentes metodologias de RMN de *H, tais como Job’s plot, ROESY 2D,medidas de
tempo de relaxacdo longitudinal (T;) e DOSY. Observou-se que a fracdo ligada do
farmaco a ciclodextrina foi de 52,83%, com uma constante de associacdo aparente
estimada em 2374 M, evidenciando uma forte interacdo.Concluiu-se que a riparina D é
um promissor candidato a medicamento e que é vidvel seu desenvolvimento
farmacotécnico através da complexacdo com HPBCD.

Palavras-chave:Aniba riparia; Riparina; Complexo de inclusdo; Ciclodextrina;
Hidroxipropil-B-ciclodextrina; Validagéo.
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ABSTRACT

Aniba riparia (Nees) Mez, plant traditionally known as "louro”, stands out for its
anxiolytic potential attributed to the isolated alkaloids species. Among these, riparin Ill
served as a structural template for the synthesis of new derivatives. The riparin D
(ripD), one of the synthetic derivatives of riparin Ill, was chosen for this study to
present positive results in antioxidants tests already published, making it a candidate for
medication. However, the new chemical entity has low solubility in water which is an
obstacle biopharmaceutical, pharmacological compromising its effectiveness. In order
to reverse this problem, this study proposes an alternative technology - complexation of
riparin D with hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPBCD) a cyclodextrin low cost and high
water solubility. The search began, carrying out a review of the literature in order to
identify the type of cyclodextrin that is most suited to the intended purpose. Then, a new
analytical method developed and validated to quantify riparin-D by spectrophotometer,
as there is in the literature any quantification methodologies record, which is of
fundamental importance in later studies of pre-formulation. Accordingly, it promoted
the characterization of ripD by thermogravimetric analysis, differential thermal analysis,
X-ray diffraction, infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance (NMR). Before
performing the inclusion complexes made up of the drug solubility in HPBCD diagram
where we observed a graph of type A and optimal stoichiometry of 1:1. The complexes
were prepared by the kneading method and spray-drying, which together with the
physical admixture were characterized by the same techniques used previously.
Improved solubility was confirmed by the dissolution studies. The supramolecular
interactions involved in the complexation process were studied by different
methodologies *H NMR, such as Job's plot, 2D ROESY longitudinal relaxation time
measurements (T,) and DOSY. There was the bound fraction of the drug to cyclodextrin
was 52.83%, with an estimated apparent association constant of 2374 M, indicating a
strong interaction. It was concluded that the riparin D is a promising candidate as a
medicine and pharmaceutics is feasible their development by complexation with
HPBCD.

Keywords:Aniba riparia; riparian D; Inclusion complex; Hydroxypropyl-p-
cyclodextrin; Validation.
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1. INTRODUCAO

O ser humano tem buscado elementos curativos na natureza desde o inicio da
civilizagdo. Durante a ldade Média e o Renascimento, as ervas e especiarias eram 0s
principais compostos utilizados para o tratamento de doengas, assim como as
substancias aromaticas. Com o passar do tempo e a descoberta dos novos continentes,
outros complexos vegetais passaram a ser utilizados como medicamentos(GADELHA,
2006).

A partir do século XIX, o estudo da quimica, mais precisamente da sintese dos
compostos organicos, provocou uma revolugdo nas ciéncias farmacéuticas. O
isolamento de compostos como a morfina a partir 6pio, a quinina a partir da casca da
quineira, e a cocaina a partir da coca acarretaram o melhor entendimento dos efeitos
farmacoldgicos dos agentes terapéuticos(GADELHA, 2006).

Atualmente, ha um interesse mundial crescente por produtos derivados da
biodiversidade. O Brasil, privilegiado detentor de grande diversidade biologica, conta
com inUmeras espécies vegetais com potencial terapéutico. A eficacia e legitimidade da
utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas &€ conhecida desde a antiguidade e
possui raizes profundas na consciéncia popular(GADELHA et al., 2003).

As riparinas (I, 1l e I11) foram isoladas da Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae).
Tais compostos séo alcaloides, do tipo alcamidas, que apresentaram efeitos ansioliticos
e anticonvulsivantes com menos efeitos adversos do que 0s medicamentos
comercialmente utilizados. A familia Lauraceae apresenta mais de 2.500 espécies que
fornecem mais de 300 alcaloides diferentes para fins medicinais e industriais
(CUSTODIO;DA VEIGA JUNIOR, 2014).

A exploracdo crescente das espécies da familia Lauraceae, devido ao uso em
produtos naturais bioativos, estd provocando a extingdo de algumas espécies. Para
contornar esta situacdo, as industrias farmacéuticas estdo optando pela sintese quimica,
permitindo que se estabeleca o farmacoforo e a modulacdo do perfil bioldgico.
(COSTA, 2009).

A partir da extracdo e isolamento da riparina Ill, obteve-se um modelo
molecular.Assim, com o objetivo de sintetizar analogos estruturais foram desenvolvidas
rotas de sintese no Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica da UFPB para as riparinas
A B, C, D, E e F.(BARBOSA-FILHO et al., 1987). Além disso, foram realizados testes

de triagem farmacoldgica para as mais variadas atividades (NUNES et al., 2014).
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Neste contexto, a 2-hidroxi-N-[2-(4-metoxi-fenil)-etil]-benzamida (Figura 1),
denominada de riparina D, é uma entidade quimica sintetizada por uma reacdo de
condensacdo do éster metilico com a fenetilamina substituida (GUTIERREZ, 2007).
Esta apresentou representativa atividade tumoral citotoxica e antioxidante,atraindo a
atencdo de grupos de pesquisas(NUNES; COSTA et al., 2014).

A riparina D demonstrou baixa solubilidade em agua, o que representa, do ponto
de vista biofarmacéutico, uma limitagdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas
para administracdo oral(NUNES; COSTA et al., 2014). Uma vez que o farmaco é pouco
soluvel, ele apresentara uma absorcdo limitada pela taxa de dissolugdo, prejudicando
assim a eficécia terapéutica a que se propdem (KAWAKAMI, 2012).

CH
0~ 3(|ZH3
0
0
= NH
-
OH

Figura 1: Estrutura molecular da riparina D
Fonte: Gutierrez (2007)

As formas farmacéuticas sélidas s@o o objetivo farmacotécnico final da grande
maioria das novas moléculas sintetizadas. Nestas, a dissolucdo e absorcdo sao
reprodutiveis e adequadas a obtencdo de uma biodisponibilidade necessaria para 0s
efeitos terapéuticos desejados(AMIDON et al., 1995).

Entretanto, muitas destas novas moléculas sdo pouco solliveis em &gua,
apresentando uma fraca absorcdo apds administracdo. Apesar de a lipofilicidade ajudar
na permeabilidade, estas somente serdo absorvidas na porcdo superior do intestino
delgado. Assim, visando otimizar a biodisponibilidade, estes farmacos terdo que ter suas
caracteristicas de dissolucdo no trato gastrointestinal melhoradas(CARRIER et al.,
2007).

Assim, um dos maiores desafios da industria farmacéutica atualmente consiste
em desenvolver estratégias que melhorem a solubilidade de farmacos em
agua(BREWSTER;LOFTSSON, 2007). Algumas destas ja estdo sendo utilizadas de

forma eficaz no objetivo de aumentar a taxa de dissolugdo sem reduzir seu potencial
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farmacoldgico. Dentre eles, destacam-se: solubilizagdo com co-solventes,
microemulsdes, nanoparticulas, micronizacdo, dentre outros. Os complexos de inclusdo
com ciclodextrinas destacam-se como potenciais ferramentas para o incremento da
solubilidade de farmacos insoliveis em dgua(LOFTSSON et al., 2005).

Ciclodextrinas (CDs) sdo excipientes farmacéuticos compostos de unidades de
D-glicopiranose, que formam uma estrutura macromolecular tronco-conica. A
disposicéo espacial e orientacdo dos grupos hidroxilas para o exterior conferem a esta
estrutura propriedades fisico-quimicas singulares, sendo capazes de se solubilizarem em
meio aquoso e a0 mesmo tempo encapsular no interior de sua cavidade hidrofébica
moléculas lipofilicas(LOFTSSON;BREWSTER, 2012). Assim, a complexacdo da
riparina D com CDs demonstra ser uma alternativa viavel para melhorar a solubilidade
e, consequentemente, a biodisponibilidade.

Este trabalho visa a obtencéo e caracterizacdo fisico-quimica de complexos de
inclusdoentre a riparina D e hidroxipropil-B-ciclodextrina, com o foco na melhoria da
solubilidade e analise da compatibilidade com este excipiente. Assim, tal estudo servira
de fase inicial para o desenvolvimento de um futuro medicamento antitumoral e

antioxidante, seguro e eficaz.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo obter e caracterizar complexos de inclusdo entre

riparina D:HPBCD, focando na melhoria da solubilidade do farmaco.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e validar um método de quantificacdo da riparina D por
espectrofotometria UV-Vis;

Caracterizar a riparina D e preparar 0os complexos de inclusdo riparina
D:HPBCD no estado solido além de caracterizar por meios de técnicas analiticas
como: infravermelho, analise térmica, difracdo de raios-X, e perfil de
dissolucéo;

Caracterizar os complexos de incluséo riparina D:HPBCD em estado liquido por
RMN, determinando a estequiometria do complexo, medidas de tempo de
relaxacdo longitudinal, medidas de constante de associacdo aparente e

coeficientes de difuséo pela técnica de DOSY.
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O uso terapéutico de plantas medicinais e seus derivados

Planta medicinal € uma espécie vegetal que possui substancias biologicamente
ativas com propriedades terapéuticas ou profilaticas. Estas sdo utilizadas desde as
antigas civilizagdes para curar enfermidades e aliviar o sofrimento fisico(DUBICK,
1986). Em 1.600 a.C, os papiros egipcios ja relatavam nomes de plantas medicinais
empregadas naquela época, como mirra, cAnhamo e dpio. Ha relatos também entre os
povos babilénios, chineses e assirios que descreviam e identificavam as plantas Uteis e
as nocivas(FERREIRA et al., 2014).

O Brasil se destaca no cenario mundial pela sua biodiversidade. Atualmente, sua
flora possui mais de 50.000 espécies de plantas superiores registradas, que corresponde
a 20% do total existente no planeta. Esta grande oferta de variedade vegetal amplia a
utilizacdo de plantas medicinais na pratica clinica para o tratamento de patologias de
forma complementar ou alternativa (TOYANG;VERPOORTE, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populacdo mundial ndo tem acesso ao atendimento basico de salde, recorrendo assim a
alternativas tradicionais como o uso de plantas medicinais para o alivio de suas
enfermidades. A OMS, com ressalvas, estimula o uso da medicina tradicional baseada
em plantas medicinais pela populacdo de paises em desenvolvimento, conquanto que
haja recomendaces médicas baseadas em estudos cientificos e divulgadas por meio de
manuais (YUNES et al., 2001).

As plantas contém milhares de metabolitos secundarios, sendo que apenas
aqueles que se apresentam em maiores concentracdes sdo isolados e estudados. A
analise completa das substancias ativas sdo mais complexas e demoradas, ja que 0s
compostos que apresentam melhores efeitos farmacoldgicos sdo aqueles em menores
quantidades. Assim, torna-se indispensavel a cooperacdo entre quimicos e
farmacologistas para a obtencdo e analise da poténcia das fracdes e das substancias
puras. Esta avaliacdo permite predizer se o principal componente quimico responsavel
pela atividade bioldgica foi realmente determinado (DE OLIVEIRA et al., 2013).

A maioria das substancias organicas conhecidas provém da natureza, sendo o

reino vegetal o principal responsavel pela diversidade quimica conhecida. No entanto,
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por se tratar de uma atividade extrativista a disponibilidade destas substancias nem
sempre é constante e na quantidade necesséria, inviabilizando a exploragdo comercial
(BARREIRO;BOLZANI, 2009).

Logo, através da sintese e/ou modificagcdo estrutural pode-se otimizar métodos
de obtencdo de compostos farmacologicamente ativos, ou melhorar a atividade dos

principios ativos naturais.

3.2  Sintese quimica e industria farmacéutica

Atualmente, o fator diferencial na competitividade entre empresas € a inovacao
tecnoldgica. Inovar para a industria farmacéutica, um dos setores econdmicos mais
lucrativos, € essencial. No entanto, este processo caracteriza-se por ser extremamente
complexo, longo e dispendioso, pois se levam entre cinco e doze anos para que um novo
principio ativo seja comercializado(DA MOTTA VIEIRA;OHAYON, 2008).

A indastria farmacéutica possui caracteristicas especificas e diferenciadas,
dentre elas o seu processo de inovagdo. Os medicamentos novos sdo responsaveis pelos
lucros exorbitantes e a conquista de novos mercados, fazendo como que a pesquisa e do
desenvolvimento (P&D) assumam um peso especifico dentro do planejamento
empresarial GADELHA; QUENTAL et al., 2003).

O objetivo principal da inovacdo farmacéutica e aplicar o conhecimento
cientifico e tecnologico da pesquisa basica para lancarum novo medicamento.
Atualmente, o meio académico participa do processo através da transferéncia de
tecnologia para a cadeia produtiva industrial (PERKMANN;WALSH, 2007). No
entanto, no Brasil, devido a timida infraestrutura cientifica das universidades, poucas
empresas se interessam em participar desse processo(CALIXTO;SIQUEIRA JUNIOR,
2008).

A cadeia de inovacdo no mercado farmacéutico se inicia com a escolha do alvo
terapéutico e vai até o novo prototipo terapéutico, que pode ser uma molécula
totalmente nova ou uma baseada em composto natural com atividade farmacoldgica
reconhecida(MILNE, 2003). O desenvolvimento do produto é a chave do processo
inovador, pois ha uma busca permanente pelo aumento da eficacia, seguranca e reducao
dos efeitos adversos. Assim, através da Quimica Medicinal, pode-se modificar as

caracteristicas do composto, a fim deatender os requisitos necessarios(LIMA, 2007).
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Segundo a IUPAC, a Quimica Medicinal é uma disciplina que envolve aspectos
das ciéncias médicas, biologicas e farmacéuticas, cujo objetivo é o planejamento,
descoberta, invencgéo, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos.
Além disso, esta disciplina promove o estudo do metabolismo, interpretacdo de
mecanismos de acdo e construcdo das relagdes entre atividades farmacoldgicas e
estruturas quimicas(PRENTIS et al., 1988).

A descoberta de farmacos baseada na modificacdo estrutural de moléculas
conhecidas leva a identificacdo de novos compostos-prot6tipos que atuam pelo mesmo
mecanismo farmacolégico da molécula de origem. Esta estratégia tem sido largamente
empregada na industria farmacéutica para melhoria de medicamentos ja
comercializados (NIELSEN;SCHREIBER, 2008).

Ao se fazer o planejamento de uma molécula que poderia se tornar um prototipo
a farmaco, deve ser escolhido uma molécula modelo com reconhecida propriedade
farmacéutica assim como um alvo farmacoldgico cuja estrutura permite buscar a melhor
estratégia para a construcéo do ligante desejado(PORS et al., 2009).

Nas ultimas décadas, a sintese na quimica orgéanica tem evoluido e mostrado ser
capaz de preparar compostos complexos semelhantes aos produtos naturais. O
aperfeicoamento de metodologias, o desenvolvimento de tecnicas de analise organica,
aliados aos avancos das técnicas instrumentais, permitem a sintese de moléculas com
alto controle de enantiosseletividade(CRAGG et al., 2014).

Assim, o papel da quimica organica desempenhado na inddstria farmacéutica
continua a ser um dos principais fatores na descoberta de novos medicamentos. A
relacdo sinérgica entre o planejamento e a metodologia da sintese é ainda mais
significante e possui seus efeitos na pesquisa biomédica, tornando-se uma valiosa
ferramenta para o tratamento de doencas(MACHADO et al., 2014).

3.3 Estudos de pré-formulacao

Pré-formulacdo € o estudo das propriedades do estado sélido de um candidato a
farmaco, como: cristalinidade, morfologia, solubilidade, dissolu¢cdo, ponto de fusdo,
densidade, higroscopicidade, estabilidade e compatibilidade
(SWAMIVELMANICKAM et al., 2009). Tais estudos comegcam assim que uma

molécula demonstra certa atividade farmacol6gica em modelos animais. Sdo realizados
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durante as fases pré-clinicas e clinicas com o objetivo de acumular o maximo de
informacdes sobre a nova entidade quimica (GOPINATH, 2011).

A coleta de dados das propriedades fisico-quimicas na fase de pré-formulacéo
permite a avaliagdo da compatibilidade do componente ativo com adjuvantes
farmacéuticos, fornecendo conhecimentos tanto para o desenvolvimento de novos
produtos quanto para a otimizacdo de formulacGes ja existentes (ALVES et al., 2010).
Esta coleta pode ser ocorrer por meio da espectroscopia em 1V-TF, espectrofotometria
por UV-Vis, difracdo de Raios-X, ressonancia magnética nuclear, analises térmicas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, dentre outros.

3.3.1 Espectroscopia na Reqgido do Infravermelho com Transformada de Fourrier (1V-

TF)

A radiacdo infravermelha, compreendida entre 10.000 cm™ e 100 cm™, quando
absorvida por uma molécula converte-se em energia de vibracdo molecular, sendo
quantificada sobre a forma de um espectro, que evidencia um conjunto de bandas. A
frequéncia ou o comprimento de onda da absorcdo depende da massa relativa dos
atomos, das constantes de forcas, do tipo de ligacdes estabelecidas na molécula e da
geometria dos atomos (LIMA et al., 2008).

A radiacdo infravermelha ndo possui energia suficiente para produzir transicoes
eletrnicas. Para que uma molécula absorva a radiacgdo, ela deve sofrer uma variacdo no
momento de dipolo durante seu movimento rotacional ou vibracional. Somente sob
estas circunstancias o campo elétrico alternado da radiacdo pode interagir com a
molécula e causar varia¢gdes na amplitude de um de seus movimentos (DRUY, 2004).

O momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferenca de carga e a
distancia entre dois centros de cargas.Assim, este método detecta a capacidade das
ligacBes vibrarem ao serem irradiadas por frequéncias de 4.000 cm™ a 650 cm™, tais
vibracdes entdo produzem bandas caracteristicas para cada ligacdo(LIMA et al., 2009).

A analise por IV-TF permite a identificacdo da estrutura molecular do material.
A utilizacdo da transformada de Fourier, juntamente com o desenvolvimento de
microprocessadores digitais e técnicas computacionais avancada permite a analise de
misturas complexas, tais como farmacos sem a necessidade prévia de separacao
(SOUZA;FERRAOQ, 2006). A preparacdo da amostra a ser analisada por IV-TF é feita
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pelo dispositivo de reflecténcia total atenuada (ATR), o qual permite uma boa qualidade
do espectro em um curto espaco de tempo (SWARBRICK, 2007).

3.3.2 Espectrofotometria no Ultravioleta/Visivel (UV-Vis)

A espectrofotometria de Ultravioleta/Visivel (UV 200-400 nm: Vis 400-800
nm) baseia-se nas transi¢des eletronicas que ocorrem devido a absorcao de radiacdo por
ligagbes ou gruposfuncionais especificos na molécula. O comprimento de onda
referente a absorcdo € uma medida daenergia necessaria para a referida transicéo,
enquanto que a intensidade é funcdo da probabilidade da ocorréncia da transi¢do. Ou
seja, obtém-se bandas de absorcdo correspondentes as transicOes eletrénicas do estado
fundamental a um estado excitado(TAKAHASHI et al., 2012).

Quando um feixe de luz atravessa ou é refletido por uma amostra, a quantidade
de luz absorvida (l,) serd a diferenca entre a radiacdo incidente (l,) e a radiacdo
transmitida (1). Essa quantidade de luz absorvida pode ser definida em forma de
transmitancia ou absorbancia (ALBUQUERQUE et al., 2005).

O espectro de absorcdo optica de uma amostra é o registro obtido da
intensidade da luz absorvida em fungdo do comprimento de onda. Em geral, em vez da
intensidade da luz absorvida, o que se registra no espectro é o logaritmo da relacdo entre
a intensidade da luz incidente lpe a intensidade da luz transmitida I. Tal grandeza é
chamada de absorbancia (Abs) ou densidade dptica(KARABACAK et al., 2012).

3.3.3 Difracdo de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos. Os raios X ao atingirem um
material podem ser espalhados elasticamente, sem perda de energia pelos elétrons de
um atomo (dispersdo ou espalhamento coerente). O féton de raios X apds a colisdo com
0 elétron muda sua trajetoria, mantendo, porém na mesma fase e energia do foton
incidente. Sob o ponto de vista da fisica ondulatéria, pode-se dizer que a onda
eletromagnética € instantaneamente absorvida pelo elétron e reemitida; cada elétron
atua, portanto, como centro de emissao de raios X(GAO et al., 2015).

Assim, a intensidade difratada, entre outros fatores, é dependente do niUmero de
elétrons no 4tomo. Adicionalmente, os atomos sdo distribuidos no espaco, de tal forma

que os varios planos de uma estrutura cristalina possuem diferentes densidades de
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atomos e elétrons, fazendo com que as estruturas difratadas sejam, por consequéncia,
distinta para os diversos planos cristalinos(AL-FUTAISI et al., 2007).

Ao analisar um material em po, utiliza-se uma “plotagem” da intensidade
contra o angulo de 20. O gréfico obtido equivale a uma impressdo digital da estrutura
cristalina, podendo ser utilizada para comparar com um padrdo cristalografico. Quando
o material for cristalino, havera picos especificos indicativos das reflexdes dos planos
atbmicos, enquanto que uma amostra amorfa exibird uma protuberancia larga, chamado
de halo amorfo(GROOM;ALLEN, 2014).

Dentre as vérias técnicas de caracterizacdo de materiais, a técnica de difracdo
de raios X é a mais indicada na determinagdo das fases cristalinas. Isto € possivel
porque na maior parte dos sélidos (cristais), os &tomos se ordenam em planos cristalinos
separados entre si por distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de
onda dos raios X(TAKAHASHI; VEIGA et al., 2012).

A DRX é considerada o padrdo-ouro dentre as varias técnicas de identificacéo
de formas sdlidas. Isto se deve ao fato desta técnica fornecer informacéo sobre a
estrutura do material subjacente, podendo ele exibir ordem de amplo alcance como em
materiais cristalinos ou baixo alcance em materiais amorfos ou vitreos, sendo essa
informacao Unica para cada amostra(TAKAHASHI; VEIGA et al., 2012).

3.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN é uma técnica analitica utilizada para obter informaces estruturais e
dindmicas das amostras, tendo como principio a detec¢do das propriedades magnéticas
dos nuacleos. Esta técnica instrumental é rotineiramente utilizada para elucidacao
estrutural, determinacdo da quiralidade ou correlagbes estrutura-atividade
(NEWMAN;BYRN, 2003).

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear vem sendo utilizada também para
avaliar a formacdo de complexos de inclusdo entre farmacos e ciclodextrinas (CDs). A
vantagem seria em elucidar a estrutura do complexo, identificando a parte da molécula
hospedeira que esta no interior da cavidade da CD. Quando ha a formacdo de
complexos, observam-se alteracdes nos sinais do espectro tanto da CD quanto do
farmaco analisado (VEIGA et al., 2006).
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3.3.5 Anélise Térmica

Definida como um grupo de técnicas onde as propriedades fisicas e quimicas
de uma substéncia ou mistura € avaliada em funcdo da temperatura, em um programa de
aquecimento controlado e sob uma atmosfera especifica (DA SILVA et al., 2007).

Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas para a avaliacdo do processo
de complexacdo, destacam-se a Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) e a

Termogravimetria (TG).

3.3.5.1 Analise Termogravimétrica

Todas as transformacdes, sejam quimicas ou fisicas, sdo acompanhadas pela
perda ou absorcdo de energia. O calor € uma forma de energia que pode acompanhar,
promover, acelerar ou desacelerar processos, conforme sua intensidade e transito entre o
sistema reagente e o ambiente. Algumas transformacgdes envolvem ainda a variacdo da
massa,daspropriedades elétricas e mecénicas do material. Além disso, a observagéo de
como essas Varidveis se comportam a medida que a amostra é submetida ao
aquecimento ou arrefecimento constitui o objeto da termoanalise (HAINES, 2012).

Ha muito tempo tem-se buscado o conhecimento a respeito da estabilidade
térmica das substancias, seja para evitar sua decomposicdo, seja, ao contrario, com o
propdsito de provoca-la.Ao longo do século XIX e inicio do século XX, pesquisadores
construiam, ponto a ponto, graficos de perdas de massa de uma amostra que se
operavam em funcdo da temperatura. As pesagens eram feitas em balancas analiticas
comuns apds o resfriamento, e as curvas assim obtidas eram denominadas termogramas.
Atualmente, as curvas termogravimétricas (“curvas TG”) sdo obtidas com ajuda de
termobalancas que permitem registrar diretamente a alteracdo de massa em funcdo da
temperatura ou do tempo(MACHADO;MATQOS, 2004).

O caréter especifico de uma sequéncia de reac6es fisico-quimicas que ocorrem
em certas condicBes de temperatura, e em dada velocidade, sdo caracteristicas de um
determinado composto ou sistema, dando assim origem a termogramas particulares. As
variacOGes de massa podem ocorrer gracgas a ruptura ou formacao de ligac@es, liberacédo
ou absorc¢do de produtos volateis, pir6lise ou formacdo de produtos mais pesados. Por
este motivo, as curvas termogravimétricas fornecem dados valiosos para o estudo da

termodinamica e dacinética de transformac6es(GIRON, 2002).
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3.3.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A DSC mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a um material de
referéncia (termicamente estavel) durante um programa controlado de aquecimento.
Existem duas configuracfes possiveis para os equipamentos de DSC: com compensacao
de poténcia e com fluxo de calor(LI et al., 2009).

A amostra, durante o processo de aquecimento ou resfriamento, costuma sofrer
alteracOes derivadas de eventos endotérmicos ou exotérmicos. Nessa técnica, o calor
diferencial necessario para manter a amostra na mesma temperatura da referéncia é
registrado. Esta diferenca de temperatura ocorre devido a fendmenos quimicos
(decomposi¢cdo/combustdo) ou fisicos (mudancas de estado ou transi¢fes cristalinas).
Assim, consegue-se saber a variacdo de entalpia de determinado evento, através da
analise da area sob a curva (ATTIA et al., 2013).

A DSC encontra diversas aplicacdes nos setores farmacéuticos, dentre estas
destaca-se a determinacdo de pureza das matérias primas. Tal técnica possui as
vantagens de ndo necessitar de um padréo de referéncia correspondente, rapida analise e
quantidade minima de amostra(CHIENG et al., 2011).

3.3.6 Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) é um método de separacdo automatizado que
utiliza colunas recheadas de material com polaridade conhecida (fase estacionaria), e
pela qual passam os solventes (fase mdvel) em altas pressdes(GUILLARME;DONG,
2013). A separacdo e analise quantitativa e qualitativa sdo feita de forma rapida e
precisa, podendo ser analisados uma grande quantidade de compostos com alta
resolucdo, eficiéncia e sensibilidade.Assim, a CLAE ¢ considerada um dos métodos de
escolha por ser precisa e rapida, além de permitir o doseamento de pequenas
quantidades do material AHUJA;DONG, 2005).

A grande vantagem frente a outras técnicas analiticas instrumentais € sua
versatilidade, pois pode ser aplicada tanto em compostos organicos quanto inorganicos.
Também poderdo ser analisados por esta técnica amostras solidas ou liquidas, ibnicas ou

covalentes(SISTLA et al., 2005).Além disso, para obter uma separacdo adequada, hé a
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necessidade do equilibrio adequado das forcas intermoleculares entre a fase movel,
soluto e estacionéria, sendo esta a responsavel pela combina com o soluto e aquela pela
eluicdo do mesmo (GUILLARME;DONG, 2013).

A CLAE pode utilizar diferentes tipos de detectores especificos, sendo que 0s
mais utilizados sdo os espectrofotométricos (UV/Vis). Estes detectam compostoscom
grupamentos croméforos e podem apresentar comprimento de onda fixo,mdltiplo ou
variavel. Aqueles operam em umunico valor, geralmente 254 nm, enquanto estes
contém uma fonte continua de emissdo, como uma lampada de deutério ou xendnioe
geram radiacdo monocromatica a um valor selecionado pelo operador, podendo ainda
ser programados para alterar o comprimento de onda durante odesenvolvimento da
analise. J& os multiplos medem, simultaneamente, aabsorbancia em dois ou mais
comprimentos de onda, sendo denominadosdetectores de arranjo de diodos (DAD).
Além desses, o cromatogréafo liquido de altaeficiéncia pode ser acoplado a detectores de
indice de refracdo, fluorimétricos,eletroquimicos, de espectrometria de massa e de
condutividade(GUPTA et al., 2012).

3.4 Aniba ripariae as riparinas

A Aniba riparia (Ness) Mez é da familia das Lauraceae, considerada uma das
mais primitivas. Destaca-se pela importancia econdmica, pois algumas espéecies sao
utilizadas na medicina popular e industrias quimica e cosmética, principalmente o
extrato dos frutos que ja demonstraram efeitos terapéuticos(BARBOSA-FILHO, 1997).

Popularmente conhecida como “louro”, esta planta esta amplamente distribuida
no Brasil, podendo ser encontrada desde a Amazonia até os pampas do sul do pais. O
interesse pelo estudo dessa espécie vem aumentando por se observar alguns efeitos
farmacoldgicos descritos na literatura. Dentre estes, destacam-se: antidepressivo;
antiinflamatorio; antimicrobiano; antinociceptivo; miorrelaxante e ansiolitico. Assim a
A. riparia demonstra um potencial terapéutico para futuras formulacdes(GUTIERREZ,
2007).

A riparina provém da A. riparia, que do ponto de vista fitoquimico apresenta
uma classe predominante de alcaloides com funcdo alcamida. O (O-metil-)-N-(2-
hidroxibenzoil)-tiramina, composto isolado desta espécie, é biogeneticamente resultado

da condensacdo do éter metilico da tiramina, que apresenta atividade
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simpaticomimética, e o acido salicilico, conhecido agente queratolitico e
antimic6tico(CUSTODIO;DA VEIGA JUNIOR, 2014).

Na natureza encontram-se as riparinas I, Il e Ill, no entanto em quantidades
limitadas para suprir os estudos e futura producdo de medicamentos. Em vista disso, 0
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da UFPB encarregou-se de sintetizar analogos
estruturais, assim como testar suas atividades farmacoldgicas. Dentre 0os compostos
sintetizados, o (O-metil)-N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina, conhecido por riparina 11
(Figura 1), foi o que demonstrou maiores atividades(GUTIERREZ, 2007).
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Figura 1: Estrutura Quimica da Riparina 111
Fonte: Gutierrez (2007)

As riparinas sdo alcaloides. Estes se caracterizam pela presenca de bases
nitrogenadas e constituem 20% das substancias naturais descritas na literatura
(TAIZ;ZEIGER, 2006). Classificam-se de acordo com o nucleo quimico em:
piridinicos, piperidinicos, quinolinicos, isoquinolinicos, pirrolizidinicos, pirrolidinicos,
tropéanicos, indolicos, imidazolicos, xantinas, mistos betalainas, terpénicos e esteroidais
(SIMOES, 2001).

Os alcaloides sdo utilizados pela medicina tradicional desde as civilizagbes
antigas na forma de chas. As principais atividades farmacoldgicas relacionadas com
esse grupo fitoquimico sdo: anti-hipertensivos, antitumorais, hipnoanalgésicos,
estimulantes SNC, simpaticomiméticos, antimalarico, antitussigenos, antivirais,
antimicrobianos (KOTHAKONDA;BOSE, 2004).

Em vista disso, avaliaram-se as propriedades biolégicas das riparinas
sintetizadas na UFPB, que demonstraram resultados positivos em testes de
citotoxicidade, antitrombdtico, antimicrobiano, antihemintico e antioxidantes. No

entanto, os estudos preliminares de solubilidade demonstraram 0s compostos sintéticos
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sdo insoliveis em 4agua, dificultando o desenvolvimento futuro de formulagdes

medicamentosas.

3.5  Estudos de avaliacdo da solubilidade

3.5.1 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS)

Para desempenhar acdo farmacolégica, o farmaco precisa atingir o local de acdo
na concentracdo adequada. Assim, a absorcdo do farmaco é fundamental para o efeito
terapéutico, em especial nas administracdes via oral(HUSSAIN et al., 1999).

Muitos fatores determinam a biodisponibilidade, dentre eles destaca-se a
dissolucédo, caracterizada pelo processo no qual o farmaco é liberado de sua forma
farmacéutica, tornando-se disponivel para absor¢do pelo organismo. Assim, a taxa de
absorcdo, via de regra, é determinada pela dissolucdo juntamente com o efeito
subsequente de primeira passagem hepatica, além do transporte pelas membranas
intestinais(ROY et al., 2001).

Estes dois aspectos supracitados sdo a base do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (BCS), proposto inicialmente pela Food and Drug Administration
(FDA). Tal sistema divide os farmacos em 4 classes (Tabela 1) de acordo com a
solubilidade e permeabilidade gastrointestinal. Logo, a classificacdo do farmaco
segundo estes critérios tem por objetivo prever o comportamento farmacocinético in
vivo, através de testes in vitro de solubilidade e permeabilidade(YAZDANIAN et al.,
2004).

Tabela 1: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

Classe Dissolugdo em meio aquoso  Permeabilidade (membrana intestinal)

I Rapida Rapida
I Lenta Rapida
i Rapida Lenta
v Lenta Lenta

Fonte: Farmacopeia Brasileira 5° edicao, 2010.
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Os farmacos que pertencem a classe | caracterizam-se por rapida dissolucdo e
sdo rapidamente transportados pelas membranas intestinais, logo ndo se faz necessario a
utilizacdo de técnicas para melhoria da biodisponibilidade. Enquanto que na classe 11, 0s
farmacos apresentam a taxa de dissolugdo como um fator critico, sendo que a absor¢éo
in vivo pode ser afetada por flutuages fisiologicas, tais como volume e pH dos liquidos
intestinais, a presenca de sais biliares, comidas, enzimas, bactérias e a mobilidade e
viscosidade do limen intestinal. Uma das estratégias utilizadas para otimizar os
pardmetros dessa classe de farmacos é aumentar a quantidade de moléculas no local de
absorcdo. No entanto, deve-se avaliar se ndo existe limitagdes a permeabilidade, como
por exemplo um transportador ativo que pode sofrer saturacdo(RADER, 2013).

Para os farmacos da classe Ill, observa-se uma limitacdo na permeabilidade,
logo estudos de dissolucdo ndo poderdo prever a absor¢do in vivo. O mesmo é
observado na classe IV e neste caso o objetivo é melhorar a correlagéo in vitro/in vivo.
Isto ajuda a diminuir a variabilidade entre os pacientes e melhorar a previsibilidade e
biodisponibilidade de parametros farmacocinéticos. Para esta ultima classe de farmacos,
visando a melhoria dos parametros, opta-se por estratégias que aumentam a solubilidade
das substancias ativas(RADER, 2013).

3.5.2 Testes de Dissolucédo

Testes de dissolucdo sdo indispensaveis nas etapas de producdo de
medicamentos, identificacdo de variaveis criticas, controle de qualidade e
estabelecimento de correlacdo entre estudos in vitro/in vivo. O objetivo principal é
determinar de forma mais eficaz o comportamento de formas farmacéuticas in vivo,
levando-se em consideracdo a reducdo dos custos de trabalho de desenvolvimento da
forma farmacéutica e a otimizacdo do numero e tamanho dos estudos clinicos
requeridos(SINGHVI;SINGH, 2011).

Os ensaios de dissolucdo sdo um importante meio de caracterizacdo da qualidade
biofarmacéutica das formas solidas, possibilitando o controle de qualidade dos
medicamentos. Logo, a definicdo, em breves termos, € o processo pelo qual uma
substancia entra no solvente para formar uma solucdo, sendo mais do que a simples
medicdo da solubilidade e caracterizando-se pela liberacdo do farmaco em uma

determinada area numa determinada quantidade e tempo correto(GUERRA et al., 2012).
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A velocidade de dissolucéo é caracterizadapela rapidez com que um soluto se
dissolve em um liquido solvente, em determinadas condic6es de agitagdo e temperatura.
Logo, estd intimamente relacionada com a solubilidade, embora significando um
conceito diferente: a solubilidade é um conceito estatico, que se refere a um estado de
equilibrio termodinamico, representando a quantidade ou concentracdo de farmaco que
se dissolve por unidade de tempo. Assim, através da alteracdo da velocidade de
dissolugcdo de uma substancia mediante fatores tecnoldgicos e de formulagdo, € possivel
modular o perfil de liberacdo de um farmaco, o que resulta em grande importancia
biofarmacéutica(ANAND et al., 2011).

O perfil de dissolugcdo mostra quanto do farmaco se dissolvem em intervalos de
tempos determinados. Assim, fornece informagdes sobre a velocidade e a porcentagem
méaxima dissolvida. Além disso, pode-se calcular a eficiéncia de dissolugdo, parametro
bastante Gt quando se deseja comparar formulagbes e/ou  produtos
diferentes(WEN;PARK, 2011).

3.5.3 Ciclodextrinas como estratégia para aumentar a solubilidade de farmacos

Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos compostos de unidades de D-
glicopiranose (D-glicose) atraves de ligacdes a-1,4 glicosidicas. S&o obtidas a partir da
hidrolise do amido ou seus derivados com posterior ciclizacdo dos fragmentos,
promovido pela enzima ciclodextrina-glicosil-transferase. As mais conhecidas sdo a a,
e vy-ciclodextrinas, que contém respectivamente 6, 7 e 8 unidades de
glicose(DAVIS;BREWSTER, 2004).

Estruturalmente, estas macromoléculas assumem uma conformacao de “cones
truncados” devido a auséncia de rotacdo livre das ligacbes glicosidicas e da
conformacdo em cadeira apresentada pelas moléculas de glicose (Figura 2). Nesta
estrutura, o lado mais largo apresenta hidroxilas secundarias em C-2 e C-3 enquanto que
a face mais estreita € constituida por hidroxilas primarias ligadas em C-
6(LOFTSSON;BREWSTER, 2012).

Os grupamentos —CH ligados aos H-1, H-2 e H-4 encontram-se no exterior da
molécula e as hidroxilas orientam-se para o exterior do cone, tornando a superficie
externa das CDs hidrofilica. Por sua vez, o revestimento da cavidade interna da CD é
delineado por dois anéis de grupos —CH, aos quais estdo ligados aos H-4 e H-5, e por

pontes de éteres glicosidicos. Os pares de elétrons livres dos atomos de oxigénio
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envolvidos nas pontes glicosidicas estdo dirigidos para o interior da cavidade,
produzindo um ambiente de elevada densidade eletrOnica, que consequentemente
confere a superficie interna da molécula de CD um cardter extremamente
hidrofobico(VEIGA; PECORELLI et al., 2006).

Figura 2: Estrutura tronco-cOnica caracteristica das ciclodextrinas
Fonte: Adaptado de LYRA et al., 2010

As CDs, nova classe de excipientes farmacéuticos, sdo usadas para modificar as
propriedades fisico-quimicas e biologicas de farmacos através do processo de
complexagdo. Os objetivos principais sdo: otimizacao; estabilizacdo e protecdo contra
reacOes oxidativas, hidroliticas e fotoliticas; reducdo da volatilidade e diminuicdo dos
efeitos desagradaveis de farmacos(ALVES et al., 2012).

Para melhorar a solubilidade de farmacos insoldveis, os grupos hidrofobicos da
destas moléculas, também denominadas de moléculas hospedes, penetram na cavidade
da CD que possui uma superficie externa hidrofilica, tornando o complexo como um
todo sollavel. As modificagdes quimicas das hidroxilas externas das CDs naturais
potencializam ainda mais a solubilidade do complexo(AGUIARA et al., 2014).

Quando o objetivo da complexacao for proteger o farmaco de reaces oxidativas
hidroliticas e fotoliticas, 0s grupamentos susceptiveis a tais reacdes da molécula
hospede serdo incluidos na cavidade da ciclodextrina. No entanto, as CDs podem
exercer um efeito acelerador na reatividade de algumas moléculas hdspedes,
normalmente associados a uma desprotonacdo dos grupamentos hidroxilas da CD e da
orientacdo do substrato na cavidade da mesma(SOARES-SOBRINHO et al., 2012).

Compostos volateis complexados com CDs apresentam menores taxas de

evaporacgéo e degradacdo quando submetidos a elevadas temperaturas(DE LIMA et al.,
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2012). Além disso, quando o farmaco estd complexado, a molécula fica protegida do
contato com membranas do corpo que antecedem o processo de dissolugdo. Logo, 0s
efeitos secundarios indesejaveis, tais como irritacio da mucosa ou sabores
desagradaveis ficariam diminuidos(ZHANG et al., 2010).

As propriedades fisico-quimicas do farmaco isolado, das CDs e dos complexos
sdo diferentes e podem ser caracterizadas por técnicas como a construgdo de diagramas
de solubilidade, andlise térmica, DRX, infravermelho, dissolu¢cdo, RMN e MEV. Tais
técnicas devem possuir sensibilidade suficiente para avaliar as diferencas das
caracteristicas dos compostos de forma isolada e em complexos, permitindo avaliar a
eficacia do processo de complexacdo(TAKAHASHI; VEIGA et al., 2012).

3.5.3.1 Diagramas de solubilidade de fases

A aplicagdo das ciclodextrinas na area farmacéutica que mais se destaca é o
aumento da solubilidade de farmacos em meio aquoso. O diagrama de solubilidade de
fase, desenvolvido por Higuchi e Connors (1965), é habitualmente utilizado para avaliar
a formacdo de complexos de inclusdo(HIGUCHI;CONNORS, 1965). Este método
baseia-se no monitoramento das alteragdes da solubilidade do substrato pela adicdo de
quantidades crescentes de ciclodextrinas. Experimentalmente, um excesso do substrato
é adicionado a solucdes de mesmo volume, mas com concentracdes crescentes de
CDs(VEIGA; PECORELLI et al., 2006)

O diagrama de solubilidade consiste em um gréafico, onde é apresentado a
solubilidade do farmaco em funcéo da concentracao crescente de CD. Logo, observam-
sedois tipos de perfis: A e B (Figura 3).

Diagramas do tipo A correspondem aos complexos soliveis e podem ser de trés
tipos. A_: diagrama linear, onde a solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o
aumento da concentracdo da CD; Ap: diagrama com desvio positivo da linearidade, em
queo complexo formado é de primeira ordem em relacdo ao farmaco e de segunda ou
superior em relacdo a CD;NA: diagrama com o desvio negativo, que ndo possui
interpretacdo generalizada, devido a interacBes complexas entre soluto-soluto e soluto-
solvente, que dependem de cada caso(CUNHA-FILHO;SA-BARRETO, 2009).

Os diagramas do tipo B correspondem a formacdo de complexos com
solubilidade limitada, observado frequentemente nos complexos com a $-CD, podendo

ser de dois tipos: Bs, ondesdo observados trés pontos - primeiro existe um aumento da
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solubilidade, depois uma regido de platé que é considerada a maxima solubilidade, e na
terceira tem-se a precipitacdo do complexo insolivel com o aumento da CD; B, que séo
complexos tdo insoliveis que a possibilidade de aumento inicial na concentracdo do
farmaco ndo ¢ detectavel CUNHA-FILHO;SA-BARRETO, 2009).

Sr A
mol /I

B;

>
[CD] mol T

Figura 3: Diagrama de solubilidade das fases
Fonte: CUNHA-FILHO & SA-BARRETO (2009)

3.6  Validacédo de métodos analiticos

Atualmente, existe uma necessidade crescente de demonstrar a qualidade de
medic¢des quimicas, utilizando a comparatibilidade, rastreabilidade e confiabilidade. A
fim de garantir que um novo método analitico gere informagcbes confidveis,
interpretaveis e reprodutiveis, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada de validacao.
Assim, as decisbes equivocadas baseadas em resultados ndo confiaveis serdo reduzidas,
levando a uma diminuicdo dos prejuizos financeiros irreparaveis (ARAGAO et al.,
2009).

O objetivo da validacdo de metodologia analitica € demonstrar que o método €

apropriado para a finalidade proposta, baseando-se na determinagdo qualitativa, semi-
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quantitativa e/ou quantitativa do farmaco e outras substancias em produtos
farmacéuticos, devendo conter informacOes de apoio apropriadas aos procedimentos
analiticos utilizados(ICH, 2005)

Segundo Ribani, na validacdo de métodos analiticos, os parametros analiticos
normalmente determinados sdo: seletividade;linearidade; precisdo; exatiddo; faixa
linear; robustez; limite de deteccdo e limite dequantificacdo. Estes termos sé&o
conhecidos como pardmetros de desempenho analitico,caracteristicas de desempenho e,
algumas vezes, como figuras analiticas de mérito(RIBANI et al., 2004).

3.6.1 Precisio

A precisdo é o grau de concordancia entre resultados independentes em torno de
um valor central, efetuadas varias vezes em uma amostra homogénea, sob condi¢cdes
pré-estabelecidas(BRITO et al., 2003).

Pode ser avaliada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade, sendo facultada a realizacdo de dois niveis. A repetitividade
corresponde a precisdo intraensaioque consiste na determinacdo de repetidas vezes de
uma amostra sob as mesmas condicOes de teste em um curto intervalo de tempo. A
reprodutibilidade refere-se a precisdo entre laboratdrios. Enquanto, a precisao
intermediaria expressa a precisdo intralaboratério observando as variacGes em diferentes
dias e analistas(RIBANI; BOTTOLI et al., 2004).

3.6.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. Essa relacdo matematica, muitas vezes, pode ser
expressa como uma equacdo de reta chamada de curva analitica. Embora somente dois
pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem ser definidas por no minimo cinco
pontos(RIBANI; BOTTOLI et al., 2004).
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3.6.3 Limites de Deteccdo e Quantificacdo

O limite de deteccdo de um método representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser detectada com um certo limite de confiabilidade.
Pode ser calculado na préatica como a concentragdo que produz um sinal trés vezes
maior que o nivel de ruido médio medido com o branco ou solugdo controle (DE
BARROS, 2002).

O limite de deteccdo (LD) é calculado pela divisdo do desvio padrdo dos
coeficientes lineares das trés curvas de calibracdo dos ensaios de linearidade, pelas
médias dos coeficientes angulares das respectivas curvas multiplicado por 3 de
acordo com a equacao seguinte(DE BARROS, 2002):

3D

LD = =
a

Onde:
DP = Desvio Padrdo médio da menor concentracdo

a = Médias dos coeficientes angulares.

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida com precisao e exatiddo. Para se realizar o
LD e LQ é considerado o desvio padrdo da reta com relacdo a absorbancia do
primeiro nivel de concentragdo nas trés curvas de calibracdo e seus coeficientes
angulares (inclinacdo da reta). E considerada a razao de 10 vezes da linha da base, de
acordo com a equacao abaixo:

10 DP

LQ = —=
a

Onde:
DP = Desvio Padrdo médio da menor concentragéo.

a = Médias dos coeficientes angulares

3.6.4 Robustez

Robustez é a capacidade do método de ndo ser afetado por uma pequena e

deliberada modificacdo em seus parametros, indica a sua confiabilidade durante o seu
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uso, podendo assim, avaliar a resisténcia que um método analitico tem & mudanca de
resposta quando se introduzem pequenas variagdes(ICH, 2005).

As mudangas introduzidas refletem as alteragdes que podem ocorrer quando um
método é transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos dentre eles
podemos citar: marca de solvente, tipo e tempo de agitacdo, solventes, presenca ou
auséncia de luz, estabilidade da amostra em relagcdo ao tempo de preparagéo, entre
outros (RIBANI; BOTTOLI et al., 2004).

3.6.5 Exatiddo

A exatiddo do método representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados e um aceito como referéncia. Sempre é considerada dentro
de certos limites, a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associada a
valores de precisdo). Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentragéo
elevados e mais amplos em niveis de tracos. O nimero de ensaios varia segundo a
legislagdo ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH
estabelece que um minimo de nove determinagdes envolvendo um minimo de trés
diferentes niveis de concentracdo deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em
triplicata para trés niveis de concentracdo. Esta recomendacdo é também adotada
pela ANVISA (RIBANI; BOTTOLI et al., 2004).

A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente de acordo com a
equacéo abaixo:

Concentra¢ ao .
Exatiddo = ¢ Med2__ %100 %
Concentrag &0

Tedrica
Em outras palavras, a exatiddao expressa o quanto a média dos resultados esta o

mais proxima possivel do real.
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CAPITULO 1

B-CICLODEXTRINAS MODIFICADAS SOLUVEIS EM
AGUA: UMA REVISAO
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RESUMO:
As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos que possuem a capacidade de formar

complexos de inclusdo com moléculas lipofilicas, melhorando sua solubilidade em
agua. As ciclodextrinas naturaris (a, B e y) possuem uma solubilidade aquosa reduzida,
podendo originar a precipitacdo de complexos de incluséo formados em meio aquoso, 0
que limitaria a funcdo destas moléculas como veiculos de farmacos. O objetivo desta
revisdo € epilogar as diferentes B-ciclodextrinas modificadas estruturalmente para
reverter esse entrave da solubilidade, assim comodiscutir suas aplicacfes em diferentes
areas, em especial na liberacdo de farmacos. O artigo realga as P-ciclodextrinas
modificadas quimicamente através da substituicdo das hidroxilas pelos mais variados
radicais, aléem dos polimeros criados, utilizando a epicloridrina como agente de ligacao
cruzada. Por fim, algumas consideracGes importantes sobre ciclodextrinas contendo

dextran e celulose também sdo feitas.

Palavras-chave: Ciclodextrina; ciclodextrinas modificadas; dextran; celulose;

epicloridrina
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ABSTRACT:

Cyclodextrins are cyclic oligosaccharides which have the ability to form inclusion
complexes with lipophilic molecules, improving its water solubility. Naturaris
cyclodextrins (a, B and y) have a low aqueous solubility which can cause precipitation
of inclusion complexes formed in an aqueous medium, which limits the function of
these molecules as drug carriers. The objective of this review is epilogar different
structurally modified p-cyclodextrins to reverse this impairment of solubility, as well as
discuss their applications in different areas, especially in drug delivery. The article
highlights the chemically modified -cyclodextrins by replacing the hydroxyl groups by
various radicals in addition of polymers created with cyclodextrin, using
epichlorohydrin as a crosslinking agent. Finally, some important considerations
cyclodextrins containing dextran and cellulose are also made.

Key-words:cyclodextrin; modified cyclodextrins; dextran; cellulose; epichlorohydrin
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INTRODUCAO:

Ciclodextrinas (CDs) sdo ferramentas multifuncionais de inigualavel
importdncia que tém sido extensamente utilizadas pela industria farmacéutica
(GIDWANI;VYAS, 2014). Classificam-se como oligossacarideos com seis a oito
unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,4-glicosidicas. A cavidade interna
hidrofébica favorece a complexacdo de um grande ndmero de moléculas (SZEJTLI,
1998).

As CDs podem ser produzidas através da degradacdo enzimética do amido
derivado da batata, milho, arroz, ou outras fontes(ALEXANIAN et al., 2008). Este
processo foi descoberto ocasionalmente pelo cientista francés Villiers em 1981, que
entdo isolou o produto cristalino obtido a partir do processo enzimatico bacteriano. Tal
produto foi chamado de “cellulosine” devido ao comportamento quimico similar ao da
celulose, sendo resistente a hidrolise e ndo possuindo poder redutor. Passados 10 anos, o
microbiologista austriaco Schardinger mostrou que a bactéria Bacillus macerans seria o
responsavel pela producao de dois subtipos de CDs (a e ). Além disso, ele identificou a
“cellulosine” como sendo a B-ciclodextrina (VAN DE MANAKKER et al., 2009).

Nas decadas seguintes, mais subtipos de ciclodextrinas foram descobertas e
suas estruturas quimicas elucidadas. Na década de 1970, avangos na biotecnologia
foram responsaveis por melhorar a producdo de CDs (BIWER et al., 2002). Técnicas de
engenharia genética foram responsaveis foram responsaveis pela sintese e isolamento de
enzimas especificas, como a ciclodextrina-glicosiltransferase (CGTase), que produzem
os diferentes subtipos de CDs (PLOU et al., 2002). Atualmente, o uso dessas enzimas
bem como o progresso nos processos de purificacdo tém sido responsaveis pela
producdo em larga escala e pelo nivel de pureza dos mais diferentes subtipos de
ciclodextrinas (LI et al., 2007).

Devido a fatores estéricos, ndo existem ciclodextrinas com menos de seis
unidades de glicose. As mais comumente usadas sdo os subtipos aCD, BCD e yCD
(Figura 1), que consistem em 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente (ARIMA et
al., 2011). Suas estruturas tridimensionais assemelham-se a cones-truncados. Os grupos
hidroxilas das ciclodextrinas estdo localizados em sua superficie externa, isto é, as
hidroxilas primarias na extremidade mais estreita enquanto as hidroxilas secundarias na
extremidade oposta, mais larga (ALVIRA et al., 1997). Tal caracteristica torna a

superficie externa das CDs solGvel em agua, mas simultaneamente gera uma cavidade
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interna que é relativamente hidrofébica. Por causa disso, as CDs podem, parcialmente
ou totalmente, acomodar moléculas lipofilicas de tamanho adequado e peso molecular
baixo, ou até mesmo polimeros. (LOFTSSON;DUCHENE, 2007).

A principal forca motriz responsavel pela formacao dos complexos de incluséo,
onde um composto hospeda em seu interior outro composto, sdo as interacOes
hidrofébicas e de Van der Walls, embora outros fatores também influenciem como a
tensdo superficial do solvente e as ligacbes de hidrogénio das hidroxilas presentes
(HEMBURY et al., 2000). Além de complexos unitarios entre uma molécula de
ciclodextrina e uma molécula hdspede (Figura 2), outras estequiometrias tém sido
identificadas, ou seja, uma molécula hdspede encapsulada em mais de uma molécula de
ciclodextrina (hospede/CD — 1:2) ou ordens mais baixas, onde uma de CD interage com
multiplas moléculas hdspedes (LOFTSSON et al., 2004).

As ciclodextrinas possuem uma habilidade especial de complexar-se com
farmacos, permitindo o aumento da solubilidade destes, assim como diminuindo o gosto
desagradavel, aumentando a estabilidade e diminuindo a toxicidade. Uma das aplicacdes
mais comuns das ciclodextrinas citadas na literatura é o aumento da biodisponibilidade
de farmacos insoliveis em dgua (CARRIER et al., 2007).

Figura 1:Estrutura quimica tridimensional da a-CD, B-CD e y-CD
Fonte:STALIN et al., 2014

Na atual situacdo de desenvolvimento de farmacos, o alto rendimento obtido

por técnicas de rastreamento usadas na identificacdo de componentes ativos permite
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observar que a grande maioria das potenciais moléculas possui alta lipofilicidade, baixa
solubilidade aquosa e baixa taxa de dissolucdo (GRIBBON;ANDREAS, 2005).
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Figura 2: Representacdo esquematica da formacdo do complexo de inclusdo na taxa de

-)
-
-

1:1 entre a CD e a molécula hospedeira
Fonte: MURA, 2014

Ha muitas décadas, as CDs sdo usadas como carreadores de farmacos para o
aumentoda solubilidade, estabilidade e taxa de dissolucdo, além da diminuicdo dos
efeitos adversos (HEDGES, 1998). Entretanto, tanto a baixa solubilidade quanto a
toxicidade das CDs limitam sua aplicacio em formulacdes farmacéuticas. A
citotoxicidade in vivo das CDs, e em particular da B-CDs, ocorre devido a ligacao e
extracdo do colesterol presente em membranas celulares, alterando assim as
propriedades de permeabilidade e provocando processos de hemolise (LI et al., 2004).

Para contornar estas limitacGes, varios derivados das CDs tém sido
desenvolvidos. Entre elas, destacam-se as CDs metiladas, hidroxialquiladas e idnicas.
Os complexos macromoleculares com outros polimeros merecem destaque especial por
promoverem a melhora da solubilidade aquosa através da quebra das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares presentes nas hidroxilas secundarias das CDs originais.
Tais ligacGes sdo as principais responsaveis pela baixa solubilidade das ciclodextrinas
basicas (a, B € Y)(SANGWAI;VAVIA, 2013).

O objetivo desta revisdo é forneceruma visdo geral das principais alteracdes
feitas nas ciclodextrinas que aumentam sua solubilidade, assim como seus méritos e
desvantagens. Além disso, os exemplos de cada ciclodextrina modificada serdo

ilustrados por meio de exemplos especificos da literatura.
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MATERIAIS E METODOS:

Como método para definir os elementos fundamentais da questdo da pesquisa e
da construcdo da pergunta para a busca bibliografica de evidéncias, fez-se uso da
estratégia PICO (Paciente, Intervencdo, Comparacao e Outcomes).

Para ser incluido na analise, 0 estudo deve avaliar a aplicagdo da -
ciclodextrina em formulacdo oral para melhorar sua solubilidade em &gua e,
consequentemente, melhorar a biodisponibilidade oral do fArmaco administrado. Além
disso, foram considerados apenas aqueles cuja publicacéo ocorreu entre os anos de 2004
e 2014. Estudos foram excluidos nos casos de duplicidade em outra base de dados, se o
titulo e/ou resumo ndo tratarem sobre o tépico pesquisado. Também foram excluidas as
notas ou cartas de editores, livros, dissertacdes ou teses, além de artigos cujo e-mail
para contato ndo estivesse disponivel.

A revisdo sistematica foi realizada por meio de uma ampla pesquisa nas bases
de dados eletronicas PubMed, Web of Science e Scopus. Os termos usados "f-
cyclodextrin™ e "inclusion complex™ e "water soluble” e se basearam nos descritores
MeSH. Estes foram interconectados com operador de pesquisa “AND”. A organizacao
dos resultados obtidos foi realizada atraves do software de gerenciamento de referéncias
EndNote-X5.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Um total de artigos 137 foram obtidos do Pubmed, 8 do Web of Science e 322
do Scopus. Apds a exclusdo das duplicatas, 174 puderam ser integrados na uma revisdo
sistematica. Apds uma reavaliacdo, aplicando os critérios de inclusdo e exclusdo, o
namero de estudos elegiveis que integram a revisdo sistematica diminuiu para artigos
112.

3.1 Artigos:
3.1.1 Ciclodextrinas modificadas quimicamente:

As ciclodextrinas naturais, devido a rigidez de suas moléculas e limitacGes do
tamanho da cavidade, assim como a presenca de grupos funcionais, sdo alvos de

intensas pesquisas que visam sua modificacdo molecular (FUKUDOME et al., 2005).
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A ciclodextrina natural mais utilizada é o B-ciclodextrina devido ao seu grande
namero de grupos de hidroxilas (sete na cavidade primério e catorze na secundaria), que
séo pontos onde as reaces podem ocorrer, permitindo produzir mudancas estruturais na
funcionalizacio dos anéis macrociclicos (SALTAO;VEIGA, 2001)

As modificacbes se ddo preferencialmente e de forma seletiva nas hidroxilas
presentes nos C-2, C-3 e C-6 das unidades de glicose, sendo que a hidroxila da posicao
6 situa-se na abertura estreita do cone enquanto que as hidroxilas 2 e 3 na abertura mais
larga (GIAMMONA et al., 2006). Assim, as CDs possuem trés hidroxilas livres em
cada molécula de glicose mesmo apds a formacdo das ligagdes glicosidicas a-(1-4),
conferindo caracteristicas nucleofilicas a estas moléculas. 1sso se deve a pré-disposicdo
a formar alcéoxido e pelo grande nimero de hidroxilas presentes em cada macrociclo
(DODZIUK, 2002).

A variedade de hidroxilas presentes nas ciclodextrinas oferece aos
pesquisadores diferentes sitios de modificagdo, permitindo assim alterar diferentes
caracteristicas e propriedades, que vao desde o ajuste da solubilidade até a mimetizacao
de enzimas (ALLABASHI et al., 2007). No entanto, estas diferentes hidroxilas
competem com o reagente, tornando dificil o processo de modificacdo seletiva, além da
possibilidade de complexagdo com préprio reagente (YAMAMOTO et al., 1989).

Para contornar tal situacdo, deve-se observar que as reacfes de derivatizacdo
sdo determinadas tanto por fatores estereoquimicos quanto por estatisticos (DODZIUK,
2002). As hidroxilas da posicdo 6 sdo as mais basicas, logo é também as mais
nucleofilicas, enquanto que as da posicdo 2 séo as mais eletrofilicas e portanto, as mais
acidas. A hidroxila da posicdo 3 € a mais inacessivel (ALLABASHI; ARKAS et al.,
2007).

Com as modificacBes realizadas nas ciclodextrinas, as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas podem ser alteradas. A hidroxialquilacdo ou a metiliacdo da B-
CD, por exemplo, sdo usadas para aumentar a solubilidade em agua e em solventes
polares. Isso se deve a formacdo de uma mistura de produtos quimicamente
relacionados e que apresentam diferentes graus de substituicdo. Além disso, a presenca
de substituintes nas hidroxilas previne sua cristalizacdo, tornando o produto mais
solivel, devido a menor interacdo intermolecular entre os grupos OH® vizinhos
(SABADINI et al., 2008).

Um aspecto interessante que deve ser ressaltado € a relacdo entre a modificacéo

realizada e sua dissolugdo dependente da temperatura. A 2,6-dimetil-B-CD apresenta,
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por exemplo, uma dissolucdo exotérmica em &gua, onde o aumento da temperatura
causa diminuigdo da solubilidade. Além disso, apresentam também pontos de turbidez,
se assemelhando a surfactantes ndo i6nicos(JANSOOK;LOFTSSON, 2009).

Um dos aspectos mais importantes e que devem ser minuciosamente
controlado é o grau de substituicdo, pois poderd ser responsavel pelo aumento da
solubilidade, ou pela diminuicdo da capacidade de complexagéo devido ao impedimento
estérico (MIYAUCHI;HARADA, 2004).

As caracteristicas de inclusdo das ciclodextrinas naturais podem ser alteradas
através da introducdo de substituintes nos grupamentos hidroxilas presentes. A dimetil-
B-ciclodextrina geralmente apresenta melhores propriedades de complexagdo devido ao
tamanho da cavidade polar ser mais adequado do que a da B-ciclodextrina (DUCHENE
et al., 1999)

A solubilidade aquosa das CDs naturais € muito mais baixa do que a das
dextrinas aciclicas comparaveis. Isto se deve a forte ligagdo de hidrogénio
intramolecular na rede cristalina (BREWSTER;LOFTSSON, 2007). A fim de reverter
esta limitagdo, algumas CDs modificadas soliveis em agua ja estdo disponiveis no
mercado farmacéutico, como por exemplo: derivados metilados de B-CD; 2-
hidroxipropil-B-CD; e¢ B-CD sulfobutiladas ramificadas (glucosil - e maltosil-p-
ciclodextrina; B-CD acetiladas e CDs sulfatados), dentre outras (MACHIN et al., 2012).

A insercdo de substituintes nas hidroxilas das ciclodextrinas naturais leva ao
rompimento da estabilidade do sistema, através da quebra das ligacbes de hidrogénio,
levando a um aumento da solubilidade aquosa. Seria de se supor que a substituicdo de
atomos de hidrogénio das hidroxilas por grupamentos metilas, lipofilicos, nao
aumentaria a solubilidade em agua e sua hidrofilicidade. Entretanto, ocorre exatamente
0 contrario a solubilidade apos a metilacao aumenta
consideravelmente(BREWSTER;LOFTSSON, 2007).

Esta reacdo de metilacdo de ciclodextrinas pode acontecer em 2 ou 3
grupamentos hidroxilas disponiveis. No caso da dimetil-BCD (DMBCD) a metilacédo
ocorre em todos os grupos de hidroxilas primarios e secundarios da posicdo C-2
(ALEXANIAN; PAPADEMOU et al., 2008). Ja no caso da trimetil-pCD, a metilagdo
ocorre também nas hidroxilas secundarias da posicdo C-3. No entanto, o que ocorre de
forma mais comum é uma metilacdo aleatdria com um grau de substituicdo médio por
unidade de glicopiranose de 1,8 (SZENTE;SZEJTLI, 1999).
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A derivagdo com grupos hidroxipropil ocorre de uma forma puramente
aleatéria nas hidroxilas priméarias ou secundérias, originando uma mistura amorfa,
sendo a 2-HP-B-CD a mais utilizada. Quanto as CDs sulfobutiladas, a sulfobutileter-f3-
ciclodextrina (SBE-B-CD) com um grau de substituicdo de aproximadamente 6,8
predomina entre a preferéncia dos pesquisadores, pois possui aproximadamente 7
grupos carregados negativamente, contrabalancados pelos ions sédio, que contribuem
para um aumento da sua solubilidade (ZIA et al., 2001).

Os métodos de modificacdo seletiva podem ser divididos em trés categorias: o
método “inteligente”, onde a estrutura quimica da CD € explorada a fim de se obter o
produto desejado pela menor rota de sintese; o método “longo”, onde uma série de
etapas de protecdo e desprotecdo devem ocorrer para se atingir seletivamente as
posi¢des desejadas de modificagdo; ¢ o método “sledgehammer” (“marreta” em
portugués), onde as ciclodextrinas reagem indiscriminadamente, formando misturas de
produtos e em seguida a separacdo por métodos cromatogaficos (KHAN et al., 1998).

A sintese do 2-tosil-p-ciclodextrina, utilizando ciclodextrina e tosilato de m-
nitrofenil, exemplifica a primeira categoria. Neste, a propriedade de complexacdo da
ciclodextrina é aproveitada para direcionar o grupo tosil para a cavidade secundaria,
assim evita-se a complexacdo com o lado priméario. Como exemplo da segunda
categoria, tem-se o processo de alquilacdo da ciclodextrina, que requer: (1) a protecdo
do lado primario com o grupo silanol, (2) protecdo do lado secundario com o grupo
acetil, (3) desilanilacdo do lado primario, (4) reacdo de uma hidroxila primaria com um
haleto de alquila, e finalmente (5) a desprotecdo do lado secundéario para se chegar ao
produto desejado. Nesta estratégia, cada reacdo € cuidadosamente planejada para se
obter um rendimento elevado e separar facilmente os produtos. A terceira categoria
pode ser exemplificada pela reacdo de ditosilacdo do lado secundario da ciclodextrina.
Neste exemplo, o cloridrato de tosila reage com a ciclodextrina para gerar uma mistura
de produtos, que poderdo ser separados por HPLC de fase reversa (KHAN; FORGO et
al., 1998). Assim, considerando as trés categorias, a primeira estratégia é a mais
produtiva e mais indicada para uma reacdo de derivatizacdo das ciclodextrinas. As
diferentes ciclodextrinas modificadas encontradas comercialmente podem ser

observadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Propriedades estruturais e fisico-quimicas de PB-ciclodextrias de interesse

farmacéutico.
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Ciclodextrinas R=H ou P.M" Solubilidade
(Da) em agua
(mg/mL)
p-Ciclodextrina (BCD) H 1135 18,5
Metil p-ciclodextrina (MepCD) "CH; 1312 >500
Dimetil B-ciclodextrina (DMBCD) -CH3 1331 >500
Trimetil B-ciclodextrina (TMBCD) -CH3 1430 310
Dietil p-ciclodextrina (DEBCD) -CH3CH;, 1527 0,05
Trietil B-ciclodextrina (TEBCD) -CH3;CH,CH, 1723 0,018
2-Hidroxipropil-g-ciclodextrina "CH,CHOHCHj; 1400 >600
(HPBCD);
Sulfobutileter B-ciclodextrin sédico "(CH,),S0; Na* 2163 >500
(SBEBCD)
Glicosil g-ciclodextrina (G;pCD) Glicosil 1297 >900
Diglicosil g-ciclodextrina ((G1).pCD) Glicosil 1459 1400
Maltosil g-ciclodextrin (G,pCD) Maltosil” 1459 >500
Dimaltosil p-ciclodextrin (G;),pCD) Maltosil 1789 >500

°P M: Peso Molecular

‘Solubilidade em agua em aproximadamente 25 °C.
Fonte: Adaptado de BREWSTER;LOFTSSON, 2007
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3.1.2 Polimeros de ciclodextrinas

Durante o século XIX, o uso de B-CD era limitado devido a sua reduzida
solubilidade. Ao longo do século XXI, e de forma mais intensa, estudos de modificacéo
das ciclodextrinas, visando o aumento da solubilidade aquosa, permitiram sua maior
aplicacdo na area farmacéutica e biomédica (DEVESWARAN et al., 2012).

Os polimeros séo utilizados como componentes ternarios em sistemas
CD/farmaco (LOFTSSON;BREWSTER, 2012). A modificagdo com polimeros, em
geral, leva a diminuicdo da cristalinidade, melhorando a solubilidade das CDs. Os
polimeros mais utilizados na modificacdo estdo exemplificados na Tabela 2.

As ciclodextrinas podem se ligar covalentemente a varios polimeros para
modificar suas propriedades fisico-quimicas, a fim de melhorar a biocompatibilidade,
capacidade de liberacdo de farmacos e solubilidade intrinseca. A literatura mostra que
varias modificagdes ja foram realizadas com polimeros lineares, ramificados e
dendriticos. Tais polimeros foram utilizados para desenvolver componentes
supramoleculares em escalas nano, micro e macro (ZHANG;MA, 2013).

Normalmente, duas abordagens sdo as mais utilizadas para sintetizar polimeros
ligados a CD. A primeira é a polimerizacdo direta dos mondmeros contendo CDs ou a
copolimerizacdo com outros monémeros utilizados para sintetizar polimeros de acrilato-
CDs(MUNTEANU et al., 2008). A segunda estratégia refere-se ao acoplamento de CDs
funcionalizadas como alvos para proteinas e seus derivados, que normalmente
apresentam grupos funcionais (CHARLOT;AUZELY-VELTY, 2007).

As primeiras ciclodextrinas modificadas com polimeros a serem desenvolvidas
utilizavam reacdes de ligacdo cruzada com epicloridrina (EPH). Esse tipo de ligacao
ocorre de forma aleatéria e origina polimeros mais sollveis em agua, como por
exemplo, a BCD-EPH de ligacdo cruzada, que possui solubilidade aquosa superior a f3-
CD (DAVIS;BREWSTER, 2004)

A utilizacdo da EPH como agente de ligacdo cruzada para produzir CDs
modificadas ocorre ha mais de 50 anos e é facil de realizacdo. A epicloridrina (1-cloro-
2,3-epoxipropano) é o agente de ligacdo cruzada usado na quimica de polissacarideos
mais comum. 1sso ocorre devido aos dois grupos funcionais ativos, um grupo epoxido e
um grupo cloroalquila, que podem formar ligagdes com as hidroxilas das PCDs
(CRINI,PEINDY, 2006).
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Tabela 2: Polimeros usados como componentes ternrios em sistemas CD/farmacos.

Polimero Farmaco Tipo de Referéncia
ciclodextrina
Quitosana Finasterida HPBCD (ZOELLER et al.,
2012)
Hidroxipropilmetil- Nimesulida HPBCD (ALEXANIAN;
celulose (CMC) BCD PAPADEMOU et
MBCD al., 2008)
(JANSOOK
;LOFTSSON,
2009)
(SAMI et al.,
2010)
Plasdone Itraconazol BCD (KUMARI et al.,
Gemfibrozila 2010)
Polietilenoglicol Acido Salicilico BCD (HIGASHI et al.,
Nimesulida HPBCD 2011)
(ALEXANIAN;
PAPADEMOU et
al., 2008)
Polivinilpirrolidona Gemfibrozila BCD (SAMI; PHILIP et
Finasterida HPBCD al., 2010)
Nimesulida BCD (ALEXANIAN;
PAPADEMOU et
al., 2008)
Carboximetil- Nimesulida BCD (ALEXANIAN;
celulose HPBCD PAPADEMOU et
al., 2008)

A reacdo de polimerizagdo para formar o composto BCD-EPH pode ocorrer

através de uma Unica etapa de condensacdo. Normalmente, 0 meio em que ocorre esta

reacdo € alcalino, resultando em produtos que contém espécies monoméricas e porcoes
poliméricas(DEVESWARAN; PUPPALAet al., 2012). Em um reator termostatico do
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tipo vessel, uma mistura de -CD (aproximadamente 20g) com uma solugdo de NaOH a
50% (32 mL) é agitada por 24 horas a 25°C. A mistura é entdo aquecida a 30°C e 24
mL de EPH ¢ adicionado rapidamente e agitado vigorosamente com agitador magnético
por 6h na temperatura de 30°C. Finalmente, a reacdo € interrompida com a adicdo de
acetona. Em seguida, a solucdo é neutralizada com &cido cloridrico 6N e filtrado para
eliminar o sal e componentes de baixo peso molecular que ainda podem estar presentes.
O processo pode ser afetado pela mudanca na quantidade e concentracdo de hidréxido
de sodio, ciclodextrina e epicloridrina. A solugdo é evaporada e precipitada pela adigdo
de alcool desidratado. O produto obtido € entdo seco, macerado e finalmente granulado
em particulas do tamanho de 1 a 2 mm de didmetro(VAN DE MANAKKER;
VERMONDEN et al., 2009).

Os efeitos positivos da BCD-EPHna solubilidade e biodisponibilidade ja foram
demonstrados em inimeros estudos (LOFTSSON et al, 1994; DUCHENE;
PONCHELet al,, 1999;SZENTE;SZEJTLI, 1999). Nie e colaboradores (2011)
avaliaram o potencial uso da BCD-EPH para aumentar as taxas de dissolucdo e
biodisponibilidade da glipizida, famaco hipoglicemiante utilizado no tratamento de
diabetes mellitus tipo Il. A baixa solubilidade era o principal fator limitador da absorséo
no TGI. Quando comparado com a complexagdo entre glipizida ¢ -CD, ao complexar
com BCD-EPHhouve um aumento de 36,65 vezes, enquanto que a solubilidade
aumentou apenas 20,87 vezes com a complexacdo com HPBCD (NIE et al., 2011). Em
outro estudo conduzido por Daveswaran e colaboradores (2012), observou-se aumento
da solubilidade do aceclofenaco, utilizando BCD-EPI, quando comparado com B-CD
(DEVESWARAN; PUPPAL Aet al., 2012).

O aumento da solubilidade em agua, reducdo da toxicidade, aumento das taxas
de complexacdo do farmaco tém sido obtidas, de forma otimizada, através da ligacao
cruzada entre EPH e CDs na presenca de compostos catidnicos ou aniénicos. Em estudo
desenvolvido por Li e colaboradores (2004), observou-se que polimeros formados pela
ligacdo cruzada entre CDs e EPH na presenca de cargas positivas diminuiram a
toxicidade do complexo de inclusdo formado com naproxeno e melhoraram sua

aplicacdo como carreador de farmacos (LI; XIAOQet al., 2004).

3.1.3 Ciclodextrinas contendo celulose
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Celulose é o polimero mais abundante do planeta, além de ser considerada uma
matéria-prima ndo-toxica, biocompativel e com ampla e promissora aplicagéo industrial
(LINDMAN et al., 2010). Celulose e suas modificagdes tém sido consideradas
polimeros-hdspedes para o delineamento de novos complexos de inclusdo (GUO et al.,
2013). Mais recentemente, observou-se que a metilcelulose, devido ao seu carater
hidrofébico, foi capaz de penetrar na cavidade hidrofébica de BCDs hospedeiras
formando polimeros supramoleculares anfifilicos (DU et al., 2012).

Em estudo desenvolvido por Guo e colaboradores (2013), observou-se que
carbamatos de ciclodextrinas, sintetizadas a partir da ciclodextrina e da uréia, podiam
formar micelas com derivados da celulose. Essas estruturas supramoleculares foram
caracterizadas e avaliadas, utilizando acetato de prednisona. Concluiu-se assim que a
solubilidade aquosa do complexo aumentou consideravelmente (GUO; JIA et al., 2013).

Uma importante questdo com os derivados da celulose é a sua solubilidade. E
de se esperar que com a incorporagdo na CD, a solubilidade aquosa de ambas aumente
devido ao aumento da area hidrofilica e a diminuicdo da associagcdo entre moléculas de
celulose por impedimento estérico (LINDMAN; KARLSTROMet al., 2010).

Medronho, Andrade e colaboradores (2013) desenvolveram macromoléculas
resultantes da associagdo entre a-celulose e B-ciclodextrinas. Para isto, 0s pesquisadores
procederam imergindo a-celulose em uma mistura de B-ciclodextrinas e &cido 1,2,3,4-
butano-tetracarboxilico (BTCA) em condicGes acidas. A reacdo ocorreu a 180°C
durante 30 minutos e em seguida, procedeu-se com as etapas de lavagem até a obtencao
da pureza desejada (Figura 3). Observou-se que a estrutura da macromolécula final
depende das concentracGes da celulose e da ciclodextrina, porém nao depende do BTCA
por causa da sua baixa massa molecular. Como concluséo, foi observado um aumento
da solubilidade do composto macromolecular quando comparado com 0s componentes
de forma isolada (MEDRONHO et al., 2013).
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Figura 3:Representacdo esquematica da reacdo de esterificacdo entre a celulose e CDs
via BTCA
Fonte: Adaptado de MEDRONHO, ANDRADE et al. (2013)

3.1.4 Ciclodextrina contendo dextrana

Como ja mencionado, embora as BCDs sejam hidrofilicas, assim como seus
complexos, sua solubilidade aquosa € limitada. A razdo para esse fato esta associada a
alta energia de rede cristalina, bem como a formacdo de ligacbes de hidrogénio
intermolecular que comprometem a interacdo com moléculas de agua
(LOFTSSON;BREWSTER, 2010).

Além disso, a presenca de uma pequena quantidade de polimeros hidrofilicos,
como a dextrana, ou de sais especificos (p.ex: acetato ou salicilato de sédio) juntos com
a BCDs demonstrou estabilizar o complexo farmaco/CD através do aumento da
interacdo ou pela formacdo de agregados soliveis em dgua (LOFTSSON;BREWSTER,
2012). Também tem sido descrito que polimeros hidrofilicos podem induzir estados de
super saturacdo - aumento da concentracdo do farmaco molecularmente dissolvida(DI
CAGNO;LUPPI, 2013).

Dextrana ¢ um polimero de cadeia linear que consiste de ligacdes a-1,6-
glicosidicas entre moléculas de glicose com as ramificagdes através de ligagdes a-1,3.
Possuem alto peso molecular (70 kDa) e podem ser utilizados em solucdes parenterais
assim como formulac6es oftdlmicas (WINTGENS et al., 2011)

De acordo com Layre, Volet e colaboradores (2009), dextranas podem ser

utilizados para modificar as ciclodextrinas, através de ligacdes entre 0s grupamentos
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azida e ligacOes 1,3-ciclo-adigdo. O produto obtido foi consideravelmente mais soluvel
do que a CD originaria (LAYRE et al., 2009).

As propriedades e capacidades de agregacdo dos complexos macromoleculares
formados entre ciclodextrinas e dextrana também foram examinadas por Nielsen e
Steffensen (2009). Observou-se que as formas nano-particuladas originadas da poli-
inclusdo de complexos apresentam-se mais sollveis em dgua (NIELSEN et al., 2009).

Resultados de analises termodindmicas evidenciam que a ligacdo da cadeia de
dextrana com moléculas de CDs aumentam a capacidade da macromolécula de se
solubilizar e solubilizar farmacos poucos sollveis e ndo afetam a estabilidade do
complexo, permitindo assim que o polimero dextrana-BCDs seja uma interessante
alternativa para a administracdo local e sistémica de farmacos poucos soluveis (DI
CAGNO et al., 2014).

A auto-associacdo de ciclodextrinas naturais tem sido observada e
caracterizada, embora as informagdes sobre seus derivados soliveis em agua ainda
sejam um pouco limitadas (GONZALEZ-GAITANO et al, 2002; MESSNER,;
KURKOV; BREWSTER,; et al.,, 2011). Complexos de inclusdo de CDs derivadas
hidrofilicas com farmacos hidrofobicos também se auto-associam para formar
nanoparticulas que podem ser utilizadas no carreamento e liberacdo de farmacos
(LOFTSSON et al., 2002; MESSNER; KURKOV; FLAVIA-PIERA,; et al., 2011).

Entretanto, € sabido que solucbes aquosas dessas nanoparticulas estdo em
equilibrio dindmico com formas ndo agregadas, onde existem CD e farmacos livres, e
que eles podem prejudicar a diluicdo e filtracdo. E também conhecido que certos
polimeros podem estabilizar os efeitos da auto-associacdo de nanoparticulas mas a
estabilizacdo é insuficiente para a maioria dos propositos (MESSNER; KURKOV;
FLAVIA-PIERA et al., 2011)

Polimeros baseados em CDs, nanogéis, e nanoesponjas também tém sido
sintetizadas e avaliadas como sistemas de liberacdo de farmacos (ZHANG;MA, 2010;
ANSARI et al., 2011;MOYA-ORTEGA et al., 2012).

CONCLUSAO:

Ciclodextrinas despontam no cenario farmacéutico atual como um excipiente

de potencial aplicacdo na melhoria das propriedades terapéuticas dos medicamentos. No
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entanto, a baixa solubilidade aquosa observada na BCD, a mais utilizada, limita sua
utilizacdo como carreador de farmacos.

Visando contornar esta limitagcdo, muitos estudos tém sido desenvolvidos para
a modificagdo da estrutura quimica das CD. Observou-se que tais modificagcGes ocorrem
principalmente nas hidroxilas presentes e podem ser caracterizadas pela adicdo de
grupamentos mais hidrofilicos ou pela conjugacdo com outros polimeros que

melhorardo essa caracteristica fisico-quimica.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO
DE QUANTIFICACAO DA RIPARINA D POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS
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Capitulo 11

Desenvolvimento e validacdo de um método de quantificacdo da riparina D por
espectrofotometria UV-Vis
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'Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias Farmacéutica - Universidade Federal do
Piaui (UFPI), Teresina, Brasil.
?Programa de Pés-graduacéo em Inovagdo Terapéutica, Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife, Brasil

RESUMO

A riparina D (ripD) tem demonstrado importante atividade antioxidante e citotdxica,
sendo considerada um farmaco com potencial a se tornar medicamento no futuro.
Caracteriza-se por ser uma molécula sintetizada, utilizando como modelo estrutural
alcaloides extraidos do fruto verde da Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae). No
entanto, observa-se ndo haver na literatura nenhum registro de metodologia analitica de
quantificacdo, necessarias para os estudos de pré-formulacdo. Em vista disto, o objetivo
desse trabalho foi desenvolver e validar um método de quantificacdo por
espectrofotometria UV-Vis para quantificacdo da riparina D. Os parametros utilizados
foram linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limites de quantificacdo e deteccéo,
seguindo a padronizacdo proposta pela RE n° 899/03 e compéndios internacionais. O
método desenvolvido utiliza etanol, atdxico e baixo custo, como solvente de diluicdo e
comprimento de onda em 284 nm. Logo, ap0s observar que todos os resultados estavam
dentro dos limites recomendados, conclui-se que o método proposto é seletivo, linear,
preciso, exato e robusto, além de apresentar a vantagem da facilidade operacional e do

baixo custo de analise.

Palavras-chave: Riparina D, espectrofotometria UV-Vis, validagéo.
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ABSTRACT:

The riparin D (ripD) has demonstrated significant antioxidant activity and is considered
a drug with the potential to become drug in the future. It is characterized for being a
synthesized chemical entity from the riparin 111, alkaloid extracted from the green fruit
of the Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae). However, due to recent findings related to
this compound, there is no literature in analytical methodology registration
quantification necessary for pre-formulation studies. In view of this, the aim of this
study was to develop and validate a method of quantification by UV-Vis
spectrophotometry to quantify the riparin D. The parameters used were linearity,
precision, accuracy, robustness, limits of quantification and detection, following the
standardization proposed by RE n ° 899/03 and international compendia. The developed
method uses ethanol, nontoxic and low cost, as a solvent for dilution and wavelength
284 nm. Soon after observing that all results were within recommended limits, it is
concluded that the proposed method is selective, linear, precise, accurate and robust,
and have the advantage of operating ease and low cost of analysis.

Key-words: Riparin D, UV-vis, validation.
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INTRODUCAO

As riparinas I, 11, 111 sdo alcaloides extraidos do fruto verde da Aniba riparia
(Nees) Mez (Lauraceae). Estes compostos apresentaram atividade bioldgica
representativa em testes pré-clinicos, destacando-se a eficdcia ansiolitica, antidepressiva
e anticonvulsivante, além de efeitos antimicrobianos contra cepas de Staphylococcus
aureus(NUNES et al., 2014).

A partir da riparina I11, sintetizou-se novos derivados analogos, denominados
de riparinas A, B, C, D, E e F. Estes foram obtidos visando a exploracdo comercial pela
industria farmacéutica, visto a limitacdo da concentracdo do extrato obtido por fontes
naturais (NUNES; COSTA et al., 2014).

A riparina D possui amplo potencial terapéutico, destacando-se os efeitos
positivos em testes de citotoxicidade e de atividade antioxidante (NUNES; COSTA
etal., 2014). Logo, este farmaco possui grande potencial a se tornar medicamento,
podendo ser utilizado futuramente como preventivo de diversas doencas degenerativas e
contra o cancer.

Véarios metodos analiticos instrumentais podem ser utilizados para a
quantificacdo de farmacos nas etapas de desenvolvimento de um novo medicamento,
como cromatografia liquida, eletroforese, potenciometria, espectrofotometria, dentre
outros. Quando tais metodos sdo validados eles podem ser inseridos nos compéndios
oficiais para que outros pesquisadores ou analistas técnicos utilizem posteriormente
(ARAUJO et al., 2012).

A espectrofotometria no ultravioleta/visivel apresenta vantagens frente a outras
técnicas. Dentre essas, destacam-se a facilidade operacional, rapidez, baixo custo,
resultados de facil interpretacdo e ampla utilizacdo pelos mais diversos laboratdrios de
controle de qualidade de produtos farmacéuticos (BARI et al., 2007).

Apesar de ndo especifica, quando a espectrofotometria UV-Vis € aplicada com
a finalidade correta torna-se uma excelente e confidvel ferramenta de analise, ndo
necessitando de outras técnicas para complementar. O método analitico descrito é
destinado ao doseamento simples do farmaco, ndo sendo aplicavel para a quantificacéo
simultanea de impurezas oriundas da sintese e/ou produtos de degradacdo. Para isto, 0
método deve provar sua especificidade ao farmaco que contém tais impurezas,
garantindo que estas ndo interfiram na quantificacdo do composto quimico desejado
(SOARES et al., 2008).
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Ao efetuar uma medigdo quimica faz-se necessario assegurar que o método
utilizado é adequado para a aplicacdo pretendida. Tal comprovacdo podera ser feita
através da validacdo, onde se comprovara que os resultados sdo confiaveis e
reprodutiveis, demonstrando a qualidade da medicéo. Os guias oficiais estabelecem as
especificacdes dos parametros analiticos que devem ser avaliados durante a validacdo
de acordo com o tipo de amostra a ser analisada.

Portanto, o objetivo deste presente trabalho é desenvolver e validar um método
analitico para a quantificacdo da riparina D, de forma que atenda as exigéncias da
International Conference on Harmonization (ICH) (ICH, 2005) e a resolucdo da
ANVISA (RE n° 899 de 2003) (BRASIL, 2003), conferindo baixo custo, rapidez

analitica, especificidade adequada e qualidade metroldgica dos resultados.
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MATERIAIS E METODOS

2.1  Matéria-prima e reagentes:

A riparina D foi sintetizada pelo Laboratério de Pesquisa de Medicamentos e
Cosméticos da Universidade Federal do Piaui, na forma de um cristal levemente
amarelado, com rendimento 33,68%. Para a execuc¢do do processo de validagéo,
utilizou-se &lcool etilico (Vetec® lote: 0903453 e Dinamica®lote: 14365), metanol
(Vetec® lote: 1304563), cloroférmio (Dinamica® lote: 23345) e 4gua purificada obtida
por osmose reversa (Tecnal®, TE-400/10)

2.2  Equipamentos:

Os equipamentos utilizados foram balanca analitica (Bel Engeneering®),
espectrofotdmetro UV-Vis (Shimatzu® UVmini-1240 e Varian®modelo Cary 30),
ultrassom (Cleaner Ultra Unique 800). Para a especificidade, foi utilizado cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia equipado com bomba quaternaria (LC-20AT) (Shimatzu®)
com coluna CLC-ODS Shim-Pack® (250mm x 4,6mm x 5 pm 1.D.)

2.3 Desenvolvimento do método analitico:

Primeiramente, avaliou-se a solubilidade da riparina D em diferentes solventes
(4gua, alcool etilico, metanol, cloroférmio e acido cloridrico 0,1M) e misturas destes
com o objetivo de avaliar o comportamento do farmaco e definir a melhor solucéo
diluente para 0 método analitico desenvolvido (Tabela 1). Para isto, levou-se em
consideracdo o custo e toxicidade dos solventes e a possibilidade de futuros estudos de
complexacdo com ciclodextrinas (ROCHA;TEIXEIRA, 2004).

Em seguida, realizou-se uma varredura em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 180 a 700 nm a fim de determinar qual comprimento de onda
apresenta valores maiores de absorbancia. O sinal analitico desejavel para uma
concentracdo padrdo deve estar entre 0,1 e 0,8. Além disso, compararam-se 0S
resultados obtidos entre amostras que sofreram agitacdo por 5, 10 e 15 min, a fim de
delinear as melhores condigcdes de preparo da amostra. Por fim, avaliou-se a influéncia
da luminosidade na solucdo preparada. Para isto, a absorbancia foi medida em amostras

que estavam expostas a luz por 2 horas e aquelas protegidas.



71

Tabela 1: Sistemas de solventes na preparacdo da solugdo padrdo, onde a primeira

diluicdo esté na concentracdo de 200 pug/mL e a segunda na concentracdo de 20 pg/mL.

1° diluigéo 2° diluicdo
Alcool etilico Alcool etilico
i . Solucdo (alcool etilico:agua purificada,
Alcool etilico
60:40, v/v)
Metanol Metanol
Metanol Alcool Etilico
Solucéo (&lcool etilico:agua purificada,
Metanol
60:40, v/v)
Cloroférmio Alcool Etilico

2.4  Preparo da amostra

Pesou-se 10 mg de riparina D em balanga analitica e transferiu para baldo
volumétrico de 50 mL, devidamente calibrado. Promoveu-se a diluicdo em alcool etilico
(Vetec® - Lote: DCBC0006), sendo essa solugdo submetida & agitacdo por ultrassom
durante 10 minutos. Assim, obteve-se a primeira diluicio com concentracdo de 200
ug/mL. A partir desta, transferiu-se uma aliquota de 1 mL para baldo de 10 mL,
diluindo em solucéo de alcool etilico:agua purificada (60:40, v/v) e obtendo a segunda
diluichio com concentracdo padrdo de 100% de 20 pg/mL. As amostras foram

preparadas em triplicatas e analisadas no comprimento de onda de 284 nm.

2.5  Validacédo do método analitico

De acordo com as normas estabelecidas pela RE n° 899/03 e pelo ICH, o
processo de validacdo de metodologias analiticas consiste em avaliar 0s seguintes
parametros: linearidade, limites de quantificacdo e deteccdo, robustez, precisao,
exatiddo e especificidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A confiabilidade dos parametros avaliados é observada através do coeficiente de
variacdo (CV%) abaixo de 5% e através do tratamento estatistico por Andlise de
Variancia (ANOVA) One-Way e teste de t de Student com nivel de significancia de 95%
(BRASIL, 2003).
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Linearidade:Para determinar a linearidade, fez-se em triplicata curvas com 7
concentragdes distintas: 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130%, que correspondem
respectivamente a 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 ug/mL. A andlise estatistica realizada foi o
calculo de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados.Para o célculo dos
limites de quantificacdo e deteccdo, utilizou-se o desvio padrédo da reta com relagdo a
absorbancia do primeiro nivel de concentragdo de riparina D das trés curvas de
calibracéo.

Robustez: Para o ensaio de robustez, realizou-se a variacdo dos seguintes
parametros: marca do &lcool etilico utilizado nas duas diluicdes (Vetec® e Dinamica®),
tempo de agitagdo por ultrassom (9, 10 e 11 minutos), e a influéncia da luminosidade
(presenca e auséncia de luz).

Prescisdo: Este parametro precisa ser avaliado em dois niveis: repetitividade
(precisdo  intracorridas),  precisdo  intermediaria(precisdo  intercorridas) e
reprodutibilidade (interlaboratorial). Naquele foram analisadas 6 amostras na
concentracdo de 100% do farmaco na mesma condicao analitica, desde a pesagem até a
leitura no equipamento, e pelo mesmo analista. Nesse foram analisados em triplicata
amostras de 100%, variando-se os dias e o analista. Neste também foram analisados
amostras de 100% variando-se os laboratorios, para isto utilizou-se o equipamento do
modelo Varian® (Cary 30) do Laboratério de Pesquisa Neurociéncia Experimental
(LAPNEX).

Exatidao: A exatiddo foi avaliada através de cinco analises nas concentragdes de
80, 100, 120% da concentracao tedrica, que corresponde respectivamente a (16, 20 e 24
ug/mL).

Especificidade: Para determinar a seletividade do método desenvolvido
contaminou-se a solucdo de 200 ug/mL com 10 mg de salicilato de metila, reagente
utilizado na reacdo de sintese da riparina D, visto que tracos destes podem estar
presentes no produto final. Em seguida, promoveu-se uma diluicdo a fim de se obter
uma concentracdo final de 20 pug/mL. Em paralelo, preparou-se uma amostra nao
contaminada e outra contendo apenas 1 pg/mL do reagente de partida, correspondendo a
concentracdo final deste farmaco na solucdo contaminada. As varreduras
espectrofotométricas foram obtidas para avaliar se os reagentes de partida absorvem no

comprimento de onda escolhido para riparina D.
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2.6  Determinacao da absortividade molar:

A absortividade molar (§) é a grandeza analisada nas medicGes
espectrofotométrica e utiliza como base matematica a lei de Lambert-Beer. Tal grandeza
é caracteristica da amostra nos estados solido, liquido ou gasoso, cuja magnitude
depende do comprimento de onda da radiacdo incidente, seja ela no ultravioleta, visivel
ou infravermelho (ALVES et al., 2010). Para o célculo da absortividade molar nos
solventes de interesse, metanol e agua purificada, foi utilizada a técnica descrita
anteriormente e 0 mesmo comprimento de onda. Além disso, aplicaram-se as equacgdes

de molaridade (equagdo 1) e absortividade (equacéo 2).

Equacdo 1: M = m/ mol x V, onde a M a molaridade, mol é a massa molar e V o
volume da solucao

Equacéo 2:§ = Abs/M, onde § é a absortividade e M a molaridade da solucao.



RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1 Desenvolvimento do método analitico

Observou-se, através do estudo de solubilidade, que a riparina D é insolivel em
agua e em &cido cloridrico 0,1 M, pouco soltvel em etanol, e facilmente solivel em
metanol e cloroférmio, segundo a classificacdo da Farmacopeia brasileira (Farmacopéia
Brasileira, 2003).

Estes resultados fundamentaram a escolha dos sistemas de solventes utilizados
para a completa diluicdo da riparina D, levando em conta a estabilidade da solucéo e os
valores de concentracfes de saturacdo. Além disso, considerou-se também a toxicidade
do solvente, pois como observado, o farmaco apresentou maior solubilidadeno metanol,
contudo este solvente é altamente toxico, provocando prejuizos ambientais e
ocupacionais.

O etanol foi escolhido dentre os demais solventes devido as suas caracteristicas
positivas de toxicidade e concentracdo de saturacdo. Além disso, a solugdo permaneceu
estdvel em 48 horas de analise, conforme Tabela 2. Logo, a primeira diluicdo foi
realizada com alcool etilico e a segunda, ao final, com uma solucdo de alcool etilico e

agua na proporc¢éo de 60/40. O experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 2: Estabilidade da solugéo de riparina D em 48 horas apds a preparacao, através

de andlise espectrofotométrica.

Tempo (horas) Média DP CV%
0 0,379 0,003 0,79
24 0,375 0,002 0,55
48 0,373 0,002 0,61

F calculado = 0,375 e F tabelado = 5,1432

Através da varredura espectrofotométrica UV-vis, observou-se dois picos de
absorcdo, um em 284 e outro em 300 nm. Escolheu-se o primeiro valor, por apresentar

maior absorbancia (Figura 1).
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Figura 1:Varredura em espectrofotometro UV-Vis da riparina D.
Fonte: Arquivo pessoal

Além disso, observou-se que a presenca de luz ndo influencia na estabilidade da
amostra podendo assim as analises serem realizadas sem protecao de luz (Tabela 3). Por
fim, estabeleceu-se o tempo de sonicacdo em 10 minutos, por ndo apresentar diferencas

significativas entre os tempos analisados (Tabela 4).

Tabela 3: Avaliacdo da influéncia da luminosidade no desenvolvimento do método

analitico para quantificacdo de riparina D por espectrofotdmetro UV-Vis.

Presenca de Luz Média DP CV%
Presente 100,9867 0,517333 0,512278
Ausente 101,3267 0,391195 0,386073

F calculado = 0,8244 e F tabelado = 7,7086
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Tabela 4: Avaliacdo do tempo de sonica¢do no desenvolvimento do método analitico
para quantificacdo de riparina D por espectrofotometro UV-Vis.

~ Tempo Sonicagdo (min) ~ Média ~ DP  CV%
5 0,356 0,008 2,28
10 0,373 0,001 0,41
15 0,375 0,004 1,11

F calculado = 11,236 e F tabelado = 5,1432

3.2  Validagdo do método analitico

Linearidade:

A linearidade foi realizada com 7 concentragdes crescentes (14, 16, 18, 20, 22,
24, 26 ng/mL) e equacdo da reta obtida foi y = 0,019x — 0,003. A analise de regresséo
linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,99956,
demonstrando ser linear dentro dos limites de concentragdes estudadas. Além disso, foi
realizada o tratamento estatistico pelo ANOVA One Way, onde foi obtido o valor de F
(2,5308) menor que o F critico (7,9315).

O Limite de Deteccédo (LD) encontrado para a curva foi de 0,2 ug/mL, enguanto
que o Limite de Quantificacdo (LQ) foi de 1,05 pug/mL. Os coeficientes angular (Slope)
e linear (Intercept) foram, respectivamente, 0,01901 e -0,00374.

Robustez:

O método demonstrou ser robusto quanto a variacdo da marca do fabricante do
alcool etilico (Vetec® e Dinamica®), tempo de agitacdo por ultrassom (9, 10 e 11
minutos). Para a variacdo da marca, observou-se um F calculado de 0,0722 inferior ao F
critico de 7,7086, sendo o CV de 0,11% para Vetec®e 0,16% para Dinamica®.

Para o tempo de agitacdo por ultrassom que foram alterados em pequena
proporcao e de forma deliberada, obteve-se um F calculado de 1,028 inferior ao F
critico de 5,1432, demonstrando que ndo houve diferenca significativa entre os tempos
escolhidos.

Preciséo:

Os trés niveis avaliados do método demonstraram serem precisos. Para a
repetitividade os resultados apresentaram média de 100,12% de absorbancia e CV% de

1,54%. Na precisdo intermediaria, 0 método demonstrou ser preciso para a analise
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realizada por analistas diferentes em dias diferentes. O tratamento estatistico por
ANOVA One Way, apresentou F calculado de 2,2895 para dias diferentes e 0,3001 para
analistas diferentes, sendo estes menores do que o F tabelado de 18,5128 para analistas
diferentes.

O método também mostrou ser reprodutivel quando avaliado em laboratorios
diferentes e utilizando equipamentos e vidrarias diferentes. Para este, o F calculado foi
de 0,0041, sendo menor que o F critico de 7,7086.

Exatidao:

O método demonstrou exatiddo através da analise de trés concentracdes distintas
(80, 100 e 120%). O tratamento estatistico aplicado foi o teste t Student, que
demonstrou que o t calculado para cada concentracdo foi de 0,8215 (80%); 1,0032
(100%) e 0,8492 (120%), sendo menor que o t tabelado 2,7764, comprovando que nao
houve diferencas significativas entre as meédias das trés concentragdes analisadas.

Especificidade:

A solucdo de referéncia que contém a concentragdo padrdo de riparina D foi
contaminada propositadamente com o reagente de partida utilizado na sintese do
farmaco, visto que tracos deles podem estar presentes na amostra estudada. As amostras
foram preparadas nas mesmas condi¢bes. Observou-se entdo, que ndo houve
interferéncia dos contaminantes na absor¢do da riparina no comprimento em estudo
(Figura 2).



78

RiparinaD
15 /
Salicilato de metila

8

g

) 1.0
-

o
B

<

05

200 300 400 500 600 A (nm)

Figura 2:Varredura espectrofotométrica para avaliacdo da especificidade do método de
quantificacdo da riparina D.

Fonte: Arquivo pessoal

3.3 Absortividade Molar

Para avaliacdo da absortividade molar, observaram-se as absorbancias da
concentracdo teorica de 20 pg/mL, que corresponde a 100%, das solucbes preparadas
em metanol e agua purificada. Para este o valor encontrado foi de 0,392, enquanto para
aquele foi de 0,253. Sabendo que a massa molar da riparina D é de 301,3 g/mol,
concluiu-se que a molaridade das solucdes é 6,64 x 10 mol/L. Aplicando-se a equagéo
da molaridade, calculou-se a absortividade molar da riparina D em agua purificada (3,81
x 10°) e em metanol (5,903 x 10°). Assim, com os valores da absortividade molar para
determinado solvente, pode-se descobrir a concentracdo molar de amostras dissolvidas

nos solventes em questdo, bastando aplicar a formula.



79

CONCLUSAO

A escolha de uma metodologia de quantificacdo da riparina D é de fundamental
importancia para estudos posteriores de desenvolvimento de formas farmacéuticas, visto
o0 grande potencial que esse farmaco possui em se tornar um medicamento futuramente.
Logo, observou-se através dos parametros avaliados, a seguranca, rapidez e baixo custo
do método analitico desenvolvidos, traduzidos em resultados confiaveis para a rotina

laboratorial.
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CAPITULO 3

ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO DA RIPARINA D:
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DO FARMACO
ISOLADO E DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO COM
HPBCD NO ESTADO SOLIDO
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Capitulo 111
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farmaco isolado e dos complexos de inclusdo com HP-B-CD no estado sélido
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RESUMO
2-hidroxi-N-[2-(4-metoxi-fenil)-etil]-benzamida, conhecida por riparina D (ripD), é um

composto sintetizado a partir da riparina 111, alcaloide extraido do fruto verde da Aniba
riparia(Nees) Mez (Lauraceae). Esta entidade quimica apresentou, através de estudos
prévios, grande potencial antioxidante, tornando-se um promissor candidato a futuro
medicamento. A riparina D foi sintetizada a partir da reacdo entre o salicilato de metila
e o0 3,4-dimetoxifenetilamina, por ndo haver disponibilidade comercial. Em seguida, o
produto obtido foi caracterizado pelas técnicas de HPLC, RMN, IV-TF, TG/DSC para
confirmar o sucesso da reacdo. Uma vez sintetizado, realizou-se o diagrama de
solubilidade entre a ripD e HPBCD, onde a estequiometria apropriada para a formacao
do complexo foi de 1:1. Os complexos de inclusdo com HPBCD foram obtidos pelas
técnicas de spray-drying e malaxagem, além da realizacdo da mistura fisica. Estes foram
caracterizados por DRX, IV-TF, TG/DSC, além da determinacdo do perfil de dissolucao
para comprovar a eficacia do complexo. O método por spray-drying o mais efetivo no

objetivo proposto.

Palavras-chave: Ciclodextrina; HPBCD; complexos de inclusdo; riparina D
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ABSTRACT:

2-hydroxy-N- [2- (4-methoxy-phenyl) -ethyl] -benzamide, known as D riparina (ripd) is
a compound synthesized from riparina Il alkaloid extracted from the green fruit of
Aniba riparia (Nees ) Mez (Lauraceae). This chemical entity presented by previous
studies, extensive antioxidant potential, making it a promising candidate for future
medicine. The riparina D was synthesized from the reaction between methyl salicylate
and 3,4 dimethoxyphenethylamine, because there is no commercial availability. Then
the product obtained was characterized by HPLC techniques, NMR, FT-IR, TG / DSC
to confirm the success of the reaction. Once synthesized, held diagram solubility
between ripd HPBCD and, where appropriate stoichiometry for the formation of the
complex was 1: 1. The inclusion complexes with HPBCD were obtained by kneading
and spray-drying techniques, in addition to performing the physical mixture. These were
characterized by XRD, IR-TF, TG / DSC, besides determination of the dissolution
profile to prove the efficacy of the complex. The most effective method for spray-drying
the objective.

Keywords: cyclodextrin; HPBCD; Inclusion complexes; riparina D
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INTRODUCAO:

A transformagdo de plantas medicinais em medicamentos representa atualmente
um grande desafio. Atualmente, a sintese de analogos estruturais de produtos naturais é
uma das opg¢des vidveis para a producdo em larga escala de um novo farmaco com
potencial terapéutico. A partir da Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), foram isolados
os alcaloides: riparinas I, Il e Ill, que demonstraram atividades farmacol6gicas em
estudos pré-clinicos, especialmente a riparina I11 (BARBOSA-FILHO, 1997).

Esta alcamida (riparina Ill) serviu de modelo molecular para a sintese de
analogos também denominados riparinas (A, B, C, D, E e F), assim a viabilidade
comercial pela indastria farmacéutica foi facilitada. Isto se deve, principalmente, a
disponibilidade da substancia independente da sua concentragdo em fontes naturais
(BARBOSA-FILHO, 1997; GUTIERREZ, 2007).

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre mecanismos
intracelulares de pré-oxidacdo e sistemas antioxidantes. As fungdes celulares, quando
presentes em ambientes aerobicos, estdo susceptiveis ao ataque das espécies reativas
derivadas do oxigénio (EROs). Estes sdo produzidos de forma enddgena e podem
resultar em graves danos ao DNA, proteinas e lipidios (AVERY, 2011). As células ja
possuem um sistema antioxidante para minimizar os efeitos dos EROs, porém quando a
producdo destes supera a capacidade antioxidante, ocorre entdo o estresse oxidativo,
responsavel por inimeras doencas degenerativas (SURMEIER et al., 2011).

A investigacdo das propriedades fisico-quimicas de uma nova molécula constitui
a fase de pré-formulacdo (LAU, 2001). Esta € essencial na transicdo da descoberta de
um candidato a farmaco ao medicamento. Nesta etapa de desenvolvimento de um novo
medicamento, fazem-se estudos de caracterizacdo do composto isolado assim como a
compatibilidade com possiveis excipientes (SOARES et al., 2011).

A hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) é uma derivada hidroxialquil da BCD
(Figura 1), desenvolvida com o propdésito de contornar a limitada solubilidade das CDs
em agua. Foi a primeira CD derivada a ser aprovada pelo FDA e caracteriza-se por ser
um excipiente seguro e eficaz para a solubilizacdo de farmacos. Atualmente, a HPBCD
possui aplicacdes industriais no campo alimenticio, agricola e farmacéutica (YUAN et
al., 2014).
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R = (CH(CHOH)CH3)m
Figura 1:Estrutura quimica da hidroxipropil-B-ciclodextrina.
Fonte: Adaptado de YUAN, et al., 2014

O objetivo deste estudo foi caracterizar a riparina D, devido a potencial atividade
antioxidante e citotoxicain vitro observado em estudos anteriores (NUNES et al., 2014).
Além disso, este trabalho visou a obtencdo e caracterizacdo de complexos de inclusdo
da riparina D com HPBCD, verificando o incremento da solubilidade obtida pelo

farmaco.

MATERIAIS E METODOS

2.1  Obtencdo da riparina D

A riparina D, 2-hidroxi-N-[2-(4-metoxi-fenil)-etil]-benzamida, foi preparada a
partir de 3,3 mmol de salicilato de metila com 6,5 mmol de 3,4-dimetoxifenetilamina,
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente durante 6 horas (Figura 2). A reacao foi
feita no Laboratorio de Pesquisa em Cosméticos e Medicamentos da Universidade
Federal do Piaui, Teresina, Piaui, Brasil.

A fim de confirmar a presenca do alcaloide, submeteu-se o produto obtido ao
teste com reagente Dragendoff, revelando uma mancha de cor laranja, indicativo de

reacao positiva.
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Figura 2: Reacdo de sintese da riparina D
Fonte: Arquivo pessoal

2.2  Diagrama de Solubilidade de Fases

Para a realizagcdo do diagrama de solubilidade de fases, preconizado em estudos
por Higuchi e Conors (1965), adicionou-se quantidades em excesso de riparina D em
solugdes de concentracdo crescente de HPBCD (0,25%; 0,5%; 1%; 1,25%; 1,5%). Tais
amostras foram deixadas sob agitacdo em banho-maria por 72 horas e a temperatura de
28 °C. Em seguida, foram filtradas em membranas de 0,22 um e analisadas em
espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® (UVmini — 1240) no comprimento de onda de
284 nm, utilizando a agua purificada como branco. Realizou-se 0s experimentos em
triplicata e a constante de associacdo farmaco-ciclodextrina (Ky.;) foi calculada para a

porcdolinear do diagrama assumindo uma estequiometria 1:1, utilizando a equacao:

Ki1= Slope (So: solubilidade da ripD na auséncia de CD)
Sox (1 —Slope)

2.3  Obtencdo dos complexos de inclusdo em fase solida

Os complexos de inclusdo binarios entre a riparina D e hidroxipropil-p-
ciclodextrinas foram preparados na propor¢do molar de 1:1. Para a preparacdo das
misturas fisicas promoveu-se homogeneizacdo por 20 minutos em gral de porcelana

com auxilio de pistilo nos pesos correspondentes & propor¢do molar estabelecida. Em
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seguida, a amostra foi tamisada em malha de 250 um ¢ armazenada em dessecador de
vidro sob vacuo(SOBRINHO et al., 2011).

A malaxagem consistiu em homogeneizar, nas mesmas condic¢des descritas na
mistura fisica, riparina D ¢ HPBCD com adicdo de uma mistura de &lcool etilico 57,76%
(m/m) e &gua, na proporgdo de 1:1. Uma vez obtida massa de consisténcia pastosa, esta
foi levada a estufa por 2 horas na temperatura de 50 °C, a fim de que o solvente
evaporasse(SOBRINHO; SOARES et al., 2011).

Os complexos binérios de ripD:HPBCD por spray-drying foi obtido dissolvendo
a mistura em solugdo etanol:dgua (2:8), seguida de pulverizacdo em spray-dry (Mini
Spray Dryer B290 — Biichi®), com temperatura de entrada de 140 °C e de saida de 89
°C, além da pressdo de ar de pulverizacdo que foi de 55 mmHg(FORTES, 2012).

2.4  Caracterizacdo da riparina D e dos complexos de incluséo ripD-HPBCD
obtidos
2.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para avaliar a pureza do farmaco sintetizado, fez-se uma corrida cromatografica
em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®. A fase mével utilizada foi uma
combinacdo de agua acidificada com &cido acético glacial (pH = 4,0) e acetonitrila
(Sigma-Aldrich®, Lote: SHBD2117V), na proporcdo de 20:80, respectivamente. A dgua
utilizada foi purificada em purificador de agua Millipore®(Synergy - Ultrapura). O fluxo
de injecdo da amostra foi de 0,7 mL/min e a coluna utilizada foi CLC-ODS Shim-Pack®
(250 mm x 4,6 mm x 5 um 1.D.). O ensaio foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em

Medicamentos e Cosméticos (LAPCOM) da Universidade Federal do Piaui, Teresina.

2.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourrier (IV-TF)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada — ATR (Miracle ATR,
Pike Technologics Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio,pertencente ao
Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) da Universidade Federal do
Pernambuco, Recife. A resolucéo utilizada foi de 4 cm™ na faixa de 4000 — 500 cm™,

pela técnica de pastilhas de KBr.
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2.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear da riparina D foram obtidos em
equipamento Varian® INOVA, modelo 400, operando a 400 MHz com nicleo de
hidrogénio — 1 (H') e 100 MHz para nucleo de carbono — 13 (C*). As amostras foram
dissolvidas em cloroférmio 99,5% D, com TMS Merck® (lote: 093428). Os ensaios
foram realizados no Laboratério de RMN (LAUREMN) da Universidade Federal do

Piaui, Teresina.
2.4.4 Anélise Térmica

A analise térmica foi realizada através da caracterizacao tanto do farmaco quanto
dos complexos de inclusdo pelas técnicas de termogravimetria (TG) e calorimetria
diferencial exploratéria (DSC). O TG foi realizado em equipamento Shimadzu®,
modelo TGA Q60, em atmosfera inerte de nitrogénio e fluxo de 50 mL/min. A massa da
amostra utilizada foi de 6,0 mg (+ 0,2) para a riparina e 3,0 mg (x 0,2) para 0s
complexos e mistura fisica, acondicionadas em cadinho de alumina, utilizando o
programa de aquecimento que vai da temperatura de 30 a 600 °C na razdo de
aquecimento de 10 °C/min. Antes dos ensaios, a calibragdo do equipamento foi
verificada através da analise de amostras de oxalato de célcio.

A DSC foi analisada em equipamento Shimadzu®, modelo DSC-60, com
atmosfera inerte de nitrogénio em fluxo de 50 mL/min e programa de aguecimento com
razdo de 3 °C/min, na faixa de temperatura de 30 - 600 °C.

As analises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos

da Universidade Federal de Pernambuco, Recife.
Difratograma em Raios X

A difracdo em raios-X foi obtida em difratometro Shimadzu®, modelo XRD-
6000, equipado com anodo de cobre, usando voltagem de 40 KV e corrente de 30 mA.
A amostra foi analisada no intervalo de angulo 26 de 5 — 75° a uma velocidade de
digitalizacdo de 2°/min. Utilizaram-se suportes de vidro com fina camada de material
em p6 sem solvente. A analise foi realizada no Laboratdrio Interdisciplinar de Materiais
Avancados (LIMAV) da Universidade Federal do Piaui, Teresina.
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Estudos de dissolugdo

As especificacdes da Food and Drug Administration foram utilizadas para 0s
estudos de dissolucdo de farmacos pouco soltveis (DRESSMAN et al., 1998). Utilizou-
se aparato pa a 50 rpm e temperatura de 37 £ 0,5 °C. O meio do ensaio foi 900 mL de
acido cloridrico, a fim de simular o suco gastrico e as condi¢gdes sink do método. As
amostras analisadas foram encapsuladas com o equivalente a 10 mg de riparina D e 0s
tempos de andlise foram de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Apos filtragdo, as
concentracdes das amostras, em triplicata, foram determinadas por espectrofotometria
UV-Vis no comprimento de onda de 284 nm. Utilizou-se também a eficiéncia de
dissolucéo nos tempos de 15 e 20 minutos como parametro de avaliacdo (SOBRINHO;
SOARES et al., 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1  Caracterizagdo da molécula de riparina D

A riparina D é uma molécula nova e por isso ndo ha no mercado padrdo
comercial, que poderia auxiliar no controle de qualidade em testes quali e quantitativos,
assim como em testes analiticos. Logo, para garantir a pureza do farmaco desenvolveu-
se e utilizou-se a técnica de CLAE, a fim de identificar possiveis contaminantes. Para
elucidacdo da molécula e identificacdo do composto, foram feitas analises de RMN e
IV-TF. As andlises térmicas por TG/DTA e DSC vieram a complementar o estudo e
subsidiar com mais informacdes a caracterizagcdo da molécula.

Testes iniciais no desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para a
analise quali/quantitativa foram realizados em utilizando acetonitrila, metanol e agua
acidificada. Como os picos da ripD se apresentaram largos e irregulares, retirou-se o
metanol e testou-se diferentes proporcoes de acetonitrila e agua acidificada com &cido
acetico glacial (pH = 4,0): 80:20; 60:40; 40:60.

A condicdo de fase mdvel que mostrou ser mais eficaz na identificacdo e
quantificacdo da riparina D foi a proporcdo de 60:40 (v:v), vazdo da fase mdvel de 0,7
mL/min, eluicdo isocratica e volume de injecdo de 20 pL. Nesta, 0 pico apresentou-se
simetrico e praticamente sem ruido na base (Figura 3).

Além disso, fez-se uma corrida cromatografica de 30 minutos para avaliar a
possivel presenca de contaminantes que teriam um tempo de retencdo maior. Estes ndo
foram verificados, podendo optar posteriormente por corridas com tempo de 12
minutos, visto que o tempo de retencdo da riparina foi 9,084 minutos com uma area de
2671226 que corresponde a 100% da amostra.

Com o objetivo de verificar se ndo houve coeluicdo ou se possiveis impurezas
ndo estavam retidas na coluna, fez-se uma andlise em gradiente de limpeza, onde até 60
minutos a fase maével foi acetonitrila (40): 4gua acidificada (60), seguida de uma lavagem com
100% de acetonitrila entre 65 e 80 minutos. Assim, pode-se observar que tracos de reagentes

utilizados na reacdo de sintese e outros contaminantes estdo presentes na amostra em peguena

quantidade (Figura 4).
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Figura 3: Cromatograma da solucéo de riparina D diluida em metanol na concentracao
de 20 pg/mL. Fase mdvel: acetonitrila e agua acidificada em pH 4,0 (60:40, v/v). A =
284 nm.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 4:Cromatograma da solucdo de riparina D diluida em metanol na concentracao
de 20 pg/mL. Eluicdo em gradiente. ACN:H,0,. (40:60) até 60 min., sequido de ACN
(100%) até 85 min. A = 284 nm.

Fonte: Arquivo pessoal
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No espectro de RMN *H da riparina D em cloroférmio deuterado (Figuras 5 e 6)
observa-se em 2,85 ppm um tripleto referente ao hidrogénio da posi¢ao 7°. A presenga
de simpleto em 3,69 ppm indica a presenca das metilas em 3’ ¢ 4’. Em 12,33 ppm
observa-se um simpleto largo caracterizado como o hidrogénio da hidroxila ligada na
posicdo 2. O hidrogénio da posigdo 6’ esta representado pelo duplo dupleto em 6,73
ppm, enquanto que o quarteto em 3,63 ppm caracteriza os hidrogénios da posicao 8’.
Por fim, os sinais entre 6,93 e 7,23 ppm referem-se aos hidrogénios aromaticos.

A descricso do RMN **C da riparina D em cloroférmio deuterado (100 MHz) &
ppm 114,22 (C, C-1); 161,59 (C, C-2); 118,66 (CH, C-3); 134,18 (CH, C-4); 118,66
(CH, C-5); 130,92 (CH, C-6); 134,18 (C, C-1°); 114,22 (CH, C-2°); 149,16 (CH, C-3°);
147,84 (CH, C-4°); 111,89 (CH, C-5"); 120,65 (CH, C-6); 35,10 (CHa, C-7°); 40,55
(CH,, C-8%); 55,92 (OCHs, C-4°); 55,84 (OCHs, C-4%); 169,61 (C=0). Os picos
caracteristicos desta molécula sdo encontrados em 55,92 e 55,84 que representam 0s

carbonos substituintes nas posi¢des 3’ e 4’ respectivamente (Figuras 7 e 8).
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Figura 5: Espectro de RMN *H da riparina D em cloroférmio deuterado, 400 MHz.

Fonte: Arquivo pessoal
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O espectro de infravermelho da riparina D (Figura 9) apresenta o estiramento em
1636 cm™ correspondente & ligacdo C=0 e estiramentos que vao de 1025 a 1283 cm™
que indicam a presenca de grupamentos aril-alquil-éter caracteristico da molécula. Além
disso, chama atenc&o no espectro o estiramento em 3376 cm™ da amina primaria e 0s
estiramentos médios observados 2900 e 3100 cm™ caracteristicos de grupos aromaticos
(LOPES;FASCIO, 2004).
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Figura 9: Espectro na regido de infravermelho da riparina D.

Fonte: Arquivo pessoal

Na caracterizacéo térmica, verifica-se que ocorre um evento endotérmico (T pico =
114,1 °C) que corresponde a fusdo da unica forma cristalina observada (Figura 10),
sendo que a esta temperatura ndo estd associada nenhuma perda de massa, conforme
observado na Figura 11. Logo, a analise térmica da riparina D permitiu concluir que nao
hé a presenca de diferentes formas polimérficas.

O polimorfismo é definido como a habilidade deuma substancia em existir no

estado sélido com, no minimo,duas estruturas cristalinas diferentes. Por consequéncia,
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cada polimorfo é uma fase cristalina distinta(GAVEZZOTT], 2007).

A principio, todos os farmacos apresentam acapacidade de se cristalizar em
estruturas cristalinasdiferentes, portanto, todos os farmacos podem apresentaro
fendbmeno do polimorfismo. Entretanto, em funcdo debarreiras cinéticas e
termodindmicas, isso nem sempre éobservado(GRANT;BYRN, 2004).

Algumas propriedades fisico-quimicas variam quando a estrutura cristalina
éalterada. Propriedades elétricas e Opticas, dureza, ponto defusdo, pressdo de vapor,
solubilidade, densidade, grau dehigroscopicidade, reatividade no estado so6lido,
estabilidadefisica, estabilidade quimica e comportamento térmicosdo exemplos de
caracteristicas que podem apresentardivergéncias em formas cristalinas diferentes de
um mesmocomposto. Como consequéncia, muitas das propriedadesimportantes para o
farmaco podem ser afetadas, dentreelas, destacam-se: a velocidade de dissolugéo
(quepode acarretar em desvios na biodisponibilidade), adensidade aparente e verdadeira,
a morfologia do cristalla compactacdo e o0 escoamento do po, além da
estabilidadequimica e fisica(ARAUJO et al., 2012)
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Figura 10: Curva de DSC da riparina D obtida na razdo 3 °C/min.

Fonte: Arquivo pessoal
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Na analise termogravimétrica (Figura 11), observou-se que a degradacao ocorreu
na faixa de temperatura 200 a 330 °C, apresentando uma reacdo completa e em fase
Unica. Através da andlise do DTA observa-se a presenca de um pico em 114,71 °C,

corroborando com a temperatura de fusdo observada no DSC.
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Figura 11: Curva de TG/DTA da riparina D obtida na razéo de 10 °C/min

Fonte: Arquivo pessoal

3.2  Diagrama de Solubilidade

Foi realizado o estudo de variacdo da solubilidade da ripD em presenca de
diferentes concentracbes de HPBCD, com os dados obtidos construiu-se o diagrama de
solubilidade de fases (Figura 12). O diagrama sugere o aumento da solubilidade em
agua da ripD na presenca da HPBCD, sendo que o perfil observado pode ser classificado
como do tipo A(, que indica uma estequiometria molar de 1:1 entre as duas entidades
quimicas. A solubilidade intrinseca (Sp) apresentada pelo farmaco foi de 9,43 pg/mL.

Logo, o incremento de solubilidade maximo foi de 540,8%, passando para 51ug/mL.
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Figura 12: Diagrama de solubilidade da riparina D na presenca de concentracdes
crescentes de HP-B-CD.

Fonte: Arquivo pessoal
3.3  Caracterizacdo dos complexos de inclusédo obtidos por diferentes métodos.

A termogravimetria e a calorimetria diferencial exploratoria sao amplamente
utilizadas na caracterizacdo de processos de complexacdo entre farmacos e
ciclodextrinas, pois a auséncia de alguns eventos térmicos, tais como: fusdo,
sublimacdo, evaporacdo e degradacdo pode indicar que a molécula hdspede se
complexou (EHEN et al., 2005). As curvas de TG/DTA representadas na Figura 13
mostram que houve a complexacdo, devido a auséncia ou reducdo dos picos relativos a
fusdo da riparina. No entanto, somente a analise térmica ndo é suficiente para afirmar o
sucesso deste processo, visto que em alguns casos pode-se obter apenas uma mistura de
moléculas hospedeiras complexadas e ndo complexadas. Assim, faz-se necessario a
utilizacdo de outras técnicas analiticas, como: infravermelho, DRX e ensaios de

dissolucéo.
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Figura 13: Curva de DTA da riparina D e dos complexos obtidos por diferentes
métodos, na razdo de 10 °C/min. (1) riparina D; (2) HPBCD; (3) Mistura fisica; (4)
Malaxagem; (5) Spray-drying

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 14: Curvas de TG da riparina D e dos complexos obtidos por diferentes métodos
na razdo de 10 °C/min. (1) HPBCD; (2) riparina D; (3) Mistura fisica; (4) Malaxagem;
(5) Spray-drying.

Fonte: Arquivo pessoal
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Observa-se na Figura 14, curvas de TG, que 0s processos de decomposicdo dos
complexos e mistura fisica ocorrem em temperaturas intermediérias a decomposicao da
riparina D isolada e da HPBCD, representando um ganho de estabilidade térmica. Além
disso, o fato de que nenhum complexo ou mistura fisica ter sua temperatura de fusdo
antecipada também representa uma evidéncia de compatibilidade dos compostos
(FORTES, 2012).

De forma geral, as interacdes entre o farmaco e a ciclodextrina desempenham
um papel fundamental no perfil e controle de liberagdo. Entretanto, a razdo de liberagao
de farmacos incorporados em sistemas com estrutura cristalina dependera do grau e do
tipo desta estrutura, assim como das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
(GABBOUN et al., 2001). Logo, a complexacdo podera ser avaliada por mudancas nos
picos caracteristicos do complexo em relacdo as moléculas isoladas, quando analisadas
por difracdo de raios X (TAKAHASHI et al., 2012).

Observam-se na Figura 15 os difratogramas da riparina D, da HPBCD e dos
complexos de inclusdo obtidos por mistura fisica, malaxagem e spray-drying. Quanto ao
farmaco, os picos de alta intensidade observados nos diferentes angulos de difracéo,
tendo os mais acentuados em 20 = 15,44; 22,9 e 25,02 indicam uma estrutura cristalina.
Ja a auséncia de picos observado no difratograma da HPBCD indica uma estrutura de
natureza amorfa.

A interpretacdo do processo de complexacdo por DRX segue 0 mesmo
principio da analise térmica, avaliando o desaparecimento ou mudanca dos picos
caracteristicos (FREITAS et al., 2012). A mistura fisica e malaxagem exibem picos
caracteristicos da difracdo da rip D sobrepostos ao perfil amorfo da HPBCD, enquanto
que o complexo obtido por spray-drying apresentou tais picos de forma reduzida ou
quase inexistentes, indicando que o processo de complexacdo neste Gltimo tenha sido
mais efetivo (Figura 15). No entanto, ha a necessidade da utilizacdo de outras técnicas
analiticas para uma investigacao mais aprofundada.

A andlise dos espectros de infravermelho pode ser feita comparando as bandas
da molécula hospede, da HPBCD e dos complexos. Normalmente, o espectro da mistura
fisica se da através da sobreposicdo dos espectros do farmaco e da ciclodextrina com as
bandas da molécula hospede menos intensas devido a sua menor concentracdo. A
complexacdo pode ser avaliada pela mudanca de posi¢cdo das bandas, assim como pela

sua diminuigdo ou mesmo desaparecimento (CORTI et al., 2007).
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Figura 15: Difratograma de raios X da riparina D, HPBCD e dos complexos de incluséo
obtidos por mistura fisica, malaxagem e spray-dry. (1) Riparina D; (2) Spray drying da
rip D e HPBCD; (3) Mistura fisica entre rip D e HPBCD; (4) Malaxagem entre rip D e
HPBCD; (5) Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Fonte: Arquivo pessoal

A modificacdo de algumas bandas caracteristicas da molécula hdspede €
indicativo de que apenas parte da molécula foi complexada a ciclodextrina, sendo que as
bandas relativas a parte ndo complexada permanecem inalteradas (YANG et al., 2008).
No entanto, é importante ressaltar que quando ocorre a complexacéo, as bandas das CD
ndo sdo alteradas e se a molécula ndo apresentar bandas caracteristicas, suas alteracoes
podem ser imperceptiveis (VEIGA ;MERINO, 2002).

A Figura 16 mostra os espectros infravermelhos da riparina D, HPBCD, mistura
fisica e complexos de inclusdo obtidos por malaxagem e spray-drying. Para avaliar o
processo de complexacdo por FTIR deve-se observar e comparar as bandas da molécula
hospede, da HPBCD, dos complexos e da mistura fisica. Quando h& complexagdo, as
bandas correspondentes ao farmaco no complexo encontram-se diminuidas
(TAKAHASHI; VEIGA et al., 2012).
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Para avaliar, selecionou-se as principais bandas da ripD que ndo aparece na
ciclodextrina. Logo, a investigagcdo comparativa selecionou o estiramento N-H (3376
cm™), onde se observa uma diminuicdo no pico nos complexos por malaxagem e

mistura fisica e a total auséncia no complexo por spray-drying.
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Figura 16: Espectro de infravermelho da riparina D, HPBCD, mistura fisica e
complexos de inclusdo obtidos por malaxagem e spray-drying. (1)riparina D; (2)
HPBCD; (3) Mistura fisica; (4) Malaxagem; (5) Spray-drying

Fonte: Arquivo pessoal

Os ensaios de dissolugdo permitem prever o comportamento “in vivo” de uma
formulacdo em desenvolvimento. Para isto, devem-se utilizar meios de dissolucdo que
se assemelhem as condicgdes fisioldgicas, levando em consideracdo a condi¢do sink,
presenca de tensoativos e a influéncia no padrdo de motilidade no processo. A
velocidade de dissolucdo é também influenciada pelo tamanho da particula, forma do
cristal, polimorfismo, molhabilidade, adsorcdo aos excipientes, tempo de desintegracao
e natureza do revestimento (PANCHAGNULA ;THOMAS, 2000).

Outro fator a ponderar é o tempo de duracdo do teste de dissolucdo. A escolha
deve levar em consideracdo nao s6 os locais onde o farmaco ira ser absorvido, mas
também, a hora do dia em que este € administrado. Assim, para que ocorra a absor¢do
de um farmaco no intestino delgado por um periodo de 1 — 2 hora, a dissolucdo deve

estar completa, sob condi¢des gastricas, em 15 a 30 minutos. Nestas circunstancias, é
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razoavel que a utilizacdo de critérios de 85% de farmaco dissolvido ap6s 15 minutos no
meio simulado com pH géstrico (SOARES-SOBRINHO et al., 2010).

Observa-se na Figura 17 que apds 10 minutos a concentracdo de riparina D em
solucdo atinge seu limite maximo, sendo a porcentagem dissolvida de 9,7%.
Diferentemente, quando se analisa o perfil de dissolu¢do da mistura fisica verifica-se
que ap6s os 10 minutos iniciais a concentracdo de riparina D em solucdo é de 38,7%,
permanecendo nesse nivel ao longo da analise. Este aumento pode ser explicado pela
reducdo da tensdo interfacial entre o f&rmaco e 0 meio de dissolucdo devido a mistura
coma HPBCD (FERNANDES et al., 2008).

100
90 +
1 AP I
80 p.a T g Spray-drying
i y
70 /V“' X Malaxagem
X 604 |
5 o1 |
o 50
= ]
® e Mistura fisica
hQ:. > & — o —
i —i —a Riparina D
| 2 | Y | g T
30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 17: Perfil de liberacdo da riparina D, mistura fisica e complexos de incluséo
obtidos por malaxagem e spray-drying.

Fonte: Arquivo pessoal

CONCLUSAO

A riparina D é um farmaco com potencial a se tornar medicamento no futuro,
devido aos seus bons resultados em ensaios farmacoldgicos de acdo antioxidante. No
entanto, observou-se um entrave biofarmacéutico — a baixa solubilidade em agua. Para

reverter isto, o estudo aqui detalhado apresentou uma alternativa viavel, a complexacéao
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com HPBCD, uma ciclodextrina de baixo custo e com solubilidade aquosa elevada. Nos
resultados, podemos observar que o complexo obtido pelo método de spray-drying foi o
mais efetivo, aumentando a solubilidade do farmaco em estudos de dissolucao in vitro,
sendo corroborado também pela caracterizacdo instrumental. Em suma, o trabalho
realizado potencializa e viabiliza estudos futuros necessarios na trajetoria deste

potencial medicamento.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL POR RMN DE
COMPLEXOS DE INCLUSAO DA RIPARINA D COM
HIDROXIPROPIL-B-CICLODEXTRINA
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RESUMO:
A formacao do complexo de inclusdo da riparina D, farmaco com atividade antitumoral

citotoxica e antioxidante, com hidroxipropil-B-ciclodextrina foi estudada utilizando a
espectroscopia de RMN. Os resultados mostraram que a estequiometria adequada para a
preparacdo do complexo é de 1:1. A inclusdo do anel aromético, que possui carbonilas
ligadas a ele, no interior da HPBCD foi confirmada através de espectros bidimensionais
de ROESY, assim como com a avaliacdo das medidas de tempo de relaxacao
longitudinal (T;). Através da avaliacdo dos coeficientes de difusdo, pela técnica de
DOSY, observou-se que a fracdo ligada do farmaco a ciclodextrina foi de 52,83%, com
uma constante de associacdo aparente estimada em 2374 M™, evidenciando uma forte
interacéo.

Palavras-chave: Riparina D, hidroxipropil-B-ciclodextrina, RMN
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ABSTRACT:

The formation of the inclusion complex of riparina D cytotoxic drug with antitumor
activity, with hydroxypropyl-p-cyclodextrin has been studied using NMR spectroscopy.
The results showed that proper stoichiometry for the preparation of the complex is 1: 1.
The inclusion of the aromatic ring having carbonyl groups attached to it, within the
HPBCD was confirmed by two-dimensional ROESY spectra, as well as the assessment
of the longitudinal relaxation time measurements (T1). Through evaluation of the
diffusion coefficients by DOSY technique, it was observed that the bound fraction of
the drug to cyclodextrin was 52.83%, with an estimated apparent association constant of
2374 M-1, indicating a strong interaction.

Key-words: Riparin D, hidroxypropil-B-cyclodextrin, NMR
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INTRODUCAO:

A biodisponibilidadedos farmacos, capacidade que a molécula tem de atingir
os sitios farmacoldgicos, estd diretamente relacionado com a eficiéncia terapéutica.
Vérios fatores influenciam a biodisponibilidade, dentre todos, destacam-se a
solubilidade, estabilidade e capacidade de serem absorvidos (CHAUDHARY et al.,
2012). Logo, muitos candidatos a farmacos que apresentam baixa solubilidade em agua
necessitam de uma intervencdo farmacotécnica durante a formulacdo farmacéutica.
Dentre estas, destaca-se a utilizagdo de complexos supramoleculares de
autoagrupamento do tipo hdspede-hospedeiro (MURA, 2015).

As ciclodextrinas (CDs) sdo macromoléculas formadas por unidades de glicose
unidas através de ligagcdes glicosidicas a (1—4),classificadas assim como
oligossacarideos ciclicos. Existem diferentes tipos de CDs com diferentes caracteristicas
fisico-quimicas, dependendo do numero de unidades de glicose e do radical ligado a
estes. Estas moléculas, devido a sua cavidade central, sdo capazes de hospedar
moléculas menores apolares, e isto se deve a ligacdes hidrofobicas presentes na
superficie interior. Em contrapartida, a superficie externa da macromolécula possui
hidroxilas priméarias e secundarias que garantem uma boa solubilidade em agua,
tornando esta classe de composto alvo para varios estudos de encapsulacéo de farmacos
insoltveis (CRINI, 2014).

As hidroxilas primarias e secundarias presentes na B-CD sdo grupamentos que
permitem modificagdes quimicas da estrutura, substituindo os hidrogénios por uma
variedade de diferentes radicais (LOFTSSON; BREWSTER, 2012). Exemplo destes
derivados, destaca-se a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (2-HP-B-CD) que apresenta

solubilidade aquosa superior ao da B-CD (Figura 1).
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Figura 1:Estrutura quimica (A) e representacao esquematica (B) da 2-HP-B-CD
Fonte: Adaptado de EL-KOSASY et al., 2011.

A riparina D (ripD), 2-hidroxi-N-[2-(4-metoxi-fenil)-etil]-benzamida, derivado
sintético dos alcaloides extraidos da Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), apresentou
em estudos prévios potencial atividade antitumoral citotoxica. No entanto, do ponto de
vista biofarmacéutico, a riparina D apresentou baixa solubilidade em &gua,
representando uma limitacdo significativa ao desenvolvimento de formas farmacéuticas
orais (NUNES et al., 2014).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas espectroscopicas
mais utilizadas na investigacdo de complexos supramoleculares. Isto se deve as
informacGes Unicas e precisas sobre a estrutura e a dindmica das interacdes entre 0s
complexos e as moléculas hospedeiras no nivel atbmico (DUFOUR et al., 2015).

Em virtude da abundancia natural (99,98%) e da alta razdo magnetogirica (y),
grande parte das metodologias de RMN aplicadas a investigacdo de complexos
macromoleculares se da com a observacao do nucleo de hidrogénio (*H). Quando ocorre
a complexacdo do tipo hospede-hospedeiro, observa-se uma variacdo no deslocamento
quimico da molécula héspede devido a modificacdo da esfera de solvatacdo de seus
hidrogénios. A analise de fenémenos como o tempo de correlacdo (tc), difusdo
molecular e relaxacdo dos spins nucleares fornecem importantes indicios a respeito de
como as interagOes ocorre (LIS-CIEPLAK et al., 2014).
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O objetivo deste trabalho foi estudar as interagdes supramoleculares do
complexo de inclusdo formado entre a riparina D e HPBCD em meio liquido pela
técnica de RMN. Para isto, realizaram-se experimentos de Job’s plot para determinacao
e corroboracdo da estequiometria do complexo, medidas de tempo de relaxacdo
longitudinal e medidas de constantes de associacdo por experimentos de difusédo.
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MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacéo das amostras:

A riparina D utilizada no estudo foi sintetizada e purificada no Ndcleo de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui, enquanto que a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina foi obtida comercialmente pela Roquette®. Os sais fosfato
de sodio monobésico (NaH,PO,) e dibasico (Na,HPO,) sdo provenientes da Vetec® e 0s
solventes deuterados, metanol e D,O, foram adquiridos da Cambridge Isotope
Laboratories, Inc®.

2.1.1 Preparacéo do tampéo fosfato:

A solucdo tampéo de fosfato foi preparada a partir de duas solugdes estoques de
Na;HPO, e NaH,PO, em &gua deuterada (D,O). A solucdo de Na,HPOgestava na
concentracdo de 61 mmol L™e a de NaH,PO,com 39 mmol L™, totalizando 100 mmol
L™ de sais ap6s a mistura. Para a averiguag&o do pH da solucéo preparada utilizou-se o
pHmetro da Phtek® equipado com eletrodo de Ag/AgCl previamente calibrado. Esta

solucéo tampao foi utilizada para preparacéo de todas as amostras deste estudo descrito.
2.1.2 Preparacao dos complexos de incluséo:

Os complexos binarios de riparina D e HPBCD foram obtidos pela técnica de
spray-drying. Inicialmente, dissolveu-se a mistura nas propor¢des de 1:1 molar em
solucdo etanol:agua (2:8) seguida da pulverizagdo em spray-dry (Mini Spray Dryer
B290 - Biichi®), com temperatura de entrada de 140 °C e de saida de 89 °C e pressdo de

ar de pulverizacdo de 55 mmHg.

2.2 Técnicas de RMN

Os experimentos foram realizados em espectrometro de RMN Varian® INOVA,
modelo 400, operando a 400 MHz (9,4 T) com nicleo de hidrogénio — 1 (H"equipado
com sonda de 5 mm para detec¢do inversa, com gradiente de campo pulsado (PH TBI
600S3 H/C-BB-D-05 Z). O nucleo de Deutério (D) foi utilizado como referéncia para o
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lock(trava do campo) e para o ajuste do Shimming (homogeneidade do campo
magnético local). Todos os experimentos foram realizados a 25°C.

2.2.1Job’s plot

O experimento de Job permite determinar a estequiometria do complexo de
inclusdo ripD:HPBCD. Para tal, prepararam-se solucdes estoques de riparina D e
HPBCD a 2 mmol L™ cada (DO, 100 mmol L™ de tampéo fosfato pH = 7,0, 10% de
metanol-d4 e TPSA como referéncia interna). Em seguida, a partir das solucGes
estoques, foram preparadas cinco solu¢es em concentracdes variaveis de riparina D e

HPBCD, no qual a concentracdo final permaneceu de 2 mmol L™ (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracdes de riparina D e HPBCD em amostras utilizadas para

realizacdo do experimento de Job’s plot.

Solucéo Concentracdo de rip D Concentragdo de HPBCD
(mmol L) (mmol L™
1 0,4 1,6
2 0,8 1,2
3 1,0 1,0
4 1,2 0,8
5 1,6 04

2.2.2 Experimento de ROESY 2D

A anélise de RMN do tipo ROESY 2D foi realizada em amostra do complexo de
incluséo formado pela riparina D e HPBCD, na proporcao molar de 1:1. Para dissolucao,
utilizou-se tampéo fosfato (pH = 7) preparado em D,0. Configurou-se o equipamento
para mixing time de 500 ms apds o travamento de spin (spin lock). O experimento foi

realizado em temperatura constante de 25°C.
2.2.3 Medidas de tempo de relaxacéo longitudinal (T;)

Os estudos de medicdo do tempo de relaxacdo longitudinal foram feitos
utilizando o método da inversao-recuperacdo. Foram utilizados os seguintes parametros:

Di(“delay”) de 6 s, pulso de 90° entre 10 — 15 ps, nimero de scans igual a 32 e
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utilizacdo de 32 valores de tempo de recuperacdo. Foram realizados medidas para a

riparina D e para o complexo 1:1 da ripD com HPBCD.

2.2.4 Experimento de DOSY

Os experimentos de difusdo foram realizados para a riparina D e para o
complexo na proporcdo de 1:1, ambos na concentragdo de 2 mmol L™. A duracéo total
do gradiente de pulsofoi de 2ms, o tempo de espera de difusdo foi de 0,05 s e a forga de
gradiente minimafoi de 0,3 Gauss/cm. Para todos os experimentos foram coletados 30
espectros. Os resultados obtidos foram processados utilizando o programa
DOSYtoolbox®. Os experimentos de medidas de coeficientes de difusdo ndo foram

realizados em duplicata e, portanto, ndo ha desvio padréo para ser apresentado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Com o objetivo de observar as alteracdes de ambiente quimico dos hidrogénios
das moléculas héspedes, realizou-se a analise dos espectros de RMN de 'H para a
riparina D e para a HPBCD.

A descricdo do RMN de H (400 MHz) para a riparina D em metanol-ds e
tampdo fosfato com D,0O, pH = 7, observada na Figura 2, é: 12,43 ppm (s-OH2); 6,95
ppm (t-H3 e H4); 7,69 (d-H5); 7,39 ppm (t-H6); 8,43 ppm (s-NH); 3,63 ppm (g-H8’);
2,87 ppm (t-H7”); 6,85 ppm (dd-H6’); 6,87 ppm (d-H2’ e H5”); 3,79 ppm (s-H3’e H4").

OCH;, \

H3'e H4'

|
H3 e H4 " ’

| He| H7 ll
H2' e HS' ! 1\ l l‘ ,
H2 | NHl H’Sl B Hé' J \s_/JLJv \‘_’l*) \JL‘

T

s w13 2 n w9 s oo ” s A a = 6
Figura 2: Espectro de RMN 'H (400 MHz) da riparina D em metanol-d, e tamp&o
fosfato com D,0O, pH =7.

Fonte: Arquivo pessoal

A descricdo do RMN de *H (400 MHz) para HPBCD em metanol-d, e tampdo
fosfato com D,0O, pH = 7, observada na Figura 3, é: 5,11 ppm (H1); 3,75 ppm (H2);
3,56 ppm (H3); 3,47 ppm (H4); 3,89 ppm (H5); 3,97 ppm (H7); 5,21 ppm (H8); 3,68
ppm (H9).
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Figura 3: Espectro de RMN *H (400 MHz) da HPBCD em tampé&o fosfato com D0,
pH=7.

Fonte: Arquivo pessoal

A Tabela 2 representa o deslocamento quimico (6)dos hidrogénios da ripD
isolada e na presenca do complexo. Excluiu-se desta analise os H3’, H4” ¢ H8’ pois os
picos se confundem com aqueles observados na HPBCD, dificultando a anélise
detalhada. Além disso, os picos NH, H2’, H5’ ¢ H6’ se confundem com o ruido quando
utilizado a menor concentracdo de ripD (0,4 mmol L™?), logo seus deslocamentos
também ndo foram analisados. Assim, observa-se o efeito da complexacédo evidenciado
nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios, sendo o H6 e H7’ aqueles que
apresentaram maiores valores para A3.

Dentre as varias metodologias de determinacdo da estequiometria de complexos
de inclusdo, destaca-se 0 método de Job realizado em RMN como um dos mais simples
e consistentes que pode ser realizado. Este consiste na avaliacdo da variacdo de
deslocamento quimico dos ligantes frente a variacdo da razao ligante/macromolécula em

um sistema de concentracdo total constante(ZHANG et al., 2013).
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A variacdo do deslocamento quimico de solucGes de ripD e HPBCD em vérias
concentracdes diferentes permitiu concluir que a estequiometria do complexo é de 1:1,
visto que o ponto maximo do gréfico foi em x = 0,5 (Figura 4).

Tabela 2: Deslocamento quimico(6) em RMN (400 MHz) da riparina D isolada e da
mistura ripD:HPBCD.

Amostra 2-OH H3 e H4 H5 H6 H7’
Riparina D 12,4307 6,9552 7,6965 7,3919 2,8766
2 mmol
RipD:HPBCD 12,4366 6,990 7,6902 7,3007 2,9304
1:1 mmol
Ad -0,0059 -0,035 -0,0063 -0,0912 0,0538
9,5 -
9,0 -
04 ///\\
8,5 - P o .
".’O 8.0 3 // H6 L_§
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Figura 4: Varia¢do de deslocamento quimico do H6 ¢ H7’ da riparina D em diferentes
concentracdes do farmaco e da HPBRCD.

Fonte: Arquivo pessoal

O efeito Overhouser nuclear (NOE, abreviacdo de Nuclear Overhouser Effect) é

um fendmeno detectado por RMN que depende da distancia entre os hidrogénios da
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molécula hdspede e hospedeira, sendo do ponto de vista estrutural, uma Otima
ferramenta de elucidacdo da arquitetura de um complexo macromolecular (NGUYEN et
al., 2013).

Existem vérias técnicas utilizadas em RMN *H para determinar o NOE,
dependendo sua escolha da estrutura do sistema a ser estudado. Para avaliagdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas é preferivel utilizar a técnica de Rotating-
frame Overhouser Effect SpectroscopY (2D-ROESY) que possui boa sensibilidade e é
indicada para moléculas de peso molecular mediano (SRINIVASAN ;STALIN, 2014).

A Figura 5 apresenta um espectro de ROESY 2D para o sistema ripD e HPBCD.
Observam-se, fora do eixo da diagonal, duas interacdes significativas destacadas na
figura. A primeira delas relaciona o proton referente ao H1 da HPBCD com o proéton
H8’ da riparina D, enquanto que a segunda refere-se ao H5 da HPBCD com os protons
H2’ e H5’ da HPBCD. Faz-se importante destacar que, ao dividir a figura em
quadrantes, estas interacOes destacadas apresentam seus correspondentes no quadrante
inverso, demonstrando a confiabilidade do resultado observado. Tais interagcdes
intermoleculares ocorrem quando os protons estdo suficientemente proximos, logo, esta
técnica analitica bidimensional avancada permite o detalhamento da formacdo do
complexo de inclusdo, indicando que parte da molécula se encontra no interior da
cavidade da ciclodextrina (Figura 6).

Outra forma de avaliar o processo de complexacdo € através dasmedidas de
tempo de relaxacdo longitudinal (T1). Desta forma o processo derelaxacdo magnética
nuclear esta relacionado ao restabelecimento do equilibrioda magnetizacdo dos nlcleos
que sofreram uma excitacdo mediante aaplicacdo de energia, na regido da
radiofreqiiéncia, e este processo édependente das condi¢bes das vizinhancas. Desta
forma, mudancas nosvalores de T; podem dar indicios sobre a interacdo entre 0s
sistemas hdspede-hospedeiroevidenciando o0s possiveis sitios de interacdo entre
essasmoléculas uma vez que o processo de relaxacdo dos nlcleos dependediretamente
dos movimentos nucleares afetados pela complexacdo(JULLIAN et al., 2007).

A Tabela 3 mostra a variacdo dos valores de Tisobre os ndcleos de hidrogénio
da molécula de riparina D. Esta tabela também foi representada na Figura 7, atravésda
qual, pode-se observar as regides da molécula que sofreram maiores variacdes foram as

do anel aromatico com a carbonila e a ligacdo quimica correspondente a amina.
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Figura 5: ROESY 2D da amostra de riparina D e HPBCD, trava de spin de 500 (DO,
tampao fosfato pH=7 e 400 MHz para *H).

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 6: Figura esquematica da representacdo molecular do fenémeno de complexacéao

entre molécula de Riparina D e HPBCD.

Fonte: Arquivo pessoal
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Para moléculas organicas o processo derelaxagdo ocorre principalmente pelo
mecanismo de relaxacdo dipolar e destaforma, os valores de T; estdo diretamente
relacionados com o coeficiente dedifusdo rotacional(VOGT;STROHMEIER, 2012).
Assim, a regido do sistema supramolecular ripD/HPBCD que estaria inserida na
cavidade interna da ciclodextrina seria o anel aromatico ligado as carbonilas por
demonstrar uma gradual reducéo no valor de T;. Os maiores valores de AT; significam
diminui¢cdes nas propriedades dindmicas, através de uma restricdo na mobilidade dos
nlcleos de hidrogénio da riparina D na presenca da HPBCD, corroborando as demais
medidas de RMN obtidas.

Tabela 3: Valores de tempo de relaxacdo longitudinal (T1) medidos para riparina D
(T1rip) € complexo de inclusdo (Ticompr) (D20, tampdo fosfato pH=7). Valores em

segundos.

Hidrogénio (Tarip) (Trcompl) /AT,/
OH 2,138 2,084 0,054

H3 e H4 1,971 1,391 0,58
H5 2,227 2,142 0,085

H6 0,452 0,335 0,117

NH 1,754 1,576 0,178
H8’ 1,222 2,044 0,822
H7’ 0,85 0,453 0,397
H6’ 1,423 1,393 0,03
H2’ e H5’ 1,924 1,401 0,523
H3’ e H4’ 1,375 1,857 0,486

A difusdo molecular ¢ o movimento das moléculas em determinado fluido
resultante do movimento térmico de todos os componentes do meio analisado. Logo,
sua determinacdo depende da viscosidade do meio, da temperatura e do tamanho das
moléculas (raio hidrodindmico) (SOUZA;LAVERDE JR, 2002).

O coeficiente de difusdo de uma molécula de farmaco, considerada pequena,
varia quando estd associada a uma molécula hospedeira, como no caso de uma
ciclodextrina, ou quando participa de agrupamentos supramoleculares, como em
micelas ou lipossomas (JULLIAN; MIRANDA et al., 2007).
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Figura 7: Variacdo dos valores de T1 (em segundos) para os hidrogénios da riparina D
e ripD:HPBCD (1:1), 25°C, pH =7.

Fonte: Arquivo pessoal

Observa-se no espectro de DOSY da riparina D livre (Figura 8), 0s picos
referentes ao anel aromatico, que individualizam a riparina frente a presenca da
HPBCD, alinham-se em um coeficiente médio de difusdo de Dyre= 2,89 x 10°m?.s™.

Quando se observa o espectro do complexo de inclusdo, destacam-se dois
diferentes padrdes de difusdo (Figura 9). O primeiro, com um menor coeficiente de
difusdo, € referente a riparina D contida no complexo. O segundo, com maior
coeficiente, trata-se da ciclodextrina que devido a sua elevada massa molar, e por
consequéncia, um grande raio hidrodinamico.

O valor do coeficiente de difusdo obtido para a riparina D (Dops) resulta de uma
fragdo livre em solugdo (Diivre), juntamente com outra que esta ligada a HPBCD (Dcompt).
Esta fracdo que estd complexada a macromolécula provoca uma diminuicdo no
coeficiente médio de difusdo da riparina D, pelo fato de o farmaco em complexo se
comportar como uma molécula de raio hidrodindmico maior, logo apresentara menor

difusdo, fazendo com que o valor de seu coeficiente se aproxime do coeficiente de
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difusdo da HPBCD. Os resultados obtidos foram aplicados as formulas de Jhonson Jr e
colaboradores (JOHNSON, 1999).

Dobs = fiivreDiivret+ fcompIDcompI (1)
flivre =1 — fcompl (2)
Dobs = (1 — fcompI)DIivre+ fcompl Dcompl 3)

Como os raios hidrodindmicos do complexo e da macromoléculaséo similares,
temos que Deompi=Dm, onde Deompie D sd0 0s coeficientes de difusédo do complexo e da
HPBCD, respectivamente. Assim, considerando a equacdo 2, obtemos o valor da fragédo

complexada (fcompi), conforme observado na equacao 4.
fcompI= (Dlivre - Dobs) / (Dlivre - Dcompl) (4)

Onde, feompi = fracéo de ripD complexada a HPBCD; fjivre = fracéo de ripD sem
complexar; Djire = coeficiente de difusdo da ripD em solucdo; Deps = coeficiente de
difusdo da ripD na presenca da HPBCD; D¢ompl = coeficiente de difuséo da ripD 100%
ligada a HPBCD.

Para a determinacdo dos valores da constante de associacdo(Kj)utilizou-se os
valores da difusdo, pois indiretamente fornecem as fracdes de complexo em equilibrio,
logo [ML] corresponde a feompi enquanto [L] = 1 - feompr (Equagédo 2). Nos complexos de
estequiometria 1:1, como o observado no estudo realizado, [M] = [M]i — [L]ifcompl, ONde
[M]; e [L]i sé@o as concentraces iniciais de macromolécula e ligante, respectivamente. A
insercdo de todas essas consideracOes resulta na equacdo 5, que possibilita correlacionar

0 Ka com fcomp|.

Ka = fcompI/ (1 - fcompl)([M]i - [L]ifcompl) (5)

Observa-se que a variacdo de coeficientes de difusdo da riparina D é muito
superior a variacdo de coeficiente de difusdo da HPBCD. Isso indica que a variagdo de
D ocorre devido a complexacdo e ndo a qualquer efeito de obstrucdo que possa ocorrer
na amostra.

Para o complexo ripD:HPBCD, o valor obtidopara a ripD (Dopservada) €
resultante de uma fracéo que esta ligada a HPBCD(Diigada), € Outra referente a ripD livre

em solucdo (Diivre). A fracdo de ripD (Diigada) que esta interagindo com a cavidade da
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HPBCD causa uma diminuicdo nocoeficiente médio de difusdo da ripD, pelo fato de a
ripD em complexo comportar-seagora como uma molécula com um raio hidrodindmico
maior do que ripD livre, tendomenor difusdo e fazendo com que o valor do seu
coeficiente de difusdo torne-semais préximo aos valores do coeficiente de difusdo da
HPBCD.
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Figura 8: Representacdo em 2D do experimento DOSY para riparina D, 25°C, 400
MHz em D,0 com tampao fosfato pH = 7,0

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 9: Representacdo em 2D do experimento DOSY para o complexo ripD/HPBCD,
29°C, 400 MHz em D,0 com tampéo fosfato pH = 7,0.

Fonte: Arquivo pessoal
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A partir dos resultados observados, pode-se determinar que o coeficiente de
difusdo da riparina D em solucdo (3,971 x 10™°m? .s™) diminui na presenca de HPBRCD,

Om? s1). O valor obtido para a

apresentando uma menor mobilidade (2,89 x 10
constante de associacdo aparente (2374 M™), juntamente com a fracdo de farmaco
complexado (52,83%) evidencia uma forte interacdo entre o farmaco e a macromolécula

(Tabela 4).

Tabela 4: Valores do coeficiente de difuséo, fracdo molar ligada e constante de
associagdo aparente para as amostras: riparina D; HPBCD e complexo 1:1 de

riparinaD:HPBCD, em D,0 com tampéo fosfato pH = 7,0, 25°C.

Coeficiente de Constante de
Amostra Difusao Fracéo ligada associagao
(10°m? s aparente (M™)
Riparina D 3,971
HPBCD 1,925 52,83% 2374

ripD: HPBCD 2,89
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CONCLUSAO:

Através dos resultados observados, conclui-se que houve a complexacdo
binaria da riparina D com a 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrina. Foi possivel corroborar
experimentos anteriormente realizados, através do diagrama de solubilidade, que a
estequiometria do complexo é de 1:1 molar. Além disso, os experimentos de ROESY
1D e DOSY foram ferramentas de capacidade Unica para revelar a nivel atbmico as
arquiteturas dos complexos desenvolvidos e na determinacdo das constantes de
associagdo. Os resultados obtidos com o estudo de simulagdo computacional
contribuiram para a elucidacdo da geometria do complexo assim como para

determinacéo tedrica das energias envolvidas.
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